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Abstract—From a survey of 3 qpeczes and varieties of ladybugs the presence
of alkaloids appears to be correl ated with the existence of aposematic colour
and not with being carnivorous or phytophagous. The alkaloids described until

now all belong to the Coccinellini and are closely related, but other types of

bases have been detected in some genera. The observed dlstnbutlons are in

agreement with the modern taxonomy of the family.

Ladybug alkaloids constitute an effective defence against ants, Myrmica
rubra, and quails, Coturnix coturnix, but all the beetles containing alkaloids
do not possess the same degree of protection. Individual qualil react differently
towards moderately protected species.

The bioassay used for the first isolation of coccinelin is described. The
repulsive activities of aqueous solutions of coccinellin and convergin towards
ants have been compared.

INTRODUCTION
I.A PROTECTION relative des coccinelles aposématiques vis-d-vis des prédateurs
a fait Pobjet de plusieurs travaux, attribuant cette protection 4 des substances
toxiques ou répulsives émises lors de la saignée réflexe (CueNoT, 1896; HOLLANDE,
1911; Frazer et RoTHscHILD, 1960; Happ et EisNER, 1961). Ce mécanisme de
défense a cependant été mis en doute par certains (HEIKERTINGER 1932)

Récemment, deux alcaloides, la coccinelline et la pré-coccinelline ont été
isolés de Coccinella 7-punctata (TURSCH et al., 1971a). Ces alcaloides sont respons-
ables de I’amertume de cette coccinelle et sont fortement répulsifs pour des
fourmis, Myrmica rubra. La structure de ces substances a été élucidée (TURSCH
et al., 1971b; KaRrLssON et LosMaN, 1972). Depuis lors, dlﬁerents alcaloides ont

dvidance ochaz teaia 14ran aandona anacdra A ranes oy

été mis en &vidence chez trois autres ESpECEs ayuouxuau\.luba' xxbtlyuuu"uu coTt-
vergens (TURSCH et al., 1972b). Adalia bipunctata et variétés (TURSCH et al., 1973)
et Propylaea 14-punctata (TURSCH et al., 1972a).

Toutes les coccinelles n’étant pas aposématiques, il importait d’étudier la
généralité de la présence d’alcaloides chez ces insectes. I1 était aussi utile d’évaluer
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Pefficacité de la défense chimique des coccinelles. Celle-ci a été étudiée en utilisant
des fourmis (Myrmica rubra) et des oiseaux (Coturnix coturnix).

MATERIELS ET METHODES
Coccinelles

Les coccinelles européennes ont été récoltées en Belgique, France et Suisse
et conservées dans du méthanol. Hippodamia convergens a été récoltée en Californie
et Cycloneda sanguinea aux iles Galapagos. Henosepilachna signatipennis, récoltée
en Nouvelle Guinée, nous a été aimablement envoyée par le Dr. B. P. Mooge.

Il ne parait guére y avoir d’unanimité dans la classification supragénérique
des coccinelles et aucune classification parue récemment ne traite de tous les
genres que nous avons pu étudier.

Plutét que d’essayer d’établir une classification hybride a partir de celles qui
existent dans la littérature, nous les avons utilisées telles quelles en spécifiant
leur origine, quitte a utiliser par moment des classifications supragénériques
quelque peu différentes. C’est ainsi que pour les espéces et les genres européens,
nous avons suivi la systématique de FurscH (1967). Cycloneda sanguinea a été
rangée dans la tribu des Synonychini, suivant en cela ARNETT (1968). Par contre
pour les discussions phylogénétiques nous nous sommes référés au travail de
Sasajr (1968).

Fourmis

Toutes nos expériences ont été réalisées sur les fourmis Myrmica rubra,
maintenues en élevage suivant la technique décrite par TricoT et al. (1972).

Cailles

Les cailles européennes, Coturnix coturnix, proviennent d’un élevage et ont
¢été maintenues en laboratoire.

Meéthode chimique

Environ 50 individus d’une méme espéce sont broyés en présence de méthanol
(10 ml). La suspension obtenue est filtrée sur ouate et rincée plusieurs fois par
du méthanol. Le filtrat est évaporé i sec sous pression réduite et le résidu repris
par une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 109, (2x25 ml). La phase
aqueuse acide est lavée par du chloroforme (2x25ml), rendue basique par
addition d’ammoniaque et 4 nouveau extraite par du chloroforme (3 x 25 ml). Ces
derniéres phases chloroformiques sont rassemblées, séchées et évaporées a sec
sous pression réduite. Le résidu ainsi obtenu contient les substances basiques
présentes dans la coccinelle.

Celles-ci sont ensuite purifiées par chromatographie sur colonne d’alumine
(y-alumine Merck) ou par chromatographie sur couche mince d’alumine (plaque
d’oxyde d’aluminium Merck Type T; 20x20 cm; épaisseur: 1,5 mm). Les
alcaloides homogénes en chromatographie sur couche mince d’alumine sont
caractérisés par leur spectre de masse (HiTACHI-PERKIN ELMER—RMU, 60) leur
R, (plaque d’oxyde d’aluminium Merck F 254 neutre (Type E) épaisseur: 0,20 mm.
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Révélateur: réactif de Dragendorff préparé selon la méthode de Macheboeuf),
et leur spectre IR quand les quantités le permettent (Unicam SP 1000).

La distribution des alcaloides chez 30 espéces et variétés de coccinelles est
résumée dans le Tableau 1, dont ’examen permet plusieurs constatations:

(1) 5i la distinction entre espéces aposématiques et non-aposématiques n’est
pas toujours facile a établir, surtout chez les espéces dont la coloration est variable,

3

il semble que les espéces les mieux camouflées, aux couleurs ternes, soient
dépourvues d’alcaloides. En effet, aucun alcaloide n’a été mis an évidence chez
Pullus auritus et P. suturalis, chez Rhizobius litura et chez Aphidecta obliterata,
toutes coccinelles aux couleurs grises, beiges ou brunes, et sans dessins trés

tranchés. Par contre, les coccinelles les plus aposématiques poss¢édent un ou

nliigiarie
Plublbul

(2) Les ceufs, les larves et les adultes de C. 7-punctata posseédent de la coccinel-
line et de la pré-coccinelline (TurscH et al., 1971a). Par contre les pucerons dont
se nourrissaient les larves sont dépourvus d’alcaloides. Ces derniers sont donc

synthétisés par les coccinelles. Le Tableau 1 montre qu’il n’y a pas de relations

y v
antre la rdoim
Ciibiv Aw 4 \46!111

les espéces pourvues ou dépourvues d’alcaloides se rencontrent tant chez des
coccinelles phytophages, Epilachinae, que chez des coccinelles carnivores.

(3) Les alcaloides dont la structure a déja été complétement ou partiellement
déterminée (coccinelline (I), précoccinelline (II), propyléine (III), hippodamine
(IV), convergine (V), et adaline (VI)) proviennent tous de Coccinellini (sensu

.......... I clis2

Sasaji, 1968), et sont étroitement apparentés (Fig. 1). En effet cette parenté est

s alealaides
5 ailaiGiGes.
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Fic. 1. Alcaloides de quelques coccinelles, précisées dans le Tableau 1.
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évidente pour les dérivés (I), (II), (III), (IV), et (V) et 'on peut concevoir un
mécanisme biogénétique simple permettant de passer du squelette coccinelline
a celui de I’adaline (VI) ou vice versa (TurscH et al., 1973).

Il faut cependant remarquer que certains genres (par exemple: Adonia,
Harmonia et Calvia) possédent des alcaloides dont le spectre de masse suggére
qu’ils ont des structures différentes.

Les coccinelles constitueraient ainsi un matériel de choix pour étude de
Pévolution d’un mécanisme de défense chimique.

Nos résultats semblent en bon accord avec la taxonomie généralement admise.
Par exemple, seules les 2 espéces d’Adalia et leurs variétés étudiées, possédent le
méme alcaloide, ’adaline, et les 3 espéces de Coccinella examinées, la coccinelline.

Si l’on se refére a 'arbre phylogénétique de la famille établi par Sasaji (1968),
on constate que des alcaloides ont été trouvés dans des lignées trés éloignées et
dans les groupes les plus évolués (Fig. 2).
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F1c. 2. Arbre phylogénétique de Coccinellidae d’aprés Sasaji (1968). La
présence ou I’'absence d’alcaloides sont indiqués, dans les groupes étudiés jusqu’a
présent, par les signes+et—.

Protection vis-a-vis des fourmis

(1) Coccinelles comestibles et non comestibles. Les tests ont été réalisés pour
8 espéces de coccinelles dont 5 possédent des alcaloides et 3 n’en possédent pas
(Tableau 2).

Cinq coccinelles au moins d’une espéce sont dilacérées sur un support de
plastique et déposées sur l'aire de récolte de nids de M. rubra. Alors que des
Arthropodes comestibles (cloportes, mouches diverses) présentés de fagon
identique sont trés rapidement transportés dans le nid et consommés, les fourmis
peuvent soit accepter les coccinelles de la m&me maniére, soit manifester diverses



DISTRIBUTION ET ACTIVITES DES ALCALOIDES DEFENSIFS DES COCCINELLIDAE 1777

formes de répulsion. Elles reculent généralement aprés avoir été en contact avec
les coccinelles, mais finissent par les transporter et les rejeter loin du nid. Pendant
ces opérations, les fourmis paraissent agitées, leur démarche est rapide et elles
s’arrétent fréquemment pour se nettoyer les piéces buccales et les antennes. Au
bout d’urie heure environ, les fourmis, moins agitées, transportent parfois quelques
coccinelles 4 Pintérieur du nid, mais ces derni¢res sont ensuite rejetées du nid
aprés un quart d’heure ou une demi-heure sans avoir été consommées. Ce com-
portement est trés significatif car il n’a jamais été observé vis-d-vis d’un insecte
comestible.

TABLEAU 2—COCCINELLES COMESTIBLES OU NON COMESTIBLES POUR LES FOURMIS (M. rubra)
ET DES CAILLES (C. coturnix)

Nombre
Nombre Rejetées hors (sur 5)
testé du nid mangées
sur Ramenées  sans avoir par caille
les au été
fourmis nid consommées a b ¢ Alcaloides
Coccinella 7-punctata 7 0 o 0 O Coccinelline +
précoccinelline
Propylaea 14-punctata 5 0 0 3 5 Propyléine
Thea 22-punctata 5 0 0 5 4 'Théine
Calvia 14-guttata 5 1 1 0 5 5 C14-G
Adalia bitunctata 10 5 3 0 5 5 Adaline
Subcoccinella 7 3 0 5 5 5 0
24-punctata
Rhizobius litura 11 5 0 5 5 5 0
Aphidecta obliterata 5 5 0 5 5 5 0

a, b, c: réponses de trois cailles différentes.

Le Tableau 2 résume nos observations. Les fourmis ont manifesté a des
degrés divers une répulsion vis-d-vis de toutes les coccinelles pourvues d’alcaloides.
Coccinella 7-punctata, Propylaea 14-punctata et Thea 22-punctata paraissent les
mieux protégées car elles n’ont jamais été transportées a I'intérieur du nid. Si Calvia
14-guttata et Adalia bipunctata sont parfois ramenées au nid, elles sont générale-
ment rejetées ensuite sans avoir été consommeées.

Parmi les coccinelles dépourvues d’alcaloides, Aphidecta obliterata seule
parait parfaitement comestible pour M. rubra. Les fourmis n’ont pas toujours
ramené dans leur nid les 2 autres espéces, Rhizobius litura et Subcoccinella 24-
punctata, ce qui pourrait étre I'indice de la présence d’autres types de substances
défensives chez ces coccinelles.

(2) Test biologique utilisé pour sutvre Iisolement de la coccinelline. Les fourmis
manifestznt une vive répulsion au contact d’extraits méthanoliques de coccinelles.
La quantification de cette répulsion a rendu possible le premier isolement de la
coccinelline (TurscH et al., 1971b).
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I’extrait ou la fraction (correspondant toujours 4 10 coccinelles) est déposé
a la périphérie d’un disque de papier filtre de 4,5 cm de diamétre. Un papier filtre
controle recoit une quantité équivalente de solvant pur. Au centre des 2 papiers
est placé un morceau de plastique sur lequel a été déposé une goutte d’une
solution de cassonade. Aprés évaporation du solvant (méthanol), les papiers
filtres sont disposés sur I'aire de récolte des fourmis. La proportion de fourmis
se nourrissant sur le papier expérimental par rapport a4 ’ensemble des fourmis
se nourrissant sur les 2 papiers permet de déterminer si l’extrait ou la fraction
est répulsive (Fig. 3). Les papiers sont laissés sur I'aire de récolte pendant 15 min
et les fourmis qui s’alimentent comptées toutes les minutes.

Nous avons pu contrdler que ces tests sont reproductibles et quantitatifs, en
utilisant des quantités connues de coccinelline pure.

(3) Mesure de Iactivité répulsive de la coccinelline et de la convergine pour les
Sfourmis. Pour mesurer le pouvoir répulsif des alcaloides, nous avons utilisé un
test trés semblable au précédent, mais en donnant le choix aux fourmis entre de
I'eau et une solution aqueuse de concentration connue en alcaloide (Fig. 4). Le
pourcentage de fourmis repoussées par la solution se calcule par la formule suivante:

X = 2[(1002%) - 50]

ou X représente le pourcentage de fourmis repoussées par la solution, B le nombre
de fourmis qui ont bu de I'eau pure au cours des 15 min de 'expérience, et A4,
le nombre de fourmis qui ont bu la solution d’alcaloide.

Pour chaque concentration, 5 tests ont été réalisés en utilisant chaque fois un
nid différent. Sur le graphique de la Fig. 5, nous reportons la moyenne de ces
expériences et I'intervalle de confiance des moyennes pour un coefficient de risque
de 5 pour cent.

La convergine a un pouvoir répulsif environ 1,5 fois plus grand que celui de
la coccinelline. D’aprés le graphique de la Fig. 5, une solution 1.10-3M de
coccinelline et 7.102M de convergine repousse 509, des fourmis. La con-
centration seuil de coccinelline active sur M. rubra est d’environ 5.10—*M et celle
de la convergine d’environ 2.10—*M. Les différences d’activités entre la convergine
et la coccinelline, observées pour les concentrations 2.10—3M, 1.10-3M et 5.10—*M
sont significatives respectivement aux seuils P = 0,028, 0,016 et 0,004 (test U de
Mann-Whitney, in S1EGEL, 1956).

A titre de comparaison, des expériences identiques réalisées avec la benzo-
quinone montrent qu’une solution 1,6.10~3M repousse 509, des fourmis, et
qu’une solution 1.10-3M n’est pratiquement plus active. La coccinelline et la
convergine sont donc plus actives que la benzoquinone en solution aqueuse.
(P = 0,004, lors de la comparaison des résultats des expériences effectuées avec
des solutions de benzoquinone et de coccinelline aux concentrations 2.10-3M
et 1.10-3M.)

La coccinelline représente 1,59, du poids sec de Coccinella 7-punctata et sa
concentration dans I’hémolymphe est de 'ordre de 3.10-2M. La présence de cet
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F1G. 3. Test permettant I'isolement de la coccinelline. Au centre des 2 papiers,

une goutte d’une solution de cassonade est déposée sur une pastille de plastique.

Le papier de gauche a été imbibé d’un extrait méthanolique total de 10 C.7-punctata;

le papier de droite, d’une quantité équivalente de solvant pur. Le solvant est évaporé
avant la présentation des papiers aux fourmis.

Fic. 4. Les fourmis boivent 'eau (2 gauche), mais refusent de boire une
solution 1.10-1 M de coccinelline.



DISTRIBUTION ET ACTIVITES DES ALCALOIDES DEFENSIFS DES COCCINELLIDAE 1781

alcaloide permettrait donc d’expliquer a elle seule I'immunité de cette espéce
vis-a-vis des fourmis.

|

1008

504

9, d'individus repoussés

o]

107! 1072 o3 0%

Concentration, mol/I

Fi1c. 5. Pouvoirs répulsifs sur les fourmis de solutions aqueuses de coccinelline
(cercles) et de convergine (carrés) en fonction de leur concentration.,

Protection vis-a-vis des catlles

Nous n’avons pu vérifier directement P'activité répulsive des alcaloides vis-a-vis
des vertébrés, faute de quantité suffisante de substance. Cependant nous avons
pu constater que les coccinelles dépourvues d’alcaloides sont mieux acceptées
par les cailles que les autres (Tableau 2).

Les cailles n’avalent généralement pas un insecte immédiatement, méme s’il
est comestible. Elles picorent d’abord, prennent I'insecte du bout du bec, puis
le rejettent, recommencent ce manége 1 ou 2 fois éventuellement avant d’avaler
I'insecte.

Cinq coccinelles des 8 espéces européennes reprises dans le Tableau 2 sont
présentées a 3 cailles différentes. Le nombre de coccinelles avalées par chaque
caille est déterminé, en vérifiant que les coccinelles refusées ne I'ont été qu’apres
avoir été apercues et picorées.

Les trois espéces dépourvues d’alcaloides ont été acceptées par les 3 cailles.
Une des cailles n’a accepté que les coccinelles dépourvues d’alcaloide, alors que
les deux autres ont avalé la plupart des coccinelles. Seule Coccinella 7-punctata
a été refusée par toutes les cailles.

DISCUSSION

Les coccinelles sont souvent rangées parmi les insectes les mieux protégés
chimiquement (Frazer et RoTHscHILD, 1960) bien que certains auteurs
(HEIKERTINGER, 1932} aient été jusqu’a nier 'existence d’une telle défense.

57
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Une protection chimique, due a la présence d’alcaloides d’un type nouveau
et particuliers aux coccinelles, a pu étre démontrée directement sur des
fourmis.

L’activité de ces substances vis-a-vis d’oiseaux est indiquée par trois arguments

indirects: (a) Pamertume prononcée de ces alcaloides; (b) la présence régulidre

d’alcalo'l'des chez les espéces aposématiques, et leur absence chez des especes

ternes; (c) le fait que seules des coccinelles dépourvues d’alcaloides ont toujours
été acceptées par les cailles.

Les expériences réalisées sur des callles, bien que peu n nombreuses, confirment

e espéce, peuvent étre hétéro-

y

que les réactions des and eurs au sein d’une mém
génes. BROWER et BROWER (1964) avaient déja constaté que les geais bleus
(Cyanocitta cristata bromia) acceptent ou rejettent, suivant les individus, des
papillons moyennement protégés. Les auteurs interprétent ces réactions variables
comme un phénomeéne de seuil et suggérent que le polymorphisme manifesté
parfois chez ces papillons peut étre sélectivement avantageux. Il est intéressant
de noter que, parmi les coccinelles refusées par une caille mais acceptées par
d’autres, Adalia bipunctata est une espéce trés polymorphe. Creep (1971) a
montré que la proportion des différentes variétés d’A4. bipunciata peut varier en
fonction des caractéristiques du milieu. Selon les circonstances, le tribut que
Pespéce fournit 4 ses prédateurs pourrait étre moins lourd si la proportion des
formes aposématiques est plus grande, ou vice versa.

Toutes les coccinelles contenant des alcaloides ne sont pas également protégées
Vls-a-Vls GCS Iourmls ou QCS OlSCaUX .IJCb dl(.dl()l(.l(:b qut:rents Va.l'lcn[ €11 cm(,duu:
(vide supra) et la teneur en un méme alcaloide varie probablement en fonction
des espéces. De plus, il n’est pas exclu que la quantité d’alcaloides varie d’un
individu a lautre au sein d’une méme espéce (une variation individuelle en
glycosxdes cardiaques a été récemment démontrée chez les papillons monarques
Danaus plexippus par BRowER et al. (1972). Une variation saisonniere pourrait
également exister: la présence de coccinelline dans les ceufs de Coccinella 7-punctata
implique que, chez cette espéce au moins, la teneur en alcaloides est différente
avant et aprés la ponte. La protection chimique des coccinelles n’est donc pas
nécessairement totale, ni constante. Elle varie en fonction de nombreux facteurs

nNn aneonre nalv
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dateurs, font mieux comprendre les apparentes contradictions de la littérature &
ce sujet.

La présence éventuelle d’autres substances défensives n’est pas a exclure:
les fourmis manifestent de la répulsion pour certaines coccinelles dépourvues
es. Les alcaloides sont inodores mais, d’ nnreq ROTHSCHILD (1061)

rn" ininte any variati 1o0ns dang ‘n comnortement r‘pe nrp_
valiaillOl aalis CILPOICINCiL Pr
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d’alcalo
caractéristique des coccinelles contribuerait a les proteger.

Jusqu’a présent, seules les structures d’alcaloides de Coccinellini ont pu
étre établies. Une étude comparée de la structure d’aicaloides de lignées dis-
tinctes, telles les Epilachninae et les Chilocorinae, permettrait peut étre de déter-
miner si la capacité de synthése d’alcaloides est apparue par convergence ou s’il
s’agit d’une caractéristique trés ancienne de la famille, perdue secondairement
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dans quelques groupes. La maniére dont les coccinelles synthétisent les alcaloides
n’est pas connue a ce jour.

Les coccinelles constituent apparemment un matériel de choix pour I'étude
de l'évolution d’'un mécanisme défensif en fonction des -caractéristiques
éthologiques et écologiques des espéces. Des recherches biologiques et chimiques
en vue de préciser les divers modes de défense des Coccinelles se poursuivent dans
nos laboratoires.

RESUME

La présence d’alcaloides a été recherchée systématiquement chez 30 espéces
et variétés de coccinelles (‘Tableau 1). Cette étude a montré que dans I’échantillon-
nage étudié:

(1) Les espéces les plus aposématiques possédent des alcaloides, tandis
qu’aucun alcaloide n’a pu étre décelé chez les espéces les plus ternes.

(2) I n’y a pas de relation entre la présence ou 'absence d’alcaloides et le
régime alimentaire -carnivore ou herbivore- des coccinelles.

(3) 11 existe une gamme étendue d’alcaloides chez les Coccinellidae.

Ceux dont la structure a déja été déterminée proviennent tous de Coccinellint
et sont étroitement apparentés (Fig. 1). Cependant certains genres possédent des
alcaloides de structures différentes. Les distributions observées jusqu’a présent
sont en accord avec la taxonomie moderne de la famille.

La réaction des fourmis, M. rubra, et des cailles, C. coturnix, vis-a-vis des
coccinelles pourvues et dépourvues d’alcaloides a été observée (Tableau 2). Bien
que toutes les coccinelles pourvues d’alcaloides ne soient pas également protégées,
ces substances sont néanmoins importantes pour la défense de ces insectes. La
réaction individuelle des cailles vis-a-vis des espéces moyennement protégées
est variable.

Le test biologique ayant permis de suivre I'isolement de la coccinelline est
décrit (Fig. 3). Les activités répulsives pour les fourmis de solution aqueuses de
coccinelline et de convergine ont été comparées (Fig. 4, 5).
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