


 
 

Effets d’une exposition précoce combinée entre phéromone et nourriture 

Sur le développement comportemental des adultes Drosophila melanogaster 

Mots clés : Drosophila, imprégnation, phéromones, cVA, tunnel de vol, électroantennographie 
Chez Drosophila melanogaster, la communication phéromonale se fait majoritairement au moyen des 
hydrocarbures cuticulaires sexuellement spécifiques (et de produits dérivés) et du 11 - cis - vaccényl 
acétate (cVA), phéromone lipidique mâle. Leur dépôt conjoint sur la nourriture, véritable signature 
chimique de l’espèce, attire mâles et femelles conspécifiques et favorise accouplements et 
comportements collectifs. Initialement décrite comme stéréotypée, il a récemment été montré que la 
réponse adulte aux phéromones pouvait cependant être plastique et dépendre notamment de 
l’expérience juvénile d’un individu (i.e. imprégnation). Dans ce contexte, le phénomène d’empreinte au 
cVA a fait l’objet d’une analyse à travers l’étude du rôle agrégatif de la phéromone chez des individus 
dont l’imprégnation a été manipulée. 

La première échelle, comportementale, avait pour but d’étudier l’attraction à distance de mâles 
et femelles imprégnées ou non au cVA vers un choix de nourritures marquées au moyen d’un tunnel de 
vol. Le marquage était soit réalisé naturellement par les dépôts phéromonaux et microbiotiques de 
conspécifiques, soit manuellement par dépôt de cVA synthétique. Cette première expérience a fait l’objet 
d’une analyse complémentaire des espaces de tête des nourritures utilisées visant à étudier la nature et 
l’origine des odorants émis. Les résultats ont mis en évidence la nécessité d’un contact larvaire avec le 
cVA dans la modulation de l’attraction adulte à la phéromone, cependant l’exposition synthétique au 
cVA seul ne suffit pas à rétablir pleinement l’attraction naturelle, supposant que d’autres composés sont 
impliqués dans l’imprégnation. L’attractivité des nourritures apparait de plus dépendante du sexe de la 
Drosophile testée, de la nature du marquage présent sur la nourriture et du choix de nourritures 
proposées.  

La deuxième échelle, électrophysiologique, avait pour but d’étudier la réponse antennaire de 
mâles et femelles imprégnés ou non au cVA lors de la diffusion à courte distance de la phéromone. Les 
enregistrements ont mis en évidence l’existence de différences de réponses périphériques selon 
l’exposition pré-imaginale à la phéromone, mais pas selon le sexe. Il semble donc que les différences de 
comportements observables entre mâles et femelles en tunnel de vol s’expliquent par le dimorphisme 
central de circuiterie du cVA plutôt que par une détection périphérique différente de la phéromone. 

Finalement, l’absence de différence de réponses entre les individus non – imprégnés et synthétiquement 
imprégnés soutient davantage la nécessité de contact avec d’autres composés en plus du cVA pendant 
la période larvaire afin de permettre l’imprégnation totale à la phéromone.  

            

Effects of early combined pheromone and food exposure on the behavioral development of adult 
Drosophila melanogaster 
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In Drosophila melanogaster, pheromonal communication is mainly mediated through sex-specific 
cuticular hydrocarbons (and derived compounds) and the male lipidic pheromone 11 - cis - Vaccényl 
Acétate (cVA). When deposited together on the feeding substrate they attract conspecifics males and 
females, promoting mating and collective behaviors. Initially described as stereotyped, recent findings 

showed that adult response to pheromones could be plastic and depend on the juvenile experience of 
an individual (i.e. imprinting). In this context, we studied cVA imprinting through its aggregative effect 
in individuals whose imprinting has been manipulated. 

The first goal, behavioral, was to study long-range attraction of cVA (or not)-imprinted males 
and females presented with a dual food choice in a flight tunnel. Foods were either naturally labelled by 
conspecifics (depositing their pheromonal and microbial compounds) or manually enriched with cVA. 
This first experiment was completed by the analysis of labeled food headspaces to decipher sources and 
natures of volatiles odorant compounds attracting Drosophila. This experiment highlighted the necessity 
of an early larval contact with cVA to modulate adult attraction to the pheromone. However, manual 
larval exposure to cVA alone was not sufficient to fully restore adult attraction,  
which may indicate that other compounds are needed in the pheromone imprinting. Food choice finally 
appeared to be a sex-specific behavior dependent on the nature of the food labelling and the dual food 
choice presented. 

The second goal was to study the electrophysiological antennal response of cVA (or not)-
imprinted males and females when presented with a short-range puff of the pheromone. Recording 

showed modulation of the peripheric response according to pre-imaginal exposure to cVA but not the 
sex. It seems that sex-specific long-range attraction in the flight tunnel is rather explained by the central 
dimorphism of cVA–neural olfactory system than by a different peripheral detection of the pheromone. 
Finally, the similarity of peripheric response in unimprinted and manually imprinted individuals to cVA 
alone support the hypothesis that larval imprinting to cVA needs additional parental compounds to be 
fully effective in adult.  
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Listes 

Abréviations  

Protéines 

- ACP : Protéines des glandes accessoires (Accessory Gland Protein), 

- CSP : Protéines chimiosensibles (Chemosensory Protein),  

- Dup99B : Ductus ejaculatorius peptide 99B, 

- Est-6 : Estérase-6, 

- GOBP : Protéines générales de ligation d’odorants (General Odorant Binding Protein),  

- OBP : Protéines de ligation d’odorants (Odorant Binding Protein),  

- PBP : Protéines de ligation de phéromones (Pheromone Binding Protein),  

- SNMP : Protéines de membrane de neurone sensoriel (Sensory Neuron Membrane 

Protein), 

- SP : Peptide sexuel (Sex-Peptide), 

 

Composés chimiques et phéromonaux 

- 2MB2 : 2-méthylbut-2-ènal, 

- 7,11-HD : 7,11-heptacosadiène,  

- 7,11-ND : 7,11-nonacosadiène,  

- 7-P : 7-pentacosène,  

- 7-T : 7-tricosène,  

- 9-P : 9-pentacosène,  

- 9-T : 9-tricosène,  

- 11-P : 11-pentacosène,  

- cVA : (Z) – 11 – octadécène – 1 – yl ou cis – Vaccényl Acétate,  

- cVOH : cis-Vaccénol,  

- HC : Hydrocarbures cuticulaires (Cuticular Hydrocarbons), 

- JH : Hormone juvénile (Juvenile Hormone), 

- VOC : Composés organiques volatiles (Volatile Organics Compounds), 

- Z4-11Al : (Z)-4-undécénal, 
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Processus mnésiques et neuronaux 

- ITM : Mémoire à moyen terme ou intermédiaire (Intermediate-Term Memory), 

- LP-LTM : Mémoire à long terme tardive (Late Phase Long-Term Memory), 

- LTCA : Adaptation centrale à long terme (Long-Term Central Adaptation), 

- LTH : Habituation olfactive à long terme (Long-Term Habituation), 

- LTM : Mémoire à long terme (Long-Term Memory),  

- STM : Mémoire à court terme (Short-Term Memory),  

 

Eléments Neuroanatomiques 

- APL : Neurones GABAergiques antérieurs latéraux appariés (Anterior Paired Lateral 

Neuron), 

- GRN : Neurones gustatifs (Gustatory Receptor Neuron), 

- iACT : Tractus antenno-cérébraux internes (Inner Antenno-Cerebral Tract), 

- Ir : Récepteurs ionotropiques (Ionotropic Receptor),  

- KC : Cellules de Kenyon (Kenyon Cell), 

- LAL : Lobes antennaires larvaires (Larval Antennal Lobe), 

- LH : Corne latérale (Lateral Horn), 

- mACT : Tractus antenno-cérébraux médians (Medial Antenno-Cerebral Tract), 

- MB : Lobes pédonculés (Mushroom Bodies), 

- mPN : Neurones de projection multi-glomérulaires (Multigromerular Projection 

Neuron), 

- Or : Récepteurs odorants (Olfactory receptor), 

- Orco : Corécepteur olfactif (Olfactory Co-receptor),  

- ORN : Neurones olfactifs (Olfactory Receptor Neuron), 

- PN : Neurones de projection (Projection Neuron), 

- Pr : Récepteurs phéromonaux (Pheromone Receptor), 

- uPN : Neurones de projection uni-glomérulaire (Uniglomerular Projection Neuron), 

 

Techniques expérimentales et analyses statistiques 

- ACP : Analyse en Composantes Principales, 

- AFD : Analyse Factorielle Discriminante, 

- EAG : Electroantennographie, 
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I - La communication chimique 

 

Décrite par Wilson (1975) dans son livre Sociobiology : The New Synthesis, la 

communication chimique est considérée comme le canal ancestral de 

communication. Elle est partagée par tous les êtres vivants uni- et pluricellulaires et 

se caractérise par l’émission et la détection de molécules plus ou moins volatiles.  

Elle implique deux modalités sensorielles :  

• La modalité gustative qui permet la réception de composés chimiques non volatiles 

et s’inscrit dans les interactions rapprochées. Elle trouve sa place dans toutes 

situations spatialement restreintes où les contacts avec la source odorante sont 

les plus fréquents (grégarisme, choix de partenaire sexuel et initiation de parade, 

évitement d’aliments toxiques).  

• La modalité olfactive qui se caractérise par la détection de composés volatiles à 

distance et dilués dans un fluide (air ou eau). Elle favorise notamment la 

recherche d’habitats, de nourritures et le regroupement de partenaires en même 

temps que l’évitement de prédateurs, ennemis et conditions délétères (Wyatt, 

2003). 

 

Valeurs adaptatives et coûts 

La modalité olfactive (diffusion et réception de molécules à distance) présente 

plusieurs avantages sur les autres modes de communication. Elle est en effet 

particulièrement intéressante dans les situations où (i) les informations auditives et 

visuelles sont limitées et où (ii) les individus émetteurs et récepteurs sont 

physiquement éloignés. Elle permet par exemple à des partenaires sexuels de 

s’orienter efficacement et de se rencontrer (Wyatt, 2003) ou à une proie d’éviter 

habilement ses ennemis (Kannan et al., 2022). Un autre avantage réside dans le 

faible coût énergétique de production des messages odorants car ils dérivent de 

déchets métaboliques et hormonaux excrétés dans l’environnement et sont 

initialement dépourvus de fonctions communicatives (Sørensen & Scott, 1994 ; 

Wyatt, 2010).  

Les coûts associés à la communication chimique proviendraient donc 

majoritairement des coûts énergétiques directs liés au signalement (Blows, 2002 ; 

Johansson et al., 2005) et des coûts sociaux indirects liés à l’attraction possible de 

compétiteurs ou parasites (Gosling & Roberts, 2001 ; Johansson & Jones, 2007).  
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• Des signaux interceptés par un récepteur hétérospécifique et qui ne profitent qu’à 

ce dernier sont qualifiés de kairomones (exemple des signaux émis par les larves 

de Drosophila melanogaster détectés par leur parasitoïde Leptopilina heterotoma - 

Dicke et al., 1985), 

 

• Des signaux interceptés par un récepteur hétérospécifique et qui ne profitent qu’à 

l’émetteur sont qualifiés d’allomones (exemple, la pollinisation d’Arum 

palaestinum se fait par duperie de Drosophiles attirées par des composés issus de 

la plante et se rapprochant de composés fermentés - Stökl et al., 2010), 

 

• Des signaux interceptés par un récepteur hétérospécifique et qui profitent à 

l’émetteur et au récepteur sont qualifiés de synomones (exemple, les Drosophiles 

mycophages sympatriques D. falleni, recens, putrida et testacea utilisent la même 

phéromone d’agrégation. Son dépôt par une des quatre espèces du groupe attire 

les trois autres et optimise l’exploitation commune de leur environnement - 

Jaenike et al., 1992 ; Wertheim et al., 2005).  

 

Selon le contexte de leur utilisation et les conséquences déclenchées chez le 

récepteur, les phéromones peuvent être qualifiées respectivement de modificatrices 

ou d’incitatrices (Wilson, 1965). Les phéromones modificatrices provoquent des 

changements physiologiques à long terme du récepteur favorisant par exemple la 

puberté, l’ovulation ou encore la différenciation des castes chez les insectes sociaux. 

Les phéromones incitatrices déclenchent une réponse comportementale rapide et 

transitoire du récepteur (Wilson, 1965). On retrouve dans cette dernière catégorie 

les phéromones sexuelles, d’alarmes, de recrutement, d’agrégation, d’espacement ou 

de piste (Law & Regnier, 1971).  

 

Initialement considérée comme étant innée (Lorenz, 1950 ; Wilson, 1975), la 

réponse comportementale aux phéromones peut cependant être conditionnelle et 

dépendante d’expériences précoces reçues par un individu au stade juvénile (Beny & 

Kimchi, 2014 ; Everaerts et al., 2018 ; Wyatt, 2010). 

 

Phéromones dans l’environnement juvénile chez les Mammifères 

Chez les Mammifères, la période périnatale apparait comme une période extrêmement 

plastique pour leur système olfactif. Rats, gerbilles, hamsters, souris domestiques et 

épineuses ou encore lapins non-sevrés sont en effet très sensibles aux odeurs de leur 
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environnement de nid qui induisent plus tard des préférences olfactives influençant 

leur comportement social et alimentaire (Brown, 1982 ; Leon et al., 1977 ; Schaal 

et al., 2003).  

 

In utero, l’injection de jus de pomme et de chlorure de lithium (provoquant un état 

nauséeux) dans une rate porteuse déclenchera un comportement aversif du juvénile 

envers le jus de pomme à sa naissance (Smotherman, 1982). De la même manière, 

l’injection de chlorure de lithium chez des ratons de 2 jours en présence d’une odeur 

citronnée déclenchera chez eux une forte aversion pour celle-ci quand elle sera 

présentée à nouveau 6 jours plus tard (Rudy & Cheatle, 1977). Lorsque des ratons 

sont élevés seuls pendant 2 semaines sur une litière parfumée et associée à un objet 

chaud, ils vont préférer cette même odeur comparée à une odeur naturelle de litière, 

montrant ainsi la nécessité d’une association entre environnements chimique et 

tactile de nid dans le renforcement d’une préférence olfactive chez le nouveau-né 

(Alberts & May, 1984).  

Ces associations se traduisent ensuite par des préférences filiales puis 

sexuelles en fonction de l’âge du juvénile. Lorsqu’il est âgé de 2 semaines et donc 

capable de se déplacer, les odeurs de la mère déclenchent l’arrêt du jeune rat et son 

approche vers les mamelles (Leon & Moltz, 1971, 1972). Une fois adulte, les souris 

Mus musculus femelles élevées avec leurs deux parents montrent une préférence pour 

les odeurs de mâles, favorisant ainsi la recherche de partenaire de sexe opposé 

(Brown, 1982).  

 

Ces expériences prouvent le rôle indispensable des environnements olfactifs et 

tactiles périnataux dans la construction d’un comportement social et alimentaire 

adapté chez le jeune. Les odeurs associées au nid lui permettent dès la naissance 

d’éviter les aliments toxiques, de localiser sa mère et les mamelles de celle-ci, puis 

une fois adulte d’être attiré par ses conspécifiques et discriminer efficacement leur 

sexe. 

 

Cet aspect multifonctionnel des odeurs a été particulièrement étudié chez la 

phéromone mammaire de lapin, le 2-méthylbut-2-ènal (2MB2) (Coureaud et al., 

2010). Les mamelles de la lapine émettent en effet cette phéromone qui a pour rôle 

principal de déclencher l’approche et le comportement de succion chez le nouveau-

né (Pedersen & Blass, 1982; Rosenblatt, 1983; Teicher & Blass, 1976). Chez le 

lapereau, la réponse orocéphalique (recherche/saisie orale des tétines maternelles) 
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déclenchée par le 2MB2 apparait comme extrêmement stéréotypée et ne nécessitant 

aucun apprentissage (Schaal et al., 2003). La réponse décroît progressivement sous 

contrôle prandial jusqu’au 15ème jour du lapereau avant sa disparition complète à 

l’approche du sevrage (Montigny et al., 2006). 

 

En plus de son rôle dans la communication mère-jeune, il a été découvert que cette 

phéromone agissait comme facilitatrice d’apprentissage chez le nouveau-né et que la 

présentation conjointe du 2MB2 avec une autre odeur (à l’origine neutre) confiait à 

celle-ci la même valeur appétitive que le 2MB2. Après une unique expérience 

d’acquisition, la nouvelle odeur déclenchait la réponse orocéphalique et perdurait 

jusqu’à 120h (Coureaud et al., 2006). Cet apprentissage permet notamment à 

l’individu de discriminer rapidement les membres de sa famille et une fois adulte de 

les éviter lors de sa recherche de partenaire sexuel. 

L’implication du 2MB2 dans le déclenchement d’une réponse comportementale 

vitale, dans la reconnaissance des proches ainsi que dans l’apprentissage appétitif 

de nouveaux odorants chez le nouveau-né a permis à Coureaud et al., (2010) de la 

qualifier de phéromone « organisatrice » de la cognition néonatale du lapereau.   

 

Il apparait à travers cet exemple que le rôle des phéromones peut évoluer en fonction 

du stade développemental pendant lequel un individu y est confronté et ainsi 

permettre successivement apprentissages associatifs et communications. La période 

juvénile est de plus une période privilégiée d’apprentissages pendant laquelle le 

système nerveux est extrêmement dépendant des expériences sensorielles perçues. 

Cette période de grande plasticité neuronale est qualifiée de période critique et 

détermine l’imprégnation des juvéniles aux signaux propres à leur espèce (Salzen, 

1967).  
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II - Imprégnation dans le monde animal  

 

Découverte du phénomène 

L’imprégnation filiale a été initialement décrite par Lorenz et désigne un attachement 

social obligatoire et pérenne entre nouveau-né et parents chez les espèces d’oiseaux 

nidifuges (Lorenz, 1935). Chez le canard colvert Anas platyrhynchos et la poule 

domestique Gallus gallus domesticus, on observe une approche systématique du 

jeune vers le premier objet perçu, animé ou non, et se substituant à la mère. Très 

vite (1 à 2h - Bateson et al., 1973), le jeune préférera cet objet en cherchant 

activement son contact, le discriminant des nouveaux objets présentés et tentera plus 

tard de s’accoupler avec lui plutôt qu’avec des congénères (Bateson, 1966 ; Bolhuis 

et al., 2015). Initialement qualifiée de préférence sociale, l’imprégnation filiale se 

définit ainsi comme la restriction du comportement social à un objet particulier ou à 

une classe d’objet (Bolhuis, 1991).  

La capacité d’imprégnation de certaines espèces d’oiseaux serait corrélée à 

l’existence de prédispositions pendant le stade juvénile à être plus sensible à certains 

stimuli. L’addition de lumières, mouvements, bruits, couleurs et formes particulières 

peuvent rendre l’approche du jeune vers l’objet et son imprégnation à celui-ci plus 

rapides (Bateson, 1966 ; Hoffman, 1978 ; Smith & Bird, 1963). Selon Bolhuis et 

al. (1985), ces prédispositions seraient l’assurance que le juvénile oriente 

immédiatement son attention sur des caractéristiques communes et facilement 

identifiables de ses congénères (zone « tête et cou », chant - Johnson & Horn, 1988 ; 

Rosa-Salva et al., 2010) et lui permettrait d’apprendre une fois adulte à les 

discriminer sur la base de ces mêmes critères (Candland, 1969).  

 

Généralisation de l’imprégnation 

Depuis cette découverte, de nombreux exemples d’imprégnations ont été identifiés 

dans la nature pouvant se référer à un large champ « d’objet » (filiale, alimentaire, 

sexuel, habitat, hôte) (Darmaillacq et al., 2006 ; Hess, 1964 ; Immelmann, 1975b 

; Jones et al., 1999 ; Kingsford et al., 2002 ; Sluckin, 1968)  

 

Ces observations ont permis aux auteurs de faire consensus sur 3 critères définissant 

l’imprégnation et la distinguant des autres processus de mémoires et 

d’apprentissages (notamment associatifs) :  
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(i) L’existence d’une période temporelle stricte de grande plasticité cérébrale (i.e. 

la période critique) nécessaire à l’apprentissage de caractères propres à son 

espèce et à son environnement. Les imprégnations sociales, alimentaires et 

environnementales présentent des périodes critiques différentes mais 

coexistantes chez le même individu (Hess, 1964; Salzen, 1967). Elles sont 

marquées par des changements synaptiques et structurels des aires cérébrales 

intégrant les afférences sensorielles issues de l’objet d’imprégnation (Berardi 

et al., 2004 ; Hensch, 2005). 

(ii) Il s’agit d’un phénomène stable, persistant et qui ne nécessite pas de 

renforcements. La notion « d’irréversibilité » ayant fait débat (Hess, 1959; 

Schein, 1963), l’imprégnation apparait en effet moins rigide qu’initialement 

décrite par Lorenz (1935) et permet par exemple aux oiseaux qui ne sont pas 

imprégnés à leur espèce d’accepter tout de même de s’accoupler avec des 

congénères lorsque leur objet d’imprégnation est absent (Bateson, 1966). 

(iii) Il n’existe pas de relation temporelle stricte entre la période d’acquisition et 

celle d’expression de l’imprégnation, la première ayant souvent lieu à un stade 

juvénile alors que la seconde survient généralement à l’âge adulte. L’hypothèse 

principale est que l’acquisition des informations se ferait pendant le stade 

juvénile d’un individu, lorsqu’il fait encore partie du groupe familial. Ses 

probabilités d’apprendre à reconnaitre les signaux propres à son espèce 

seraient ainsi supérieures à celles du stade adulte, période pendant laquelle 

l’individu vit généralement seul ou en groupe restreint (Immelmann, 1975a ; 

Sengpiel, 2007). 

 

Les exemples d’imprégnations se retrouvent dans de nombreux taxons : oiseaux 

(Hess, 1964; Immelmann, 1975b), rongeurs (Sluckin, 1968), poissons 

(Darmaillacq et al., 2006; Jones et al., 1999; Kingsford, et al., 2002), primates 

(Salzen, 1967) ou encore insectes (Jaisson, 1973 ; Manning, 1967a ; Thorpe, 

1939) chez lesquels ce phénomène affecte des comportements primaires tels que les 

préférences alimentaires (Gutiérrez-Ibáñez et al., 2007 ; Karowe, 1989; Peralta 

Quesada & Schausberger, 2012), d’oviposition (Prokopy et al., 1982 ; Shikano & 

Isman, 2009), de choix d’habitat (Djieto-Lordon & Dejean, 1999) et même de 

partenaire (Anderson et al., 2013). 

 

Une des questions majeures se posant chez les Insectes holométaboles (i.e. 

accomplissant une métamorphose complète entre stade larvaire et adulte : 
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Coléoptères, Lépidoptères, Diptères, Hyménoptères) est de comprendre comment se 

maintient une préférence causée par imprégnation à travers les changements 

neuronaux et comportementaux drastiques engendrés par la métamorphose.  

La Drosophile Drosophila melanogaster est un modèle particulièrement intéressant 

dans cette thématique car il s’agit d’un insecte holométabole, dont les processus 

neuro-éthologiques de l’olfaction et de la communication phéromonale sont bien 

documentés (Dudai, 1985 ; Ferveur, 2005 ; Fishilevich & Vosshall, 2005 ; 

Greenspan & Ferveur, 2000 ; Vosshall & Stocker, 2007 ; Wolfner, 1997).  

 

III - Système olfactif des Insectes 

 

On retrouve chez les insectes une similarité d’architecture des systèmes de détection 

périphérique et de l’organisation centrale du système olfactif (Galizia & Rössler, 

2010). On constate d’une part la répartition des détecteurs chimiosensoriels sur des 

zones restreintes du corps et d’autre part une organisation générale commune du 

connectome cérébral (lobe antennaire divisé en gloméruli projetant sur les corps 

pédonculés et la corne latérale) (Zhao & McBride, 2020). 

 

Schématiquement, la détection chimiosensorielle chez les Insectes se fait via des  

soies chimiosensibles appelées sensilles (Stocker, 1994). Visualisables par 

microscopie à balayage électronique, les sensilles olfactives (de quelques centaines à 

une dizaine de milliers selon l’espèce considérée) sont concentrées sur les antennes 

et les palpes maxillaires (Figure 2 – A et B) (Steinbrecht, 1970, 1996). Elles se 

définissent comme des unités fonctionnelles abritant un ou plusieurs neurones 

sensoriels (ORN) baignant dans une lymphe sensillaire et associé(s) à des cellules 

accessoires (cellules tricogène, thormogène et thécogène). Ces dernières assurent 

l’environnement fonctionnel de la sensille en produisant lymphe, protéines 

chimiosensibles (CSP), protéines de ligation d’odorants (OBP) et enzymes de 

dégradation ayant pour rôles principaux d’acheminer les odorants jusqu’aux 

récepteurs olfactifs situés sur la membrane dendritique des ORN puis d’assurer leur 

désactivation et leur élimination.  

 

Classification morphologique, spatiale et fonctionnelle des sensilles  

Une prédiction du rôle de la sensille en fonction de sa morphologie est proposée dès 

1980 par Altner & Prillinger :  
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• Les sensilles chimioréceptrices se distinguent des sensilles mécanoréceptrices car 

elles présentent un ou plusieurs pores au travers de leur paroi.  

• Les sensilles gustatives possèdent un pore apical ou une couronne de pores 

apicaux. Elles contiennent un neurone mécanosensible ainsi que 4 à 5 neurones 

chimiosensoriels. 

• Les sensilles olfactives (pouvant abriter jusqu’à une centaine de neurones 

sensoriels (Nakanishi et al., 2010)) présentent plusieurs pores le long de leur 

soie. 

Chapman (1998) classe les sensilles olfactives en 4 catégories, réparties sur le 

funicule. :  

 

(i) Les sensilles trichoïdes possèdent les soies les plus longues (19 à 24 µm) et 

sont présentes sur les antennes, pattes et organe de ponte. Chez Drosophila 

melanogaster, 4 types sont répartis sur la zone disto-latérale antérieure et 

postérieure du funicule (De Bruyne et al., 2001 ; Lin & Potter, 2015). Leur 

nombre total présente un dimorphisme sexuel (166 +/- 7 chez les mâles contre 

144 +/- 8 chez les femelles) (Shanbhag et al., 1999).  

(ii) Les sensilles basiconiques, plus courtes, sont présentes majoritairement sur 

les antennes. Chez la Drosophile, ce type de sensilles est le plus abondant. 

Elles sont distinguables par microscopie optique entre larges, fines et petites 

basiconiques selon leur taille et le nombre de neurones sensoriels qu’elles 

abritent (Couto et al., 2005; De Bruyne et al., 2001). Les basiconiques larges 

sont cloisonnées dans une zone médiale proximale du funicule ; les petites et 

fines basiconiques sont présentes sur tout le funicule sauf dans la zone à large 

basiconique et sur la partie latérale distale.  

(iii) Les sensilles cœloconiques, de petite taille, sont très poreuses et constituées 

de « doigts » cuticulaires fusionnés. Chez la Drosophile, 8 types sont référencés 

et aléatoirement dispersés sur les antennes.  

(iv) Les sensilles intermédiaires, de taille comprise entre celle des sensilles 

trichoïdes et des sensilles basiconiques. Chez la Drosophile, elles sont une 

vingtaine sur chaque antenne et se répartissent sur la surface antérieure de 

celles-ci. 

 

Le funicule présente une division de son champ olfactif en 5 régions selon les 

populations sensillaires majoritaires (Figure 2). 
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Fonctionnement des sensilles et récepteurs  

Les molécules odorantes doivent traverser la lumière sensillaire riche en lymphe 

après leur entrée par le pore ou le tubule sensillaire.  

Découverte chez Antheraea polyphemus (Vogt & Riddiford, 1981), les OBP 

sont des protéines solubles de faible poids moléculaire (17 kDa) sécrétées par les 

cellules accessoires. Elles jouent un rôle principal dans la solubilisation, le transport, 

la reconnaissance et la désactivation de composés odorants lorsqu’elles ont pénétré 

dans la lymphe (Ziegelberger, 1996). La désactivation finale de la phéromone est 

permise par des enzymes présentes dans la lymphe (Kaissling, 1974 ; Vogt & 

Riddiford, 1981).  

On distingue les Protéines de liaison de phéromone (PBP) principalement 

affines avec leur ligand phéromonal (Prestwich et al., 1995), des protéines générales 

de liaison d’odorants (GOBP1 et 2) présentant un plus large spectre de ligands 

(Steinbrecht et al., 1995 ; He et al., 2010).  

 

Les récepteurs olfactifs appartiennent à trois classes principales et agonistes de 

récepteurs : les récepteurs odorants (Or) (Clyne et al., 1999), ionotropiques (Ir) 

(Benton et al., 2009 ; Croset et al., 2010) et phéromonaux (Pr) (Benton et al., 

2007; Wicher & GroBe-Wilde, 2017).  

Les protéines qui constituent les Or et Pr partagent le même schéma 

d’organisation et sont formées de 7 domaines transmembranaires, d’une extrémité 

N-terminale intracellulaire et d’une extrémité C-terminale extracellulaire. Leur 

fonctionnement dépend dans de nombreux cas de leur hétérodimérisation avec un 

co-récepeur Orco (Or83b) (Larsson et al., 2004) et le concours d’un troisième élément 

non essentiel - la protéine de membrane de neurone sensoriel ou SNMP – dans le cas 

des Pr, participant à la fois à la réception de la phéromone et à la cinétique de réponse 

du neurone (Cassau & Krieger, 2021).  

Lors de la fixation d’un composé odorant, les Or présentent une première 

phase d’activité rapide et transitoire en formant un canal ionique passant Na+, K+ et 

Ca²+ (voie ionotropique). Une deuxième phase d’activité prolongée fait intervenir une 

protéine G couplée au récepteur, elle-même induisant la production de cAMP activant 

un canal ionique nucléotidique cyclique et causant finalement la dépolarisation du 

neurone olfactif (voie métabotropique) (Wicher et al., 2008). Les Pr, semblables aux 

Or, fonctionnent quant à eux par voie ionotropique ou métabotropique selon 

l’organisme considéré (Nolte et al., 2013 ; Sato et al., 2008). Les Ir enfin, exprimés 
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jusqu’à 5 différents sur un même OSN, fonctionneraient par voie ionotropique en se 

polymérisant (Abuin et al., 2011 ; Benton et al., 2009). 

 

On recense finalement chez la Drosophile, 60 gènes Or codants pour 62 Or, répartis 

parmi les 1200 ORN contenus dans les 500 sensilles que compte chaque funicule 

(Shanbhag et al., 1999).  

 

Chaque Or interagissant avec un certain nombre de ligands et chaque odeur 

interagissant avec un certain nombre d’Or, l’identité d’une odeur est ainsi encodée 

par un ensemble simultané d’activation et d’inhibition de différents groupes d’Or (De 

Bruyne et al., 2001 ; Hallem et al., 2004 ; Malnic et al., 1999).  

 

Glomérules et spatialisation de la réponse cérébrale 

Les neurones olfactifs projettent leur axone vers les lobes antennaires (AL) du 

système nerveux central de la Drosophile où ils font synapses avec des neurones de 

projections (PN) dans des clusters neuronaux sphériques et topographiquement fixes 

appelés glomérules (Laissue et al., 1999). Les ORN exprimant les mêmes Or 

convergent vers un des 43 glomérules des AL (sauf les Or33b et 67d qui ciblent deux 

glomérules) et ceux exprimant des OR homologues projettent vers des glomérules 

voisins, représentant ainsi le premier relai du système olfactif de la Drosophile (Couto 

et al., 2005 ; Fishilevich & Vosshall, 2005 ; Tsuboi et al., 1999). L’activité des 

glomérules, dépendante de l’activation des ORN qui les innervent, apparait comme 

stéréotypée car elle évoque le même type de réponse entre individus  (Wilson et al., 

2004). L’identité des odorants est ainsi codée spatialement (des classes de composés 

différentes activent des réseaux différents de glomérules) et temporellement (des 

composés appartenant aux mêmes classes activent des réseaux similaires de 

glomérules mais avec des temporalités différentes) (Lei et al., 2004).  

 

L’information reçue par les glomérules n’est cependant pas immédiatement transmise 

aux relais supérieurs. Les AL représentent en effet des sites de grande complexité 

synaptique où l’information reçue des ORN est temporellement modifiée par « cross-

talk » entre glomérules (Wilson et al., 2004) : au sein des AL, les glomérules font 

synapses « horizontalement » avec des interneurones locaux (LN) et « verticalement » 

avec les PN cholinergiques. Les LN établissent des synapses avec les ORN et les PN, 

la transmission d’un influx nerveux des ORN aux PN s’accompagne d’une excitation 

post-synaptique des LN qui relarguent alors des neurotransmetteurs. Plusieurs de 
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ces LN produisent de l’acide y-aminobutyrique (GABA - neurotransmetteur 

inhibiteur) (Wilson & Laurent, 2005), d’autres sont cholinergiques 

(neurotransmetteur excitateur) (Shang et al., 2007). Leur rôle principal serait 

finalement de synchroniser l’activité des PN entre glomérules par une mosaïque 

d’excitation et d’inhibition intra- et inter-glomérulaires (Ng et al., 2002) et ainsi 

extraire l’information comportementalement pertinente en modifiant sa structure 

temporelle avant envoi aux centres supérieurs d’intégration (Wilson et al., 2004).  

 

Les centres supérieurs d’intégration olfactive 

Les PN projettent leur axone à travers les tracti antenno-cérébraux médians (mACT) 

et internes (iACT) vers les deuxièmes relais du système olfactif de la Drosophile. Les 

PN du mACT projettent directement dans le protocérébron, ceux du iACT se ramifient 

au niveau de la corne latérale (LH) et des lobes pédonculés (MB pour Mushroom 

Bodies) (Figure 3) (Stocker, 1994).  

 

Les MB sont des structures polylobées appariées constituées de neurones 

intrinsèques appelés cellules de Kenyon. Leur corps cellulaire est situé dans la zone 

postérieure dorsale du cerveau de la Drosophile où ils reçoivent les afférences 

olfactives des AL dans le calyx. Les axones des PN y font en effet synapses avec 

environ 2500 cellules de Kenyon (KC) dans 3 zones stéréotypées du calyx (Yusuyama 

et al., 2002). Les cellules de Kenyon, arborisant leur dendrite dans les trois zones 

du calyx, contactent les PN provenant de plusieurs glomérules des AL suggérant 

l’intégration simultanée de l’information provenant du niveau inférieur (Tanaka et 

al., 2004). La réponse extrêmement rapide et concentrée des cellules de Kenyon 

comparée aux réponses plus lentes et éparses des PN validerait l’hypothèse que les 

MB seraient des détecteurs de coïncidences leur permettant d’interpréter l’activité 

combinée de plusieurs PN (Galarreta & Hestrin, 2001 ; Perez-Orive et al., 2002).  
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Les premiers tests de mémoire olfactive avaient pour but de mesurer les performances 

d’apprentissage de Drosophiles soumises à un choix entre (i) une odeur aversive 

(punie par un choc électrique) et une odeur neutre ou (ii) une odeur attractive 

(récompensée par une solution sucrée) et une odeur neutre après un (Quinn et al., 

1974 ; Tully & Quinn, 1985) ou plusieurs (Beck et al., 2000 ; Schwaerzel et al., 

2003) cycles de renforcement. Un cycle est composé de la présentation courte d’une 

odeur (1 min) immédiatement punie ou récompensée. Le comportement généré est le 

témoin de la formation d’une mémoire à court et moyen terme (STM) (Figure 4).  

Après un cycle de renforcement, un relargage de neurotransmetteurs dans 

tous les glomérules des AL (même ceux ne répondant pas à l’odeur seule) ainsi qu’un 

recrutement supplémentaire de PN dans les glomérules répondant à l’odeur est 

visualisable. Cette trace, extrêmement éphémère, et n’apparaissant ni en amont 

(dans les ORN) ni en aval (dans les LN) des AL (Yu et al., 2004), a ainsi fait des lobes 

antennaires de bons candidats comme premier siège de la mémoire à court terme 

(Davis, 2005, 2011) et des PN le siège de synergie entre stimuli chimiques et 

électriques (Das et al., 2017).  

 

L’information qui résulte du choc électrique est ensuite transmise aux MB par 

l’intermédiaire de neurones dopaminergiques (Schwaerzel et al., 2003) connus pour 

innerver plusieurs zones du cerveau des Drosophiles (Mao & Davis, 2009) et fait des 

MB le deuxième siège de formation d’une mémoire à court terme. La formation d’une 

trace cellulaire en réponse à un apprentissage court a en effet été détectée dans les 

axones des cellules de Kenyon innervant les lobes 𝛼’ et 𝛽’, se traduisant par un influx 

calcique dans ces neurones et perdurant au moins 1h après l’entrainement. Ces 

réponses nécessitent plusieurs acteurs moléculaires sous contrôle génétique, dont 

les gènes dunce (Chen et al., 1986), rutabaga (Levin et al., 1992), gilgamesh (Tan 

et al., 2010), fasII (Cheng et al., 2001), volado (Grotewiel et al., 1998) et leonardo 

(Skoulakis & Davis, 1996) ainsi que l’activation, par la voie cAMP, d’une protéine 

kinase A (Skoulakis et al., 1993).  

Ces phénomènes sont finalement permis par diminution d’activité des 

neurones GABAergiques antérieurs latéraux appariés (APL), lesquels, hors 

apprentissage, agissent comme suppresseurs de formation de mémoire en inhibant 

les MB (Liu & Davis, 2009).  

  

 





Introduction                                                                   

22 
 

IV - Drosophila melanogaster  

 

Origines et mode de vie du modèle d’étude  

D. melanogaster est un organisme originaire d’Afrique sub-Saharienne décrit par 

Meigen en 1830 (David et al., 2007), rapidement étendu au reste du monde grâce 

aux flux humains et à sa grande capacité d’adaptation (Ayrinhac et al., 2004 ; 

Folguera et al., 2008 ; James & Partridge, 1998 ; Strataman & Markow, 1998). 

Sa diffusion hors d’Afrique s’est d’abord faite en Asie (il y a environ 15 000 ans) puis 

en Australie et Amérique du Nord (David & Capy, 1988).  

 

Son utilisation en laboratoire remonte au début du XXème siècle avec les travaux de 

Charles Woodworth et William Castle. Ils ont été suivis de Thomas Hunt Morgan, 

pionnier en génétique et Alfred Henry Sturtevant, les premiers à avoir cartographié 

les gènes de la Drosophile (Carlson, 2013; Roberts, 2006). Cinq prix Nobel (1933, 

1946, 1995, 2011 et 2017) récompenseront les avancées majeures physiologiques, 

génétiques et médicales permises par D. melanogaster (Markow, 2015).  

 

D. melanogaster fait partie de la « guilde de Drosophiles cosmopolites » (Nunney, 

1996), s’alimentant et pondant aux côtés de D. busckii, D. simulans, D. hydei, 

D. immigrans et D. funebris sur des fruits en décomposition (Atkinson & Shorrocks, 

1977). Bien qu’interagissant avec les autres espèces, D. melanogaster colonise le fruit 

à une période précise de sa décomposition, arrivant deuxième après D. simulans 

(Nunney, 1996). Celle-ci est en effet moins tolérante à l’éthanol et s’alimente avant 

que la fermentation du fruit ne soit trop avancée (McKenzie & Parsons, 1972).  

Ce contexte de grande proximité fait que les œufs et larves de Drosophiles, dès les 

premiers stades, évoluent dans un environnement chimique extrêmement varié qui 

mêle odeurs d’individus conspécifiques et/ou hétérospécifiques, de microorganismes 

et de fruits (Corby-Harris et al., 2007 ; Dweck et al., 2015 ; Keesey et al., 2016 ; 

Wright, 2015).  
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Les hydrocarbures cuticulaires (HC) 

Le rôle premier des HC, présents à la surface de la cire cuticulaire, est d’assurer 

l’intégrité de l’insecte en limitant ses pertes hydriques (Krupp et al., 2020) et en le 

protégeant d’organismes entomopathogènes. Leur évolution en tant que signaux de 

communication a été largement documentée (Blomquist & Bagnères, 2010 ; 

Howard & Blomquist, 2005) et décrite dans différentes ordres d’Insectes 

(Blattoptères : Haverty et al., 1988 ; Jackson, 1970 - Lépidoptères : de Renobales 

& Blomquist, 1983 ; Howard, 2001 – Hyménoptères : Errard et al., 1989 ; Kather 

& Martin, 2015 – Hémiptères : Calderón-Fernández et al., 2011 – Coléoptères : 

Steiger et al., 2007 – Orthoptères : Thomas & Simmons, 2011 - Diptères : Ferveur 

& Cobb, 2010) et chez les Araignées (Grinsted et al., 2011).  

Leur implication en communication chimique est extrêmement variée (voir 

revue par Blomquist & Bagnères, 2010), allant de la reconnaissance de partenaires 

(phéromone sexuelle) à la détection d’un hôte par son parasite (kairomone) (Colazza 

et al., 2007), en passant par la création d’une signature chimique entre individus 

sociaux appartenant à la même colonie (Dani et al., 2001 ; Martin et al., 2008) et 

indiquant leur statut social (Martin & Drijfhout, 2009 ; Monnin, 2006).  

Les HC possèdent une structure commune composée d’une longue chaîne 

carbonée (comprenant entre 19 et 50 carbones - Akino, 2006) pouvant être (i) saturée 

(alcanes) ; (ii) insaturée (alcènes) par une, deux voire trois insaturations (mono-, di- 

et tri- ènes) ; (iii) sous forme isomérique cis- (Z-alcènes) ou trans- (E-alcènes) ou enfin 

(iv) méthylée. La longueur de la chaîne carbonée ainsi que la position des 

insaturations et branchements méthylés impactent les propriétés physiques de 

l’hydrocarbure en modifiant son point de fusion, déterminant ainsi sa capacité à être 

volatile et son champ d’action dans des conditions naturelles (Gibbs & Pomonis, 

1995).  

 

Chez D. melanogaster, les HC représentent la classe majoritaire de phéromone 

(Ferveur, 2005). Leur chaîne carbonée comprend entre 20 et 36 carbones et peut 

présenter une insaturation (monoènes : 7-pentacosène 7-P, 7-tricosène 7-T, 9-

pentacosène 9-P, 9-tricosène 9-T, 11-pentacosène 11-P) ou deux insaturations 

(diènes : 7,11-heptacosadiène 7,11-HD et 7,11-nonacosadiène 7,11-ND) (Antony & 

Jallon, 1982 ; Jallon, 1984 ; Pechine et al., 1985).  

Ces derniers sont responsables d’un dimorphisme sexuel des profils hydrocarbonés 

car seules les femelles possèdent la desatF nécessaire à leur biosynthèse (Wicker-

Thomas & Chertemps, 2010).  
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La volatilité des HC est variable (Farine et al., 2012) et détermine leur distance 

d’action (Auer & Benton., 2016) : 

• La communication phéromonale gustative permet la détection de composés 

cuticulaires peu ou pas volatiles que sont le 7-T, le 9-T et le 11-P produits par le 

mâle. La détection de ces composés déclenche chez le mâle des comportements 

agonistes (répulsion, agression) et stimule la réceptivité sexuelle chez les femelles 

(Clowney et al., 2015 ; Wang et al., 2011). Les composés femelles 7,11-ND et 

7,11-HD sont perçus par le mâle et initient la parade sexuelle (Clowney et al., 

2015a).  

• La communication phéromonale olfactive fait intervenir le 9-T, produit mâle, 

perçu par l’Or7a et déclenchant l’agrégation chez les deux sexes (Lin, et al., 

2015).  

 

En plus du sexe, l’âge des Drosophiles est un second facteur interne modifiant la 

qualité et quantité des HC produits ainsi que la capacité des individus à les détecter 

(Kuo et al., 2012). Les femelles âgées produisent davantage de 7,11-HD (Arienti et 

al., 2010 ; Bilen et al., 2013) et les mâles âgés sont plus réactifs à la détection des 

phéromones femelles par sensibilisation de leur récepteurs olfactifs, leur conférant 

un avantage reproducteur sur les plus jeunes mâles (Lin et al., 2016).  

Finalement d’autres facteurs, externes, tels que la température (Savarit & 

Ferveur, 2002b), le régime alimentaire (Fedina et al., 2012 ; Murgier et al., 2019) 

et les interactions sociales (Everaerts et al., 2010 ; Farine et al., 2012) altèrent 

aussi le profil hydrocarboné des Drosophiles (et donc leur détection) en modifiant la 

proportion relative de HC à courte et longue chaîne, faisant des HC une véritable 

« carte d’identité » malléable et témoin de l’espèce, du sexe, de l’âge et des expériences 

passées de l’individu (Wyatt, 2010). 
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Le cis – Vaccényl Acétate (cVA) 

Le (Z) – 11 – octadécen – 1 – yl, plus communément appelé cis – vaccényl acétate ou 

cVA, est un composé non - cuticulaire découvert en 1969 par Butterworth mais 

identifié l’année suivante par Brieger & Butterworth (1970). 

 

Le cVA a été décrit chez une quinzaine d’espèces de Drosophiles (D. ananassae, 

falleni, immigrans, mauritiana, melanogaster, phalerata, putrida, rajasekari, recens, 

simulans, subobscura, subquinaria, testacea et yakuba) chez lesquelles il agit comme 

phéromone d’agrégation sur les deux sexes (Bartelt et al., 1985 ; Hedlund, 1996; 

Jaenike et al., 1992; Schaner et al., 1987; Schaner et al., 1989a et b ; Symonds 

& Wertheim, 2005).  

Chez ces espèces, le cVA est une phéromone exclusivement produite par les 

mâles dans une structure spécialisée de leur appareil reproducteur appelée le bulbe 

éjaculateur. Il proviendrait de la désaturation de l’acide palmitique (précurseurs des 

HC) en acide palmitoléique dans les œnocytes (Dallerac et al., 2000), de l’élongation 

de ce dernier en acide vaccénique dans le tractus reproducteur mâle (Chertemps et 

al., 2005) et enfin de sa réduction en cVA par l’action d’une acétyltransférase dans 

le bulbe éjaculateur (Guiraudie-Capraz et al., 2007).   

 

Chez D. melanogaster, ses effets sont qualifiés de pléïotropes par Ejima (2015) car 

ils interviennent dans la modulation de plusieurs interactions sociales et sexuelles. 

Lors de l’éjaculation, le cVA est transmis dans le tractus génital de la femelle 

(Butterworth, 1969) puis déposé par cette dernière sur le substrat de ponte en même 

temps que ses œufs. Une fois présent dans l’environnement, le cVA agit comme (i) 

une phéromone d’agrégation permettant l’attraction de mâles et femelles sur des sites 

de pontes et d’alimentation (Bartelt et al., 1985 ; Wertheim et al., 2002 ; Xu et 

al., 2005), (ii) un puissant anti-aphrodisiaque chez les mâles évitant les parades 

homosexuelles (Everaerts et al., 2018 ; Griffith & Ejima, 2009 ; Zawistowski & 

Richmond, 1986), (iii) un aphrodisiaque chez les femelles, stimulant leur réceptivité 

(Kurtovic et al., 2007), (iii) un modulateur de mémoire de parade hétérosexuelle 

évitant aux mâles de parader des femelles gravides (Ejima et al., 2007; Zawistowski 

& Richmond, 1985), et (iv) un régulateur de l’agressivité mâle-mâle (Bentzur et al., 

2018 ; Liu et al., 2011 ; Wang & Anderson, 2010 ; Wang et al., 2011).  
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V - Orientation et choix de nourritures en vol  

 

Le vol chez la Drosophile 

Malgré sa taille extrêmement réduite, la Drosophile est capable de réaliser des vols 

supérieurs à 10 km d’un seul tenant (Coyne et al., 1982), en volant plus de 3 heures 

sans interruption (Gotz, 1987). Cette capacité dispersive, couplée au vol à contre-

courant typique des insectes volants (Baker et al., 1985 ; Finch & Skinner, 1982 ; 

Geier et al., 1999), lui permet d’intercepter les panaches odorants émanant de 

sources de nourriture et de les atteindre efficacement en adaptant sa trajectoire par 

rapport aux vents (Leitch et al., 2021).  

La première description du vol de la Drosophile a été faite il y a un siècle par 

Barrows (1907) qui décrit le vol en 2 étapes : l’orientation vers la source odorante et 

la remontée du panache d’odeur en zigzag (comportement appelé vol vibratoire). 

 

Il consiste en de courtes excursions en avant et arrière, gauche et droite et de haut 

en bas de la mouche qui s’amenuisent à mesure qu’elle approche de la source 

odorante pour terminer en un vol rectiligne vers la source avant de se poser (Murlis 

et al., 1992). Le premier comportement nécessite pour l’individu d’apprécier la force 

et la direction du vent et d’estimer comment celui-ci affecte sa propre trajectoire. 

Cette évaluation est permise par intégration de perceptions mécanoréceptrices par 

l’organe de Johnston (Budick et al., 2007) et l’ajustement du corps de la mouche 

par réaction optomotrice (perçu visuellement comme une dérive latérale) (Theobald 

et al., 2010). Le deuxième comportement permet à la mouche de relocaliser le 

panache en favorisant les probabilités de le rencontrer à nouveau après en être sortie 

et de se rapprocher de la source odorante (David et al., 1983 ; Van Breugel & 

Dickinson, 2014). 

 

Etude du vol en laboratoire 

En tunnel de vol, le panache émanant d’une source odorante reste aligné à la 

direction du vent et suggère que l’insecte testé les remonte conjointement (Farkas & 

Shorey, 1972 ; Knudsen et al., 2018). Contrairement à l’air libre, le vol en tunnel 

se décompose en 3 phases : (i) la remontée passive du courant d’air, entrecoupée 

d’arrêts fréquents de l’insecte sur les parois du tunnel pour se nettoyer pattes et 

antennes,  



Introduction                                                                   

29 
 

(ii) la remontée active et orientée du courant d’air suite à la détection d’une odeur et 

(iii) la mise en place d’un vol retour si le panache est perdu ou si la source odorante 

est dépassée (Jang et al., 1994). 

Dans le cas où il n’y a pas de source visuelle d’odeur, une stratégie « aim and 

shoot » (viser et tirer) est observable : la direction du vent est déterminée lors du repos 

de l’insecte sur un support, puis celui-ci s’élance et dépasse généralement la source 

odorante. Un vol retour, permis par un virage à 180° est alors observable et permet 

à l’insecte de se resituer sous la source. Finalement, une série de dépassements et 

retours (avec des virages à 180° de plus en plus brefs) permet à l’insecte de localiser 

la source et d’y atterrir (Bursell, 1984 ; Murlis et al., 1992). Ce mouvement en zig-

zag (analogue au vol vibratoire dans un environnement naturel) est caractéristique 

du mouvement de « contre-rotation » des insectes volants en réponse à un odorant et 

prouve que le tunnel de vol est une technique robuste pour étudier en laboratoire 

l’attraction de composés phéromonaux et le phénomène d’agrégation en résultant 

(Cazalé-Debat et al., 2019 ; Jang et al., 1994 ; Knudsen et al., 2018). 

 

Agrégation chez la Drosophile 

Chez les insectes non-sociaux, l’agrégation se définit comme la réponse positive d’un 

individu à des stimuli émanant de l’association pérenne de deux ou plusieurs 

individus conspécifiques. La durabilité de cette association repose sur un ensemble 

de bénéfices-coûts pour chacun de ses membres, notamment dépendant du sexe et 

de la densité de conspécifiques réunis. Le « groupe » apparait ainsi comme un 

ensemble dynamique, et le comportement d’agrégation comme un comportement 

plastique (Prokopy & Roitberg, 2001).  

 

Chez Drosophila melanogaster, les zones d’accouplement sont les zones 

d’alimentation, et sont analogues aux leks des Vertébrés (Baker, 1983 ; Taylor, 

1988). Les groupes sont initialement formés près de sources de nourritures larvaires, 

par des mâles qui répondent au cVA d’autres mâles et celui présent sur les œufs et 

aux odeurs de nourriture (Bartelt et al., 1986 ; Hedlund, 1996 ; Jaenike et al., 

1992).  

La concentration de cVA dans un environnement étant le reflet direct de la 

densité de population, on peut observer une plasticité de réponse à la phéromone 

selon le nombre d’individus présents (Wertheim et al., 2002).  

A faible concentration, le cVA favorise l’attraction de femelles, leur ponte communale 

(Chess et al., 1990) se traduisant par la croissance optimale de leur descendant par 
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facilitation (plus de larves dégrade plus efficacement la nourriture), et l’attraction 

croisée de plusieurs espèces de Drosophiles (Symonds & Wertheim, 2005). A trop 

forte concentration, le cVA augmente le risque de parasitisme des larves (Dicke et 

al., 1994 ; Hedlund et al., 1996 ; Wertheim et al., 2003). La phéromone exacerbe 

de plus l’agressivité entre mâles, obligeant la dispersion des membres du groupe et 

permet de les maintenir à un taux optimal (Wang & Anderson, 2010).  

 

Attraction au cVA 

A distance, le cVA est reconnu par les mâles et femelles D. melanogaster grâce à leurs 

récepteurs Or65a et Or67d (Soo Ha & Smith, 2006 ; van der Goes van Naters & 

Carlson, 2007). Ces derniers sont situés sur la membrane de neurones olfactifs 

contenus respectivement dans les sensilles antennaires trichoïdes T3 et T1.   

Dès la découverte de son effet agrégatif par Bartelt et al., (1985), il a été 

montré que le cVA était attractif lorsqu’il est associé à des odeurs de nourriture. 

L’attraction à distance et le comportement d’agrégation reposent en effet sur la 

réception conjointe de phéromones (cVA +/- HC) et de dérivés alimentaires (produits 

de dégradation microbienne présente naturellement sur le milieu ou issu de la flore 

intestinale des Drosophiles) (Becher et al., 2012 ; Keesey et al., 2016). En 

s’alimentant / déféquant / pondant sur de la nourriture, les individus vont déposer 

des phéromones et des microorganismes rendant celle-ci plus attractive qu’une 

nourriture intacte, et donnant une image fidèle du profil phéromonal des individus 

marqueurs (hydrocarbures mono/diènes et cVA pour les mâles et les femelles 

nouvellement accouplées).  

L'attraction modulée par le cVA peut cependant être influencée par le sexe et l’état 

physiologique des individus sujets (Lebreton et al., 2014, 2015).  

A jeun, les femelles favorisent la recherche de nourriture indépendamment de 

la présence de cVA, alors que les mâles y sont plus sensibles et préfèrent la nourriture 

enrichie en phéromone. Une fois rassasiées, les femelles deviennent sexuellement 

réceptives (leur fonction reproductrice étant dépendante de leur prise de nutriments 

(Gorter et al., 2016)) et préfèrent ainsi la nourriture additionnée de cVA, à l’opposé 

des mâles qui perdent leur préférence pour la phéromone (Lebreton et al., 2015).  

Récemment accouplées, les femelles ne sont plus attirées par le cVA mais 

uniquement lorsque la dose de phéromone reçue du mâle lors de l’accouplement est 

suffisante. Celle-ci étant notamment dépendante de l’état de satiété du mâle 

(Lebreton et al., 2014) et de son âge (Cortot et al., 2022). 
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Après la période réfractaire suivant l’accouplement, les femelles sont de 

nouveau attirées par la phéromone (Wertheim, 2001), celle-ci influençant leur 

distribution dans l’environnement de ponte (Chess et al., 1990). Plusieurs auteurs 

soulignent en effet la création de groupes de femelles hétérospécifiques pondant de 

manière agrégée sur les substrats enrichis en cVA (Bartelt et al., 1986 ; Jaenike & 

James, 1991). Celui-ci proviendrait en majorité de l’éjection sélective des pontes et 

du bouchon copulatoire (i.e. résidus de spermes et protéines transférés du mâle à la 

femelle, éjectés par celle-ci quelques heures après l’accouplement et riches en 

phéromones) par d’autres femelles récemment accouplées et contenant de très fortes 

doses de cVA (Amrein, 2004 ; Bailly et al., 2021 ; Duménil et al., 2016 ; Wertheim 

et al., 2002).  

 

Choix de nourritures 

Les récents travaux de Cazalé-Debat et al. (2019) ont permis d’analyser plus en 

détail la part respective des HC et du cVA impliqués dans l’attraction à distance de 

mouches soumises à un choix entre nourriture vierge et nourriture marquée par des 

conspécifiques, ainsi que les différences spécifiques aux sexes de ce comportement :   

• Chez les deux sexes, l’envol serait stimulé par la détection à distance de composés 

très volatiles issus de la nourriture et le rapprochement vers la source de 

nourriture par la détection de HC à longue chaine (ou de produits plus volatiles 

de leur dégradation).  

• Les atterrissages montrent ensuite des différences entre sexes.  

- Les mâles et les femelles sont sensibles à la présence de « HC mâles » sur la 

nourriture, et vont préférer celle-ci à de la nourriture vierge.  

- L’opposition d’une nourriture enrichie en « HC femelles » face à une nourriture 

« HC femelles + cVA » favorise l’atterrissage des femelles sur cette dernière mais 

pas des mâles.  

- Les « HC femelles » opposés à une nourriture vierge seront préférés par les mâles 

mais pas par les femelles.  

Les femelles apparaissent ainsi plus sensibles à la présence de cVA dans ce 

paradigme, les mâles à la présence de HC femelles et les deux sexes à la présence de 

HC mâles. 
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L’épiderme (Riddiford, 1978), les systèmes nerveux et musculaires (Lubischer et 

al., 1999 ; Weeks & Ernst-utzschneider, 1989) sont ainsi remodelés à partir des 

tissus et organes larvaires. 

 

Bien que la majorité des neurones larvaires du CNS soit vouée à disparaître pendant 

la métamorphose (neurones liés au comportement d’éclosion ou comportement 

larvaire en général ; neurones liés aux organes larvaires disparaissant), d’autres 

persistent et subissent un remaniement dendritique, fonctionnel et synaptique 

permettant de soutenir les changements drastiques d’environnement et de 

comportements adultes (Tissot & Stocker, 2000; Truman & Reiss, 1976; White & 

Kankel, 1978).  

 

Les périodes critiques 

Chez la Drosophile, 2 périodes critiques de forte plasticité neurodéveloppementale 

ont été identifiées et succèdent aux 2 phases de neurogénèse connues chez les 

insectes holométaboles : (i) la phase embryonnaire qui permet la mise en place des 

neurones nécessaires à l’expression du comportement larvaire et (ii) la phase pupale 

permettant l’apparition des neurones adultes (Dombrovski & Condron, 2020; 

Tissot & Stocker, 2000).  

 

La période critique adulte suit immédiatement l’émergence de l’adulte pharate hors 

de sa pupe. Durant moins d’une semaine (Devaud et al., 2003), elle se caractérise 

par la modulation du SNC olfactif de la Drosophile faisant suite à une exposition de 

plusieurs jours à des odorants. Le réarrangement des lobes antennaires qui en 

découle est qualifié d’adaptation centrale à long terme (LTCA) (Golovin & Broadie, 

2016) et la résultante comportementale est qualifiée d’habituation olfactive à long 

terme (LTH) (Das et al., 2011).  

 

Au niveau des lobes antennaires, la LTCA se traduit par une modification de la 

communication du système « ORN-PN-LN » (Dombrovski & Condron, 2020). La 

plasticité glomérulaire repose en effet sur l’action inhibitrice des interneurones 

locaux qui sont à la fois connectés pré-synaptiquement avec les ORN via des 

récepteurs au NMDA (Golovin et al., 2019) et post-synaptiquement avec les PN via 

des récepteurs au NMDA et GABAergiques (Das et al., 2011). L’activation prolongée 

de l’ORN par exposition à un odorant se traduit par l’excitation du LN qui inhibe alors 

ORN ou PN à qui il est connecté selon le glomérule considéré.  
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L’inhibition prolongée de l’ORN par le LN (inhibition rétroactive) déclenche la 

rétractation de l’axone de l’ORN et se caractérise par une diminution de la taille du 

glomérule après la période critique. A l’inverse, une inhibition du PN par le LN 

(inhibition antéro-active) déclenche une multiplication des fibres dendritiques du PN 

et se caractérise par une augmentation du volume glomérulaire (Das et al., 2011).  

La LTH permettrait une réponse comportementale plus appropriée et durable 

aux stimuli éthologiques (Devaud et al., 2003) mais ne se traduirait cependant pas 

par une modification de la réponse électrophysiologique antennaire (Devaud et al., 

2001), suggérant que le système olfactif périphérique ne serait pas impacté. 

 

L’ensemble de ces mécanismes neuroanatomiques ne concernent cependant que des 

modifications structurelles et comportementales adaptées en réponse à des stimuli 

vécus par l’adulte. Une autre forme d’adaptation peut se former chez l’adulte en 

réponse à des stimuli vécus par l’individu au stade larvaire (Gandolfi et al., 2003 ; 

Isingrini et al., 1985 ; Ray, 1999 ; Rietdorf & Steidle, 2002 ; Tully, Cambiazo, 

et al., 1994b). 

 

Le Conditionnement pré-imaginal 

L’hypothèse d’un transfert de « mémoire » du stade larvaire au stade adulte chez un 

insecte a été proposée pour la première fois par Hopkins (1917) dans son Principe 

de Sélection d’Hôte (HSP) : il suppose en effet que l’expérience chimique reçue par la 

larve d’un insecte parasitoïde, élevée sur un hôte, peut être transmise à l’adulte et 

influencer le comportement de ponte de ce dernier.  

Les premières tentatives de compréhension de ce phénomène peuvent se 

regrouper derrière l’hypothèse d’Héritage Chimique de Corbet (1985) selon laquelle 

un contaminant chimique de l’environnement larvaire se retrouverait dans/sur la 

cuticule de la pupe et influencerait le comportement de l’adulte pharate lors de son 

émergence. Il s’agirait donc plutôt d’une habituation induite par un composé issu de 

l’environnement larvaire se retrouvant dans l’environnement adulte que d’un réel 

conditionnement, le comportement généré étant en effet extinguible après quelques 

jours sans renforcements (Jaenike, 1982 ; Thorpe, 1939). Certaines limites de ces 

études sont de plus posées par Jaenike (1983), qui leur reproche notamment de ne 

pas précisément différencier les effets d’une exposition larvaire et les effets d’une 

exposition adulte à un hôte sur l’acceptation de ce dernier par l’adulte (Van Emden 

et al., 1996).  



Introduction                                                                   

35 
 

Ray (1999) en injectant des tissus neuronaux de larves de Musca domestica 

conditionnées dans la tête de larves non conditionnées juste avant la pupaison 

montra la possibilité de « transférer » la réponse conditionnée et posa ainsi 

l’hypothèse que l’information contenue dans le SNC larvaire serait nécessaire au 

transfert de l’apprentissage au stade supérieur. Chez la Drosophile, Tully et al., 

(1994) a démontré un des premiers cas de transfert de conditionnement Pavlovien 

pré-imaginal entre larve et adulte. Dans leur étude, deux odeurs - dont une associée 

à un choc électrique - ont été présentées à des larves de Drosophile de 3ème stade. Il 

en a résulté un évitement conditionné de l’odeur associée au choc. L’évitement était 

toujours observable chez les adultes issus des larves conditionnées 8 jours après, et 

uniquement lorsque choc électrique et odeur étaient appariés (supprimant 

l’hypothèse d’un héritage chimique) (Barron & Corbet, 1999). 

 

Des exemples de transfert de mémoire olfactive entre larve et adulte ont depuis été 

étudiés et mettent en œuvre diverses classes de composés. L’exposition pré-imaginale 

à une nourriture enrichie en acides gras (Flaven-Pouchon et al., 2014) ou en 

différentes espèces de levures (Murgier et al., 2019) se répercute en effet 

durablement sur le comportement adulte en modifiant ses préférences de ponte et 

d’alimentation.  

 

Au commencement de ma thèse, une nouvelle forme d’imprégnation chez D. 

melanogaster venait d’être découverte dans notre laboratoire, mettant cette fois en 

œuvre le cVA (Everaerts et al., 2018).  

En analysant des extraits d’œufs pondus par une même femelle à un jour et 

10 jours après son accouplement avec un mâle, les auteurs ont montré une variabilité 

naturelle de l’exposition olfactive péri-natale des œufs à cette phéromone. La femelle 

pondeuse relargue en effet le cVA hérité du mâle pendant les jours suivant 

l’accouplement, imprégnant ainsi de phéromone ses premières pontes. En absence 

de réaccouplement, les œufs pondus à 10 jours ne sont plus recouverts de cVA et 

une fois adultes, seuls les mâles pondus à 1 jour (appelés J1 dans l’étude) rejettent 

efficacement une femelle vierge associée à du cVA (donc fictivement accouplée), 

contrairement aux mâles J10 qui acceptent la femelle et paradent.  
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Différentes expériences de lavages et traitements d’expositions pré-imaginales 

des œufs pondus ont permis d’identifier une période critique du cVA se situant entre 

10 et 20h suivant la ponte. Cette période se situerait autour de la période d’éclosion 

des larves, probablement lorsqu’elles consomment le chorion de leur œuf. 

 Ce travail a ainsi mis en évidence l’existence d’une plasticité de la réponse 

phéromonale adulte, dépendante de l’environnement chimique larvaire. Cette 

plasticité n’avait jamais été prise en compte dans les travaux menés sur l’effet 

pléïotrope du cVA dans les communautés naturelles de Drosophiles.  
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VII - But de la thèse 

 

En prenant en compte cette dernière découverte, le but de ma thèse était donc  

 

• Dans un premier temps, d’étudier l’impact d’une imprégnation précoce (au 
stade larvaire) au cVA sur un autre comportement de Drosophila melanogaster 

déclenché par la détection de ce composé : l’attractivité à distance de 
nourritures marquées par des conspécifiques et enrichies en infochimiques.  

 

• Dans un second temps, d’étudier la détection périphérique du cVA chez des 

individus imprégnés précocement à la phéromone. 

 

En se basant sur la variabilité naturelle d’exposition au cVA des œufs pondus par les 

femelles accouplées, 4 traitements d’exposition à la phéromone ont été générés chez 

les descendants : (i) non-manipulés, (ii) naturellement imprégnés, (iii) naturellement 

non-imprégnés et (iv) manuellement imprégnés.  

 

Les individus mâles et femelles issus de ces traitements ont premièrement été soumis 

à un choix de nourritures en tunnel de vol permettant de mieux caractériser leur 

attraction à distance à la phéromone. Pour ce faire, les nourritures utilisées ont été 

préalablement mises en contact avec des Drosophiles (mâles, femelles 

D. melanogaster ou D. simulans) et ainsi marquées par l’ensemble des composés 

(phéromonaux ou non) constituant leur odeur.  

Plusieurs prédictions pouvaient être formulées concernant les résultats de cette 

expérience, en se basant sur ceux de Cazalé-Debat et al. (2019). Il était 

premièrement envisageable un dimorphisme sexuel du comportement d’attraction 

des mouches utilisées en vol, avec une plus grande sensibilité des femelles pour le 

cVA, des mâles pour les HC femelles et des deux sexes pour les HC mâles. 

Un dimorphisme entre individus imprégnés ou non au cVA des deux sexes était 

de plus envisageable : en n’utilisant pas le cVA comme signal indiquant la présence 

de conspécifiques sur les nourritures préalablement manipulées, il était attendu une 

perte d’attraction des mâles et femelles non-imprégnés pour les nourritures 

marquées par des mâles D. melanogaster ou enrichie artificiellement en cVA. 

Concernant les individus manuellement imprégnés, il était attendu une 

reconnaissance du cVA donc un comportement à distance se rapprochant de celui 

des individus naturellement imprégnés (Tableau 1).  
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Elevages et prélèvement des individus 

 

Dans mon étude, j’ai utilisé deux espèces de Drosophiles : 

• Drosophila melanogaster Meigen est une espèce de Drosophile cosmopolite 

appartenant au sous-groupe melanogaster. La lignée utilisée, Canton-S (CS) est 

une lignée isogénique établie par Bridges à partir d’individus sauvages collectés à 

Canton (Ohio, USA) dans les années 1920 (Stern, 1943). Elle est depuis utilisée 

en laboratoire comme souche de référence (Benzer, 1967).  

 

• Drosophila simulans Sturtevant est une espèce apparentée à D. melanogaster et 

appartenant aussi au sous-groupe melanogaster. Toutes deux sont sympatriques 

dans de nombreuses aires géographiques (David & Bocquet, 1975). Très 

similaires morphologiquement, seuls les mâles des deux espèces sont 

distinguables par la forme de leur épandrium i.e. tergites encadrant la plaque 

anale (Markow & O’Grady, 2006; Rice et al., 2019). Les accouplements entre 

les deux espèces ne produisent pas de descendance fertile (Capy & Gibert, 2004; 

Carracedo et al., 1998). J’ai utilisé cette espèce car elle ne présente pas de 

dimorphisme sexuel du profil cuticulaire, celui-ci étant de plus comparable à celui 

des mâles D. melanogaster (forts taux de 7T et faibles taux de 7,11HD et 7,11ND) 

(Sharma et al., 2012). 

 

Les stocks de Drosophiles sont maintenus sur du milieu nutritif (quantité pour 1L : 

farine de maïs 66g, levure de bière 50g, agar 9g, antifongique ®Apex Tegosept 30ml, 

eau distillée complétée à 1L), avec un photocycle L : D = 12 : 12 (heure d’allumage : 

8h), une humidité relative de 65 ± 5 %, et une température de 24 ± 0.5 °C.  

Afin de produire en continu des individus vierges, j'ai constitué des « tubes de 

ponte » en réunissant dans des tubes en verre de 30 ml contenant 10 ml de 

nourriture, cinq mâles et cinq femelles adultes transférés dans de nouveaux tubes de 

ponte tous les 2 jours. Après avoir été vidés des adultes, les tubes de ponte sont 

conservés jusqu’à l’émergence des descendants vierges qui sont alors triés pour les 

expériences sous anesthésie légère au CO2.  

Les mouches ténérales (individus nouvellement émergés dont la cuticule n'est pas 

encore tannée, au corps mou et non coloré) sont collectées quotidiennement de 8h à 

10h (Markow & O’Grady, 2006). La présence d’un méconium (tâche sombre présente 

sur l’abdomen correspondant à des matières fécales non-évacuées pendant la 

pupation) garantit que les mouches récoltées ont émergé récemment (moins de 6h). 
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Traitements pré-imaginaux et imprégnation au cVA 

 

Le but est d’étudier l’effet d’une exposition larvaire au cVA sur la réponse 

comportementale et électrophysiologique de Drosophiles adultes. Pour ce faire, j’ai 

utilisé des Drosophiles issues de 3 traitements différents (Figure 9). Pour les réaliser, 

5 mâles et 5 femelles vierges âgés de 3 jours sont réunis durant 24h sur de la 

nourriture standard afin de permettre à la fois leur accouplement et la ponte. 

 

• Pour le premier traitement, les mâles et femelles sont éliminés à la fin des 24h et 

les tubes conservés jusqu’à émergence des descendants adultes (dénommés par 

la suite J1). Dans ce cas, les œufs pondus ont donc été en contact avec les HC de 

la femelle et, en moindre quantité, du mâle (7,11 ND, 7,11 HD et 7T - transférés 

passivement du mâle à la femelle lors de l'accouplement - Farine et al., 2012) et 

en contact avec le cVA et le microbiote transmis par le mâle à la femelle (Bakula, 

1969 ; Everaerts et al., 2018 ; Narasimha et al., 2019).  

 

• Pour le deuxième traitement, seuls les mâles sont éliminés après la période 

d’accouplement. Les femelles sont conservées pendant 4 jours puis mises à 

pondre au 5ème jour dans de nouveaux tubes. Everaerts et al., (2018) ont 

démontré que le cVA transféré par le mâle à la femelle pendant l'accouplement est 

évacué des voies génitales de celle-ci et déposé sur les œufs lors des premiers 

jours de pontes. En transférant les femelles pondeuses dans un nouveau tube de 

nourriture standard au 5ème jour après l’accouplement, je m’assure que les 

individus issus de ce tube ne sont pas exposés au cVA, et vraisemblablement pas 

non plus au microbiote du mâle (les adultes issus de ce traitement sont 

dénommés J5 par la suite).  

 

• Pour le troisième traitement, la procédure utilisée est identique à la précédente, 

si ce n'est qu'au 5ème jour, les femelles accouplées sont transférées dans des 

tubes de nourriture standard enrichie par 15 ng/ mm3 de cVA (J5+cVA) 

(®Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA ; 50 mg/ml solution in ethanol ; purity 

> 98%) (Cazalé-Debat et al., 2019 ; Everaerts et al., 2018). Dans ce cas, les 

œufs (et larves en émergeant) ont donc été en contact avec du cVA, mais pas avec 

le microbiote du mâle.  
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Tunnel de vol 

 

Le tunnel de vol a été utilisé afin d’étudier l’attraction à distance de Drosophiles, 

issues des traitements pré-imaginaux, par différents milieux. Il s’agit d’une enceinte 

permettant d’observer la dynamique et la prise de décision de Drosophiles en vol libre, 

testées seules ou groupées (Becher et al., 2010 ; Jang et al., 1994).  

 

Notre dispositif (Engineering Laboratory Design®, Lake City, MN, USA) est un tunnel 

parallélépipédique en panneaux acryliques transparents (155 x 30,5 x 30,5 cm) 

permettant l'observation des sujets. Il est doté en amont d’une entrée d’air (séparée 

par 3 filtres métalliques de maillages respectifs 1 cm², 1 mm² et 1 mm²) et en aval 

d’une pompe aspirante (®Aerovent CBD, 460 V, 60 Hz et séparé par un dernier filtre 

métallique de 1 mm² de maillage), l’ensemble générant un flux d’air laminaire de 

0,4 m/s. La zone d’observation comporte une plateforme de décollage (h = 16 cm, Ø 

= 2 cm) située exactement entre les parois latérales et à 120 cm de l’entrée d’air ainsi 

que deux plateformes de choix (h = 16 cm, Ø = 5,3 cm) situées à 90 cm en aval de la 

plateforme de décollage, espacées l'une de l'autre de 7,5 cm et de 11,5 cm de la paroi 

latérale correspondante (Figure 10 – B et C).  

L’intérieur du tunnel est illuminé par des LEDs blanches (BDL-F300W-05-

3528, 1 m, 24 W) recouvertes d’un papier permettant d'homogénéiser l'éclairage dans 

la zone d’observation et d’un filtre rouge réduisant les stimulations visuelles (Sharkey 

et al., 2020). En outre, les parois latérales du tunnel sont ornées d'un motif aléatoire 

de carrés noirs et blanc (3 cm de côté) limitant l’impact des indices visuels dans 

l’orientation des mouches (Houot et al., 2017) (Figure 10 – A et B). L'humidité 

relative du tunnel et la température sont respectivement maintenues à 60 ± 5 % et 

25 ± 1 °C. 

 

J’ai utilisé le tunnel de vol afin d'analyser l’attraction à distance et le choix d'une 

Drosophile face à deux milieux vierges témoins (a), un milieu vierge et un milieu 

marqué (b) ou deux milieux marqués (c) (Tableau 2). 

La veille du test, afin d'amplifier leur réponse, les mouches sujets sont mises 

à jeûner individuellement pendant 15h dans des tubes contenant un morceau de 

coton humidifié (Becher et al., 2010). Les observations sont effectuées de 9h à 16h. 

Le sujet est introduit pendant 3 à 5 min dans une chambre d’acclimatation accolée 

au tunnel. Celle-ci est séparée par une cloison mobile qui est, par la suite, levée afin 

de laisser l'insecte accéder à l’intérieur du tunnel. Le temps initial correspond à 
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l'accès de la mouche sur la plateforme de décollage, et le temps final correspond au 

temps de l’atterrissage de la mouche sur une des nourritures proposées ou à 10 min 

d’observation selon le cas (Figure 10 – C).  

Après chaque test, le sujet est retiré à l’aide d’un aspirateur à bouche en 

soulevant la plaque supérieure de plexiglas puis éliminé. La position des deux milieux 

est intervertie afin de limiter l’existence possible de biais d’asymétrie dans le choix 

effectué par les futurs mouches testées. Les milieux sont renouvelés après 6 

répétitions, permettant ainsi de fournir de la nourriture fraîche toutes les heures. 

L’ouverture régulière du tunnel permet de plus de l’aérer régulièrement. 

 

La latence de décollage et, le cas échéant, le temps pour atteindre une des deux 

nourritures proposées ainsi que les fréquences de décollage, d'atterrissage et de choix 

sont les paramètres enregistrés et calculés pendant mes observations.  

A la fin de la journée de tests, l’ensemble du tunnel est nettoyé à l’éthanol pur. 
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de leurs déplacements (Farine et al., 2012). Ces différents infochimiques 

représentent ainsi des signaux spécifiques du sexe et de l'espèce, et, en marquant le 

milieu, peuvent donc jouer un rôle crucial dans l’agrégation, l’alimentation et autres 

comportements des Drosophiles (Keesey et al., 2016).  

 

Cinq types de marquages et un témoin sont ainsi réalisés (Figure 11) :  

• Marquage mâle CS (dénommé Mâle CS par la suite), 

• Marquage femelle CS (Fem CS), 

• Marquage femelle CS additionné de cVA (Fem CS+cVA) réalisé en déposant 100 

ng de cVA (dilué dans de l’hexane - 99% de pureté, Sigma-Aldrich) sur un papier 

filtre (5 mm x 5 mm) qui est ensuite déposé sur la nourriture marquée par des 

femelles quelques minutes avant les tests, 

• Marquage mâle simulans (Mâle sim), 

• Marquage femelle simulans (Fem sim), 

• Un témoin (plain food - PF) est réalisé en plaçant de la nourriture standard sans 

aucun marquage dans les mêmes conditions d’élevage. 

 

Ces différents marquages ont été proposés par paires à des femelles et mâles issus 

des traitements pré-imaginaux (CS, J1, J5 et J5+cVA) (Tableau 22). 

 

 

 

 

 

 





Matériels et Méthodes                                                                   

50 
 

Analyses chimiques des composés volatils émis par les nourritures 

marquées 

 

Le but est d’étudier les composés volatils odorants émanant des différents milieux 

utilisés en tunnel de vol (marqués ou non). Pour ce faire, j’ai réalisé des micro-

extractions en phase solide (SPME) de l'air contenu dans un flacon étanche contenant 

les différents milieux décrits ci-dessous. Les composés présents dans l’air situé entre 

les milieux et l’opercule (i.e. espace de tête) sont adsorbés sur la fibre SPME puis 

analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(GC-MS) (Figure 12).  

 

Douze types d'extraits ont été réalisés et analysés :  

i.  Nourriture vierge,  

ii. Mâles melanogaster,  

iii.  Femelles melanogaster,  

iv.  Mâles melanogaster + nourriture, 

v.  Femelles melanogaster + nourriture, 

vi.  Mâles simulans,  

vii.  Femelles simulans,  

viii.  Mâles simulans + nourriture,  

ix.  Femelles simulans + nourriture,  

x.  100 ng de cVA sur papier filtre (1cm2),  

xi.  100 ng de cVA sur papier filtre (1cm2) + nourriture,  

xii.  1 µl de solution stock de cVA à 50 mg/ml dilué dans de l’éthanol (Cayman 

Chemical®, Ann Arbor, MI, USA, pureté > 98%). 

 

Pour chaque condition, 3 ≤ n ≤ 4, sauf pour la dernière qui n’est réalisée qu’une seule 

fois car a pour but de localiser et identifier le cVA. Un blanc (sans nourriture ni 

individus) a été répété tous les jours d’expérimentation afin de s’assurer de la 

propreté des flacons, de la fibre et de la colonne de chromatographie.  

 

Le marquage est effectué 15h avant les extractions : 25 individus sont introduits dans 

des flacons vides (conditions ii, iii, vi et vii) ou dans des flacons contenant 5g de 

nourriture placée 3 jours au préalable et stockés à 4 °C (conditions iv, v, viii et ix).  
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Pendant la période de marquage, les flacons sont placés dans les conditions d’élevage 

habituelles, si ce n’est que les bouchons sont remplacés par une mousseline en coton 

afin d’éliminer toute humidité excessive.  

Le nombre d’individus et la quantité de nourriture introduits dans les flacons 

(25 individus pour 5 g) sont déterminés afin de conserver le même ratio « nombre 

d’individus / quantité de nourriture » que les milieux utilisés en tunnel de vol (i.e. 

100 individus pour 20 g). 

 

Le jour de l'échantillonnage, les individus des conditions (ii) à (ix) sont éliminés et 

les mousselines remplacées par des bouchons hermétiques munis d’un septum en 

téflon. Les conditions (x) et (xi) sont réalisées en parallèle en déposant 10 µl d’une 

solution à 10 ng/µl de cVA dilué dans de l’hexane (99% de pureté, Sigma-Aldrich) sur 

un papier filtre (1 cm²) quelques minutes avant de les introduire dans des flacons 

vides ou contenant 5 g de nourriture. Tous les flacons sont ensuite placés à 26°C au 

minimum 1h avant les extractions. Cette étape a pour but de saturer l’espace de tête 

en composés odorants après l’élimination des mouches.  

L'insertion au travers du septum d'une fibre SPME 

triphasique (Divinylbenzene DVB / Carboxen CAR / Polydimethylsiloxane PDMS, 

couches CAR-PDMS de 30 µm - couche DVB de 50 µm ; ®SUPELCO) permet 

l'’adsorption de ces odorants pendant 10 min à température ambiante. Avant chaque 

échantillonnage, la fibre est conditionnée 30 min à 270°C. 

 

Les analyses en GC – MS sont réalisées grâce à un chromatographe Agilent 6890A 

couplé à un spectromètre de masse quadrupôles MSD 5973 Network fonctionnant en 

mode d’ionisation électrique et détectant les ions de 29 à 350 m/z. Le 

chromatographe est équipé d’une colonne capillaire DB-Wax (longueur : 30 m, 

diamètre interne 0,25 mm, épaisseur du film 0,050 µm ; Agilent® J&W) et d’un port 

d’injection SPME fonctionnant en mode splitless (càd. la totalité de l’échantillon 

injecté est dirigé vers la colonne) à 240°C. Pour la condition (xii), un insert de port 

d’injection acceptant les liquides est utilisé. L’hélium est utilisé comme gaz vecteur à 

un débit constant de 1,5 ml/min.  

La température du chromatographe est programmée comme suit : la 

température initiale du four est maintenue à 40°C pendant 5 min, puis augmente 

graduellement jusqu’à 240°C à 4°C/min et est enfin maintenue durant 5 min à 

240°C. Le temps total d’analyse est ainsi de 60 min. La fibre SPME est laissée dans 
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en téflon placé à 1 cm de l’individu et souffle continuellement sur celui-ci (Figure 13 

- D). 

 

Les composés à analyser sont déposés sur des languettes de papier filtre (2 cm x 3 

mm, Whatman®) contenues dans des pipettes Pasteur. Ces pipettes sont raccordées 

par leur extrémité la plus large à une électrovanne (Kuhnke®) contrôlée 

électroniquement (PDES-02DX, NPI Electronics®) permettant de délivrer des bouffées 

d’air de 200 ms. Pendant l’enregistrement, l’extrémité effilée de la pipette est insérée 

dans le tube en téflon afin de délivrer l’odeur qu’elle contient dans le flux d’air humide 

projeté sur l'antenne (Figure 13 – C et D).  

Les antennes sont ainsi stimulées par  

(i) 10 µl d’hexan-1-ol (Sigma-Aldrich, 10-1 M) et d’heptan-2-one (Sigma-

Aldrich, 10-1 M) dilués dans de l’huile de paraffine comme contrôle du 

branchement électrique de l’individu testé (Chertemps et al., 2012) ;  

(ii) 10 µl d’huile de paraffine puis d’hexane pur (99%, Sigma-Aldrich) 

comme contrôles négatifs ; 

(iii) 10 µl d’une gamme de cVA (1, 100, 300 and 500 µg/papier filtre) dilués 

dans de l’hexane et présentée dans l’ordre croissant des doses ; 

(iv) 10 µl d’hexan-1-ol final afin de s’assurer de la survie de la Drosophile, 

de la constance de sa réponse électrophysiologique et de la stabilité du 

branchement pendant l’enregistrement.  

 

Le signal enregistré est amplifié (x5) et filtré par un filtre passe-bas (atténuant les 

fréquences supérieures à 0,5 KHz) au moyen d’un amplificateur AxoPatch 2008 

(Molecular Devices, Union City, CA, USA) avant d’être numérisé à une fréquence de 

1 KHz par une carte d’acquisition Digidata 1440A (Molecular devices). L’acquisition 

et les analyses sont respectivement menées grâce aux logiciels Axoscope® 

(Axon™pCLAMP™ 11.1, Molecular devices) et Clampfit® (Molecular devices). 

 

L’amplitude de dépolarisation (mV) ainsi que la vitesse de repolarisation (mV/ms) des 

antennes après chaque stimulation sont enregistrées et ont fait l’objet d’une 

comparaison entre traitements d’exposition.  
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Analyses statistiques 

Les tests statistiques ont été menés au moyen du logiciel XLstat PREMIUM 

(Addinsoft ; version 2021.5.1.1220) 

 

Les fréquences de décollage, d’atterrissage et de choix enregistrées en tunnel de vol 

ont été analysées par sexes et par nourritures proposées au moyen d’un test de 

rapport de vraisemblances (G² de Wilks) sur tableau de contingence. Les préférences 

de nourritures ont été analysées par test Z bilatéral afin de tester l’égalité entre deux 

proportions puis comparées entre-elles par procédure de Marascuilo en test post-hoc 

(Wagh & Razvi, 2016). Afin d’étudier l’impact de l’imprégnation sur les latences 

d’envol et le temps mis par les mouches pour se poser sur une des plateformes de 

nourritures marquées ou vierges, ces durées ont d’abord été comparées entre 

imprégnations par un test de Kruskall-Wallis complété par une procédure post-hoc 

de Dunn avec correction de Bonferroni. Les durées ont ensuite été comparées par 

nourriture au sein d’une même imprégnation par test U de Mann-Whitney.  

 

Les quantités absolues des composés détectés en chromatographie gazeuse lors des 

analyses d’espace de tête - hormis ceux présents également dans les témoins - ont 

été utilisées pour réaliser une Analyse en Composantes Principales (ACP) avec une 

sélection des variables pertinentes par une procédure de Kaiser - Meyer - Olkin 

(KMO ; critère KMO > 0,5 - Dziuban & Shirkey, 1974). Vu les faibles effectifs, les 

ACP ont été réalisées en utilisant les moyennes des quantités des différents composés 

pour chaque type d'échantillon envisagé. Trois ACP ont été réalisées : la première sur 

les échantillons correspondant aux mouches en absence de nourriture et au flacon 

vide, utilisé comme contrôle. La deuxième, à ceux correspondant aux mouches en 

présence de nourriture et à la nourriture seule utilisée comme contrôle. Enfin, une 

ACP "globale" regroupant les échantillons avec et sans nourriture a été réalisée afin 

d’illustrer l’ensemble des données. 

 

Les amplitudes de réponses et les temps de repolarisation des antennes ont fait l’objet 

d’une première comparaison par sexes et par doses entre imprégnation au moyen 

d’un test de Kruskal-Wallis complété par une comparaison post-hoc de Dunn (avec 

correction de Bonferroni). Ces variables ont ensuite servi de variables quantitatives 

dans une Analyse Factorielle Discriminante (AFD) qui utilise l’imprégnation comme 

variable qualitative.  
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Fréquences d’envol  
Quels que soient les choix proposés ou l'expérience préalable des sujets, les 

fréquences d’envol sont comprises entre 53% et 80% chez les mâles et 56% et 84% 

chez les femelles. Aucune différence n'a été mise en évidence entre les différents 

traitements pré-imaginaux, quel que soit le choix de nourriture proposé (Figure 14 – 

a et d). 

 

Toutefois il faut noter qu’à part pour le choix Fem CS/PF, les fréquences de décollage 

face à chacun des choix proposés varient de manière comparable entre les différents 

traitements pré-imaginaux. Lorsqu'ils sont testés face à 2 sources PF/PF, les sujets 

(des 2 sexes) témoins (CS) décollent moins que les sujets traités (J1, J5 et J5+cVA) : 

56 % vs. 65-75% pour les femelles et 53% vs. 61-69% chez les mâles. Face aux choix 

Mâle CS/PF, Fem CS/Fem CS + cVA, et Mâle sim/Fem sim, ce sont les sujets J1 qui 

décollent le moins fréquemment (69, 66 et 66% pour les sujets femelles, et 68, 61 et 

67% pour les mâles), alors que face au choix entre Mâle CS/Fem CS, ce sont ces 

mêmes sujets J1 qui décollent le plus (respectivement, 86% et 77% pour les sujets 

femelles et mâles). Dans le cas du choix Fem CS/PF, alors que pour les sujets femelles 

ce sont les témoins (CS) qui décollent le plus (80%), ce sont les sujets J5 qui décollent 

le plus pour les mâles (77%). 

 

Fréquences d'atterrissage 

Contrairement aux fréquences de décollage, les fréquences d'atterrissage peuvent 

varier significativement selon le choix proposé, le sexe du sujet et son expérience 

préalable (Figure 14 – b et e). 

Chez les mouches sujets des 2 sexes, les fréquences d'atterrissage ne présentent pas 

de différences significatives en fonction de l'expérience face à 2 sources PF/PF, ou 

face au choix Fem CS/PF et Mâle CS/Fem CS. Cependant dans le second cas, les 

fréquences varient de façon similaire en fonction de l'expérience chez les 2 sexes (pour 

les femelles et les mâles, respectivement, en ordre croissant : J5 : 69 & 82%, J1 : 75 

& 87%, CS : 82 & 88% et J5+cVA : 85 & 93%).  

Le choix Mâle CS/PF, déclenche la même variation significative de fréquence 

en fonction de l'expérience dans les 2 sexes : la fréquence observée pour les sujets J1 

(femelles : 44% et mâles : 55%) est différente de celles observées pour les CS, J5 et 

J5+cVA (respectivement 74, 90 et 89%, G²(3ddl) = 36,2 ; p < 0,001 chez les femelles et 

86, 89 et 93%, G²(3ddl) = 26,5 ; p < 0,001 chez les mâles).  
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De même, le choix Fem CS/Fem CS + cVA, déclenche une variation comparable 

et significative de la fréquence d'atterrissage en fonction de l'expérience dans les 2 

sexes. Mais, face à ce choix, ce sont les sujets CS qui atterrissent le plus souvent 

(80% chez les femelles et 95% chez les mâles), alors que les autres types de sujets 

atterrissent beaucoup moins souvent (de 41 à 46%, G²(3ddl) = 14,7 ; p = 0,002 pour les 

femelles et de 51 à 53%, G²(3ddl) = 12,9 ; p = 0,005 pour les mâles). 

 

Alors que les fréquences d'atterrissage face au choix Mâle sim/Fem sim ne varient 

pas significativement en fonction de l'expérience chez les femelles, la différence est 

significative pour les mâles (G²(3ddl) = 12,7 ; p = 0,005), les mâles J1 (61%) atterrissant 

moins fréquemment que les mâles J5 et J5+cVA (90 et 93%), la fréquence 

d'atterrissage des mâles CS étant intermédiaire (79%). 

 

Il est à noter que les variations de fréquences de décollage et d'atterrissage sont 

parallèles pour le choix Mâle CS/PF chez les sujets des 2 sexes et pour le choix Mâle 

sim/Fem sim pour les sujets mâles, ce qui amplifierait l'effet si on envisageait 

l'atterrissage en fonction du nombre de sujets testés et non pas en fonction du 

nombre de sujets ayant décollés. 

 

Choix de nourriture 

Pour les choix d’atterrissage, les résultats varient de nouveau suivant le sexe, 

l’expérience des mouches et le choix de nourriture proposé (Figure 14 – c et f). 

L'analyse des choix a été effectuée à 2 niveaux apportant des informations 

complémentaires : d'une part, j'ai testé la significativité de chaque choix présenté 

pour chaque traitement (test z), et d'autre part j'ai vérifié si les résultats obtenus pour 

chacun des choix de nourriture varient en fonction du traitement (test G2 de Wilks). 

 

Chez les deux sexes, le témoin composé de deux sources « nourritures vierges » 

n’induit aucun choix significatif, et aucune variation en fonction de l'expérience 

préalable (le choix pour la plateforme de gauche varie de 50,0 à 62,5 % chez les 

femelles : G²(3ddl) = 1,1 ; p = 0,788, et de 41 à 61%, chez les mâles : G²(3ddl) = 2,5 ; p = 

0,479). Il n’existe donc pas de biais d’asymétrie dans notre dispositif.  

 

 

Chez les femelles, le choix est significatif pour des sujets J1 face au choix Mâle CS 

/PF et Fem CS/PF et pour des femelles J1 et J5+cVA auxquelles est présenté le choix 
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Fem CS/Fem CS +cVA (Figure 14 – c). Dans le premier cas, les sujets femelles J1 

préfèrent le milieu Mâle CS au milieu PF (80% vs. 21%), z = 3,5 ; p < 0,001), alors 

qu'elles préfèrent ce milieu PF face au milieu Fem CS (73% vs. 27%, z = -2,4 ; p = 

0,018). Ce même milieu Fem CS est aussi délaissé par les femelles J1 et J5+cVA 

lorsqu'elles sont mises face au choix Fem CS/Fem CS + cVA (respectivement 75 vs. 

25%, z = -2,7 ; p = 0,008 et 72 vs. 28%, z = -2,3 ; p = 0,022).  

Chez les femelles, des variations de choix en fonction de l'expérience n'ont été 

mises en évidences que pour les choix Mâle CS/PF et Fem CS/Fem CS +cVA. Dans le 

premier cas, le choix effectué par les femelles J1 est significativement différent de 

celui fait par les femelles J5+cVA (G² (3ddl) = 7,5 ; p = 0,05 ; nourriture Mâle CS choisie 

respectivement à 80% et à 48%), les 2 choix observés pour les 2 autres traitements 

étant intermédiaires (61 et 64%). A l'opposé, face au choix Fem CS/Fem CS +cVA, les 

femelles J1 et J5+cVA préfèrent significativement plus (G² (3ddl) = 9,2 ; p = 0,027) le 

milieu supplémenté en cVA (75 et 72%) que les sujets CS et J5 (46 et 47%). 

 

Chez les mâles (Figure 14 – f), les CS, J1 et J5 choisissent préférentiellement le 

milieu Mâle CS face au milieu PF (respectivement à 77%, z = -2,9 ; p = 0,004 ; 76%, 

z = -3,2 ; p = 0,001 & 79%, z = -2,7 ; p = 0,008) alors que ce choix n'est pas significatif 

pour les sujets J5+cVA (46%). Ces mêmes sujets mâles J5+cVA préfèrent le milieu 

Mâle CS face au milieu Fem CS (75%) (z = -2,5 ; p = 0,014). 

Chez le mâle, le choix entre Mâle CS/PF varie en fonction de la nature d’imprégnation 

similairement à ce qui est observé chez la femelle : le choix du mâle est plus faible 

lorsque le sujet est un sujet J5+cVA.  

Le choix Mâle sim/Fem sim n'est significatif que pour les sujets mâles J5 (Mâle 

sim : 78%, z = -2,6 ; p = 0,011) et ne montre aucune variation en fonction de 

l'expérience du sujet. 
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Latences d’envol 

Il m'a paru intéressant d'envisager dans un premier temps les latences d'envol selon 

que les sujets ont ou non effectué un choix final. Aucune différence significative n'a 

été mise en évidence en absence de choix que ce soit sur l'ensemble des sujets 

(femelles ou mâles) ou séparément en fonction de la paire de nourritures proposées 

(Figure 15 – a et c).  

En revanche, si on considère les latences de vol des seuls sujets ayant effectué 

un choix, les latences d’envol des mouches testées sont variables et comparables 

entre sexes (entre 94 ± 17 et 212 ± 28 sec pour les femelles, et entre 87 ± 15 et 

225 ± 31 sec pour les mâles). La comparaison de l'ensemble des latences d'envol (tous 

choix proposés et tous traitements confondus) montre ainsi des différences chez les 

sujets femelles et mâles (KW23ddl = 76,1 et 64,2 respectivement ; p<10-4).  

 

  

Figure 15 – Latences d’envol des femelles et mâles D. melanogaster testées en tunnel de vol, ayant effectué 

ou non un choix (a et c), et le cas échéant, séparées en fonction de la nourriture choisie (b et d). Le traitement 

pré-imaginal des mouches sujets est indiqué à la base des graphiques b et d. Les barres grisées (a et c) 

représentent les latences des mouches n’ayant pas fait de choix et le code couleur indique la nature du 

marquage de la nourriture choisie. Lorsque deux nourritures vierges ont été proposées, les données ont été 

regroupées. 
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Chez les femelles (Figure 15 – a), les latences d'envol des CS face au choix entre PF 

(185 ± 23 sec), ainsi que de toutes les femelles (quelle que soit leur expérience 

préalable, entre 162 ± 18 et 212 ± 28 sec) face au choix Fem CS/PF sont 

significativement supérieures à celles des femelles J1 et J5 face au choix Fem CS/Fem 

CS + cVA (94 ± 17 et 99 ± 17 sec), les autres valeurs formant un groupe intermédiaire. 

Les analyses détaillées en fonction du choix proposé mettent en évidence une 

différence significative (KW3ddl = 10,6 ; p = 0,014) entre les sujets CS (171 ± 25 sec) et 

J1 et les sujets J1 et J5 (94 ± 17 sec et 99 ± 17 sec) pour le choix Fem CS/Fem CS + 

cVA. 

 

Dans le cas des mâles (Figure 15 – c), seules les latences d'envol des mâles J1 face 

au choix entre PF (225 ± 31 sec) est significativement supérieur au choix des J5+cVA 

face au choix Fem CS/Fem CS + cVA (87 ± 15 sec), toutes les autres valeurs formant 

un groupe intermédiaire. 

Les analyses en fonction du choix proposé montrent une différence 

significative des temps d'envol pour les mâles mis en présence des choix Mâle CS/PF 

(KW3ddl = 10,5 ; p = 0,015) et Fem CS/PF (KW3ddl = 8,1 ; p = 0,044). Dans les 2 cas, ce 

sont les mâles CS qui décollent plus tardivement (193 ± 26 et 211 ± 29 sec) que les 

sujets J5+cVA pour le premier choix (99 ± 21 sec) et J5 (107 ± 17 sec) pour le second. 

Lorsque les latences de décollage des sujets sont analysées en fonction du 

choix effectué (Figure 15 – b et d), quatre différences sont mises en évidence : 1°) 

Chez les femelles, les J5 + cVA décollent plus vite lorsqu'elles choisissent le milieu 

Fem sim de la paire Mâle sim/Fem sim (U7ddl = 27,5 ; p = 0,027), 2°) Chez les mâles, 

les J5+cVA s'envolent plus rapidement lorsqu'ils choisissent le milieu Fem CS dans 

la paire Fem CS/Fem CS + cVA (U7ddl = 43 ; p = 0,013), 3°) les mâles J5 le milieu Mâle 

CS dans la paire Mâle CS/Fem CS (U7ddl = 126 ; p = 0,007) et 4°) les mâles J1 le milieu 

Mâle sim de la paire Mâle sim/Fem sim (U7ddl = 946 ; p = 0,019). 
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Dès lors, pour chaque sexe, j'ai analysé ces résultats pour chaque paire de 

nourritures proposées, en fonction du traitement et du choix effectué (Figure 16 – b 

et d). Dans les deux cas les réponses aux témoins composés des PF/PF ne sont pas 

différentes entre traitements (femelles : KW3ddl = 2,7 ; p = 0,439 ; mâles : KW3ddl = 5,1 ; 

p = 0,163).  

Les femelles CS (57 ± 64 sec) et J5 (101 ± 128 sec) qui choisissent la nourriture 

Fem CS du choix Fem CS/Fem CS + cVA atterrissent significativement plus 

rapidement que leurs homologues J1 (239 ± 221 sec) et J5+cVA (145 ± 140 sec) 

(KW3ddl = 10,8 ; p = 0,013), (Figure 16 – b).  

De la même manière, les mâles J5 + cVA (68 ± 112 sec) présentent des vols 

significativement plus courts que les CS (122 ± 174 sec) lorsqu’ils choisissent la 

nourriture Mâle CS du choix Mâle CS/PF (KW3ddl = 8,5 ; p = 0,037) (Figure 16 – d). 

Le choix de nourritures Fem CS/PF n’entraine aucune différence entre et au 

sein des traitements d’exposition, que ce soit pour les mâles ou les femelles.  

Pour les deux sexes, les individus J5 sont les plus rapides à atteindre la 

nourriture Mâle CS dans le choix de nourritures Mâle CS/Fem CS (femelles J5 : 94 

± 147 sec vs. CS : 135 ± 146 sec, J1 :155 ± 192 sec, et J5+cVA : 68 ± 91 sec ; mâles 

J5 : 28 ± 37 sec vs. CS : 65 ± 87 sec, J1 : 76 ± 118 sec, et J5+cVA : 115 ± 145 sec).  

Enfin, concernant le choix de nourriture Mâle sim/Fem sim, les femelles J5 

atteignent plus rapidement la nourriture Fem sim (25 ± 25 sec) que la nourriture Mâle 

sim (114 ± 170 sec) après leur envol (U = 22,5 ; p = 0,021).  
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Pour mieux appréhender les possibles interactions entre les traitements, les choix 

proposés (variables quantitatives) et les différentes variables mesurées (latence 

d'envol, durée de trajet, fréquence de vol, et d'atterrissage, indice de choix, j'ai effectué 

deux Analyses de données mixtes selon le sexe des sujets (Figure 17).  

Le premier plan de chacune de ces analyses explique respectivement 35% pour les 

femelles et 38 % pour les mâles de la variabilité totale des données considérées 
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Figure 17 – Analyses en Composantes Principales sur données mixtes et corrélations des variables de tunnel de

vol. Les interactions entre traitements, choix proposés (variables quantitatives) et les différentes variables 

mesurées (latence d'envol, durée de trajet, fréquence de vol, et d'atterrissage, choix) sont représentées pour les 

femelles (a) et les mâles (c) testés. Le code couleur indique les choix de nourritures proposés. Les interactions

entre variables qualitatives et quantitatives sont résumées dans les encarts b et d. 
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L'étude des corrélations entre variables qualitatives et quantitatives (Figure 17 – b et 

d) montre que chez les sujets des deux sexes, l'indice de choix est une variable peu 

importante qui n'influence faiblement que le facteur 1 (qui explique respectivement 

19 et 24% de la variabilité totale des échantillons pour les femelles et les mâles).  

Chez les sujets femelles (Figure 17 – b), les latences d'envol, durée pour 

atteindre la nourriture et fréquence d'atterrissage sont corrélées au traitement pré-

imaginal du sujet et influencent principalement le premier facteur. Le choix proposé 

aux sujets femelles et la fréquence de vol sont corrélés et influencent principalement 

le second facteur (16% de la variabilité totale). 

Chez les mâles (Figure 17 – d), l’indice de choix est corrélé aux fréquences de 

vol et temps mis pour atteindre la nourriture, et influencent principalement le 

premier facteur. Le traitement pré-imaginal des sujets et le choix proposé sont 

corrélés à la fréquence d'atterrissage. L'ensemble de ces variables influençant les 2 

premiers facteurs de l'analyse. 

Concernant les ACP (Figure 17 – a et c), si on envisage la distribution des différentes 

modalités des variables qualitatives (choix et traitement), on constate que l'effet des 

traitements (en termes de dispersion) est beaucoup plus important chez les mâles 

que chez les femelles.  

Pour les sujets femelles (Figure 17 – a), les choix Fem CS/PF et Mâle sim/Fem 

sim sont comparables et proches du choix entre PF/PF sur la moitié inférieure du 

plan et fortement corrélés aux latences d’envol des mouches. Les choix Mâle CS/PF, 

Mâle CS/Fem CS et Fem CS/Fem CS + cVA se répartissent sur l'autre moitié de ce 

même plan, les deux premiers choix étant plus proches entre eux que du troisième. 

Il est à noter que pour ces trois choix, les femelles J5 sont toujours les plus proches 

des femelles J5+cVA, ce qui n'est pas le cas pour les 3 autres choix (Fem CS/PF, Mâle 

sim/Fem sim, PF/PF). 

Dans le cas des sujets mâles (Figure 17 – c), on constate que le traitement 

J5+cVA est intermédiaire entre les mâles J1 et J5 (sur le facteur 1) et entre les males 

CS et J5 sur le facteur 2. De manière générale, le choix Fem CS /Fem CS + cVA se 

distingue des autres selon le facteur 2. Les choix de nourritures opposants les 

marquages des deux sexes (Mâle CS/Fem CS et Mâle sim/Fem sim) sont quasiment 

confondus et fortement corrélés aux fréquences d’envol et d’atterrissage des 

mouches.  
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Analyses chimiques des odeurs de Drosophiles et des milieux marqués 

J'ai caractérisé les composés volatiles émis par les différents stimuli utilisés en tunnel 

de vol, en effectuant l'échantillonnage d'espace de tête de ces différents milieux suivi 

d'une analyse en chromatographie en phase gazeuse (en collaboration avec Jean-

Marie Heydel et Remy Reynaud). 

 

L'échantillonnage d'espace de tête a été effectué sur : 

• Un témoin vide ; 

• Des mouches de chaque sexe de D. melanogaster et D. simulans, en absence de 

nourriture ; 

• Des mouches de chaque sexe de D. melanogaster et D. simulans, en présence de 

nourriture ; 

• De la nourriture standard. 

Ces analyses ont été complétées par le même échantillonnage sur un flacon 

contenant 100 ng de cVA synthétique en absence ou en présence de nourriture afin 

de rechercher spécifiquement ce composé.  

 

Au total, toutes conditions confondues, 99 composés ont été identifiés, comprenant 

10 acides, 15 aldéhydes, 8 cétones, 19 alcools, 19 esters, 3 amines, 1 alcanes et 24 

composés classés comme « divers » (Tableau 4 [Annexe]). 

Le cVA n'a été détecté dans aucune des conditions. 

Les procédures de Kaiser-Meyer-Olkin ont permis de sélectionner 37 des 47 

composés détectés dans les extraits en absence de nourriture, 37 des 72 détectés en 

présence de nourriture, et 45 des 99 détectés en combinant ces données.  

L'ensemble des données a été représenté par des Analyses en Composantes 

Principales (Figure 18). Le premier plan de chacune de ces analyses explique 

respectivement 86,3, 89,6 et 66,4 % de la variabilité totale des données considérées.  
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Figure 18 - Analyses en composantes principales par Bootstrap des principaux odorants issus de la présence des 

Drosophiles et des nourritures marquées utilisées en tunnel de vol. Les différentes analyses discriminent les 

odeurs émanant de la présence des D. melanogaster et D. simulans sans (a et b) ou avec (c et d) de la nourriture. 

L’ensemble des groupes est finalement représenté (e et f). Les marquages ont été utilisés comme individus et les 

odorants comme variables actives. Les odorants les plus pertinents (KMO > 0,5) sont représentés dans les cercles 

de corrélation respectifs (b, d et f). Les odorants encadrés sont corrélés, les odorants alignés ne sont pas corrélés 

mais ont été regroupés par soucis de clarté. 

 

 

Pour l'ensemble des conditions « sans nourriture », le premier axe (qui explique 49% 

de la variabilité totale des échantillons) sépare les 2 espèces (Figure 18 – a), alors 

que le deuxième axe sépare les mâles et femelles uniquement pour les D. simulans. 

La séparation entre les 2 espèces sur l'axe 2 (38% de la variation totale) est liée à 

l'opposition entre 2 ensembles de composés : les D. melanogaster sont caractérisés 

par l’acétoïne, l’éthanol, le benzoyle bromide, le méthylparaben, le méthoxy-

phenyloxime, l’acétate d’éthyle, l’acide acétique et l’acétone, et les simulans par l’éther 

sec - butyle isopropyle, le 2,3 – butanediol, le 6-méthyl, 5-heptène-2-one, l’octanol, le 

décanal, le méthyl-D3 1,1-dideutéro-2-propényl éther, l’acide propanoïque, le butanal 

et l’heptanal.  

La séparation des deux sexes de D. simulans se fait à son tour par deux 

ensembles de produits très corrélés entre eux : les mâles simulans se caractérisent 

par le 2 – pentanol, le 3-méthyl-butanol, l’heptanol, le méthyle anisate, l’acétamide, le 

3-méthoxy-hexane, le phénylméthane, le triacétine, le 3-méthyl-1-butanamine et 

l’octane ; les femelles simulans se séparent des mâles principalement par l’éther sec - 

butyle isopropyle, le 2,3 – butanediol, ainsi que par l'ensemble 2 – butanamine, 

l’éthoxy – éthène, le 2 – butoxyéthanol, le 4 – méthoxybenzaldoxime, l’acide butanoïque, 

le 3-hydroxy éthyle ester, le 2 – méthyl butanol, le 3 – méthyl, 3 – butène – 2 – ol, le 

pentanal, le dodécanal et l’acide décanoïque.  

En ce qui concerne les extraits « avec nourriture » (Figure 18 - c), on constate 

que les mâles simulans et les femelles melanogaster ne se séparent pas de l'odeur de 

la seule nourriture, alors que les mâles melanogaster et les femelles simulans se 

séparent de cet ensemble suivant l'axe 2 (28% de la variation totale) tout en 

s'éloignant les uns des autres suivant l'axe 1 (62% de la variation totale).  
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Les composés caractérisant les mâles sont le 6-méthyl,5-heptène-2-one, le 5,5-

diméthyl-2(5H)-furanone, le pentanol, l’éthyle caprate, l’acide acétique, l’éthyle acétate, 

l’éthyle octanoate et le méthoxy-phenyloxime ainsi que le groupe de composés 

corrélés formé de l’acide acéthydrazique, l’acide isovalérique, l’acide hexanoïque, 

l’acide isobutyrique, l’éthanal, l’acétoïne, le 2 – propanal, l’éthyle butyrate, l’éthyle 9 – 

décènoate, l’éthyle hexanoate et l’a - caryophyllène. Ceux correspondant aux femelles 

simulans sont l’octanal, l’humulène, l’acide heptanoïque, le décanal, le butanol, le 

diméthyldisulfure, le phénylméthane, le nonanol et le groupe corrélé formé de l’acide 

propanoïque, du butanal, dodécanal, nonanal, undécanal, du 4 – méthyl - 2 – 

pentanone, 2 – pentanol, 2 – hexanol, 4 - méthyl pentanol, de l’heptanol et du N – 

méthyl methanamine. 

L'analyse globale (Figure 18 – e), dont le premier plan explique 66% de la 

variance totale, confirme les 2 précédentes et illustre bien que la présence de la 

nourriture entraîne une variation sexuellement dimorphique différente selon l'espèce. 
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Dépolarisations 

Les amplitudes de dépolarisation sont superposables entre les deux sexes (Figure 19 

– a à d).  

Aucune différence n’est observable entre les réponses initiales et finales à 

l’hexanol quel que soit le sexe et l’imprégnation considérée (tests de Wilcoxon pour 

échantillons appariés - Tableau 3 [Annexe]), ce qui confirme que la réponse 

électrophysiologique des mouches ne varie pas sur la durée totale des tests. 

  

D'autre part, le contrôle négatif (huile de paraffine, 3 ± 1 mV et 3 ± 1 mV pour les 

femelles et les mâles) déclenche des réponses beaucoup plus faibles que les 2 

contrôles positifs (1-hexanol : 10,9 ± 2 mV et 9,6 ± 1,56 mV pour les femelles et les 

mâles, respectivement ; 2-heptanone : 10 ± 1,6 mV et 9,2 ± 1,7 mV). En ce qui 

concerne les contrôles, aucune différence significative de dépolarisation en fonction 

du traitement n'a pu être mise en évidence, que ce soit chez les mâles ou chez les 

femelles.  

Le cVA induit des réponses dose-dépendantes similaires entre sexes. Les 

dépolarisations les plus fortes sont obtenues pour 500 µg de cVA (7,9 ± 1,7 mV pour 

les femelles et 7,7 ± 1,6 mV pour les mâles). Pour chaque dose, aucune différence 

significative n’est observée entre traitements.  

 

Il est à noter que, sauf pour les réponses les plus faibles (paraffine, hexane et cVA à 

1 et 100 µg), la variabilité de la dépolarisation est toujours plus importante chez les 

individus CS que chez les autres traitements.  

 

Repolarisations 

Là encore, aucune différence n’est observable entre les réponses initiales et finales à 

l’hexanol quel que soit le sexe et l’imprégnation considérée (Tableau 3 [Annexe]) 

(Figure 19 – e à h). 

  

L'analyse des repolarisations ne révèle que deux différences significatives en fonction 

du traitement, et ce uniquement chez les femelles. 

En ce qui concerne les contrôles (Figure 19 – e), l’hexanol final déclenche des 

repolarisations significativement inférieures chez les femelles J5 par rapport aux 

femelles CS et J1 (0,005 ± 0,005 mV/ms vs. 0,016 ± 0,01 mV/ms - KW3ddl = 8,434 ; 

p = 0,038), les réponses des femelles J5+cVA étant intermédiaires.  
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En ce qui concerne le cVA (Figure 19 – f), la dose de 1 µg déclenche une 

repolarisation significativement plus rapide chez les femelles J1 que chez les femelles 

J5+cVA (0,006 ± 0,005 mV/ms vs. 0,003 ± 0,002 mV/ms - KW3ddl = 8,253 ; p = 0,041), 

la repolarisation des femelles CS et J5 étant entre ces 2 extrêmes.  

Chez les mâles, aucune différence significative entre traitements d’expositions 

n’est à relever, quel que soit le composé contrôle ou la dose de cVA présentée (Figure 

19 – g et h). En revanche, si chez les femelles ceci a disparu, on constate que la 

variabilité de la repolarisation des mâles CS soumis à l’hexanol (initial et final) et aux 

deux doses les plus grandes de cVA est plus importante que pour les mâles issus des 

3 autres traitements pré-imaginaux. 
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Corrélations dépolarisations et repolarisations 

A part un effet "dose", cette première analyse des résultats d'électrophysiologie ne 

met pas en évidence de différences flagrantes entre traitements et/ou dose. Aussi, j'ai 

envisagé la possibilité d'un effet sur la corrélation entre dépolarisation et 

repolarisation (Figure 20). 
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Figure 20 – Corrélations des vitesses de repolarisations et des amplitudes de dépolarisations des antennes de 

femelles et mâles D. melanogaster obtenues par enregistrements électrophysiologiques en réponse à 4 odorants 

contrôles et 5 doses de cVA. Le code couleur correspond aux différents traitements pré-imaginaux. 
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De manière générale, il y a une bonne corrélation entre amplitude de dépolarisation 

et vitesse de repolarisation, avec une régression positive entre ces deux paramètres, 

ce qui revient à dire que la vitesse de repolarisation croît avec l'amplitude de la 

dépolarisation. 

 

En ce qui concerne les 4 contrôles, les corrélations sont très semblables entre mâles 

et femelles CS et présentent quelques faibles variations pour les autres traitements 

(J1, J5 et J5+cVA) (Figure 20 – a, c, e et g pour les femelles ; b, d, f et h pour les 

mâles).  

 

Les résultats obtenus avec le cVA (Figure 20 – i à r) montre à nouveau un effet dose 

réponse différent en fonction du sexe et/ou de l'expérience des sujets.  

Chez les mouches CS des deux sexes, on observe une accentuation de la pente 

de la corrélation, avec un déplacement de celle-ci vers la droite du graphique : plus 

la dose de cVA présentée est forte, plus la dépolarisation est grande et la 

repolarisation rapide.  

Chez les femelles, les J1 ont une évolution similaire à celle observée pour les 

CS, hormis avec la dose de 1 µg (Figure 20 - k). La distribution est différente pour 

les femelles J5 et J5+cVA, ces dernières étant presque intermédiaires entre les CS et 

les J5.  

Pour les mâles, les J1 sont plus proches des J5 et J5+cVA que des CS sauf 

face à l'hexane pur (Figure 20 - j). 
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J’ai finalement effectué une Analyse Factorielle Discriminante en utilisant les 

amplitudes de dépolarisation et les vitesses de repolarisation pour chaque dose 

comme variables quantitatives et les traitements pré imaginaux comme groupes. Les 

deux représentations expliquent respectivement 91 % pour les femelles et 84 % pour 

les mâles de la variabilité de nos données et sont donc de bonne qualité (Figure 21). 

Pour les mouches des deux sexes, les traitements se répartissent en trois groupes 

distincts (Figure 21 - a et c) : les CS, les J1 et un groupe formé par les J5 et J5 + 

cVA. 

La position relative des traitements pré-imaginaux est similaire et symétrique.  

Ainsi, un axe permet de discriminer les individus CS des trois autres traitements 

d’exposition et le deuxième de ségréger la réponse des groupes pondus à 5 jours (J5 

et J5 + cVA) des CS et J1 (Figure 21 – a et c). Les groupes J5 et J5 + cVA sont 

quasiment confondus et les réponses des trois groupes formés (CS, J1 et J5/J5+cVA) 

sont indépendantes.  

Pour les deux sexes, les J5 et J5 + cVA se rapprochent par leur amplitude de 

dépolarisations aux plus grandes doses de cVA (300 et 500 µg) (Figure 21 – b et d). 

Les CS se distinguent principalement par leur vitesse de repolarisation lors de 

l'exposition aux odorants contrôles et au cVA à la dose de 100 µg. Les J1 des deux 

sexes, quant à eux, sont caractérisés par leur amplitude de dépolarisation 

lorsqu'exposé au cVA à 1 µg. Les femelles J1 sont aussi caractérisées par leur vitesse 

de repolarisation face à l'hexane ou face à la dose la plus faible de cVA, alors que les 

mâles J1 le sont par l’amplitude de dépolarisation lorsqu'exposé au cVA à 100 µg.  
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Figure 21 – Analyses factorielles discriminantes des variables pertinentes mesurées par électroantennographie 

sur femelles (a et b) et mâles (c et d) D. melanogaster CS, J1, J5 et J5 + cVA. Les traitements pré-imaginaux, utilisés 

comme individus, sont discriminés sur la base de leur réponse antennaire aux 4 odorants contrôles et aux 5 doses 

de cVA. Ces variables sont représentées dans les cercles de corrélations associés (b et d). Les représentations des 

expériences pré-imaginales sont délimitées par ellipses de confiance à 95%. 
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Chez les Arthropodes, la détection de sources odorantes leur permettant de localiser 

nourritures, abris, partenaires sexuels ou dangers et ainsi favoriser leur survie est 

un enjeu majeur (Wilson, 1988).  

On retrouve dans quasiment tous les ordres d’insectes la recherche de 

partenaires sexuels associée à l’utilisation de phéromones d’agrégation. Celles-ci 

attirent mâles et femelles sur des lieux d’alimentation communs et ainsi favorisent 

leur rencontre (Wertheim et al., 2005). On observe fréquemment une synergie entre 

ces phéromones d’agrégation et l’odeur du substrat sur lequel elles sont déposées, 

comme chez le diptère Toxotrypana curvicauda (Landolt et al., 1992), voire un effet 

multiplicatif comme chez le coléoptère Rhyzopertha dominica pour qui l’attractivité 

des phéromones d’agrégation mâles est triplée en présence d’odeur de plante hôte 

(Bashir et al., 2001) ou chez le lépidoptère Trichoplusia ni pour qui elle est 

quadruplée (Landolt et al., 1994). Ce phénomène peut aller jusqu’à une réponse à 

la phéromone d’agrégation uniquement si celle-ci est couplée aux odeurs émanant de 

la nourriture (Landolt, 1997 ; Wertheim et al., 2005).  

 

Chez Drosophila melanogaster, la communication phéromonale se fait 

majoritairement au moyen des hydrocarbures cuticulaires et du cis-vaccényl acétate, 

phéromone lipidique produite dans le bulbe éjaculateur du mâle (Auer & Benton, 

2016 ; Billeter & Wolfner, 2018). Leur dépôt conjoint sur la nourriture, véritable 

signature chimique de l’espèce (Keesey et al., 2016), attire mâles et femelles 

conspécifiques et favorise accouplements et comportements collectifs (Bartelt et al., 

1985).  

En plus d’agir à distance comme phéromone d’agrégation lorsqu’il est associé 

à des odeurs de nourritures, le cVA agit de plus comme phéromone anti-

aphrodisiaque à courte distance en présence d’HC femelles. Son transfert du mâle à 

une femelle pendant l’accouplement conduit ainsi au rejet de celle-ci lors de 

rencontres avec d’autres mâles (Ejima, 2015 ; Laturney & Billeter, 2016). 

 

Initialement décrite comme stéréotypée, innée et immuable (Wyatt, 2010), il a 

récemment été montré que la réponse aux phéromones pouvait cependant être 

plastique et dépendre notamment de l’expérience juvénile d’un individu.  

Les travaux d’Everaerts et al., (2018) sur la Drosophile ont prouvé que la 

réponse adulte au cVA nécessitait un premier contact avec la phéromone pendant 

une fenêtre de temps précise du stade larvaire précoce (i.e. imprégnation 

phéromonale). En outre, la quantité de cVA transmise des femelles à leurs œufs 
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diminue avec les jours post-accouplement et les larves issues d’œufs pondus à des 

jours différents ne subissent pas la même expérience pré-imaginale à la phéromone. 

 

Dans ce contexte, j’ai étudié le phénomène d’empreinte au cVA à travers l’étude du 

rôle agrégatif de la phéromone chez des individus dont l’imprégnation a été 

manipulée. Deux échelles de la détection de la phéromone ont été explorées : 

comportementale puis électrophysiologique. 

La première échelle avait pour but d’étudier l’attractivité de nourritures 

marquées et enrichies naturellement ou artificiellement en phéromones au moyen 

d’un tunnel de vol. Cette première expérience a fait, de plus, l’objet d’une analyse 

d’espace de tête visant à étudier la nature et l’origine des odorants émis par les 

nourritures utilisées. 

La deuxième échelle avait pour but d’étudier la réponse antennaire de mâles 

et femelles imprégnés ou non au cVA lors de la détection à courte distance de la 

phéromone. 

 

I – Composés odorants de nourritures marquées par des Drosophiles 

 

Principales sources odorantes 

Dans l’environnement naturel des Drosophiles, les levures font partie intégrante du 

cycle de vie de l’insecte : elles sont ingérées par les larves de premier stade et résistent 

à la métamorphose (Bakula, 1969 ; Ridley et al., 2012, 2013). Les levures sont 

échangées entre mâles et femelles pendant l’accouplement et sont finalement 

réintroduites dans le substrat alimentaire à travers la ponte et les fèces, et par 

frottements cuticulaires (Gilbert, 1980; Keesey et al., 2016). Ces dépôts peuvent 

de plus permettre aux Drosophiles d’augmenter leur fitness en modifiant la 

communauté de microorganismes présente dans leur environnement et d’enrichir le 

microbiote des futures générations (Anagnostou et al., 2010 ; Becher et al., 2012 

; Stamps et al., 2012). 

Insectes et levures sont ainsi associés en interactions mutualistes où l’insecte 

adulte sert de vecteur de dispersion et où sa larve facilite l’établissement de colonies 

en exploitant la nourriture. Les levures, elles, fournissent en retour les nutriments 

nécessaires à la croissance de l’insecte et lui indiquent olfactivement des lieux 

propices à sa ponte et à son alimentation (Cha et al., 2012 ; Ganter, 2006 ; 

Stefanini, 2018)  



Discussion   

83 
 

par émission d’un bouquet odorant caractéristique de nourritures fermentées (Del 

Giudice et al., 2008 ; Helletsgruber et al., 2017 ; Huang et al., 2003 ; Junker & 

Tholl, 2013 ; Peñuelas et al., 2014 ; Schulz & Dickschat, 2007). 

 

Dans un contexte simplifié (mes expériences), 3 sources principales d’odorants 

peuvent-être citées :  

- Les Drosophiles, par dépôt passif de leurs hydrocarbures et possible dégradation de 

ceux-ci par le microbiote,  

- La nourriture, contenant entre autres, des levures inactivées et les produits de 

dégradation de celle-ci,  

- Les micro-organismes, introduits par les Drosophiles à travers leurs fèces et 

cuticules. 

 

Attractivité des nourritures marquées 

Mes résultats montrent étonnement qu’en absence de nourriture, les profils odorants 

des mâles et femelles D. melanogaster sont confondus, ceux des mâles et femelles 

simulans sont largement discriminables. 

 

Après ajout de nourriture cependant, les mâles melanogaster et les femelles simulans 

s’isolent, alors que femelles melanogaster et mâles simulans se confondent. 

En présence de nourriture, il semblerait que les mâles melanogaster s’isolent 

par la présence majoritaire d’odorants d’origine bactérienne (acides isovalériques, 

hexanoïques et isobutyriques, éthanal, acétoïne et éthyle butyrate) et provenant des 

levures (acide hexanoïque, acétoïne, éthyles butyrates, hexanoates et 9-décènoates) 

(Becher et al., 2012 ; Beck et al., 2002 ; Farine et al., 2014 ; Palanca et al., 2013 

; Ryu et al., 2004).  

Ceci pourrait être dû à une différence entre les microbiotes cuticulaires et/ou 

intestinaux abrités par les mâles melanogaster et introduits par ceux-ci dans leur 

nourriture, et ceux associés aux femelles melanogaster et aux D. simulans des deux 

sexes. Ces micro-organismes en dégradant différemment la nourriture et à travers 

leur métabolisme pourraient en effet émettre des odorants discriminants.  

Les mâles melanogaster sont connus pour allouer leur temps différemment que 

les femelles sur la nourriture et rester plus souvent en contact avec celle-ci lorsque 

d’autres individus sont présents (Wertheim et al., 2006).  

Il est donc aussi possible que les mâles dégradent plus efficacement la 

nourriture car s’alimentent davantage et/ou rejettent plus de fèces chargées en 
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micro-organismes. Cette hypothèse est cependant nuançable : les femelles 

s’alimentant plus en levures que les mâles et les deux sexes déféquant à la même 

fréquence (Edgecomb et al., 1994; Vargas et al., 2010). 

 En tunnel de vol, il est envisageable que le marquage Mâle CS émette 

conjointement des odorants produits par les micro-organismes introduits par les 

mâles D. melanogaster dans la nourriture et des phéromones mâles (notamment le 

cVA). Ces composés, pouvant entrer en synergie au niveau du système nerveux 

central des individus testés en vol (Das et al., 2017), pourraient expliquer la forte 

attractivité de la nourriture Mâle CS pour les mâles et femelles J1 qui en sont 

naturellement imprégnés.  

 

En analyses d’espaces de tête, les odeurs de Fem CS + nourriture ne se distinguent 

pas des odeurs de nourriture seule, rejoignant les résultats de Farine et al., (2012) 

qui n’observe quasiment aucun HC volatils émanant des femelles. 

Ce faible taux d’HC femelles détecté pourrait s’expliquer par leur très faible 

volatilité (Auer & Benton, 2016) ou être dû à leur dégradation. Lebreton et al., 

(2017) met notamment en évidence l’existence d’un produit d’oxydation de 

l’hydrocarbure cuticulaire femelle 7,11-heptacosadiène (7,11HD) en (Z)-4-undécénal 

(abrégée en Z4-11Al) dans les espaces de tête des femelles. Ce composé agirait comme 

phéromone d’agrégation pour les deux sexes (sa détection à distance étant 

concomitante à celle de (R)-linalol issu de la nourriture) et comme modulateur de 

parades chez les mâles déjà accouplés (Borrero-Echeverry et al., 2022).  

En tunnel de vol, le potentiel attractif du marquage Fem CS n’est cependant 

pas vérifié dans mes expériences. En effet, même si les mâles J5+cVA sont les seuls 

à réaliser un choix significatif dans le choix Mâle CS/Fem CS, les mâles J1 ainsi que 

les femelles J1 et J5 semblent tout de même davantage attirés par la nourriture Mâle 

CS. En outre, mâles et femelles testés ne choisissent jamais la nourriture Fem CS 

lorsqu’elle est opposée à une nourriture PF, quel que soit leur traitement pré-

imaginal. Ils présentent de plus les latences d’envol les plus longues lorsque ce choix 

est proposé (Cazalé-Debat et al., 2019).  

 

Les analyses d’espaces de tête des individus simulans montrent un isolement du 

profil odorant des femelles en absence et présence de nourriture. Sachant que les 

mâles melanogaster et mâles et femelles simulans partagent plusieurs similitudes de 

profil cuticulaire (forts taux de 7T et faibles taux de 7,11HD et 7,11ND) (Sharma et 

al., 2012), il reste envisageable que les différences de volatiles prélevés s’expliquent 



Discussion   

85 
 

par  des différences de microbiotes introduits dans la nourriture entre les femelles 

simulans et les mâles des deux espèces.  

 En vol, D. melanogaster est capable de différencier deux sources odorantes 

physiquement proches par réception asynchrone des molécules en émanant (Sehdev 

et al., 2019). Les profils des nourritures Mâle CS et Fem sim étant finalement les 

deux les plus isolés, il est possible que les mêmes fréquences d’atterrissage des mâles 

pour les choix de nourritures Mâle CS/PF et Mâle sim/Fem sim s’expliquent par la 

présence, dans ces deux choix, de marquages facilement discriminables à distance. 

 

Sources de variabilité en tunnel de vol  

Plusieurs éléments techniques et protocolaires peuvent-être discutés car 

introduisant des biais dans la qualité des marquages employés en tunnel de vol. 

 

Premièrement, les mâles et femelles utilisés pour marquer les milieux utilisés en 

tunnel de vol ont été groupés par 20 dès l’émergence de leur pupe. En étudiant la 

nature et quantité d’ HC et de cVA déposés sur leur nourriture et émis dans l’air par 

des Drosophiles après un contact social, Farine et al., (2012) a observé que le 

groupement de mâles pendant les premières heures de leur vie adulte n’impactait pas 

leur quantité de cVA produit mais conduisait par contre à une diminution importante 

de leur 5-T, 7-T, 9-T et une augmentation du n-tricosane émis dans l’air et/ou déposé 

sur le substrat, certainement en réponse aux agressions fréquentes entre eux. Il est 

donc certain que le groupement des individus marqueurs dans mes expériences a 

impacté leur profil volatile en amont des tests en tunnel.   

 

Deuxièmement, le marquage Fem CS + cVA représente fictivement le dépôt réalisé par 

des femelles accouplées. Cependant je n’ai pas utilisé de vraies femelles accouplées 

car elles auraient introduits dans la nourriture une dose variable de cVA ainsi que 

des HC, Acp et micro-organismes hérités des mâles (Everaerts et al., 2018). 

 

 

 

Enfin, à l’atterrissage d’une Drosophile sur une des deux plateformes proposées 

pendant les tests, les nourritures n’étaient pas éliminées. Il est possible que les 

quelques minutes servant à écarter la mouche atterrie soient suffisantes pour qu’elle 

dépose des odeurs supplémentaires par simple frottement, en déféquant ou en 

s’alimentant.  
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II - Facteurs modulant l’attraction au cVA 

 

Dimorphisme sexuel d’attraction au cVA 

Dans notre étude, les femelles J1 sont attirées par le cVA, qu’il soit accompagné d’HC 

mâles (marquage Mâle CS) ou d’HC femelles (marquage Fem CS + cVA). Les mâles, 

eux, préfèrent significativement le cVA en présence d’HC mâles (marquage Mâle CS). 

Cette différence de comportement entre femelles et mâles J1 peut se justifier par la 

différence de nécessité de répondre à la phéromone entre sexes. 

 

Pour les femelles, répondre positivement aux dépôts conjoints de cVA et d’HC mâles 

CS ou femelles CS (résultats qui rejoignent ceux de Cazalé-Debat et al., (2019)), leur 

assure de rejoindre des environnements regroupant des mâles et des femelles 

récemment accouplées et donc de potentiels partenaires. Mercier et al., (2018) 

propose d’ailleurs l’hypothèse que les gouttelettes fécales des mâles, riches en cVA, 

seraient activement déposées par ces derniers afin d’attirer les femelles dans des 

zones désignées et ainsi augmenter leur chance de s’accoupler. La présence de cVA 

et d’HC mâles et le comportement d’agrégation des femelles en réponse à ces dépôts 

leur fournirait ainsi un moyen de rencontrer plusieurs mâles et d’optimiser leur 

recherche de partenaire de qualité (Kokko, 1997).  

 

Pour les mâles, la phéromone est significativement attractive chez les individus 

imprégnés, naturellement ou non, mais uniquement lorsqu’accompagnée d’HC mâles 

CS. La réponse positive de mâles aux odeurs de conspécifiques de même sexe est 

observable chez plusieurs espèces de mouches de fruits dont D. conformis (Shelly, 

1990), D. mycetophaga (Aspi & Hoffmann, 1998) et C. capitata (Shelly, 2001). En 

se regroupant, la théorie du signalement (Otte, 1974) prédit en effet que les mâles 

émettraient un signal plus intense, durable et sur une plus grande distance qu’en 

étant isolés et favorisant l’attraction de femelles (Droney, 1994). Selon la théorie de 

la préférence femelle, les groupes de mâles les plus denses seraient de plus davantage 

visités par les femelles car elles y évalueraient plus efficacement la qualité de 

potentiels partenaires en les comparant, favorisant le maintien de ce comportement 

chez les mâles (Kokko, 1997).  
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Lorsque le cVA est accompagné d’HC femelles CS (marquage Fem CS + cVA), 

l’attraction des mâles est moins marquée que celle des femelles. Cette perte 

d’attractivité, en accord avec Cazalé-Debat et al., (2019), pourrait témoigner d’une 

réponse différente entre mâle et femelles due à des effets spécifiques aux sexes de 

l’imprégnation (Everaerts et al., 2018). Il est de plus possible que le cocktail  « cVA 

+ HC femelle CS », avant d’être un anti-aphrodisiaque de contact pour les mâles 

(Clowney et al., 2015b), agisse d’abord à distance en limitant leur approche vers des 

environnements riches en femelles accouplées. 

 

Imprégnations et pertinences écologiques 

Immelmann (1975a) propose une classification des imprégnations selon leur 

pertinence écologique, et qualifie ainsi les imprégnations alimentaires et de lieu de 

vie d’imprégnations « écologiques », et l’imprégnation sexuelle de « non-écologique ». 

Les imprégnations écologiques posséderaient des avantages sur la rapidité avec 

laquelle une nouvelle génération pourrait s’approprier un environnement et des 

ressources jusqu’alors inexploitées par ses parents, tout en se spécialisant sur un 

type unique de ressource (exemples de populations mosaïques : Djieto-Lordon & 

Dejean (1999) ; Sorenson et al., (2003) ; Yang et al., (2018)).  

Toujours selon Immelmann (1975a), la plasticité comportementale relevant 

d’une différence d’imprégnation entre individus favoriserait l’espèce dans son 

ensemble. Les individus imprégnés adhèrent en effet fidèlement à leur environnement 

et remplissent efficacement les conditions écologiques de leur niche. A l’inverse, les 

individus non imprégnés représentent un « pool » d’individus capables de coloniser 

de nouvelles niches : de la même manière que des individus non-spécialistes, ils 

seraient avantagés dans un environnement changeant ou dans une zone marginale 

de l’aire de distribution de l’espèce. 

 

En accord avec ces prédictions, les femelles J5 de notre étude ne sont pas attirées 

par le cVA, qu’il soit accompagné d’HC mâles ou femelles.  

En nature, il est donc possible que des femelles non-imprégnées (comme nos 

J5) visitent principalement des environnements avec peu ou pas de congénères. Par 

voie de conséquences, elles seraient moins sujettes aux tentatives d’accouplements 

répétées des mâles et subiraient ainsi une pression d’alimentation, d’accouplement 

et de ponte relativement faible (Wertheim et al., 2006). 
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En contrepartie, il est prédit par effet Allee que la faible densité d’adultes 

présents sur le substrat entraine plusieurs conséquences négatives sur le succès des 

descendants (Wertheim et al., 2002). En ne s’agrégant pas pour pondre, les femelles 

ne ramolliraient pas assez la nourriture, n’introduiraient pas assez de micro-

organismes et ne réduiraient pas assez efficacement le développement de 

champignons délétères pour assurer l’implantation et la survie des larves.  

En outre, une faible densité de larves ne dégraderait pas assez le substrat, 

limiterait l’implantation de levure et la fermentation de la nourriture (Etienne et al., 

2002 ; Wertheim et al., 2002), en plus d’augmenter le risque individuel d’être 

parasité (Hamilton, 1971). 

 

A l’inverse des femelles, les mâles J5 sont tout de même attirés par le marquage 

« mâles CS », bien qu’ils ne soient pas imprégnés au cVA.  

Il est possible que ce comportement témoigne de l’utilisation d’autres indices 

chimiques que le cVA dans leur orientation (Cazalé-Debat et al., 2019) et qu’ils 

s’agrègent tout de même dans la nature en utilisant la volatilité des HC de faibles 

poids moléculaires (5-T, 7-T, 9-T) (Farine et al., 2012 ; Lin et al., 2015).  

Leur absence d’imprégnation au cVA pourrait cependant se répercuter 

négativement sur leur succès reproducteur. Premièrement, il est possible qu’ils 

n’interprètent pas les signaux émis par des mâles conspécifiques et soient moins 

agressifs que leurs concurrents (Liu et al., 2011). Deuxièmement, en n’utilisant pas 

le cVA pour repérer les femelles déjà accouplées, il est possible qu’ils perdent temps 

et énergie à parader des femelles non réceptives (Ejima et al., 2007).  

En outre, la prédisposition des mâles à préférer la nourriture enrichie en HC 

des Mâles sim est significative chez les mâles J5, il y aurait donc amplification de 

l’attractivité de marquage hétérospécifique chez les mâles melanogaster non 

imprégnés au cVA. Un des avantages de l’imprégnation sexuelle est en effet de 

reconnaitre ses conspécifiques dans un groupe dont l’apparence évolue dans un court 

laps de temps (Immelmann, 1975a), par exemple en situation de sympatrie, et ainsi 

éviter les erreurs d’accouplement (Irwin & Price, 1999). L’imprégnation sexuelle se 

retrouve ainsi chez des espèces reconnues pour leur grande capacité d’extension et 

dont les aires de répartition se recoupent avec des espèces au phénotype proche 

(exemples chez les Gallinacés, Cichlidés, Fringillidés Grant & Grant (2018) ; 

Verzijden & Cate, (2007)).  
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Bien qu’aucune conclusion ne puisse être formulée quant aux possibles erreurs 

d’accouplements hétérospécifiques des mâles non imprégnés au cVA, il est 

envisageable que la synergie d’imprégnation au cVA et aux profils d’HC propres à D. 

melanogaster facilite leur reconnaissance d’un partenaire approprié dans la guilde de 

Drosophiles s’alimentant sur les fruits en décomposition.  

 

Limites de l’imprégnation synthétique au cVA 

Dans notre étude, l’imprégnation manuelle des mâles et femelles J5+cVA testés en 

vol ne semble pas rétablir pleinement l’imprégnation à la phéromone. 

 

En échouant à restaurer l’effet anti-aphrodisiaque du cVA chez des mâles issus 

d’œufs pondus à J1, déchorionnés puis placés dans une nourriture artificiellement 

enrichie en cVA, Everaerts et al., (2018) en est venu aux conclusions que les 

quantités de cVA introduites artificiellement pouvaient être trop différentes des 

quantités naturellement présentes dans l’environnement larvaire ou que 

l’imprégnation nécessitait la détection conjointe de cVA et d’autre(s) facteur(s) 

transmis aux œufs les premiers jours de ponte afin d’être efficace.  

Ces facteurs, pouvant être des HC d’origine maternelle et/ou paternelle 

(Narasimha et al., 2019) ou tout autre composé produit par les microbiotes des 

adultes, imprègnent certainement les larves à leur émergence de manière sexe 

spécifique. La diminution d’HC présents sur les œufs dont sont issus les J5+cVA 

pourrait expliquer la grande variabilité des choix effectués par les mâles et femelles 

testés en vol ; par exemple le fait que les mâles J5+cVA ne sont attirés par la 

nourriture Mâle CS que lorsque celle-ci est opposée à la nourriture Fem CS ou le fait 

que l’attraction au cVA n’est rétablie chez les femelles J5+cVA que lorsque la 

phéromone est associée aux HC femelles (marquage Fem CS + cVA). 
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III - Détection et intégration du cVA  

 

Il est possible que les différences de comportement d’attraction au cVA entre sexes et 

entre traitements d’exposition s’expliquent aussi par une différence de détection de 

la phéromone.  

 

Réception périphérique du cVA 

A l’échelle sensillaire, la détection du cVA par les récepteurs dédiés nécessite le 

concours de l’OBP Lush, sécrétée dans la lymphe de toutes les sensilles trichoïdes 

par leur cellules accessoires thécogènes et trichogènes (Shanbhag et al., 2005 ; Xu 

et al., 2005). En plus d’être impliquée dans la détection et l’évitement chimio taxique 

des Drosophiles envers de trop fortes concentrations d’alcool (Kim et al., 1998), 

l’OBP Lush s’est révélée à la fois nécessaire dans le fonctionnement normal des 

sensilles T1 et la détection du cVA dans les sensilles T1 et T3.  

 Laughlin et al., (2008) a élucidé le mode de fonctionnement de l’OBP par 

cristallographie : la formation d’un complexe Lush – cVA modifie la conformation de 

l’OBP par un ensemble de réarrangements d’acides aminés (éjection d’une 

phénylalanine 121 hors du site de liaison du cVA, causant la cassure d’un pont salin 

entre l’aspartate 118 et la lysine 87 et finalement faisant basculer la boucle C - 

terminale de l’OBP vers l’extérieur), la faisant passer d’une conformation inactive à 

active (Sengupta & Smith, 2014). 

 

Un quatrième élément, identifié par (Jin et al., 2008) et appartenant à la famille des 

protéines CD36, s’est aussi révélé nécessaire à la réception du cVA : une protéine de 

membrane de neurone sensoriel (SNMP). La production de mutants snmp et 

l’injection de sérum anti-SNMP dans la lymphe des sensilles T1 déclenche 

l’insensibilité des deux phénotypes au cVA (Benton et al., 2007 ; Jin et al., 2008). 

 

Sengupta & Smith (2014) ont finalement proposé un modèle dans lequel le SNMP 

constituerait un relai entre Lush et le neurone sensoriel : en l’absence de cVA, le 

SNMP maintiendrait le neurone à un stade inactif. L’interaction du cVA avec Lush 

modifierait ensuite sa conformation (la rendant active) et permettrait sa ligation au 

SNMP, levant l’inhibition du canal ionique Or67d/Or83b. La libération du cVA par 

Lush à la suite de cette ligation activerait complètement le récepteur (Figure 22). 

 





Discussion   

92 
 

dont l’épissage en isomorphe mâle FruM, strictement confiné aux neurones mâles 

(Lee et al., 2000) est nécessaire et suffisant pour déclencher la parade mâle 

hétérosexuelle et inhiber la parade homosexuelle (Billeter et al., 2006). Chez les 

femelles, son épissage alternatif en FruF rend la protéine inactive (Heinrichs et al., 

1998 ; Lee et al., 2000). L’inactivation de FruM chez les mâles abolit leur 

comportement de parade et l’épissage forcé de fru en FruM chez des femelles fait 

apparaitre chez elle les premières étapes de parade mâle face à d’autres femelles 

(Manoli et al., 2005). 

La présence de FruM agissant comme facteur de transcription avec la protéine 

Doublesex modifie la structure des neurones l’exprimant, tels que les neurones P1 

(régulant sommeil et activité sexuelle) (Chen et al., 2017 ; Clowney et al., 2015 ; 

Kimura et al., 2008) ou les neurones du cluster [fru+] du lobe antennaire médian 

(Kimura et al., 2005). 

 

D’autres neurones du système nerveux adulte expriment FruM et sont impliqués 

dans la circuiterie de codage des informations olfactives et gustatives phéromonales. 

Ces neurones sont les ORN portant les récepteurs Ir84a, Or47b et Or67d ainsi que 

leurs neurones de projections (PN) associés. Les ligands respectifs de ces trois 

récepteurs sont l’acide phénylacétique, le cVA et le méthyl laurate (Dweck et al., 

2015 ; Grosjean et al., 2011), et les 3 glomeruli recevant ces informations sont plus 

larges chez les mâles que chez les femelles (respectivement VL2a, VA1v et DA1) 

(Stockinger et al., 2005).  

 

Pour le cVA, fru est de plus exprimé dans tous les neurones de la circuiterie de 

transduction du message chimique en message moteur, des ORN jusqu’aux neurones 

responsables du comportement de parade (Lee et al., 2000). Les réponses 

électrophysiologiques des ORN et PN mâles et femelles répondant au cVA sont 

similaires (Datta et al., 2008 ; Kurtovic et al., 2007), suggérant que la différence 

comportementale sexuelle de réponse au cVA serait codée par des différences de 

circuiterie au-delà des lobes antennaires.  

 Cachero et al., (2010) identifia 5 clusters des projections axonales des PN de 

DA1 faisant relais dans la corne latérale dont 2 sexuellement dimorphes : les clusters 

aSP-f et aSP-g.  
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Chez les mâles les axones des PN répondant au cVA chevauchent exclusivement les 

dendrites des neurones aSP-f, alors qu’ils chevauchent les dendrites des neurones 

aSP-g chez les femelles (Cachero et al., 2010) et les faibles latences de réponse entre 

DA1 et ces deux clusters suggèrent une connexion monosynaptique (Kohl et al., 

2013). 

Chez les femelles, les neurones asP-g ont un spectre large de reconnaissance 

d’odorants et répondent au cVA et aux odeurs issues de la nourriture telle que celle  

de vinaigre, alors que les neurones asP-f des mâles répondent exclusivement au cVA 

(Kohl et al., 2013). Ces projections sexuellement dimorphes, dues à la présence de 

FruM (Cachero et al., 2010), font finalement de fruitless un bon candidat dans 

l’explication d’une différence de comportement d’agrégation entre mâle et femelle en 

présence de nourritures et de cVA (Kohl et al., 2013). 

 

Plasticité de la réponse périphérique à un odorant 

Les ACP effectuées entre traitements d’exposition sur les amplitudes de 

dépolarisations et les vitesses de repolarisations montrent que la présentation de cVA 

pendant la période pré-imaginale d’un individu s’accompagne d’une plasticité de la 

sensibilité périphérique à la phéromone au stade adulte. Cette plasticité étant 

similaire entre mâles et femelles avec les réponses des CS et des J1 indépendantes 

entre–elles et avec celles des J5 et J5+cVA, ces dernières étant confondues.  

 

Les principales informations sur la modulation d’une réponse électrophysiologique 

adulte à un odorant nous viennent de l’abeille, chez qui l’amplitude de réponse est 

dépendante du stade de développement exposé et de la méthode d’exposition : 

• Une exposition pupale continuelle pendant 9 jours consécutifs au linalol et au 

phényl acétaldéhyde n’engendre pas de variation de réponse antennaire adulte 

(Sandoz et al., 2000).  

• Une exposition adulte engendre des résultats plus contrastés. Le conditionnement 

d’individus aux odeurs de violette ou de fenouil après plusieurs cycles 

récompensés de sucrose se traduit par une augmentation de réponse antennaire 

(de Jong & Pham-Delègue, 1991 ; Wadhams et al., 1994). Le conditionnement 

au linalol et à l’acide 9-oxo-décénoïque après plusieurs cycles récompensés, ou 

au linalol et au phényl-acétaldéhyde par exposition constante d’individus pendant 

les 8 premiers jours suivant l’émergence pupale, entraîne une diminution de 

réponse (Claudianos et al., 2014; Sandoz et al., 2000).  
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Le conditionnement à l’hexanol, au géraniol, au linalol ou à l’acétate d’isoamyle 

après plusieurs cycles récompensés n’a aucun impact sur la réponse antennaire 

du même stade (Bhagavan & Smith, 1997 ; Sandoz et al., 2001).  

• Une exposition larvaire enfin, par conditionnement pré-imaginal olfactif de larves 

s’alimentant de sucre parfumé d’1-hexanol, s’accompagne d’une diminution de 

réponse périphérique à l’odorant chez l’abeille adulte (Ramírez et al., 2016).  

 

Chez D. melanogaster, Devaud et al., (2003) a montré que la présentation 

prolongée de benzaldéhyde à des femelles pendant leur période critique adulte (les 5 

premiers jours qui suivent l’émergence hors de leur pupe) s’accompagnait d’une 

modification de volume du glomérule impliqué dans la reconnaissance de l’odeur, 

mais ne provoquait aucune modification de leur réponse EAG (Devaud et al., 2001).  

 

Ces travaux se distinguent cependant par la méthode de présentation des odorants, 

le contexte dans lequel se fait l’apprentissage odorant étant en effet questionné par 

Sandoz et al., (2000) et Devaud et al., (2001, 2003). Les auteurs font la différence 

entre l’effet d’une exposition passive à une odeur continuellement présente pendant 

que l’animal se nourrit, et l’effet d’un conditionnement positif par associations brèves 

entre odeur et récompense alimentaire. Le premier cas, dépendant des expériences 

naturelles de fourragement de l’animal, se qualifie de contexte instrumental et 

correspond à un mécanisme non-associatif proche de l’habituation. 

Par analogie, les différences observées entre J1 et J5 pourraient être dues à 

un cas d’adaptation sensorielle par exposition prolongée au cVA en contexte 

instrumental des J1 se traduisant par une modification de leur sensibilité 

périphérique adulte aux doses de phéromone les plus faibles (vraisemblablement les 

plus pertinentes écologiquement). Le cVA étant de plus rencontré par la larve 

losqu’elle s’alimente, il est possible que le système gustatif soit impliqué dans sa 

détection et que la nourriture soit perçue comme une récompense. 

 

La proximité des réponses EAG entre J5 et J5+cVA, qui sont elles aussi exposées 

péri-natalement à la phéromone mais ont une réponse différente des J1, nuance 

cependant cette hypothèse. Deux pistes peuvent-être explorées afin de tenter 

d’expliquer cette différence :  

(i) il est possible que le cVA seul et artificiellement introduit dans la condition J5+cVA 

ne suffise pas à rétablir pleinement l’imprégnation ou (ii) il est envisageable que 
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l’expérience juvénile des J5+cVA s’éloigne trop d’un schéma naturel de rencontre de 

la phéromone pour avoir un impact sur la qualité de réponse EAG une fois adulte.  

 

Pour la première hypothèse (i) et comme discuté dans les « Limites de l’imprégnation 

synthétique au cVA », il est possible que la transmission conjointe de cVA avec 

d’autres composés maternels et/ou paternels pendant les premières pontes soit 

nécessaire afin de permettre la modulation de réponse adulte à la phéromone 

(Everaerts et al., 2018). En outre, il reste envisageable que la dose de cVA introduite 

soit trop forte ou trop faible par rapport aux doses naturellement rencontrées par les 

larves. 

 

Pour la deuxième hypothèse (ii), en conditions naturelles, le cVA est déposé 

localement et superficiellement sur la nourriture et le substrat de rencontres des 

Drosophiles par les mâles à travers leurs frottements cuticulaires passifs ou leurs 

fécès (Farine et al., 2012 ; Keesey et al., 2016 ; Mercier et al., 2018) ; et par les 

femelles récèmment accouplées via leurs premières pontes et l’éjection sélective du 

bouchon copulatoire (Laturney & Billeter, 2016 ; Lung & Wolfner, 2001). Ces 

différentes sources d’émission sont responsables d’une micro-distribution du cVA et 

font de l’environnement des Drosophiles un paysage dans lequel la répartition de la 

phéromone varie à la fois spatialement et temporellement (Mercier et al., 2018 ; 

Wertheim et al., 2006) (Figure 23 - a). 

Les larves de 1er stade restant en surface (Durisko et al., 2014) seules les 

disparités en 2D de distribution de la phéromone sont discutées, mais il est bien sûr 

envisageable que les larves de 2ème et 3ème stade, en explorant verticalement la 

nourriture communale, emportent avec elles du cVA prélevé à la surface et créent en 

plus une disparité en 3D de distribution. 

  

 

Distribution naturelle vs. synthétique du cVA 

Ces caractéristiques de dépôts du cVA en surface se retrouvent dans le traitement 

pré-imaginal des J1 (Figure 23 - b) qui sont en effet pondus sur de la nourriture 

manipulée par mâles et femelles et ayant ainsi reçu l’ensemble des dépôts 

responsables de la micro-distribution de la phéromone. A l’inverse, le traitement 

artificiel des larves J5+cVA ne présente pas cette hétérogénéité d’environnement : en 

changeant de tubes les femelles accouplées jusqu’à leur 5ème jour post-accouplement, 

aucun mâle n’a pu déposer ses phéromones par contact ou à travers ses fèces sur la 
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Cette différence de confrontation au cVA (environnement micro-distribué et 

sources hétérogènes vs. environnement homogène et source unique) pendant les 

premiers stades larvaires peut expliquer la différence de réponse entre J1 et J5+cVA. 

Au final, ce pourrait être l’enchaînement d’activations et d’inactivations des 

récepteurs périphériques de la larve à son émergence puis pendant les premières 

heures d’exploration de son environnement de surface qui seraient reponsables de la 

qualité de réponse électrophysiologique des J1. 

L’abscence totale d’activation des récepteurs au cVA (J5) ou leur activation constante 

sans variations (J5+cVA) aurait le même résultat et conduirait à la même sensibilité 

périphérique à la phéromone, une fois l’individu adulte.  
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IV – Imprégnation au cVA 

 

Cette partie présente les processus neuronaux pouvant être impliqués dans la 

détection périphérique du cVA chez la larve de D. melanogaster et les structures 

soutenant potentiellement le transfert d’une mémoire olfactive de la phéromone au 

stade adulte pendant la métamorphose.  

 

Circuiterie neuronale olfactive chez la larve 

Au niveau périphérique, les organes chimio-sensoriels larvaires se concentrent sur la 

tête de l’insecte, dans le complexe antenno-maxillaire et se composent des organes 

dorsaux, terminaux et ventraux ainsi que leurs ganglions associés (Gendre et al., 

2004). L’organe dorsal abrite les terminaisons dendritiques de GRN et des seuls ORN 

de la larve. Les neurones innervant les organes terminaux et ventraux sont à l’inverse 

exclusivement gustatifs (Vosshall & Stocker, 2007).  

Les ORN, au nombre de 21, se partagent les 25 Or identifiés de ce stade. 

L’ablation chimique des ORN de l’organe dorsal et l’inactivation du corécepteur Orco 

rend la larve totalement anosmique et altère sa chimiotaxie, indiquant que tous les 

Or sont coexprimés avec Orco et qu’aucun autre organe que l’organe dorsal n’assure 

la détection olfactive à ce stade (Heimbeck et al., 1999; Larsson et al., 2004).  

 

Au niveau central, l’architecture olfactive est ensuite similaire entre adulte et larve, 

bien que plus simple chez cette dernière. Les 21 ORN arborisent dans les sensilles 

olfactives de l’organe dorsal et projettent leur axone dans 21 gloméruli des lobes 

antennaires larvaires (LAL) où ils font synapses avec 21 PN (Fishilevich & Vosshall, 

2005). Deux types de PN sont identifiés chez la larve : les PN uni-glomérulaire (uPN) 

connectés à un unique ORN et les PN multi-glomérulaires (mPN) connectés à 

plusieurs ORN stéréotypés. Les LAL sont, comme chez l’adulte, le lieu de cross-talk 

entre gloméruli par l’action de LN GABAergiques à large spectre et connectant 

l’ensemble des glomeruli, et de LN GABA- ou glutamatergiques connectant un faible 

nombre de glomeruli (Python & Stocker, 2002). Les projections axonales des uPN 

et mPN convergent vers le tractus antenno-cérébral médian et projettent de manière 

stéréotypée vers une trentaine de glomeruli du calyx des corps pédonculés (mushroom 

bodies ; MB) dans lesquels ils font synapses avec les cellules de Kenyon (KC).  

Deux modèles de synapses se rencontrent entre les PN et les KC dans les MB : 

les PN innervent de manière stéréotypée un voire deux glomeruli maximum du calyx, 

les KC en revanche arborisent soit dans un glomeruli du calyx, soit dans 6 glomeruli 
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et n’ont pas d’arborisations stéréotypées (Masuda-Nakagawa et al., 2005). Le 

premier cas (rapport 1 PN : 1 KC) permet le codage élémentaire des odeurs et 

l’activation des KC se ferait pas l’activation d’un unique PN. Dans le deuxième cas, le 

codage des odeurs apparait combinatoire, chaque KC recevant ses inputs de plusieurs 

PN et faisant des KC des détecteurs de coïncidence (Ramaekers et al., 2005). 

 

Hypothèses de réception du cVA chez la larve 

Dès le stade larvaire, D. melanogaster est considérée omnivore car peut exploiter et 

croître sur des nourritures dérivées de plantes ou d’animaux (Yang, 2018). La larve 

est en effet équipée d’un ensemble d’enzymes lui permettant de dégrader les 

carcasses d’insectes et, en laboratoire, les cas de cannibalismes des larves de 1er 

stade sur les œufs percés, sur les larves plus âgées et même sur les adultes sont 

fréquemment observables (Gregg et al., 1990 ; Narasimha et al., 2019 ; 

Vijendravarma et al., 2013 ; Yang, 2018). Afin de limiter la prédation des larves 

sur les œufs, ces derniers sont constitués d’une couche de cire riche en phéromones 

mâles et femelles (7-T, 7,11-HD, 7,11-ND et cVA) les masquant chimiquement et 

empêchant la fuite de leur contenu (Narasimha et al., 2019). Les larves, qui 

consomment leur œuf dès l’éclosion, entrent ainsi immédiatement en contact avec la 

couche de cire et donc les HC et cVA qu’elle contient. Ce contact correspondant 

finalement à la période critique présumée d’imprégnation à la phéromone (Everaerts 

et al., 2018).  

Chez la larve cependant, aucun des deux Or impliqués dans la reconnaissance 

du cVA chez l’adulte (les Or65a et Or67d) ne sont présents (Fishilevich et al., 2005). 

Par ailleurs, Cobb & Dannet (1994) ont montré que les larves étaient extrêmement 

peu sensibles à distance au cVA, une faible attraction étant déclenchée par des doses 

de phéromone correspondant à plusieurs milliers de mâles adultes.  

Un des défis majeurs soulevés par ces observations est ainsi d’identifier le(s) 

mécanisme(s) permettant la détection larvaire périphérique de la phéromone et 

responsable de l’imprégnation des individus. Il est envisageable : 

(i) Que la détection du cVA au stade larvaire soit réalisée par un (des) 

récepteur(s) olfactif(s) différent(s) de ceux permettant la détection 

adulte,  

(ii) Qu’un autre composé à la structure proche de celle du cVA soit détecté 

par le système olfactif larvaire, 

(iii) Que chez la larve, la réception du cVA se fasse par le système gustatif. 
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Pour la première hypothèse (i), les Drosophiles adultes détectent les 4 – ethylphenol 

et 4 – ethylguaiacol, indicateurs de la présence d’antioxydants alimentaires, au 

moyen de leur récepteurs Or71a (Dweck et al., 2015). Les larves en sont dépourvues 

mais reconnaissent tout de même ces molécules à distance grâce à leur récepteur 

Or94a, abrité dans l’organe dorsal (Dweck et al., 2015). Il est donc concevable que 

larve et adulte reconnaissent les mêmes molécules volatiles à travers l’activation de 

différents récepteurs « stade-spécifiques ». Par analogie, il est envisageable que 

l’absence des Or65a et 67d au stade larvaire soit compensée par la présence d’autres 

Or reconnaissant le cVA et permettant tout de même l’imprégnation.  

 Dans ce cas de figure, la faible attraction des larves pour le cVA observée par 

Cobb & Dannet (1994) pourrait s’expliquer, comme pour l’éthanol, par une 

diminution de la sensibilité périphérique à la molécule causée par les contacts répétés 

avec celle-ci (Cobb et al., 1992 ; Keesey & Hansson, 2022). Comme vu 

précédemment (Figure 23), l’enfouissement dans un substrat riche en cVA 

augmenterait ainsi le seuil de tolérance des larves à la phéromone et diminuerait 

drastiquement leur sensibilité à distance.  

 

Pour la deuxième hypothèse (ii), il est envisageable que ce ne soit pas le cVA qui soit 

détecté par la larve mais un produit de sa dégradation agissant comme proxy de sa 

présence, comme cela a été montré avec l’acide hydroxycinnamique (antioxydants 

alimentaires) dont les larves détectent les produits (phénols) de dégradation par des 

levures (Dweck et al., 2015). 

Chez les adultes, le cVA est naturellement dégradé en cis-Vaccenol (cVOH) par  

l’estérase-6 (Est-6), enzyme produite exclusivement dans le tractus génital et à la 

base des sensilles trichoïdes des mâles D. melanogaster (Anholt & Williams, 2009; 

Sheehan et al., 1979). Son action permet la désactivation du cVA après sa liaison 

avec ses récepteurs antennaires ou dans le tractus femelle après l’accouplement 

(Chertemps et al., 2012 ; Sheehan et al., 1979). 

L’Est-6 fait partie d’une famille multigénique de carboxylestérases qui 

comprend notamment les estérases homologues 4, J et 7, respectivement présentes 

à la surface du tégument des larves de Drosophila mojavensis, D. arizonensis, D. 

mulleri, D. arizonae, D. navojoa, D.aldrichi et D. wheeleri (pour l’Est-4), D. buzzatii 

(pour l’Est-J) et de la larve de D. melanogaster (pour l’Est-7) (Collet et al., 1990 ; 

Dumancic et al., 1997 ; Lopes et al., 2014 ; Mateus et al., 2011). Compte-tenu de 

leur localisation et la nature de leur substrat, ces estérases seraient potentiellement 

impliquées dans la dégradation de xénobiotiques, phéromones et kairomones avec 
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lesquelles la larve entre en contact (Fontan & Zerba, 1984 ; Vogt & Riddiford, 

1986). Par analogie il est envisageable que l’Est-6 soit aussi présente à la surface de 

la larve de D. melanogaster et qu’elle dégrade le cVA par contact lorsqu’elle s’alimente 

de substrat enrichi (Sakaguchi & Suzuki, 2013 ; Yang, 2018). Le cVOH en résultant 

serait ainsi détecté olfactivement à la place de la phéromone. 

Dans ce cas de figure, le cVA serait très peu attractif à distance pour les larves 

(Cobb & Dannet, 1994) car il ne serait tout simplement pas détecté par ces dernières. 

 

Pour la troisième hypothèse (iii), par analogie avec les acides (Z)-5-tétradécènoïques 

et (Z)-7-tétradécènoïques, les premières phéromones d’agrégation larvaires identifiées 

et détectées par les récepteurs gustatifs « pickpocket » ppk23 et ppk29 de la larve, il 

est concevable que la détection du cVA se fasse aussi au moyen de récepteurs 

gustatifs (Mast et al., 2014). 

Dans ce cas de figure, il est nécessaire que des éléments impliqués dans la 

détection gustative du cVA au stade larvaire soient transmis au stade supérieur et 

intègrent le système olfactif adulte. Soutenant cette hypothèse, il est intéressant de 

noter que chez la larve les systèmes gustatifs et olfactifs sont moins « cloisonnés » 

que chez l’adulte. Dès le premier relai neuronal, les corps cellulaires des seuls ORN 

identifiés de ce stade et de certains GRN sont abrités dans la même structure : le 

ganglion de l’organe dorsal, qualifié d’organe « mixte » (Komarov & Sprecher, 2022). 

Les axones de ces groupes de neurones sont ensuite envoyés respectivement vers le 

lobe antennaire et la zone sous-œsophagienne en empruntant le même nerf : le nerf 

antennaire (Komarov & Sprecher, 2022). Enfin, une partie de ces afférences 

sensorielles convergent vers la zone sous-œsophagienne, celle-ci recevant à la fois les 

informations gustatives des organes terminaux, ventraux et pharyngaux, et olfactives 

de 6 uPN provenant des lobes antennaires (Berck et al., 2016).  

Pendant la métamorphose, les ORN adultes s’organisent le long des ORN 

larvaires servant à la fois de patron d’organisation et de support jusqu’aux lobes 

antennaires (Lienhard & Stocker, 1991). De plus, certains des nerfs sensoriels 

larvaires dégénèrent à leur extrémité par la dégénérescence du complexe antenno–

maxillaire, mais persistent grâce à l’arrivée des premières afférences antennaires 

adultes (Lienhard & Stocker, 1991). Il est envisageable qu’une partie des afférences 

olfactives adultes s’organisent le long de neurones gustatifs du nerf antennaire 

larvaire voire se connectent à des neurones initialement gustatifs, dont ceux 

détectant le cVA. Il est donc supposable que l’on retrouve dans le système olfactif 
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D’autres hypothèses, telles que la possibilité d’un couplage de récepteurs larvaires 

(formant des homo- ou hétérodimères) ou encore l’existence de modifications post-

traductionnelles modifiant les récepteurs chez la larve, pourraient expliquer les 

différences de détection et comportement vis-à-vis du cVA observables entre larve et 

adulte. 

 

Développement du SNC olfactif adulte  

Pendant la métamorphose, l’étude de coupes de cerveau et la visualisation du 

développement des principaux neuropiles olfactifs par lignées GAL4 ont permis de 

suivre les différentes étapes de formation du SN olfactif adulte (Stocker et al., 1995 

; Tissot et al., 1996). 

Au niveau central, les lobes antennaires adultes se forment à partir des lobes 

antennaires larvaires qui serviraient de précurseurs. Lobes antennaires adultes et 

larvaires sont ainsi homologues, avec des schémas d’organisation communs (Stocker 

et al., 1995). Chronologiquement, (i) Les lobes antennaires larvaires sont complétés 

par des fibres adultes provenant des disques antennaires 6 à 9h après la formation 

de la pupe (Tissot et al., 1996). (ii) Les afférences provenant du troisième segment 

antennaire rejoignent les lobes antennaires ipsilatéraux et contralatéraux 24h et 30h 

respectivement après formation de la pupe. (iii) Les premières afférences antennaires 

arrivent dans les lobes antennaires 24h avant la formation des premiers glomérules 

adultes. Les branches terminales des axones des ORN entrant dans le lobe antennaire 

sont cependant plus dispersées que chez l’adulte et ne sont ainsi pas encore 

restreintes à un unique glomérule (Stocker et al., 1995). (iv) 48h après la pupaison, 

elles diminuent finalement progressivement pour n’innerver qu’un glomérule (Tissot 

et al., 1996).  

Dans les MB (siège des mémoires olfactives à courts et longs termes), une 

première phase de prolifération embryonnaire permet aux neuroblastes de donner 

naissance à ~250 cellules de Kenyon 𝛾 (Technau & Heisenberg, 1982). Ils 

continuent ensuite de proliférer pendant le développement larvaire en donnant 

naissance à d’autres cellules de Kenyon 𝛾 pendant le premier stade larvaire et aux 

cellules de Kenyon 𝛼’ et 𝛽’ pendant le troisième stade larvaire (Lee et al., 1999). La 

quasi-totalité de ces neurones ne survit cependant pas la transition entre le stade 

larvaire et le stade adulte. La métamorphose est en effet le siège d’une diminution 

drastique des projections des cellules de Kenyon qui, réduites à quelques centaines, 

sont complétées par de nouvelles projections imaginales et aboutissent à un total fixe 

supérieur à 2000 fibres chez l’adulte (Technau & Heisenberg, 1982). 
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Les neurones 𝛾, se formant en grande partie pendant le développement 

embryonnaire (Kunz et al., 2012), est le seul type de cellules de Kenyon présent 

dans les MB à l’émergence de la larve hors de son œuf et qui survit à la fois à 

l’apoptose qui touche 30 à 40% des neurones larvaires juste après l’éclosion (Larsen 

et al., 2009) et à la métamorphose (Lee et al., 1999 ; Technau & Heisenberg, 

1982). Ces caractéristiques en font d’excellents candidats comme siège de transfert 

d’apprentissages et de conditionnements olfactifs entre les premiers instants 

larvaires et adultes (Pauls et al., 2010 ; Tissot & Stocker, 2000). 

 

La métamorphose est de plus la période de mise en place de la circuiterie neuronale 

sous-tendant le dimorphisme de comportement sexuel adulte (Arthur et al., 1998 ; 

Belote & Baker, 1987). L’organisation du système nerveux de la Drosophile mâle 

sous contrôle des gènes fruitless, doublesex et transformer commence en effet dans 

le cerveau de l’individu en stade pré-pupal (Arthur et al., 1998 ; Baker & Ridge, 

1980), où le nombre de transcrits de fru est quasiment quadruplé jusqu’à la pupaison 

avant de décroître progressivement jusqu’à l’éclosion (Lee et al., 2000). Cette 

augmentation d’expression est localisée dans 20 clusters neuronaux du cerveau 

mâle, dont certains (les neurones fru-pSP2) se superposent aux neurones du calyx 

des MB (Hall, 1979 ; Lee et al., 2000). La colocalisation de neurone fru+ avec les 

neurones des MB et l’expression maximale de fruitless pendant le stade pupal 

pourrait supposer qu’une partie de l’information stockée par les neurones des MB et 

résistants à la métamorphose serait relative au cVA, étayant davantage l’hypothèse 

que les MB seraient le lieu de stockage d’informations relatives à la phéromone entre 

larve et adulte.  
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V - Limites des traitements pré-imaginaux 

  

En plus du cVA, il est nécessaire de noter que l’environnement péri-natal des larves 

de Drosophiles admet un ensemble de différences entre les individus pondus à 1 et 5 

jours après l’accouplement. Ces différences débutant dès la formation de l’œuf dans 

l’environnement intra-utérin des femelles pondeuses et pouvant entraîner des 

répercussions non contrôlées dans mes expériences (Figure 25) :  

 

Dégradation du cVA 

Mane et al., (1983) et Jallon et al., (1981) ont détecté une perte, par la femelle 

gestante, de 70% du cVA initialement transmis par l’éjaculat mâle dès 6h après la 

copulation. 3 mécanismes l’expliquent : chronologiquement (i) l’éjection du bouchon 

copulatoire, (ii) la dégradation intra-utérine du cVA et enfin (iii) l’éjection du cVA 

pendant la ponte de la femelle.  

• Le bouchon copulatoire (i) est une structure gélatineuse détectable dans le tractus 

femelle avant la transmission des spermatozoïdes par le mâle. Sa partie antérieure 

se forme 5 min après le début de l’accouplement et oblige les spermatozoïdes à se 

déplacer autour ou à travers afin d’atteindre le tractus femelle. Un des rôles 

présumés du bouchon serait de concentrer le sperme à l’entrée des organes de 

stockage femelles, limitant leur dispersion. Sa portion postérieure se forme à la 

fin de l’accouplement avant d’être entièrement éliminé par la femelle quelques 

heures après (Lung & Wolfner, 2001). L’étude de sa composition phéromonale 

par Laturney & Billeter (2016) a montré que le bouchon copulatoire pouvait 

renfermer jusqu’à 400 ng de cVA, contribuant largement aux résultats obtenus 

par Mane et al., (1983) et Jallon et al., (1981).  

• Le tractus mâle est le lieu de synthèse de l’Esterase-6 (ii) qui est transmise à la 

femelle pendant l’accouplement (Sheehan et al., 1979). L’Est-6 hydrolyse le cVA 

en cis-Vaccenol (cVOH) in vitro Mane et al., (1983) et il a ainsi été présumé qu’elle 

agissait dans le tractus femelle en participant à la dégradation de la phéromone. 

• Le reste de cVA utérin est finalement déposé intact par la femelle sur son substrat 

de ponte (iii) (Duménil et al., 2016) 

 

Composition et transmission du fluide séminal  

L’accouplement déclenche chez la femelle de nombreux changements 

comportementaux et physiologiques regroupés sous le terme de réponses post-

copulatoires. Ces changements prennent notamment en compte une modification du 
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comportement alimentaire (augmentation de la prise alimentaire, modification des 

préférences alimentaires, diminution du transit intestinal permettant d’améliorer 

l’absorption de nutriments) (Carvalho et al., 2006 ; Cognigni et al., 2011 ; Ribeiro 

& Dickson, 2010 ; Vargas et al., 2010), une modification du comportement sexuel 

(augmentation du taux de ponte, diminution de la réceptivité sexuelle), une 

modification de la physionomie reproductrice (modification du tractus optimisant le 

stockage du sperme) et finalement une diminution de l’espérance de vie de la femelle 

(Adams & Wolfner, 2007 ; Soller et al., 1997; Tram & Wolfner, 1999).  

 

Ces changements sont déclenchés par le transfert dans l’éjaculat du mâle, en plus 

du sperme et du cVA, d’un cocktail de protéines appelées protéines du fluide séminal. 

L’ensemble « sperme + protéines » forme un spermatophore. Les protéines du fluide 

séminal sont constituées des productions peptidiques, enzymatiques et lipidiques 

provenant de 4 sources du système reproducteur mâle : les cellules primaires et 

secondaires des glandes accessoires, le conduit éjaculatoire et le bulbe éjaculatoire 

(lieu de synthèse finale du cVA). Manning (1962, 1967b) différencia la réponse post-

copulatoire de la femelle à court terme (1 à 2 jours) due au transfert de protéines 

séminales et les effets à long terme (> 5 jours) causés par le stockage du sperme 

(Wolfner, 2002).  

 

Il a ensuite été détecté que l’accouplement, en plus de permettre le transfert extérieur 

d’HC par frottements des cuticules mâles et femelles (Everaerts et al., 2010 ; Farine 

et al., 2012), permettait aussi l’introduction d’HC dans le tractus femelle. La 

présence de 7T, 7P, 9T, 7,11HD et 7,11ND a en effet été mise en évidence à la fois 

dans le bouchon copulatoire par Duménil et al., (2016) et directement dans le 

tractus femelle par Laturney & Billeter, (2016).  

 

Les conduits et bulbes éjaculatoires permettent en plus la synthèse commune de 

drosomycine et d’andropine, protégeant le sperme du mâle d’infections bactériennes 

les premiers jours suivant l’accouplement (Lung et al., 2001 ; Samakovlis et al., 

1991 ; Wolfner, 2002 ; Ferrandon et al., 1998). Wolfner (2002) induit l’hypothèse 

que les peptides antibactériens transmis du mâle à la femelle pourraient protéger -

en plus du sperme - les premiers œufs pondus par cette dernière, induisant 

l’existence d’un gradient de « qualité » des descendants et un gradient d’exposition 

des larves selon leur ordre de ponte.   
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Protéines des glandes accessoires 

Les cellules primaires des glandes accessoires mâles permettent la synthèse d’environ 

80 peptides, polypeptides et glycoprotéines regroupées en protéines des glandes 

accessoires (Acp) (Chapman & Davies, 2004 ; Wolfner, 1997). Certaines agissent 

comme pro-hormones en pénétrant la circulation hémolymphatique de la femelle et 

en se fixant à des récepteurs de ses systèmes endocrines ou musculaires. D’autres 

font directement effet dans son tractus génital. l’Acp36DE par exemple ne migre pas 

mais s’accumule à la partie ventrale de la paroi de l’oviducte, devant l’ouverture des 

organes de stockage des spermatozoïdes avant qui ceux-ci n’arrivent et facilite leur 

stockage (Bertram et al., 1996 ; Bloch Qazi & Wolfner, 2003 ; Neubaum & 

Wolfner, 1999).  

 

Des 80 Acp, 3 peptides affectant la ponte et/ou la réceptivité femelle ont été identifiés 

chez D. melanogaster : l’Acp26Aa, la Dup99B (pour Ductus ejaculatorius peptide 

99B) et l’Acp70A (ou sexe-peptide, SP) (Chapman & Davies, 2004 ; Kubli, 2003).  

 

• L’Acp26Aa est transférée dans le tractus femelle 3 minutes après le début de 

l’accouplement. Une moitié pénètre l’hémolymphe de la femelle 10 minutes après 

le début de l’accouplement en traversant l’intima (barrière située en partie 

postérieure du vagin) et fait action sur le système octopaminergique (Rubinstein 

& Wolfner, 2014 ; Lung & Wolfner, 1999 ; Monsma et al., 1990). La moitié 

restante s’accumule à la base des ovaires, où elle fait action sur les muscles 

ovariens et stimule l’ovulation et l’oviposition des femelles récemment accouplées 

(Chapman et al., 2001). Ses effets sont limités aux premiers jours qui suivent 

l’accouplement (Herndon & Wolfner, 1995). 

 

• La Dup99B, synthétisée dans le conduit éjaculatoire mâle, est un peptide de 31 

acides-aminés partageant certaines similarités de séquences avec l’Acp70A 

(notamment la séquence C-terminale responsable de l’augmentation d’oviposition 

et diminution de la réceptivité femelle) (Saudan et al., 2002). Son rôle comme 

peptide sexuel n’est cependant pas clair : son injection dans la femelle augmente 

la ponte mais l’accouplement de femelles avec des mâles qui ne transmettent pas 

la Dup99B a peu d’impact sur leur fréquence de ponte. La Dup99B est en plus 

incapable de stimuler la production d’Hormone Juvénile (JH) (Fan et al., 2000) 

• L’Acp70A, sa présence dans l’éjaculat mâle est responsable à court-terme de la 

perte de réceptivité femelle et à long terme de l’augmentation du taux de ponte de 
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la femelle. Sa ligation à la tête des spermatozoïdes par son extrémité N-terminale 

suggère que le sperme stocké agirait comme un substrat permettant sa libération 

lente, et expliquerait le maintien des effets de l’Acp au-delà de 5 jours (Saudan et 

al., 2002). Il peut ensuite être transporté par l’hémolymphe jusqu’à ses 

récepteurs dédiés répartis dans le système nerveux central et périphérique 

(Ottiger et al., 2000) et aux Corpora Allata de la femelle (Moshitzky et al., 1996 

; Soller et al., 1997). Ces derniers étant le lieu de synthèse de la JH, l’Acp70A 

stimulerait la ponte en déclenchant la libération de JH, à son tour stimulant la 

progression des ovocytes dans les ovaires (Bontonou et al., 2015).  

 

L’activité du sperme et celle des protéines des glandes accessoires sont ainsi 

complémentaires et interdépendantes : la fertilité du sperme nécessite les protéines 

des glandes accessoires, qui à leur tour dépendent de la présence du sperme pour 

maintenir leurs effets à long terme. 

 

Qualité du sperme 

En cas d’accouplements multiples d’une femelle, les mâles produisant les 

spermatozoïdes les plus grands (moins susceptibles d’être remplacés par les 

spermatozoïdes d’un autre mâle et davantage stockés car occupant mieux l’espace 

dans le réceptacle séminal), en plus grand nombre, les plus mobiles ou les plus 

résistants possèdent un avantage sur les autres mâles (Birkhead et al., 1999; Gage 

et al., 2004; Letsinger & Gromko, 1985; Parker, 1993; Pattarini et al., 2006; 

Snook & Karr, 1998).  

Dans le cas d’un accouplement unique (mon étude), il est possible d’envisager 

l’existence d’une compétition « intra-éjaculat » (Sutter & Immler, 2020).  Celle-ci 

favoriserait les spermatozoïdes les plus grands ou vigoureux, qui sont de plus 

accompagnés des Acp et composés antibactériens transférés par le mâle les premiers 

jours qui suivent l’accouplement. Les spermatozoïdes stockés (10 à 20% des 

spermatozoïdes totaux transférés - Fowler, 1973) et utilisés les jours suivant par la 

femelle subiraient, en plus de la compétition, leur propre senescence (provoquant 

l’accumulation de stress oxydatif, une perte de leur mobilité et à terme leur mort) 

(Bréque et al., 2003). La fertilisation par des spermatozoïdes âgés peut de plus avoir 

des conséquences dramatiques sur la survie du zygote (Reinhardt, 2007).  

Bien que 5 jours soit un temps relativement court dans la vie d’une Drosophile, 

Radhakrishnan & Fedorka (2011) ont observé un déclin du tiers des spermatozoïdes 

stockés en seulement 120h en étudiant le devenir du sperme dans le tractus femelle. 
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Ce travail, mené sur 3 ans, a permis d’apporter de nouveaux éléments de réflexion 

sur l’importance de l’environnement péri-natal d’un individu dans l’établissement 

d’interactions adaptées avec ses conspécifiques une fois atteint l’âge adulte.   

 

En manipulant l’expérience phéromonale pré–imaginale de Drosophila melanogaster, 

insecte holométabole de référence, j’ai pu étudier l’attraction à distance et la réponse 

électrophysiologique antennaire d’individus exposés naturellement (J1), non-exposés 

(J5) ou exposés synthétiquement (J5+cVA) au cVA.  

 

Les expériences réalisées en tunnel de vol ont mis en évidence des effets spécifiques 

au sexe de l’imprégnation au cVA dans l’attraction adulte à la phéromone. 

L’exposition synthétique à la phéromone seule ne suffit cependant pas à rétablir 

pleinement l’attraction observée dans une exposition naturelle. Cette attraction 

apparait de plus dépendante de la nature des hydrocarbures cuticulaires présents 

sur la nourriture et du choix de nourritures proposées.  

 

Les enregistrements électroantennographiques réalisés après présentation de cVA 

ont mis en évidence des différences de réponses périphériques selon la modalité 

d’exposition pré-imaginale à la phéromone, mais pas selon le sexe. Il semble donc 

que les différences comportementales observables en tunnel de vol s’expliquent par 

le dimorphisme central de circuiterie neuronale du cVA plutôt que par une détection 

périphérique différente de la phéromone. Finalement, l’absence de différence de 

réponses entre les individus non-exposés et exposés synthétiquement soutient 

davantage la nécessité de contacts avec d’autres composés en plus du cVA pendant 

la période larvaire afin de permettre l’imprégnation totale à la phéromone.  

 

Pour donner suite aux expériences menées pendant cette thèse, plusieurs projets 

envisageables permettraient de palier aux principaux biais de l’étude et d’améliorer 

notre compréhension du phénomène d’empreinte : 

 

• Il est nécessaire de compléter le protocole des traitements pré-imaginaux avec des 

conditions visant à (i) limiter l’imprégnation au cVA d’individus J1 par lavage ou 

déchorionnage des œufs et (ii) restaurer l’imprégnation d’individus J5, par un 

autre procédé que l’enrichissement manuel des nourritures. Il pourrait ainsi être 

intéressant (i) de tester le comportement et la réponse EAG d'individus J1 issus 

d’œufs déchorionnés (lavés à l’eau de Javel) et ainsi débarrassés des 
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microorganismes, hydrocarbures, peptides sexuels, produits de dégradation des 

spermatozoïdes et phéromones transmis par les parents aux premières pontes 

(Narasimha et al., 2019 ; Rand et al., 2010). Inversement, (ii) il serait nécessaire 

de tenter de rétablir naturellement l’imprégnation au cVA en testant des individus 

J5 pondus dans une nourriture manipulée par des conspécifiques des deux sexes, 

aux côtés d’œufs pondus à J1, et dans laquelle la micro-distribution du cVA, et 

de tous les autres composés normalement présents péri-natalement, se 

rapprocherait d’un schéma naturel (Everaerts et al., 2018).. En utilisant une 

deuxième lignée portant l’intron white, les descendants issus de ces œufs J1 

seraient facilement discriminables selon la couleur de leurs yeux et écartés des 

individus J5 après l’émergence (Lee & Carthew, 2003). 

 

• Afin de déterminer quel(s) composé(s) transmis avec le cVA pendant les premières 

pontes rendent l’imprégnation à la phéromone efficace (Everaerts et al., 2018), 

il serait intéressant de tester des descendants J1 issus (i) de lignées Drosophila 

melanogaster œnocytes-less et (ii) de mâles DTA-D. La lignée œnocytes–less (i) est 

défectueuse dans sa production d’HC par expression d’un gène pro-apoptotique 

dans ses œnocytes, mais les mâles de cette lignée produisent tout de même des 

quantités standards de cVA (Billeter et al., 2009). Leur accouplement avec des 

femelles elles aussi œnocytes-less permettraient d’étudier des descendants 

recevant du cVA et des composés du fluide séminal mais pas d’HC parentaux. Les 

mâles DTA-D (ii) expriment une toxine anti-traductrice dans leurs cellules 

primaires des glandes accessoires et produisent donc du sperme fertile mais 

dépourvu d’Acp (Kalb et al., 1993). 

 

• Les Drosophiles utilisées en vol étaient toutes à jeun et vierges afin de stimuler 

leur envol (Becher et al., 2010). Sachant que le cVA déclenche l’agrégation des 

mouches en fonction de leur état physiologique (Lebreton et al., 2014, 2015), il 

est probable que des mouches imprégnées et nourries ou gravides ne fassent pas 

les mêmes choix que ceux observés dans mes expériences. Il serait intéressant de 

tester cette hypothèse afin d’avoir une vision plus complète des limites de la 

phéromone dans le comportement d’attraction des Drosophiles.  

 

• En plus des gênes fruitless et doublesex, la différentiation sexuelle de 

D. melanogaster est régie par un ensemble de loci régulateurs agissant en cascade 

et déterminant le devenir des cellules somatiques des individus (McKeown et al., 
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1987). Ces loci comprennent notamment le gêne transformer dont l’expression 

ectopique dans les œnocytes de mâles génétiques féminise leur profil cuticulaire. 

La présence en excès des transcrits de ce gêne ou leur absence totale dans les 

œnocytes femelles, masculinise leur HC (Savarit & Ferveur, 2002a). Il serait 

ainsi intéressant de tester l’attraction à distance et la réponse antennaire de mâles 

dont les antennes et/ou lobes antennaires auraient été féminisés par expression 

ectopique de transformer dans ces structures. 

 

• La détection périphérique du cVA se faisant au moyen des deux récepteurs Or65a 

et 67d (Auer & Benton, 2016), il faudrait déterminer le(s)quel(s) est(sont) 

impliqué(s) dans les différences de réponses électroantennographiques 

observables entre les traitements d’exposition par enregistrements mono-

sensillaires (van der Goes van Naters & Carlson, 2007).  

 

• Après l’étude du comportement et de la réactivité antennaire, il serait intéressant 

de visualiser la plasticité du système nerveux central adulte en réponse à 

l’imprégnation, soit par expression d’une protéine fluorescente permettant de 

mesurer le volume des gloméruli DA1 et DL3 répondant au cVA (Devaud et al., 

2001, 2003), soit de manière dynamique par expression d’un rapporteur de 

l’activité calcique de ces gloméruli et permettant de visualiser leur schéma 

d’activation en temps réel lors de la détection de la phéromone (Mercier et al., 

2018).  

 

• Les corps pédonculés apparaissant comme « candidat prometteur » dans le 

transfert de l’imprégnation du stade larvaire au stade adulte, il serait nécessaire 

de tester le comportement et la réponse antennaire de mouches dont les MB 

auraient été chimiquement et/ou génétiquement ablatés, totalement puis lobe par 

lobe, à différents stades de développement (de Belle & Heisenberg, 1994 ; 

Heisenberg et al., 1985 ; Pascual & Préat, 2001).  
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Tableau 5 [Annexe] Résultats des analyses des espaces de tête d’environnements avec ou sans nourritures 
manipulés par des Drosophiles et en présence ou non de cVA 
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Abstract - In insects such as Drosophila melanogaster, flight guidance is based upon 

converging sensory information provided by several modalities including chemoperception. 

Drosophila flies are particularly attracted by complex odours combining volatile molecules 

from yeast, pheromones and microbe-metabolized food. Based on a recent study revealing 

that adult male courtship behaviour can be affected by early preimaginal exposure to 

maternally-transmitted egg factors, we wondered whether a similar exposure could affect 

free-flight odour tracking in flies of both sexes? Our main experiment consisted to test, in a 

wind tunnel, flies differently conditioned during preimaginal development. Each fly was 

presented to a dual choice of food labelled by groups of D. melanogaster or D. simulans flies 

of each sex. The combined effect of food with the cis-vaccenyl acetate pheromone (cVA), 

involved in aggregation behaviour, was also measured. In parallel, using the head-space 

method, we determined the "odorant" identity of the different labelled food tested. We also 

measured the antennal electrophysiological response to cVA in females and males resulting of 

the different preimaginal conditioning procedures. Our data indicate that flies differently 

modulated their flight response (take off, flight duration, food landing and preference), 

according to sex, conditioning and food choice. Our head-space analysis revealed that many 

food-derived volatile molecules diverged between sexes and species. Antennal responses to 

cVA showed a clear sex specific variation for conditioned flies, but not for control flies. In 

summary, our study indicates that preimaginal conditioning can affect Drosophila free flight 

behaviour in a sex specific manner. 

 

Key Words - cis-Vaccenyl acetate, microbiota, preimaginal conditioning. 

 

 	



INTRODUCTION	

Flying allows insects to escape from predators and to predate other animals (Baines et al. 

2014; Dickinson 2014; Misof et al. 2014)  and also to disperse and find new food sources 

and/or potential mates. In Drosophila melanogaster, flight guidance is based upon converging 

information from several sensory modalities (proprioception, vision, mechanoperception, 

hygroperception and chemoperception — (Bhandawat et al. 2010; Budick and Dickinson 

2006; Budick et al. 2007; Duistermars et al. 2009)). When they are at a relatively long 

distance from an odour source, flying Drosophila flies use mechanosensory sensory system to 

estimate wind velocity and olfaction to orient through the odour gradient (Budick et al. 2007; 

Dahake et al. 2018; Duistermars et al. 2009; Krishnan and Sane 2014). When they arrive near 

the odour source, they use visual and chemical signals to land on this source (Bhandawat et al. 

2007; Budick and Dickinson 2006; Saxena et al. 2018). To detect volatile chemical cues, 

Drosophila melanogaster flies use sensory hairs (sensilla) covering the antennae, the 

maxillary palps (Stocker 1994)) and the wings (Houot et al. 2017; Raad et al. 2016) whose 

signal influx are sent to specific (and/or sex-specific) brain centres which in turn trigger 

adapted behaviours according to sex and mating status (Couto et al. 2005; Das et al. 2017; 

Datta et al. 2008; Fishilevich et al. 2005; Ruta et al. 2010). 

D. melanogaster adults mainly use three pheromone classes. First, sex-specific cuticular 

hydrocarbons (CHCs), mostly detected by gustation but also by close range olfaction, can 

either stimulate or inhibit courtship behaviour (Everaerts et al. 2010a; Everaerts et al. 2010b; 

Farine et al. 2012b; Ferveur and Sureau 1996; Jallon 1984). Second, several volatile 

compounds derived either from 7,11-heptacosadiene, the principal female CHC (Z4-11Al 

aldehyde; Lebreton, 2017 #3307) or from male 7-tricosene CHC (methyl-laurate, -myristate 

and -palmitate; (Dweck et al. 2015)) can change at some distance the behaviour of males and 

females. Third, 11-cis-vaccenyl acetate (cVA) (Butterworth 1969; Guiraudie-Capraz et al. 

2007), a volatile lipid-derived substance, produced in the ejaculatory bulb of several 

Drosophila species, can be detected at a relatively long distance ((Bartelt et al. 1985b; 

Hedlund et al. 1996; Jaenike et al. 1992; Schaner et al. 1987; Schaner et al. 1989a; Schaner et 

al. 1989b; Symonds and Wertheim 2005)). cVA is transferred from the male into the female 

genital apparatus during copulation and subsequently deposited on eggs laid few days after 

copulation (Everaerts et al. 2018). When combined with other infochemicals, cVA can 

modulate several Drosophila subsocial behaviours. At a close distance, cVA combined with 



male specific CHCs inhibits male-male courtship, stimulates female sexual receptivity and 

induces male-male aggression (Bartelt et al. 1985a; Butterworth 1969; Das et al. 2017; Ejima 

2015; Fernandez and Kravitz 2013; Guiraudie-Capraz et al. 2007; Jallon et al. 1981; Kurtovic 

et al. 2007; Laturney and Billeter 2016; Lebreton et al. 2015; Schaner et al. 1987; Wang et al. 

2011; Wertheim et al. 2005; Zawistowski and Richmond 1986). At a longer distance, cVA 

associated with volatile food metabolites resulting from the activity of gut-associated bacteria 

(Keesey et al. 2016), and often deposited in frass, can enhance fly aggregation on food 

sources (Bartelt et al. 1985b; Das et al. 2017; Duménil et al. 2016; Lebreton et al. 2012). 

Recently, Cazalé-Debat et al. (2019) described the long-range effect on D. melanogaster free 

flight of cVA combined with CHCs and food-derived chemicals. This study (performed in a 

wind tunnel) showed that cVA and sex-specific CHCs interact with food volatile chemicals to 

induce sex-specific flight responses. 

 

For long, responses to cVA have been considered to be stereotypic and unconditional. 

Recently, some of us discovered that early preimaginal exposure to maternally-transmitted 

substances,—cVA likely associated with microbes— induced partial suppression of male 

courtship inhibition to cVA (Everaerts et al. 2018). Here we tested Drosophila female and 

male free flight response to a dual choice of food labelled by flies of various genotypes and 

added, or not, with cVA. Focal flies were differently exposed during their early preimaginal 

development by maternally-transmitted substances. Using headspace, we determined the 

identity of the volatile substances emitted by the various fly-labelled food types. Moreover, 

we measured the antennal electrophysiological response to cVA of flies resulting of different 

preimaginal conditionings. 

METHODS	AND	MATERIALS	

Drosophila	Strains	and	Rearing	

We used a Drosophila melanogaster wild-type strain: Canton-S (CS) and a Drosophila 

simulans wild-type strain (line #K509, a gift from Prof. Daisuke Yamamoto). Flies were 

raised on yeast/cornmeal/agar medium [for 1 L of food: 50 g of yeast, 66 g of maize flour, 

9  g of agar and 30 ml of Tegosept (®Apex) completed with distilled water] and kept under a 

12:12 hour light/dark cycle at 24±0.5°C with 65±5% humidity. All flies resulted from mass-



rearing stocks transferred every 2-3 days to avoid competition and regularly provide progeny. 

The flies were screened 2 to 6 hours after emergence under light CO2 anaesthesia and kept at 

24±0.5°C in same-sex groups (20 flies) when used for food labelling. Focal female flies tested 

in the wind tunnel experiment were kept in groups (x20) whereas focal males were isolated to 

prevent social interactions potentially affecting behaviour (Svetec and Ferveur 2005). 

 

Egg Collection and Treatment: Focal flies resulted from eggs laid by Cs females (i) less 

than 24h after mating (D1), or at least 5 days after mating (D5). More precisely, one hour 

after subjective dawn, 30 males and 10 females, all 4-day-old Cs flies, were placed in a 30ml 

glass vial containing 4ml fresh plain food. After 3h, they were cold-anaesthetized (15min at 

4°C). Then, males were discarded while females were transferred into egg-laying devices 

(50 mm Petri dish filled with 1 ml 3% agar striped with fresh yeast to stimulate egg-laying). 

After three hours, females were removed and eggs collected (D1). To produce D5 eggs, mated 

females (without males) were placed in rearing tubes for 4 days and then transferred into egg-

laying devices and then discarted three hours later. We also tested flies resulting from D5 

eggs deposited on food enriched with synthetic cVA (15 ng/mm3; D5+cVA). 

As control focal flies, we used virgin Cs males and females randomly sampled from mass-

rearing stocks, 2 to 6 hours after emergence under light CO2 anaesthesia and kept at 24±0.5°C 

either individually or grouped according to the sex. 

Food	Labelling	

To investigate the effect of the molecules potentially involved in free flight odour tracking 

and landing preference, we labelled fresh plain laboratory food with live flies. To label food, 

100 “labelling” flies were kept for 15 hours in a petri dish (∅=5.4 cm) filled with 20g fresh 

food and covered by a plastic lid (h=6.4 cm) under similar experimental conditions as 

described above. Labelling flies were removed 24 hours before the flight experiment. The 

food was either labelled by (i & ii) D. melanogaster virgin females or males, (iii & iv) 

D. simulans virgin females or males, or (v) D. melanogaster virgin females and enriched with 

synthetic cis-Vaccenyl actetate (cVA). For cVA labelling, 100 ng cVA (® Cayman Chemical, 

Ann Arbor, MI, USA; 50 mg/ml solution in ethanol; purity > 98%) diluted in 5 µl hexane was 

added on a Whatman filter paper patch (∅=1 cm, ® GE Healthcare Life Sciences) which was 



deposited on fly-labelled food a few minutes prior to each test. We used plain laboratory food 

as control food. 

 

Wind	Tunnel	

The design of the wind tunnel was previously described in detail (Cazalé-Débat et al. 2019; 

Fry et al. 2008; Houot et al. 2018; Houot et al. 2017). It is made of clear acrylic (length=155 

cm; width and height=30.5 cm) and is illuminated by four band strips of white LEDs (BDL- 

F300W-05-3528, Boulevard des LEDs, France; length=1 m) located below the tunnel base 

and separated with a red screen. Tracing paper was placed over the tunnel to homogenize the 

light intensity inside the flying section and the two lateral panels of the tunnel were covered 

with a randomized pattern consisting of black and white squares (side=3 cm). A 

“departure/starting” platform (height=16 cm) was placed in the downwind section at 90 cm 

from the two landing platforms (height=16 cm, ∅=1.7 cm) located in the upwind section. The 

two landing platforms — with a food source on top of each — were placed 10 cm from each 

lateral panel and were separated from each other by 7.5 cm. For each behavioural test, 

approximately 1 cm3 of food was deposited on a microscope slide at the top of each platform. 

A humidifier (® OKOIA, AH400; Tianjin, China) was placed at the entrance of the airflow to 

maintain a constant humidity (65-75%) in the flying section. A laminar airflow (0.4 ms-1) was 

running through the section. After each session of tests (performed between 9:00 am and 3:00 

pm), the wind tunnel was washed with a 70% ethanol solution, and the room was ventilated 

until the next day. The temperature and relative humidity of the room were 25±1°C and 

60±5% respectively. 

We measured several flight parameters and the landing preference in binary food choice 

assays. Subject flies were individually introduced with a mouth aspirator into an acclimation 

chamber (consisting of an acrylic tube; ∅=5 mm) separated by a gate from the inside of the 

wind tunnel. After 3 min acclimation, subjects were allowed to reach the part of the tube 

opening inside the wind tunnel. Once the fly reached the lift off platform, we successively 

noted (i) its latency (and frequency) for taking upwind flight, (ii) its “Time duration to reach 

food” (between upwind flight latency and landing latency), and (iii) in case of landing, the 

food source chosen (food choice preference). “Landing on food frequency” corresponds to the 

sum of landing frequencies on the two food sources. Each experiment lasted 10 min or less 

when the fly landed on a food source. 



We tested several dual food choice combinations consisting of: (i) two plain food sources 

as a double control (PF/PF); (ii & iii) PF combined with food labelled either by Cs female 

(PF/FCs) or by Cs male flies (PF/MCs);  (iv) FCs enriched or not with synthetic cVA 

(FCs/FCs+cVA); (v) FCs/MCs; (vi) food labelled by D. simulans females and by D. simulans 

males (FSim/MSim). In these experiments, we tested 31-130 individual flies. 

Tunnel experiments were conducted with starving flies to stimulate upwind flight 

attraction (Lebreton et al. 2012). Basically, the night before the test, flies were individually 

kept in a glass vial only containing a piece of cotton wool moistened with 90 µL of distilled 

water at 25°C. 

Identification	of	the	Volatiles	by	HS-SPME-GC-MS	

To analyze the volatile chemicals from the different food sources tested in the wind tunnel, 

we used Headspace-Solid Phase Micro-Extraction-GC-Mass Spectrometry (HS-SPME-GC-

MS). 

Samplings were carried out with 12 different odour sources: plain food, D. melanogaster 

females and males (without or with food), D. simulans females and males (without or with 

food) (for each sampling type, 3 ≤ n ≤ 4). 

The media to be analyzed were prepared 15 hours before sampling. Depending on the case, 

5 g of plain food (cooked 3 days before and stored at 4 °C as regular laboratory medium) was 

kept plain or was labelled by 25 four-day old flies. Vials covered with a cotton mesh (to avoid 

excessive humidity), were maintained at room temperature condition. Before sampling, flies 

were discarded and the mesh cap was replaced by a teflon septum. These vials were placed at 

26 °C for 1 hour. Then, a triphasic SPME fiber (30 µm layers CAR-PDMS - 50 µm layer 

DVB; SUPELCO), previously conditioned for 15min in a GC injector set at 240 °C, was 

introduced in the vial through the septum and exposed during 10min to the vapor phase inside 

the headspace. 

To identify chemicals present in the headspace after odorant uptake analysis, we used a 

HP6890 GC coupled to a MSD 5973N selective detector (Agilent Technologies operated in 

the electron ionization mode 70eV). The HP6890 GC was fitted with a SPME injection port 

(splitless mode) set at 240 °C and with a DB-Wax capillary column (length 30m; ID 0.25mm; 

film thickness 0.050 µm; Agilent® J&W).  GC oven temperature was maintained at 40°C for 

5 min, then raised to 240°C at 3 °C/min and maintained during 10min at this temperature. 



Helium was used as the carrier gas at a linear velocity of 44 cm/s. The SPME fiber was 

introduced into the injector of the GC and desorbed for a 15min period. The MSD 5973N 

mass spectrometer scanned the ion mass fragments (m/z) from 29 to 350. The ion source was 

set at 230 °C and the transfer line at 250 °C.  

Chromatograms were analyzed with the MSD-ChemStation software (Agilent 

Technologies).  

Identification of the volatile compounds was carried out by comparison of their mass 

spectra with those of Wiley (Wiley Registry 2020) and Inramass libraries (personal database). 

We did not take into account chemicals with m/z features distinctive of polydimethylsiloxane 

(PDMS; m/z = 73, 147, 207, 221, 281) which are contaminants derived from the silica 

column. 

EAG	Assays.	

Electrophysiological antennal responses of Cs, D1, D5 and D5+cVA virgin females and 

males stimulated by various doses of  cVA were measured using electroantenography (EAG).  

Living 3- to 7-day-old flies were secured in an Eppendorf 200 µl cone, leaving the eyes 

and antennae exposed. EAGs were recorded with two glass capillary electrodes (tip diameter 

2.8 µm, filled with 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 4 mM MgCl2, and 10 mM 

Hepes Buffer). The reference electrode was inserted in the left eye, and the recording 

electrode was leaned against the distal part of the right third antennal segment without being 

inserted. The signal was amplified (total gain ×5), low-pass filtered (0.5 kHz) with a 

AxoPatch 2008 (Molecular Devices, Union City, CA, USA), and was digitized at 1 KHz 

(Digidata 1440A; Molecular devices) with Axoscope® (Axon™pCLAMP™ 11.1, Molecular 

devices) et Clampfit® (Molecular devices) softwares. 

 

Odor delivery system: A 5-mm teflon tube held 10 mm from the insect antenna 

continuously delivered a humidified air stream (Pump Wisa; 1 L/min; using a bubbler with 

reverse osmosis water and fitted with a charcoal filter). Stimuli were applied by inserting in 

the teflon tube a Pasteur pipette 15 cm containing a small piece of filter paper (Whatman; 

20 x 3 mm) loaded with 10 µl of the odorant diluted in paraffin oil. An air puff (200 ms, 1 

PSI) was delivered through the pipette with an electro-valve (Kendrion Kuhnke Micro 

solenoid valve, 64.060) controlled by a digital output module (PDES-02DX, NPI Electronics). 



Odorants were presented every min in a fixed sequential pattern: (i) hexan-1-ol (Sigma-

Aldrich, 10-1 M) and heptan-2-one (Sigma-Aldrich, 10-1 M) diluted in paraffin oil; (ii) pure 

paraffin oil; (ii) pure hexane (99%, Sigma-Aldrich); (iii) increasing cVA dose (1, 100, 300 

and 500 µg in hexane) and (iv) hexan-1-ol. Initial stimulations with hexan-1-ol and heptan-2-

one allowed us to check the electrical connection in order to obtain an obvious antennal signal 

response (Chertemps et al., 2012), while the final hexan-1-ol stimulation allowed us to check 

the stability of the fly phsyiological state. Liquid paraffin and pure hexane were set up as a 

blank controls. Each compound was tested at least in 15 flies who were replaced after each 

stimulation sequence. 

Both the maximum depolarization amplitude (DA) elicited by a volatile stimulus and the 

repolarization time (RT) duration were measured and compared between groups of flies. 

Statistics	

Behavioural frequencies (upwind flight and landing) were compared using the Wilks G2 

likelihood ratio test completed with a computation of significance by cell (Fisher's exact test). 

While the choice between the two food sources was tested using the z-test, these choices were 

compared using the Wilks G2 test as described above. 

Headspace results were analysed using principal component analysis (PCA; Pearson’s 

correlation matrix type; with standardized values) with the amount of chemical used as 

variables and the type of fly (sex and species) used as individuals. PCA was also used to 

analyze EAG results with amplitude of depolarization and time of repolarization as variables 

and the treatment (CS, D1, D5 and D5+cVA) as individuals. 

All statistical analyses were performed using XLSTAT Premium 2021.5.1.1220 (Addinsoft 

2021). 

RESULTS	

Free	Flight	in	a	Wind	Tunnel	

To determine the effect of early exposure to cVA and other maternally transmitted factors, 

we measured free flight orientation in individual female and male flies tested to a dual food 

choice, in a wind tunnel. Beside control Cs flies, we tested flies resulting of (i) eggs laid less 



than 24 hours after copulation (D1), (ii) eggs laid 5 days after copulation (D5) and (iii) D5 

eggs raised in food enriched with cVA (D5+cVA). 

We measured the frequencies of flies (i) taking upwind flight, (ii) landing on food, and (iii) 

landing on each food type (food choice) in females and males (Figures 1 and 2, respectively). 

We also measured the latency to take upwind flight and the flight duration between the 

starting platform and landing on the food (Suppl. Figure 1). The two latter parameters are 

either shown for all individuals or according to their choice to land on each food type. All 

parameters were determined relatively to the total number of flies tested. Beside plain food 

(PF), the different types of food consisted of food labelled by Cs males (MCs), by Cs females 

(FCs), by Cs females and enriched with cVA (FCs+cVA), or by D.simulans females (FSim) 

or D.simulans males (MSim). 

In the PF/PF control choice assay (consisting of two similar PF sources), 56-75% females 

and 53-69% males took upwind flight while 32-47% and 39-51% respectively landed on food 

without showing preference. Their median upwind flight latency was 80-150sec and 91-

163sec while their median flight duration lasted 14-42sec and 32-56sec. Cs females showed a 

shorter flight duration compared to D5+cVA females. 

 In the MCs/PF choice assay, 68-84% flies took upwind flight while 30-76% landed on 

food. However D1 females and males landed on food with a significantly lower frequency 

(30%) compared to the three other treatments. D1 flies, Cs males and D5 males clearly 

preferred landing on MCs food than on PF. Both the latency of upwind flight and the flight 

duration of these flies were generally similar to those found in the PF/PF assay. Only Cs 

males showed a delayed upwind flight latency compared to the three other treatments. 

 In the FCs/PF assay, 63-80% flies took upwind flight with a median latency of 146-

173 sec in females while this was more variable in males (79-187sec) with a significant 

difference between Cs and D5 males. A slight difference in flight duration was found between 

D1 and D5+cVA females. No difference for landing frequency on food was noted. No food 

preference was noted except in D1 females which landed more frequently on PF than on FCs 

food. 

 In the choice assay involving food labelled by Cs females without or with cVA 

(FCs/FCs+cVA), 61-75% flies took upwind flight. Upwind flight latency was either similar 

between males (29-64sec) or longer in Cs females (198sec) compared to the three other 



females (12-30sec). D1, D5 and D5+cVA female and male flies showed a strongly decreased 

landing frequency (28-34%) compared to Cs flies (59%). Also D1 and D5+cVA females 

prefered landing on FCs+cVA food than on FCs food whereas males showed no preference. 

 In the FCs/MCs assay, flies showed relatively high upwind flight (73-86%) and 

landing frequencies (54-69%). While their upwind flight latency was around 100 sec, their 

flight duration was often very brief (10-60sec). They showed no food preference except 

D5+cVA males which preferred landing on MCs food than on FCs food. 

 In the choice assay performed with D.simulans-labelled food (FSim/MSim), 66-77% 

flies took upwind flight while 42-60% females and 41-69% males landed on food. D1 males 

landed significantly less often on food than D5 and D5+cVA males. Female and male flies 

showed a very brief flight duration (12-35sec and 24-32sec, respectively). Moreover, Cs 

females showed a shorter flight than D1 females. Males showed a slight preference (or a 

tendency) to land on MSim (than on FSim) while focal females showed no food preference. 

Headspace	Analysis	of	Compounds	Present	in	Food	Sources	

To determine the identity of food compounds potentially involved in various aspects of 

free flight behavior in female and male flies, we performed a headspace analysis of most food 

sources tested in the tunnel (Figure 3A, B). In particular, we compared the volatile 

compounds produced by PF, FCs, MCs, FSim and MSim types of food. 

Our PCA reveals a clear separation between the sexes for each species (D.melanogaster = 

Cs; D.simulans; Figure 3C). While FCs completely overlapped with PF and partly overlapped 

with MSim, the two other food types (MCs, FSim) showed a clear segregation. Each MCs and 

FSim food type was “correlated” with a large number of compounds (Figure 3D and Table 1). 

More precisely, MCs specific compounds correspond to acids (acetichydrazide, acetic, 

isovaleric, hexanoic, and isobutyric acids), to ethanal, acetoin, 6-methyl, 5-hepten-2-one, 2-

propanol, pentanol, ethyl-acetate, ethyl-butyrate, ethyl-caprate, ethyl-9-decenoate, ethyl-

hexanoate and ethyl-octanoate and to 3 other diverse compounds (5,5-dimethyl-2(5H)-

furanone, methoxy-phenyl-oxime and α-caryophyllen). 

FSim specific volatile molecules are: heptanoic and propionic acids, aldehydes (butanal, 

decanal, dodecanal, nonanal, octanal, undecanal), 4-methyl-2-pentanone, alcools (2-methyl-

butanol, 2-pentanol, 2-hexanol, 4-methyl-pentanol, butanol, pentanol and nonanol), and 



diverse compounds such as dimethyl disulfide, 2-butoxyethanol, ethoxy-ethene, humulen, 

phenylmethane, 2-butamine and N-methyl-methanamine. 

We performed a more extensive PCA to compare the compounds produced by flies on 

food with those produced by flies without food (Figure Supp 2; Table1). This indicates that 

compounds emitted by flies of the four genotypes (without food) largely overlapped and 

showed a large divergence with the chemical profiles corresponding to PF and fly-labelled 

food (FCs, MCs, FSim and MSim). 

Electrophysiological	Antennal	Response	to	cVA	

To determine the involvement of the peripheral olfactory system in the perception of fly-

labelled food and more particularly of cVA, we measured the electrophysiological response of 

female and male antennae stimulated with a range of cVA doses (1-500 µg). We took into 

account two parameters: the depolarization amplitude (DA) and the repolarize time (RT) 

duration. In control fly antennae, both parameters showed a dose-dependent increase with the 

cVA amount (Figure 4A). Based on this finding, we plotted the DA and the RT data obtained 

in individual Cs, D1, D5 and D5+cVA females and males. These data reveal several 

differences according to sex, cVA dose and treatment (Figure 4B). 

Control solutions were either tested before the cVA stimulation (hexanol [1], heptanone 

and paraffin oil) or after the cVA stimulation test (hexanol [2]). The two hexanol stimulations 

and the paraffin oil stimulation induced slight differences which mostly remained within the 

error variation range while heptanone induced a divergent response (mostly due to increased 

RT) in D1 males and in D5 females compared to the other same-sex treatments (Suppl Figure 

3). 

All cVA-stimulated antenna showed an increasing DA with cVA doses while RT showed 

much less variation. In females, cVA doses ≥100 µg induced similar electrophysiological 

responses in all treatments. The empty (0) and 1 µg stimulations induced non-coherent 

responses. In males, stimulations with 1-500 µg cVA induced similar slope-responses in Cs 

males whatever the dose tested. Cs male responses clearly diverged from those shown by D1, 

D5 and D5+cVA males. In particular, the latter males showed a less increased DA and almost 

no RT variation. This was particularly clear with the 1 µg cVA dose. 

The PCA analysis performed with all parameters extracted from these data reveals more 

subtle effects (Figure 4C). In particular, both sexes showed a substantial overlap for the 



response of D5 and D5+cVA flies and a clear segregation of Cs and D1 flies. The segregation 

of the “D5/D5+cVA” group was mostly linked with DA (red arrows) induced by higher cVA 

doses (300-500 µg), in both sexes. D1 females segregation was related to RT (dashed blue 

arrows) induced by low (1 µg) or 0 cVA doses while Cs females segregation was related to 

the RT induced by 100 µg cVA. Differently, D1 males segregates with the DA induced by 1 

and 100µg cVA while the segregation of Cs males is linked to the RT induced by the higher 

cVA doses (100-500 µg). 

DISCUSSION	

The present study aimed to test whether early preimaginal exposure to maternally 

transmitted factors (cVA, microbes...) could affect free flight olfactory tracking behaviour in 

Drosophila flies. In particular, we compared individual flies resulting of eggs laid less than 24 

hours (D1), or more than 5 days (D5) after the copulation of their progenitors. Since D5 eggs 

are devoid of cVA, we also tested flies resulting of D5 eggs exposed to cVA-rich food 

(D5+cVA). Flies resulting of these three “conditioning” experiences were compared to 

control Cs flies randomly sampled from culture vials. The pivotal experiment of our study 

was performed in a wind tunnel, to measure fly ability to take upwind flight and to land on 

food with regard to food preference in a dual food choice. Since most food sources tested in 

the wind tunnel were “contaminated” by flies of various genotypes, we hypothesized that 

these fly-labelled food sources emitted different volatile food-derived metabolites that were 

identified by headspace analysis. Moreover, to partly determine the involvment of the 

peripheral nervous system in the different flight responses shown by Cs, D1, D5 and D5+cVA 

males and females, we measured the electrophysiological response of their antenna to cVA. 

Our free flight experiment revealed that preimaginal conditioning differently affected some 

behavioural aspects between the sexes. Most female and male groups showed very similar 

upwind flight frequencies to PF/PF control choice (61-80%) except Cs flies (53-56%). 

Although this decrease was not significant, its similar occurrence in both sexes indicates that 

plain food elicited less often upwind flight than fly-contaminated food. Also, Cs male-

processed food (MCs in MCs/PF; FCs/MCs) elicited —not significantly— more frequent 

upwind flights in both sexes. Similarly, D. simulans-labelled food (MSim) elicited very 

frequent upwind male flights. Together, these data indicate that flies can detect food volatile 



odors before initiating flight. In other words, their ability to discriminate odors determines the 

behavioural decision preceding their upwind flight.  

Females and males showed a relatively similar variation for their “Landing on food” 

frequencies. Relatively low landing responses were induced in all fly groups by the PF/PF 

control and by the “FCs/FCs+cVA” choice except in Cs flies. The “FSim/MSim choice” 

induced low responses in most females but only in D1 males. The “MCs/PF choice induced 

significantly less responses in D1 flies compared to the three other conditions. How can we 

interpret the decreased “landing on food” frequency shown by these groups of flies? Four 

remarks may help to understand such variation. First, D5 and D5+cVA flies showed similar 

responses. Second, D1 flies landed less often in “MCs/PF” than in “FCs/MCs” choice, 

indicating that unlike PF, FCs masked the repulsive (or non attractive) effect induced by MCs 

on D1 flies. Three, flies resulting from the three conditioning groups —but not Cs—were 

repulsed by cVA added in FCs. Four, the “FSim/MSim” choice induced a clear sex 

difference: most females, but only D1 males, showed low landing frequencies. 

The examination of the “food choice” preference can bring some light on the analysis of 

the previous parameter. In the “MCs/PF” choice, all, but D5+cVA flies preferred —

significantly or not— MCs over PF. Moreover, D5 males landed preferentially on MSim 

(more than on FSim), while D5+cVA males preferred MCs (over FCs). These data indicate 

that cVA added in the preimaginal diet affected some —but not all— male behavioural 

responses. However, the fact that all males were indifferent to cVA-rich food in the 

“FCs/FCs+cVA” choice test suggests that in the “MCs/PF” choice test, male behaviour was 

not driven by cVA but by other factors specifically provided by D .melanogaster such as 

cuticular hydrocarbons (CHCs) and/or microbes.  

Beside the parallel effect described for the “MCs/PF” choice in both sexes, several sex 

differences were noted: D1 females avoided FCs (in “FCs/PF” choice) while D1 and D5+cVA 

females preferred cVA-rich food (in “FCs/FCs+cVA” choice). If D1 and D5+cVA females 

are attracted by cVA rich food, this indicates that such preference could allow them to find —

in nature— a food source labelled by recently mated females and by males. Differently, non-

cVA conditioned D5 females were not attracted to cVA rich food indicating that, in nature, 

they prefer to visit food sources with no, or fewer males and mated females. Consquently (i) 

D5 females would be subjected to less sexual harassment (Makowicz & Schlupp, 2013) and 

(ii) their larvae exposed to a reduced competition for food (Wertheim et al., 2006). In turn, a 



low adult male density could reduce the probability for a female to choose the most 

appropriate male, with possible negative effects on the offspring fitness (Kohlmeier et al. 

2021; Wertheim 2002) and an increased risk to be parasitized in lower population density 

(Hamilton 1971). 

The difference between D5+cVA and D1 flies indicates that cVA addition in the 

preimaginal diet did not mimic its maternal transmission during egg laying. As previously 

discussed (Everaerts et al. 2018), the difference between D1 and D5+cVA is not only related 

to cVA concentration and nature (biological vs synthetic), but also to its dispersion pattern —

dotted vs homogenous— in the food and the simultaneous presence/absence of microbes on 

the embryonic chorion (Bakula 1969). Other factors could also be involved such as ACPs 

(Herndon and Wolfner 1995), antibiotic peptides produced by the ejaculatory bulb (Wolfner 

2002) and male CHCs (Duménil et al. 2016; Laturney and Billeter 2016). Moreover, we do 

not know whether microbes present on D1 and D5 eggs are similar or not. In nature, cVA is 

deposited superficially on the food by females laying their first post-mating eggs followed by 

mating plug ejection (Laturney and Billeter 2016; Lung and Wolfner 2001). cVA is also 

deposited by males either by passive transfert (Farine et al. 2012a) or in their feces and fecal 

droplets (Keesey et al. 2016; Mercier et al. 2018). All these sources produce an heterogeneous 

and superficial distribution of cVA onto the substrate, contrasting with the homogeneous 

distribution in the medium added with synthetic cVA. In the first case, first and second instar 

larvae crawling deeply into the food encounter an intermitent contact with cVA, while an 

homogeneous cVA food induces a constant exposure. These two exposure types could 

differently affect early preimaginal conditioning process (Durisko et al. 2014). 

The headspace experiment focused on the quality of food sources tested in the wind tunnel. 

This highlighted the existence of a strong sexual dimorphism within each species 

(D .melanogaster and D. simulans). The inter-sex difference for volatile chemicals produced 

by flies interacting on the food may explain, at least partly, food preference in some of our 

tests. The high number of compounds diverging between genotypes make it currently uneasy 

to point out the molecule(s) potentially involved in the multiple flight decisions (upwind 

flight, landing, choice). However, the clear inter-sex difference taken together with the “FCs – 

MSim” overlap (both genotypes strongly diverging for their CHCs) suggest that the difference 

of volatile chemicals is not only linked to CHCs but also to other factors, likely microbes 

involved in food and CHC degradation. Indeed, some volatile compounds detected are related 

to bacterial activity (isovaleric, hexanoic, and isobutyric acids, ethanal, acetoine and ethyl 



butyrate) and/or to yeast activity (hexanoic acid, acetoin, ethyl butyrate, hexanoate and 9-

decenoate) (Becher et al. 2012; Beck et al. 2000; Farine et al. 2014; Palanca et al. 2013; Ryu 

et al.). The hypothesis of a “food-microbe-CHC” interaction is reinforced by the PCA 

comparison between flies without food (showing a important overlap without regard to sex 

and species) segregating far away from fly-labelled food types (Fig. Suppl 2). 

The electrophysiological experiment was an attempt to explore, in the peripheral olfactory 

system, the influence of preimaginal conditioning on olfactory-driven free flight in adults. 

This experiment was designed to compare the antennal response to cVA of Cs, D1, D5 and 

D5+cVA females and males. We chose cVA since it is a compound potentially involved both 

in some of the behavioural responses observed in the wind tunnel (present study) and in 

preimaginal conditioning (Everaerts et al. 2018). We also chose cVA by default: the identity 

of food-derived compounds potentially involved in food preference remained unknown. The 

antennal response shown by both Cs sexes (control flies) was similar with a proportional 

relationship between the depolarization amplitude (DA) and the repolarization time (RT), DA 

increasing with the cVA dose. This is supported by a report showing similar antennal 

response to cVA in Cs females and males (Kurtovic et al. 2007). Here, we observed marked 

sexual differences in differently conditioned flies. Within the 100-500 µg cVA range, females 

showed DA/RT “regression slopes” relatively well aligned with those of Cs control females. 

Differently, within the 1-500 µg cVA range, males showed relatively flat DA/RT “correlation 

slope”, indicating the absence of RT/DA correlation, likely due to DA which was shorter than 

in Cs males. The sexually dimorphic response of antennae stimulated by cVA may partly 

explain sex-specific variations for dual food choice. In particular, these differences could be 

caused by the alteration of sex specific features of the D.melanogaster antennae: (i) the male 

funiculus harbors more trichoid sensillae than the female (Xu et al. 2005);  (ii) the esterase-6 

enzyme, involved in cVA degradation, shows a higher expression in males than in females 

(Chertemps et al. 2012); (iii) the odorant-binding protein OBP69a, required for the activity of 

cVA-responsive neurons, is reciprocally regulated by cVA between the sexes (cVA 

stimulation decreases the OBP level in males whereas it increases the OBP level in females 

(Bentzur et al. 2018)).  

Moreover, behavioural differences observed between conditioned females and males in the 

wind tunnel could also be related to a different integration in olfactory signals in their brain. 

Indeed, since EAG was performed on immobilized flies, many sensory aspects shown by free 

flying Drosophila were not taken into account such as vision and mechanosensation (Bentzur 



et al. 2018; Dahake et al. 2018; Saxena et al. 2018). Drosophila uses information from 

mechanoreceptors on wings and halters and in campaniform sensillae to control flight (Deora 

et al. 2021). Chemosensory receptors on the anterior wing margin can also change some 

aspects of free flight (Houot et al. 2017; Raad et al. 2016). 

In summary, our study reveals that preimaginal exposure to cVA and/or to unindentified 

maternally transmitted factors can affect several aspects of free flight olfactory tracking 

behaviour in Drosophila females and males. Such plasticity effect could underly natural 

variation of behavioural dispersion in Drosophila populations allowing differently 

conditioned flies to explore more diverse food patches. Is it possible that a female, mated 

more than 5 days earlier, lay eggs in a food patch devoid of conspecifics? In nature, this 

hypothesis could happen considering that (1) mated and virgin females show similar flight 

ability (Becher et al. 2010) and (2) Drosophila flies can show a very long range flight capacity 

(∼12 km in a single flight (Leitch et al. 2021)), this increasing the probability for a fly to land 

on a spot without conspecifics. 

	

FIGURE	CAPTIONS	

Fig. 1 Flight and landing preference in single female flies tested for food labelled by flies 

of various genotypes. The histograms represent (top row) the frequency of female flies taking 

upwind flight (calculated from the total number of flies tested: see top of each histogram bar), 

(medium row) the overall landing frequency (calculated from all individuals), and (bottom 

row) the landing preferences on a dual food choice. At the top of each histogram group 

(delimitated by dashed lines) the dual food choice tested are indicated (from left to right): 

“plain food/plain food” (PF/PF), “food labelled by Cs males/plain food” (MCs/PF), “food 

labelled by Cs females/plain food” (FCs/PF), “food labelled by Cs females/food labelled by 

Cs females and enriched with synthetic cVA” (FCs/FCs+cVA), “food labelled by Cs 

females/food labelled by Cs males” (FCs/MCs) and “food labelled by D.simulans 

females/food labelled D.simulans males” (FSim/MSim). For each dual food choice, we 

compared Cs flies resulting from different preimaginal conditioning. We tested (from left to 

right) (i) Cs control flies (empty bars or grey bars) to flies resulting from (ii) eggs laid less 



than 24 hours after copulation (D1; blue bars), (iii) eggs laid at least 5 days after copulation 

(D5; green bars) and (iv) D5 eggs raised in cVA-rich food  (D5+cVA; purple bars). For food 

preference, the frequency of flies landing on each food source is represented by twin bars, the 

bar with lighter color density depicts the food shown on the left side of the dual choice and 

the bar with darker color density depicts the food on the right side. 

For each dual food choice, the differences between upwind flight and between landing 

frequencies were tested with the Wilks G2 likelihood ratio test completed with a computation 

of significance by cell (Fisher's exact test), whereas landing preference was tested with the z-

test, and the corresponding frequencies were compared between the different LFs using the 

Wilks G2 likelihood ratio test. For the two frequency parameters, significant differences are 

indicated by different letters at α =0.05, while the level of significance for food preference is 

represented (or not) by asterisks (*: α <0.05; **: α <0.01; ***: α <0.001; no star: not 

significant). (Upwind flight frequency: Wilks G
2 likelihood ratio test, PF/PF: G

2
(3df)=5.95, 

p=0.114, MCs/PF: G
2

(3df)=5.41, p=0.148, FCs/PF: G
2

(3df)=2.79, p=0.425, FCs/FCs+cVA: 

G
2

(3df)=2.28, p=0.524, FCs/Mcs: G
2

(3df)=0.07, p=0.811, Fsim/MSim: G
2

(3df)=1.90, p=0.598; 

Landing on food frequency:  PF/PF: G
2

(3df)=0.90, p=0.273, MCs/PF: G
2

(3df)=40.51, p<10-4 

FCs/PF: G2
(3df)=5.02, p=0.170, FCs/FCs+cVA: G2

(3df)=12.47, p=0.006, FCs/Mcs: G2
(3df)=1.29, 

p=0.722, Fsim/MSim: G2
(3df)=0.89, p=0.272; Food Choice Frequency: —for sake of clarity, 

only the significant values are provided— : MCs/PF- D1: z = 4.56, p = 0.0002, FCs/PF - D1: 

z = 2.89, p = 0.004, FCs/FCs+cVA - D1: z = 3.27, p = 0.0012, FCs/FCs+cVA - D5+cVA: 

z = 3.71, p = 0.0002, MSim/FSim - Cs: z = 3.39, p = 0.0008, Sim/FSim - D1: z = 3.67, 

p = 0.0004, MSim/FSim - D5: z = 2.98, p = 0.003; Food Choice Frequency Differences: 

PF/PF: G2
(3df)=1.26, p=0.731, MCs/PF: G2

(3df)=7.66, p=0.049, FCs/PF: G2
(3df)=6.69, p=0.083, 

FCs/FCs+cVA: G
2

(3df)=9.32, p=0.025, FCs/Mcs: G
2

(3df)=2.43, p=0.489, Fsim/MSim: 

G
2

(3df)=1.73, p=0.630). Two other flight parameters (upwind flight latency and time to reach 

food) are shown in the Supplemental Figure 1. 

 

Fig. 2 Flight and landing preference in single male flies tested for food labelled by flies of 

various genotypes. The histograms represent (top row) the frequency of male flies taking 

upwind flight (calculated from the total number of flies tested: see top of each histogram bar), 

(medium row) the overall landing frequency (calculated from all individuals), and (bottom 

row) the landing preferences on a dual food choice. For parameters and statistics, please refer 



to the legend of Figure 1. Two other flight parameters (upwind flight latency and time to 

reach food) are shown in the Supplemental Figure 1. 

(Upwind flight frequency: Wilks G
2 likelihood ratio test, PF/PF: G

2
(3df)=0.69, p=0.297, 

MCs/PF: G
2

(3df)=0.87, p=0.276, FCs/PF: G
2

(3df)=0.16, p=0.711, FCs/FCs+cVA: G
2

(3df)=1.52, 

p=0.72, FCs/Mcs: G2
(3df)=0.82, p=0.949, Fsim/MSim: G2

(3df)=1.82, p=0.611; Landing on food 

frequency:  PF/PF: G2
(3df)=1.89, p=0.596, MCs/PF: G2

(3df)=27.19, p<10-4 FCs/PF: G2
(3df)=4.12, 

p=0.248, FCs/FCs+cVA: G2
(3df)=7.96, p=0.047, FCs/Mcs: G2

(3df)=1.06, p=0.787, Fsim/MSim: 

G
2

(3df)=10.86, p=0.013; ; Food Choice Frequency: MCs/PF- Cs: z = 3.65, p = 0.0002, 

MCs/PF- D1 : z = 3.99, p < 10-4, MCs/PF- D5: z = 3.52, p = 0.0002, FCs/FCs+cVA- D5: 

z = 8.73, p < 0. 10-4, MSim/FSim- D1: z = 3.13, p = 0.002; Food Choice Frequency 

Differences: PF/PF: G
2

(3df)=2.49, p=0.476, MCs/PF: G
2

(3df)=9.406, p=0.024, FCs/PF: 

G
2

(3df)=3.62, p=0.306, FCs/FCs+cVA: G
2

(3df)= 0.90, p=0.825, FCs/Mcs: G
2

(3df)= 4.57, 

p=0.206, Fsim/MSim: G
2

(3df)= 4.10, p=0.251). Two other flight parameters (upwind flight 

latency and time to reach food) are shown in the Supplemental Figure 1. 

 

Fig. 3 Headspace analysis of volatile chemicals released by food labelled by flies of 

various genotypes. To analyze the volatile chemicals from several food sources labelled by 

flies and tested in the wind tunnel, we used (A) Headspace-Solid Phase Micro-Extraction-GC-

Mass Spectrometry. (B) We obtained chromatograms with many peaks, each one 

corresponding to an identified volatile compound (labelled by a number; please refer to the 

nomenclature shown on Table 1). (C) We used a principal component analysis (PCA)  to 

compare all the compounds released by plain food (PF) to food sources labelled by (i) Cs 

females (FCs), (ii) Cs males (MCs), (iii) D. simulans females (FSim), and (iv) D. simulans 

males (MSim). (D) Each ellipse representing each food source corresponds to the compounds 

(identified with their numbers) located at a similar place on the PCA shown on C. For each 

sampling type, 3 ≤ n ≤ 4. We also tested volatile compounds emitted by flies of similar 

genotypes but without food (see Supplemental Figure 2). 

 

Fig. 4 Electrophysiological antennal response in variously conditioned flies stimulated by 

cis-Vaccenyl acetate (cVA) and other control chemicals. (A) Each live fly was maintained 

with its head protruding at the tip of a pipette cone. A puff of air with various cVA doses was 



sent onto the whole antenna whose electrical response was recorded according to the cVA 

dose. The time at which the stimulation took place is indicated with an arrow below the 

response curves with its duration shown as a grey bar. For each electrical response, we 

measured both its amplitude corresponding to the depolarization potential (measured in mV) 

and the duration of repolarization (return until the baseline; measured in seconds). (B) We 

determined in females (left) and in males (right), the relationship between the amplitude of 

depolarization (x-axis; red color) and repolarization time (y-axis; blue color), for each cVA 

dose. In each frame, we compared the response of Cs flies (plain dark lines) to the response of 

conditioned flies resulting from D1 eggs (D1; long blue dashed lines), D5 eggs (D5; medium 

green dashed lines) and D5 eggs raised in cVA (D5+cVA; dark dotted lines). (C) The global 

response of each type of flies was compared using a PCA taking in account both the 

depolarization amplitude (red plain arrows) and repolarization time (blue plain arrows) 

induced by all cVA doses. The PCA also takes in account the depolarization amplitude (red 

dashed arrows) and repolarization time (blue dashed arrows) induced by all control substances 

(see Figure Supplemental 3). Females are shown on the top PCA; males are shown on the 

bottom PCA. Each compound was tested at least in 15 flies of each sex. 

SUPPLEMENTAL	FIGURE	CAPTIONS	

Supplemental Fig. 1 Flight of single flies tested for food labelled by flies of various 

genotypes. We measured upwind flight latency and time to reach food in single females (top 

histograms) and males (bottom histograms). These data correspond to the flies shown in 

Figures 1 and 2. For parameters and statistics, please refer to the legends of Figures 1 and 2. 

 

Supplemental Fig. 2 Headspace analysis of volatile chemicals released by food labelled 

by flies of various genotypes and by flies without food. (A) represents the PCA analysis with 

all head-space analysis. (B) provides the compounds involved in ellipses segregation shown 

on A. Numbers refer to compounds shown in Table 1. (C) represents the PCA with the flies of 

the four genotypes and an empty control (Ctrl) while (D) represents the compounds involved 

in ellipse segregation shown on C. For parameters and statistics, please refer to Figure 3. 

 



Supplemental Fig. 3 Electrophysiological response of the antenna of variously 

conditionned live female and male flies stimulated by several control chemicals. For both 

females (left) and males (right), we determined the relationship between the amplitude of 

depolarization (x-axis; red color) and repolarization time (y-axis; blue color), for each control 

chemical tested either before stimulation by cVA (Hexanol [1], Heptanone, Paraffin oil) or 

after stimulation by cVA (Hexanol [2]). In each frame, we compared the response of Cs flies 

(plain dark lines) to the response of conditioned flies resulting from D1 eggs (D1; long blue 

dashed lines), D5 eggs (D5; medium green dashed lines) and D5 eggs raised in cVA 

(D5+cVA; dark dotted lines). For parameters and statistics, please refer to Figure 4. 
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# F M F M F M F M # F M F M F M F M

ACIDS Octanol 49 X X

Acethydrazide 1 X Pentanol 50 X

Acetic acid 2 X 2-Phenyl-ethanol 51

Isovaleris acid 3 X Phenylmethanol 52

Decanoic acid 4 X ESTERS

Heptanoic acid 5 X Isoamyl acetate 53

Hexanoic acid 6 X 1,2,4-Benzenetricarboxylic acid, 1,2-dimethyl ester 54

Octanoic acid 7 Ethyl acetate 55 X X X

Propanoic acid 8 X X X Benzoic acid, 2-methoxy-,methyl ester 56

Isobutyric acid 9 X Benzoic acid, 3-hydroxy-,methyl ester 57

Pyruvic acid 10 Benzoic acid, 2-hydroxy-,methyl ester 58

ALDEHYDS Methyl anisate 59 X

3-Methyl-2-butenal 11 Butanoic acid, 3-hydroxy-,ethyl ester 60 X

2-Hexenal 12 Ethyl butyrate 61 X

2-Meethyl butanal 13 Ethyl caprate 62 X

3-Methyl butanal 14 Ethyl laurate 63

Ethanal 15 X Ethyl 9-decenoate 64 X

Benzaldehyde 16 Ethyl hexanoate 65 X

Butanal 17 X X Isoamyl butyrate 66

Decanal 18 X X X Isobutyl acetate 67

Dodecanal 19 X X Isobutyl butanoate 68

Heptanal 20 X Isoamyl decanoate 69

Hexanal 21 Ethyl octanoate 70 X

Nonanal 22 X Ethyl pentanoate 71

Octanal 23 X Various

Pentanal 24 X X 1-Aziridineethanamine 72

Undecanal 25 X 4-Nonyne 73

CETONES 5,5-Dimethyl-2(5H)-furanone 74 X

Butanone 26 2-Pentylfuran 75

Hydroxy-3-butanone-2 27 X X X 5-Ethylcyclopent-1-enecarboxaldehyde 76

3-Methyl-2-butanone 28 Acetamide 77 X

3-Methyl-2-pentanone 29 4-Methoxybenzaldoxime 78 X

4-Methyl-2-pentanone 30 X Benzoyl bromide 79 X X

3-Methyl-3-buten-2-one 31 X Dimethyl disulfide 80 X

6-Methyl-5-hepten-2-one 32 X X X 2-Butoxyethanol 81 X X

Acetone 33 X X Ethoxyethene 82 X X

ALCOOLS sec-Butylisopropyl ether 83 X

2-Methyl-1-butanol 34 X X Geranylacetone 84

1,3-Butanediol 35 3-Methoxy-hexane 85 X

2,3-Butanediol 36 X Humulene 86 X

3-Methyl-2-butanol 37 Phenylmethane 87 X X

2-Methyl-3-buten-2-ol 38 Methyl-D3 1,1-dideutero-2-propenyl ether 88 X X

2-Pentanol 39 X X Methyl-paraben 89 X X

Hexanol 40 Methoxy-phenyl-oxime 90 X X X

2-Hexanol 41 X Styrene 91

3-Methyl-butanol 42 X Triacetine 92 X

4-Methyl-pentanol 43 X α-Caryophyllene 93 X

Butanol 44 X ß-Caryophyllène 94

Ethanol 45 X X 11-Tetradecen-1-ol acetate 95

Heptanol 46 X X 3-Methyl-1-butanamine 96 X

2-Propanol 47 X 2-Butanamine 97 X X

Nonanol 48 X N-Methyl-methanamine 98 X

Octane 99 X

Melano. Simulans

Food No Food Food

Melano. Simulans

FoodNo Food No Food Food No Food

Everaerts Claude
Table 1: Volatile chemicals from the different flies or labelled food sources tested in the wind tunnel, identified using Headspace-Solid
Phase Micro-Extraction-GC-Mass Spectrometry (HS-SPME-GC-MS).�

Everaerts Claude

The X indicates the occurrence of the compound in SPME sampling of 25 D. melanogaster (or D. simulans) females and males without food
or on 5 g of plain food.
�
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