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Introduction

Introduction

L’abeille mellifere, Apis mellifera L., est un insecte trés important pour I’économie.
Elle produit du miel, du pollen, de la gelée royale, de la propolis, de la cire et enfin du venin,
En outre en tant que pollinisateurs de nombreuses plantes cultivées et sauvages, elle joue un
r6le clef du point de vue écologique et économique. En effet, la majorité des phanérogames ne
pourraient accomplir leur cycle de développement sans I’intervention de pollinisateurs (Allen-
Wardell et al., 1998). L’incidence de la pollinisation par les insectes est difficile & évaluer.
Toutefois, elle représenterait 80% environ des végétaux (Haubruge, 2006). De ce fait, la
contribution économique de ces insectes a I’agriculture mondiale est estimée a 117 milliards
de dollars U.S. (Gostanza et al., 1997).

Les problémes liés a I’apparition croissante de résistances multiples aux insecticides
chez les insectes ravageurs entrainent la création de nouvelles molécules insecticides. C’est
dans ce cadre que I’'imidaclopride a été développé. Il rentre dans la formulation du Gaucho®
qui est surtout utilisé dans I’enrobage des semences de mais et de tournesol. Il représente la
molécule active de plusieurs insecticides comme le Confidor, I’Admir... L’imidaclopride agit
a de tres faibles doses. Sa toxicité pour les abeilles par contact ou par voie orale est tres élevée
(Suchail et al., 2000).

Ces insecticides comme le Confidor®, sont largement utilisés en Algérie (DSA, 2007),
contre les ravageurs des cultures maraicheres, des arbres fruitiers et méme des plantes
d’ornementation. De ce fait, notre race d’abeille Apis mellifera intermissa Buttel-Reepen
(1906), est exposée a I’imidaclopride. C’est une race trés agressive, qui s’adapte bien aux
conditions climatiques extrémes. Elle semble bien résister au Varroa qui est un acarien. Ce
dernier cause d’énormes pertes aux colonies d’abeilles d’autres races (Peyvel, 1994). En
outre, malgré I’introduction de races exotiques, cette race d’abeilles a toujours conservé a un
certain degré son homogénéité dans plusieurs écosystéemes du nord de I’Algérie. Cette
conservation de caractéres fait que cette abeille reste parmi les meilleurs productives au
monde (Berkani, 2008).

La majorité des études de I'impact des produits phytopharmaceutiques sur I’abeille

portent essentiellement sur les effets létaux aigus (administration d’une dose unique) et sous-
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estiment I’exposition chronique (administration de faibles doses répétées durant un cycle de
vie d’une ouvriére) et les effets sublétaux (Devillers et Dorée, 2000). Certains effets sublétaux
comportementaux de quelques insecticides sur les abeilles sont connus. En effet, le parathion
affecte le recrutement des butineuses (Schriker et Stephan, 1970) et la permethrine et la
deltamethrine perturbent les capacités d’orientation des butineuses (Vandame et al., 1995).

Depuis la mise sur le marché de I’imidaclopride par la société « Bayer », cette
molécule est associée aux problémes qui affectent les colonies d’abeilles a savoir les faibles
rendements en miel, I’affaiblissement et méme leur disparition massive. Ce phénomene est

désigné sous I’appellation de C.C.D. (colony collapse disorder).

Les abeilles en butinant peuvent rentrer dans la ruche, chargées de pollen ou de nectar
contaminés avec de faibles doses d’insecticides. Ainsi donc, méme les abeilles de I’intérieur
de la ruche, les larves et méme la reine peuvent étre contaminées. Les colonies s’affaiblissent

puis disparaissent.

Dans ce sens, notre etude porte sur I’évaluation des effets sublétaux de I’imidaclopride
contenu dans I’insecticide Confidor® Supra, sur la production de cire par les abeilles Apis
mellifera intermissa, sur le développement de leurs glandes hypopharyngiennes et enfin sur le
poids des reines et le diametre des spermatheques.

Pour ce faire, nous avons divisé notre travail en deux parties :

- Dans la premiére partie, nous avons présenté une synthése bibliographique relative a la
vie et la constitution d’une colonie d’abeilles, la communication sociale chez I’abeille,
les risques d’exposition des abeilles aux insecticides et enfin I’imidaclopride.

- Dans la deuxiéme partie qui est I’expérimentation, nous avons éetudié I'impact de
I’imidaclopride sur trois facteurs liés a Apis mellifera intermissa :

. La production de cire par les abeilles Apis mellifera intermissa ;

. Le développement des glandes hypopharyngiennes ;

. Le poids des reines des abeilles Apis mellifera intermissa et le diamétre de
leurs spermathéques.

Pour chacune des expériences, nous avons présenté respectivement le matériel et
méthodes utilisés, les résultats puis leurs discussions. Nous avons terminé notre étude par une

conclusion générale.
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I- La structure d’une colonie d’abeilles

Dans cette partie, nous exposerons, le mode de vie des abeilles ainsi que les différentes

castes constituant leurs colonies.

I-1- L’ abeille un insecte sociale

Les colonies d’abeilles vivent en sociétés trés denses ou chaque individu est fortement
intégré sur le plan comportemental et dépendant pour sa survie, et sa reproduction. Ces
sociétés ont souvent été désignées par le terme de super-organisme par analogie avec les

organismes supérieurs, complexes et multicellulaires (Moritz et al., 1997).

Comme toutes sociétés d’insectes, celle des abeilles domestiques repose sur un
systeme de communication complexe entre les différents membres. Les abeilles émettent des
messages sonores, tactiles, visuels (pour certaines races d’abeilles) et chimiques pour
communiquer entre elles. La découverte par Butler (1960) et Pain (1961) de la phéromone
royale a renforcé I'idée selon laquelle la communication chimique entre les différents
membres de la colonie d’abeille est la plus importante parmi les autres modes de

communication.

1-2- Les différentes castes d’abeilles

Chez I’abeille domestique Apis mellifera L. la structure sociale de la colonie repose sur
une organisation en castes. On distingue deux castes: les sexues (les males et reines) et les non

sexues (les ouvriéres) (Figure 1).

Les abeilles sont des insectes sociaux avec un systéeme de détermination du sexe haplo
diploide, dans lequel les ceufs non fertiles pondus par la reine donnent naissance a des faux
bourdons (les males) et des ceufs fertiles d’ou naissent soit des ouvriéres ou des reines.

La différentiation entre les larves qui deviendront reines ou ouvrieres est due a la

quantité et la qualité de la nourriture. Les larves nourries uniquement avec de la gelée royale
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Faux bourdon

, 1977).

Figure 1 : Castes chez I’abeille domestique, Apis mellifera L. (Dade
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se développent en reines, tandis que celles nourries avec un mélange de sécrétion

glandulaires, miel et pollen se transforment en ouvrieres (Winston, 1987).

I-2-1 Les castes des sexuées

Dans cette partie, nous présenterons les principales castes constituant une colonie

d’abeilles.

I-2-1-1 La reine :

La reine est la seule femelle fertile de la colonie. Elle vit en moyenne de 1 a 2 ans
(Page et Peng, 2001), cependant une durée maximale de 8 ans a été rapportée par une étude
faite par Bozina (1961). La reine deviendra mare sexuellement 6 jours aprés son émergence.
Elle effectuera le vol nuptial au cours duquel elle est fécondée par environ 17 faux bordons (la
polyandrie). Le sperme est stocké dans une sphere appelée spermathéque, il sera utilisé pour
fertiliser les ceufs durant toute sa vie (Woyke, 1960). La reine commence a pondre 2 a 3 jours
aprés son vol nuptial (Winston, 1987). Elle pond de 1500 a 2000 ceufs par jour soit 200 000
ceufs par an (Winston, 1991).

Le poids de la reine constitue une variable importante qui peut étre modifiée par
exemple au cours d’un maintien a I’étuve en présence des ouvriéres (Kharcheva, 1957). Le
poids des reines fécondées dépasse de 34 a 75 % celui des non fécondées, par ailleurs le poids
des reines augmente durant le printemps et I’été puis décroit. Il faut rappeler aussi les
recherches de Komarovet Alpatov (1934), qui remarqua chez les reines fécondées une
augmentation de poids de 30 mg par rapport aux reines vierges ce qui s’explique sans doute

par I’augmentation rapide du poids des ovaires apreés la fécondation (Chauvin, 1960).

L’ appareil reproducteur de la reine présente une particularité anatomique c’est la
spermathéque. Chez Apis mellifera, la spermathéque est un sac globulaire ayant un diametre
de 1,1 mm (Figure 2). Elle est constituée par une membrane chitineuse, avec un épithélium
(Bishop, 1920 ; Ruttner, 1971). La spermatheque d’une reine vierge est remplie d’un liquide
transparent. Cet organe est situé juste au dessus du vagin avec lequel il connecté par un cours
canal. La glande spermathécale est une glande tubulaire en forme d’Y. Elle est étroitement
appliquée a la surface de la spermathéque. Celle-ci est, par ailleurs, entourée d’un fin réseau
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de trachées. Ces trachées ainsi que les sécrétions de la glande en «Y » contribuent au

maintien en vie des spermatozoides contenus dans cet organe (Louveaux, 1976).

DUCTUS SPERMATICUS

GL
i ANDE enY
SPERMATHEQUE

= CANAL de la SPERMATHEQUE
( RECTUM
() Q.\

AIGUILLON

. CHAMBRE
, O T e
/S " " [ AIGUILLON
, OVARIOLES ,
OVIDUCTE LATERAL VALV ULE VESTIBULE VAGINAL
OVAIRE GAUCHE VAGINAL POCHE LATERALE GAUCHE

CHAMBRE VAGINALE
OVIDUCTE MEDIAN

Figure 2 : Organes de reproduction de la reine.
(Snodgrass, 1956. In Louveaux, 1976).
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Chez Apis mellifera, I’oviducte latéral de la reine peut contenir 200 millions de
spermatozoides apres I’accouplement (Winston, 1991). Cependant, seulement 4,7 millions
seront stockés dans la spermathéque soit 2,5% du sperme recu durant le vol nuptial (Oldroyd
et al., 1996). Les reines exerceront un choix inexpliqué au cours de la copulation et du
stockage des spermes (Baer, 2005).

Une étude faite par Kahya et al. (1962), a montré que le poids des reines de Apis
caucasica est de 190-200 mg. Selon ces mémes auteurs le poids a I’émergence des reines
vierges est trés significativement corrélé (p<0,01) au poids trois jours apres émergence
(r=0,440). La plus grande corrélation a été observée 1 mois aprés le début de I’oviposition.
Une grande corrélation significative entre le poids des reines a I’émergence et le diamétre
(r=0,619), ainsi que le volume de la spermathéque (r=0,607). Ceci est expliqué, non pas par le
poids frais ou le poids sec des ovaires des reines de 40 jours, mais par le nombre et le stade de

maturation des ceufs.

1-2-1-2 Les faux bourdons :

Dans une colonie, ne se trouvent que quelques centaines de faux bourdons. Ils
n’assurent aucune tdche mis a part leur réle dans la reproduction. Ils se nourrissent seuls
exclusivement du miel stocké dans les rayons. lls ne sont présents dans la colonie que durant
la période ou les ressources alimentaires sont importantes. A la fin de I’été, ils sont tués ou
chassés de la colonie. La durée de développement de I’ceuf a I’adulte du faux bourdon est de
24 jours. Le faux bourdon pése 267 mg juste apres son émergence (Straus, 1911).

Les males meurent durant I’accouplement (Ruttner, 1954), car I’éversion de
I’endophallus est irréversible et entraine la paralysie du méle (Koeniger et Koeniger,1991).
Aprés I’éjaculation le male se sépare de la reine mais en laissant ses organes génitaux
(Koeniger et al., 1979).

Les males de I’abeille domestique Apis mellifera sont élevés dans des cellules
significativement plus grandes que celles des ouvrieres. Si une reine a cours de spermes,
dépose des ceufs de males dans des cellules d’ouvrieres, ceux-ci donnent de petits males qui
ont presque la taille des ouvrieres. Berge et al. (1997), ont montré que ces males de petite
taille ont un désavantage reproductif lorsqu’ils sont en compétition avec des males de plus
grande taille. Jarolimek et Otis (2001), ont trouvé une corrélation significative entre la taille
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des males et le nombre de spermatozoides. Les méles de petite taille produisent 7,5 + 0,5
millions de spermatozoides alors que ceux de taille normale produisent 11,9 + 1,0 millions,

cette différence est significative (Schluns et al., 2003).

Les faux bourdons commencent & voler entre le 7°™ et le 10°™ jour, mais cela ne veut
pas dire qu’ils soient mars sexuellement. Un grand nombre de faux bourdons agés de 10 jours
sont capables d’érection, mais la faculté d’érection sera & son maximum vers le 12°™ jour.
Les faux bourdons vivent 54 jours en moyenne (Howell et Usinger, 1933). Ruttner (1968)
annonce une longévité de plus de 70 jours. Pour Drescher (1968), I’espérance de vie des faux
bourdons est de 23 jours le mois de Juillet, 3% seulement seront en vie aprés 40 jours. Au
cours de I’encagement des faux bourdons, la majorité meurent au bout de 25 jours, alors
qu’un tout petit nombre d’entre eux atteint 35 jours (Mackensen et Roberts, 1948). La
quantité de sperme que donne un faux bourdon est de 1,25 ul mais ne peut étre extrait plus de

1l

I-2-2 La caste des ouvrieres

Les ouvriéres, c’est la caste la plus représentée de la colonie. En été une colonie peut
contenir 30 000 & 60 000 ouvriéres. Les ouvriéres naissent des ceufs fécondés. Elles pesent en
moyenne 116 = 0,61 mg (Bower-Walker et Gunn, 2001). Cependant, ce poids peut varier
selon les conditions de nutrition et environnementales (Crailsheim, 1988). La durée de
développement de I’ceuf a I’adulte pour I’ouvriére est de 21 jours (Figure3). Elles vivent de 3
a 8 semaines en été (Roger et Pain, 1966) et de 6 a 8 mois en hiver (Anderson, 1931).

Il a été démontré que la teneur en lipide des nourrissements des larves est constitué
principalement d’acides gras libres dont la composition relative, quantitative et qualitative
durant les 3 premiers jours est la méme pour les larves de reines et d’ouvriéres. Le quatrieme
et le cinquiéme jours de vie, les larves d’ouvriéres recoivent un nourrissement différent en ce
qui concerne tant la teneur en lipides que la composition des acides, particulierement pauvre

en acides hydroxyliques. (Lercker et al., 1984).

Les ouvriéres n’ont pas toutes le méme niveau d’apparentement entre elles. En effet, la
reine est fécondée par plusieurs males, les ouvriéres ont donc la méme mére mais peuvent
avoir des peres différents (Estoup et al., 1994). Les ouvriéres issues de la méme lignée
paternelle, sont désignées par le terme de fratrie.
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Téte du cadre

Couvain ouvert

Couvain fermé

Ouvriére déchargeant so,

Miel en maturation

Miel operculé

Male d'abeilles

Cellule de male operculée Cellule de reine operculée

Bas du cadre

<

Oeuf Larve Pupe Total Vie adulte
Reine (fertile) 3 jrs e 6,5 rs 7.5 jrs 16 jrs 225 ans
Ouvriére  (fertile) 3 jts 6 jrs 12 jrs 21 jrs 48 jrs
Mile  (non fertile) 3 jrs 6,5 jrs 14,5 jrs 24 jrs 64 jrs

Figure 3: Durée de développement des 3 castes d’abeilles (Sammataro et Avitabile, 1986).
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Les reines exercent un pouvoir attractif sur les abeilles et inhibiteur sur la construction
de cellules royales, grace a une phéromone secrétée par les glandes mandibulaires (Pain,
1959). Chez les abeilles Apis mellifera, la reproduction des ouvriéres est contr6lée par des
phéromones produites par la reine et le couvain. Ce sont les seuls organismes pour lesquels
I’hormone primaire de la reine contrdlant la reproduction des ouvriéres est identifiée (Hoover
et al., 2003).

Les ouvriéres peuvent développer leurs ovaires et pondre lorsqu’elles perdent leur
reine et n’ont pas de couvain ouvert pondu par la reine. Cependant, lorsque les ouvriéres
activent leurs ovaires et pondent en présence de la reine, leurs ceufs sont éliminés par d’autres
ouvriéres appelées ouvrieres policieres (Ratnieks, 1988) ou se développent et deviennent des

faux bourdons (Figure 4).

Les ouvriéres n’assurent donc pas de réle dans la reproduction. En revanche, elles
assurent les fonctions d’entretien, d’approvisionnement en nourriture, de thermorégulation et

de défense de la colonie.

I-3- Le polyethisme ou la division des taches

Le premier chercheur qui a étudié la division du travail dans la ruche est Résch (1925-
1927). La division des taches au sein des ouvrieres est basée sur la physiologie et le
tempérament des castes, la corrélation du comportement avec la taille et I’age est moins

prononceée (Seeley, 1995).

La division du travail est controlée par différents facteurs internes lié a I’animal (caste,
age, physiologie, seuil de réponse déterminisme génétique, ...) ou externes (environnement,

interactions sociales, ...).

Chez I’abeille Apis mellifera, la division des taches entre ouvrieres est basée en
premier lieu sur I’age c’est le polyethisme de I’a4ge (Lindauer, 1971). En effet, les plus jeunes
effectuent des travaux a I’intérieur de la ruche comme nourriciére, emmagasiniére, puis a la

périphérie de la ruche donc gardienne et enfin les plus agées deviennent des butineuses.
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Il existe aussi une variation génétique entre ouvriéres qui influence la division des
taches. Ceci est d0 au multiples accouplement de la reine, une colonie d’abeilles est constituée
par différentes sub-familles (Page et Robinson, 1991). Les génotypes qui présentent une
vitesse de développement comportemental relativement rapide dans des conditions typiques,
ont une tendance plus marquée a butiner précocement des que les butineuses d’age normal
manquent. L’hormone juvénile joue également un réle important dans la régulation du
polyéthisme lié a I’dge. L’un de ses r6les consiste a coordonner les changements de
comportement avec les changements de I’activité des glandes exocrines associées au
polyéthisme lié a I’dge. En effet, les petites quantités ou les taux de biosynthéses de
I’hormone juvénile sont associés au bon développement des glandes hypopharyngiennes
(Rutz et al., 1974). Un traitement avec I’hormone juvénile provoque une dégénérescence
prématurée des glandes hypopharyngiénnes.

En outre, les butineuses d’une colonie d’abeilles inhibent le développement
comportemental des ouvrieres plus jeunes, empéchant ainsi tout butinage précoce. L’oléate
d’éthyle qui est un acide gras pourrait faire partie de I’inhibiteur émis par les butineuses
(Léoncini et al., 2001).

Il existe une flexibilité individuelle importante quant aux ages auxquels sont
effectuées les différentes taches (Rdsch, 1925). A un age donné, une méme ouvriére peut
effectuer plusieurs taches (Lindauer, 1952). De plus, des retours a des taches antérieures
(Résch, 1930), des phénomeénes de fixation comportementale (Winston et Punnett, 1982) ou
d’omission de certaines taches ont également été décrits (Nelson, 1927). Le polyéthisme
d’age est donc, plutdét un schéma général de I’organisation de la division du travail chez
I’abeille.

Le tableau 1 regroupe les données de plusieurs auteurs sur les ages auxquels les taches
sont effectuées par les ouvriéres d’une colonie typique (Michenere, 1974). 1l en ressort des
différences frappantes selon les études. Ainsi Lindauer (1952), trouve des limites d’ages pour
certaines activités supérieures a celles obtenues par Rosch (1925-1927). Pour ce dernier, les
ouvriéres s’occupent des larves de moins de 4 jours entre le 3°™ et le 11°™ jour alors que
pour Lindauer (1952) cet intervalle se situe entre 2 et 28 jours. De plus, Résch (1925-1927) et
Perepelova (1928), démontrent que les plus vieilles larves sont nourries par des ouvrieres plus
jeunes que celles qui soignent le jeune couvain. Pourtant, Lindauer ne confirme pas cette

conclusion.
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Tableau 1: Ages (jours) auxquels les taches sont exécutées par les ouvriéres.(Michener, 1974).

Activité Ages Moyenne (des Références
(jours) ages jours)
Nourrissage des 3-11 4,6 Rosch, 1925
Larves de moins de 3-12 5,2 Perepelova, 1928
4 jours. 2-28 11,5 Lindauer, 1952
Nourrissage des 6-13 8,6 Rosch, 1925
Larves de plus de 6-16 9,2 Perepelova, 1928
4 jours. 2-26 12,8 Lindauer, 1952
Réception du nectar 8-14 11,2 Rosch, 1925, 1927
Enlever les débris de la 10-23 14,7 Rosch, 1925, 1927
Ruche 2-20 13,9 Perpelova, 1928
Egaliser les bords des cellules 2-20 8,7 Perpelova, 1928
Construction des rayons 2-52 15,8 Rosch, 1925, 1927
Premier voyage de butinage 10-34 19,5 Ribbands, 1952
10-32 20,1 Ribbands, 1952
9-35 19,2 Ribbands, 1952
20-41 30,2 Lindauer, 1952
5-39 18,3 Sakagami, 1953
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L’état physiologique des ouvrieres est lié a I’accomplissement des travaux. En effet, le
développement et la régression de certaines glandes au cours du temps, s’accompagnent d’une
modification du comportement de I’abeille. King (1933), décrit I’évolution de 5 paires de
glandes en fonction de I’dge des ouvriéres: les glandes mandibulaires, les glandes
hypopharyngiennes, les glandes protocérébrales, les glandes thoraciques et les glandes ciriéres
(Tableau 2).

I-3-1 Les abeilles nettoyeuses :

La premiére tache que les jeunes abeilles accomplissent c’est le nettoyage. En effet,
elles déblayent les résidus de cire ou de pollen ainsi que les cadavres des cellules afin que la
reine puissent y pondre (Visscher, 1983). La préparation d’une cellule prend environ quarante
minutes et quinze a trente ouvrieres y participent successivement. L’aptitude des abeilles a
nettoyer leur nid révéele I’état de santé de la colonie, car cette propriété est fondamentale a sa
pérennite. 1l s’agit en effet, de limiter la multiplication des agents pathogénes qui peuvent se

reproduire.

1-3-2 Les abeilles nourricieres :

Les nourrices apportent les soins nécessaires au couvain surtout I’alimentation. Elles
accomplissent cette tache a un age situé entre 3 et 18 jours (Résch, 1925). Une méme larve est
nourrie par plusieurs ouvriéres. Elle est inspectée plus fréquemment qu’elle n’est nourrie
(Lindauer, 1952). De plus, les jeunes ouvrieres s’occupent de la reine. Un cercle d’une dizaine
d’abeilles, la cour, est généralement formé autour de la reine. Elles la Iéchent en s’ imprégnant

de ses phérormones qu’elles transmettent aux autres abeilles.
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Tableau 2 : Développement de cing paires de glandes chez I’ouvriére adulte (King 1933).

Age moyen de Intervalle de Fonction
développemen | développement
t maximum (jours)
(jours)
Glandes Production de [I’acide -10- hydroxy-2-
mandibulaires 12 4-14 décenoique (10-HDA), de [I’acide 10-
Hydroxydé canoique (10-HDAA) et de
I’acide octanoique (Butenaudt etRembold,
1957).
Substance d’alarme : 2-Heptanone (Sheaver
et Boch, 1965).
Glandes Jeunes ouvriéres: nourriture larvaire
hypopharyn- 12 4-18 (protéines, lipides et vitamines) (Patel et al.,
giennes 1960).
Ouvrieres agées: invertase (Maurizio,
1962 ; Simpson et al., 1968).
Glandes Production de cire (Dreyling, 1903 ; Rosch,
ciriéres 13 9-19 1927).
Glandes Sécrétion huileuse (Arnold et Delegue-
labiales 27 12-27 Darchen, 1978).
céphaliques
Changement de la composition en fonction
de I’age (Katzav-Gozansky, 1999).
Glandes Sécrétion aqueuse qui dissout les sucres
labiales 19 10-19 (Simpson, 1960).
thoraciques
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Chez les nourrices, les glandes hypopharyngiennes produisent plus de protéines de la
gelée royale qui est distribuée surtout aux jeunes larves et aux reines, mais aussi aux méales et
ouvriéres (Crailsheim, 1992). Les glandes hypopharygiennes sont situées dans la téte des

abeilles ouvrieres (Figure 5).

Les cellules de ces glandes commencent a se différencier chez la nymphe. Elles ne se
développent que chez les jeunes ouvriéres qui une fois émergées se nourrissent de pain

d’abeille et de miel, puis elles commencent a secréter la gelée royale (Plainter et al., 1966).

Figure 5 : Glandes hypopharyngiennes.
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Les glandes hypopharyngiennes sont constituées par un tube ou sont attachées
plusieurs acini (Ribbands, 1953 ; Snodgrass, 1956). L’age des abeilles exerce une influence
marquée sur I’activité des glandes hypopharyngiennes, celle-ci est corrélée avec la croissance
et la résorption des glandes. Seules les larves sont aptes a activer les glandes
hypopharyngiennes, alors que les ceufs et les nymphes ne le sont pas. Ces glandes restent
inactives pendant 3 jours aprés le début du nourrissage des larves (Brouwers, 1982). Elles
conservent leur activité pendant 3 jours apres le retrait des larves. Ceci est en accord avec
I’lhypothése que c’est le comportement de nourrissage qui active les glandes, cependant,
Huang et al. (1989), soupconnent I’existence d’une phéromone stimulante produite par les

larves.

Lorsqu’elles sont nourrices, les glandes hypopharyngiennes des ouvriéres sont

pleinement développées et sécrétent la majeur partie protéique de la nourriture larvaire.

Chez les ouvriéres agées de 4 jours la quantité de protéines de nourriture larvaire
synthétisée représente 90% de la production totale. Lorsque les abeilles deviennent nourrices
et principalement entre les 10°™ et 14°™ jours, la synthése protéique et & son maximum. En
4éme

outre aprés le 1 jour, I’activité de synthése des glandes hypopharyngiennes décline, mais

ne tombe jamais au niveau zéro (Kaatz, 1987).

Elles produisent des enzymes digestives comme I’alpha-glucosidase, I’invertase ...
(Brouwers, 1982). Ce dernier rapporte qu’il n’existe pas de « corrélation apparente » entre la
taille des glandes et leur activité. Mais Huang et al. (1989), ont trouvé une relation

significative entre ces deux variables.

Une larve peut étre contrdlée jusqu’a 7000 fois pour un maximum de 1100 « repas ».
Sur la base de signaux chimiques et mécaniques, les nourrices apprécient I’age et la caste des
larves pour les alimenter sélectivement, utilisant des proportions différentes de leurs

sécrétions, ainsi que du pollen et du miel qu’elles ingerent.

L’hormone produite par le couvain inhibe le développement des ovaires chez les
ouvriéres (Mohammedi et al., 1998). Deux composés de cette hormone a savoir le palmitate
d’éthyle et le linolénate de méthyle provoquent I’augmentation de I’activité des glandes
hypopharyngiennes (Mohammedi et al., 1996).
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1-3-3 Les abeilles ciriéres :

Les études histologiques de la sécrétion de la cire montrent que cette production,
commence lorsque les abeilles sont agées de moins d’une semaine, le pic est atteint a deux

semaines d’age puis décline (Rdsch, 1927).

La cire est un complexe mélange (Tulloch, 1980), produit par des tissus au niveau de
I’abdomen des ouvriéres (Dumas et Edwards, 1843 ; Piek, 1961). Les travaux de Piek (1961-
1964) montrent que cet acide acétique est probablement pris des oenocytes et que I’acétate est
utilisé pour la synthése des hydrocarbures. Selon Hepburn et al. (1990), qui ont étudié les
modifications ultrastructurales des organites des glandes ciriéres, il n’existe pas de réticulum
endoplasmique lisse, organite essentiel a la synthese des lipides, dans I’épiderme, ni dans les
adipocytes des glandes ciriéres chez les ouvrieres adultes. Néanmoins, les oenocytes sont
extrémement riches en réticulum endoplasmique lisse et le développement dans le temps de
cet organite suit étroitement celui de la sécrétion ciriére. Il semble aussi que les oenocytes
soient le siege primaire de la synthése des hydrocarbures et des acides gras de la cire et que
ces précurseurs de la cire soient transportés par des lipophorines a travers I’épiderme jusqu’a

la surface de la cuticule des miroirs a cire.

Les glandes cirieres sont quatre paires de plaques situées sous les sternites
abdominaux, qui produisent la cire. Elles atteignent leur capacité maximale lorsque I’ouvriere
a entre 5 et 20 jours. La cire est émise sous forme de petites écailles ou lamelles, auxquelles
I’abeille ajoute de la salive et qu’elle malaxe avec ses mandibules (Figure 6). Ces lamelles ne
pesant que 0.8 mg il en faudrait 1 250 000 pour faire 1 kg de cire. La température idéale pour
la sécrétion de la cire est entre 33 et 36°C.

Darchen (1959), montre que les chaines d’abeilles jouent un rdle important dans la
régulation concernant le parallélisme des rayons. En particulier, elles peuvent faire subir une
torsion de 90° & une lamelle de cire gaufrée fixée en haut d’une ruche dans un plan orthogonal
aux plans des rayons voisins (Figure 7).

Il existe deux tailles de cellules selon qu’y sont élevés les ouvriéres (alvéoles les plus
petites) ou les males. Les quelques cellules de reines placées généralement a la périphérie des

rayons, représentent une construction un peu a part dans I’architecture de la colonie.
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| alaideduncpattep

A : prélévement d'un écaille

B : L'écaille est fixée

C : L'écaille est portée vers les mandibules

sur les poils raide du tarse.

pour &tre mastiquée.

Figure 6 : Prélevement d’une écaille de cire (Casteel, 1912).

Figure 7 : Chaine d’abeilles ciriéres.
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La construction de rayons parait sous I’influence d’un déterminisme complexe, ou la

pesanteur y contribue pour une part (Chauvin, 1958).

Il existerait, selon Chauvin (1968), dans I’extrait alcoolique de pollen et dans les eaux
d’extraction de la cire des substances qui excitent I’étirage de la cire parmi les abeilles en
cagettes.

Darchen (1950), a signalé la grande influence de la reine sur les constructions cirieres
et en particulier des cellules d’ouvriéres et elle inhiberait par I’éctohormone la construction
des cellules de méles. Les cellules de males n’apparaissent que lorsque la population s’est

beaucoup accrue.

1-3-4 Les butineuses :

Le butinage peut étre défini comme étant I’ensemble des activités extérieures de
I’abeille : récolte du nectar, du pollen, de I’eau et de la propolis. Le déterminisme de la
spécialisation des butineuses est essentiellement génétique (Mackensen et Nye, 1969 ;
Robinson et Page, 1989).

Chez I’abeille Apis mellifera, le butinage est basé sur le processus du conditionnement
associatif dans lequel les abeilles associent I’odeur et la couleur des fleurs. Il repose sur la
mise en jeu des capacités d’apprentissage des signaux principalement chimiques (Menzel et
Col., 1993). Les performances d’apprentissage sont maximales vers le 14 — 15°™ jour d’age
(Pham-Delegue et al., 1990a).

Le choix de la source d’eau utilisée, est conditionné par la température de celle-ci. Il
semblerait que les abeilles préférent I’eau chaude a I’eau froide. Entre 10° et 43° la vitesse
d’absorption est proportionnelle a la température. Le nombre de voyages possibles serait de
50 par jour. Chaque voyage demande 5 minutes en moyenne (Gendot, 1907). Cette eau est
indispensable a la thermorégulation de la colonie (Lindauer, 1954), la température au centre

de la ruche est maintenue a 36°c.

Les butineuses assurent I’approvisionnement de la colonie en nectar et miellat,
destinés & la consommation immédiate ou au stockage sous forme de miel, et du pollen
aliment riche en protéines destiné essentiellement & la nourriture des larves et des nourrices.

Au cours du processus de la récolte, le thorax et I’abdomen de la butineuse, entrent en contact
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avec les étamines, et sont soupoudrés de pollen. L’abeille véhicule alors de maniere passive
quelques graines de pollen adhérant par électricité statique a sa cuticule poilue (Corbet et al.,
1982).

Lors d’un cycle de butinage, les abeilles restent majoritairement fidéles a une variété
florale. Ainsi en passant de fleur en fleur, les butineuses contribuent a la fécondation croisée
des plantes entomophiles.

Les abeilles possedent sur leur troisieme paire de pattes, des structures adaptées au
transport du pollen sous forme de pelotes (les corbeilles a pollen).

Concernant la distance de butinage, Frisch (1967), rapporte des distances maximales
de butinage de 12 km. Beekman et Ratnieks (2000), rapportent des observations durant
lesquelles 50% des butineuses allaient a plus de 6 km et 10% a plus de 9 km. L’aire de
butinage d’une colonie est considérable. Une distance de prospection moyenne de 12 km
correspond & une aire de plus de 450 km®.

Le comportement de butinage est développé par les abeilles les plus agées. La
transition du travail a I’intérieur de la ruche au butinage est accompagnée par des
changements de I’expression des centaines de genes (Denisson et al., 2008). Parker (1926),
étudiant la division du travail chez les butineuses, constate que 25% seulement des butineuses
ne récoltent que du pollen, que 17% récoltent a la fois du pollen et du nectar et que 58% ne
récoltent que du nectar. Il a établit également que les butineuses partant récolter du nectar
n’emportent pas de réserves de miel, alors que celles qui partent récolter du pollen emportent
une provision de miel destiné a humecter les pelotes de pollen pour permettre leurs cohésions.
Le miel inhibe notamment et rapidement les capacités germinatives du pollen. Ce dernier
ramené a la ruche est stocké par les abeilles dans des alvéoles. Tassé par les ouvriéres, isolé
de I’air par une couche de miel protectrice, y subira une fermentation lactique analogue a un

ensilage avant d’étre ultérieurement consommé par les jeunes ouvrieres.

Il a été par ailleurs, constaté que les ouvriéres modifient leurs comportements de
butinage avec I’4ge mais aussi avec leur état de santé. Les plus jeunes et en bonne santé
butinent surtout dans des conditions sdres alors que les plus vieilles ou malades acceptent un
butinage plus risqué comme les conditions météorologiques difficiles (Woycienchowski et al.,
1998).
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De nombreux facteurs influencent la collecte de pollen par les abeilles, notamment la
présence du couvain ainsi que les quantités de pollen mis en réserves (Hrassing et Crailsheim,
1998). Une colonie d’abeilles régule de fagon précise sa récolte de pollen. Pour ce faire, les
butineuses de pollen doivent acquérir chacune des informations concernant les besoins

nutritionnels de la colonie.

Camazine (1993), a montré qu’il n’était pas nécessaire que les butineuses de pollen
alent un contact direct avec les provisions de pollen pour connaitre les besoins de la colonie.
Au contraire, I’information semble étre obtenue indirectement a partir des autres individus de
la colonie. Les nourrices constituent une source potentielle d’information, puisqu’elles sont
les premiéres transformatrices du pollen en le consommant, en le convertissant rapidement en
gelée royale (sécrétion protéinique de la glande hypopharygienne) et en le distribuant aux
adultes et aux larves de toute la colonie.

Lorsque la réserve en pollen est bonne les nourrices donnent aux butineuses une
grande partie de la gelée nouvellement synthétisée, ces derniéres ne poursuivent plus leur
récolte de pollen, soit elles se mettent a récolter du nectar, soit elles cessent toute activité de
butinage (Camazine et al., 1997).

Les abeilles en manque de nourriture commencent a butiner plutot que celles ayant été
bien nourries (Schulz et al., 1998). La transition des abeilles d’intérieure au butinage dépend
de I’état nutritionnel des abeilles, il s’accompagne d’une réduction de la réserve des lipides
qui n’est pas rétablie si ces dernieres redeviennent nourrices (Toth et al., 2004).

L’hormone juvénile, influence le butinage. En effet, cette hormone augmente chez les
abeilles avec leur age, et elle est en grande quantité lorsque les abeilles deviennent butineuses
(Rutz et al., 1976 ; Fluri et al., 1982), et inhibent le butinage précoce des jeunes abeilles
(Robinson et al., 1998). La structure en age de la colonie influence la division des taches
donc dans les colonies n’ayant pas d’abeilles butineuses, les plus jeunes peuvent sortir plus tot
(Huang et al., 1996).

Le pollen étant le seul aliment azoté de la ruche, la qualité et la quantité de pollen
récolté conditionnent tous les phénomenes de développement de la colonie d’abeilles. Dans la
mesure ou I’abeille constitue un animal domestique auquel on demande un certain rendement,
il n’est pas indifférent pour son élevage de connaitre ses besoins alimentaires (Louveaux,
1958).
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I1- La communication sociale chez Apis mellifera

Dans ce chapitre, nous définirons la communication sociale puis nous aborderons les

différents types de communication reconnus chez I’abeille Apis mellifera.

La communication est I’émission par un individu d’un stimulus qui provoque une
réaction chez un autre individu, la réaction étant bénéfique pour celui qui émet le stimulus, ou
pour celui qui le regoit. La communication peut ainsi avoir lieu entre des individus d’espéces
différentes. Chez I’abeille, le terme de communication sociale fait référence aux échanges de

signaux entre individus d’une méme colonie (Wilson, 1971).

Classiqguement deux modes de communication sont distingués, I’'un reposant sur les
signaux chimiques (les phéromones), I'autre sur les signaux vibratoires (les danses, les
émissions sonores). Un troisieme mode de communication entre individus a lieu lors des

échanges de nourritures ou interactions trophallactiques.

I1-1- La communication chimique :

La communication chimique chez les abeilles repose, essentiellement sur les signaux
phéromonaux. Les phéromones sont des substances exocrines émises par un individu
induisant une réaction comportementale (phéromones incitatrices ou primer) ou modifiant la

physiologie d’un congénére (phéromones modificatrices ou releaser) (Winston, 1987).

La sensibilité d’une ouvriere aux phéromones est variable selon son état physiologique
et son age. Ainsi, les ouvriéres de quelques jours ont une faible réaction comportementale ou
neurophysiologiques aux phéromones d’alarme et aux odeurs produites par la reine, mais de

fortes réactions sont visibles chez les ouvrieres plus agéees (Winston, 1987).

Du fait de la diversité des activités sociales chez I’abeille, les signaux phéromonaux

sont nombreux. lls peuvent étre classés selon les glandes qui les sécrétent, leur composition
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chimique ou les individus qui les produisent (la reine, les méles, les ouvrieres adultes et le
couvain). Ainsi la reine assure un controle tres puissant sur les ouvrieres, et ses signaux jouent
souvent un réle inhibiteur (du développement ovarien de I’essaimage,...). Au contraire, les
phéromones produites par les ouvrieres sont surtout incitatrices et agissent lors de
I’orientation ou de la défense.

11-1-1 Les phéromones de cohésion sociale :

Ces phéromones sont indispensables pour la cohésion de la colonie. Elles sont

synthétisées par la reine, les ouvriéres ou le couvain.

11-1-1-1 les phéromones de cour :

Les jeunes ouvriéres présentent une sensibilité particuliere aux phéromones de cour
(Pham-delégue et al., 1982). Elles forment autour de la reine une structure caractéristique, la
cour (Allen, 1960). Elles restent plusieurs minutes en contact antennaire avec la reine qu’elles
lechent et nourrissent. Les phéromones royales interviennent dans I’organisation et le

maintien de cette cour (Figure 8).

Figure 8 : Reine marquée et sa cour .
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11-1-1-2 L’orientation vers la colonie :

Les phéromones de Nasanov et les phéromones tarsales, qui servent dans le marquage
attractif des fleurs, sont aussi utilisées a I’entrée de la ruche pour guider les butineuses vers le
nid (Butler et al., 1969 ; Williams et al., 1981). Les phéromones de Nasanov jouent un réle
pendant I’essaimage lors de I’orientation vers le nouveau site (Free, 1987 ; Shmidt, 1999).

Elles agissent en synergie avec les phéromones produites par la reine.

11-1-1-3 L’inhibition de I’essaimage :

La construction de cellules royales est inhibée par les phéromones de la reine.
Cependant, la production de phéromones ne varie pas, que ce soit avant ou apres I’essaimage
(Seeley, 1987). En fait, c’est la distribution des sécrétions qui changent en fonction du nombre
d’abeilles dans la colonie. L’encombrement diminue la fréquence de contact entre les

ouvriéres et la reine (Naumann et al., 1993).

11-1-1-4 Les Soins au couvain :

La reconnaissance des différents types de couvain est indispensable pour permettre un
soin et un nourrissement adapté. Les phéromones du couvain sont constituées de dix esters
méthyliques et éthyliques. La quantité et la qualité de ces esters constituent un signal
chimique caractéristique de I’age, de la caste et du sexe des larves. lls stimulent le
développement des glandes hypopharyngiennes des nourrices, qui produisent une grande
partie des protéines contenues dans I’alimentation larvaire. Les phéromones du couvain sont
aussi impliquées dans la stimulation de I’operculation des cellules par les ouvriéres (Le conte
et al., 1990 et 1995). Enfin, le couvain a un effet sur le développement des ouvriéres adultes
et stimule de fagon importante les activités de récolte de la colonie, en particulier celle du
pollen (Free, 1987).
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11-1-2 Les phéromones sexuelles :

Les phéromones sexuelles sont synthétisées par les différentes glandes de la reine et

accomplissent différents rbles au sein de la colonie, résumés ci-dessous.

11-1-2-1 L inhibition du développement ovarien des ouvriéres :

Les phéromones du couvain et des glandes mandibulaires et tergales de la reine
inhibent le développement ovarien des ouvrieres (Pettis et al.,1997; Wossler et al., 1999a).
D’autre part, les phéromones sécrétées par la glande de Duffor de la reine lui permettent de
marquer ses ceufs (Ratnieks, 1995). Ainsi, ces derniers sont reconnus comme ceux de la reine
et non ceux d’une autre abeille. Ils ne sont donc pas mangés par les ouvriéres lors de leur

activité de « policing ».

11-1-2-2 Les phéromones d’attraction sexuelle :

Le vol nuptial de la reine est une des étapes les plus dangereuses de son cycle de vie.
La fécondation a lieu en vol & plusieurs métres du sol. Les males doivent donc rapidement
localiser la reine. Ainsi, ils sont attirés par les sécrétions des glandes mandibulaires a une

distance allant jusqu’a 400 métres (Loper et al., 1993).

11-1-3 Les phéromones de déefense

Ce type de phéromone est produit soit par la reine, soit par les ouvriéres. Elles

interviennent dans la défense de la colonie.

11-1-3-1 Le recrutement pour la défense

Les ouvriéres utilisent de nombreuses phéromones utilisées pour I’alarme et la défense
de la colonie (Manchamps et Grandperrin, 1982 ; Allen et al., 1987). Deux substances
agissent en synergie pour déclencher les phéromones de défense. L’une est sécrétée par les
glandes mandibulaires (2-heptanone) qui apparait dés I’émergence de I’abeille et atteint un
maximum de concentration chez les butineuses (Lensky et Cassier, 1995). Par ailleurs,
I’acétate d’isoamyl est produit par les glandes de Koschewnikov (Boch et al., 1962). Cette
phéromone apparait chez I’ouvriére des I’&ge de tois jours et atteint un maximum de

concentration au stade de gardienne ou au début de butinage.
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Lors de la perturbation de la colonie la gardienne effectue une course rapide vers
I’intérieur de la ruche, tout en battant des ailes, son abdomen redressé et la chambre du dard
ouverte libérant les phéromones d’alarme (Grandperrin et Cassier, 1983 ; Moore et al., 1987 ;
Breed et al., 1990). Ce comportement provoque le recrutement des ouvrieres qui vont
focaliser leur attaque sur le prédateur (Free, 1977 ; Millor et al., 1999).

11-1-3-2 Les phéromones de stress de la reine

Ces phéromones de stress sont sécrétées par les glandes de Koschewnikov qui sont
associées a I’appareil vulnérant de la reine. Elles stimulent chez les ouvrieres un

comportement de défense, I’emballage (ou balling) et d’attaque (Lensky et al., 1991).

11-1-4 Les phéromones impliquées dans le butinage

Ces phéromones sont synthétisées exclusivement par la caste des ouvriéres. Elles
interviennent dans le marquage attractif et répulsif des fleurs butinées.

11-1-4-1 Le marquage attractif

Un marquage attractif existe chez les abeilles car 24 heures apres une premiere visite,
certaines fleurs déja butinées sont plus fréqguemment visitées que les autres (Stout et
Groulson, 2001). La phéromone de Nasanov est sécrétée par une glande située au niveau de la
membrane intersegmentaire, entre le sixiéme et le septieme segment abdominal des ouvriéres,
et dont les méles et la reine sont dépourvus (Ribbands, 1955). Cette phéromone atteint le
maximum de concentration chez les abeilles butineuses agées de 28 jours. La phéromone de
Nasarov et les phéromones tarsales (Williams et al., 1981) permettent aux butineuses de
s’orienter vers une source de nourriture de bonne profitabilité et stimule leur atterrissage sur
la fleur (Free, 1987). Ces phéromones sont aussi utilisées lors de la collecte de I’eau en été
(Free et Williams, 1970) (Figure 9).

11-1-4-2 Le marquage répulsif

Les abeilles sont capables de reconnaitre et d’éviter les fleurs récemment visitées. Ce
marquage leurs évite de revenir sur une fleur peu profitable et limite les colts en énergie et en
temps associés a la visite de cette fleur (Nunez, 1967 ; Corbet et al., 1984 ; Free et Williams,
1983 ; Williams, 1998).
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Figure 9: Coupe schématique d’une abeille avec situation de différentes glandes
exocrines. 1 glande mandibulaire (phéromone de cour, ph. Sexuelle, ph. D’alarme, ph.
D’orientation). 2 gl. Hypopharyngienne (aliment des larves). 3-4 gl. Labiale (production
d’enzymes digestives). 5 gl. Pharyngienne. 6 gl. Ciriére (production de cire). 7-8 gl. a
poison (sécrétion du venin). 9 gl. de Dufour (phéromone de marquage des ceufs). 10 gl.
de Koschewnikov (phéromone de cour, ph. Sexuelle, ph. de stress, ph. d’alarme). 11 gl.
de Nasanov (phéromone de marquage, ph. d’orientation). 12 gl. torsale (phéromone de
cour, ph. d’orientation). 13 gl. tergales (phéromone de cour, ph. sexuelle). T tarses. Md
mandibules. Td tube digestif. R ampoule rectale. A aiguillon. O oviducte (Brossat,
1996 ; Michener, 1974).
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11-2 - La danse

La danse constitue I’un des moyens de communication chez les abeilles. Deux types

de danses sont distingués : la danse frétillante et la danse tremblante.

11-2-1 La danse frétillante

Il s’agit sans doute de I’'un des mode de communication le plus célébre chez les

animaux.

Chez I’abeille, c’est Karl Von Frisch (1967), qui a pu décodé les paramétres de cette
danse. La présence d’une source de nourriture (nectar, pollen, eau) proche de la ruche est
indiquée par la danse en rond ou (round dance). La butineuse ne donne pas d’informations sur
la position de la ressource (Frisch, 1967a). Lorsque, la source de nourriture est éloignée de
plus de 50 métres environ, la danse en rond se transforme graduellement en danse en huit ou
danse frétillante, qui indique aux suiveuses la distance et la direction de la source de

nourriture.

11-2-2 La danse tremblante

Un autre type de danse (la danse tremblante) a été signalé par Lindauer (1948) et
Frisch (1967a). lls suspectaient qu’elle jouait un role dans la communication. Certaines
butineuses effectuent des mouvements vibratoires, des mouvements de rotation et de
translation (Seeley, 1992) (Figurel0).

Cette danse semble avoir deux effets : un effet activateur sur les déchargeuses, et un
effet inhibiteur sur les butineuses et les danseuses. En effet, lorsque les butineuses reviennent
chargées de nectar de bonne qualité et ne trouvent pas de déchargeuses, elles commencent une

danse tremblante pour stimuler les ouvrieres a décharger le nectar (Seeley, 1996).

Parallelement, a I'effet excitateur sur le recrutement des déchargeuses, la danse
tremblante parait agir comme un rétro contrdle négatif qui inhibe la danse frétillante. Cette
inhibition aurait pour but de diminuer le nombre de butineuses incitées a collecter du nectar
(Kirchner, 1993b). Ainsi, en cas de saturation de la capacité de déchargement de la colonie,

I’ouvriére limite la fréquence ou la durée des danses de recrutement.
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Figure 10: La communication par la danse en huit chez I’abeille.

[a] Quand la source de nectar est proche de la colonie, la danse est non
directionnelle (danse en rond).
[b] Une danseuse et quatre suiveuses a I’intérieur de la ruche.
[c] Le codage de la direction.
(Frish, 1967a ; Gould et al., 1988; Louveaux, 1985).
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I1-3- Les interactions trophallactiques :

La trophallaxie est un échange direct de nourriture entre ouvrieres (Figure 11), ou
entre une ouvriere et la reine (Park, 1923 ; Rosch, 1925). L’abeille « receveuse » sollicite par
contacts antennaires et en explorant les pieces buccales de I’abeille « donneuse » au moyen du

proboscis.

La trophallaxie est une sorte de communication sociale non dansée. L’échange de
nectar incite les butineuses inactives a reprendre leur activité de butinage (Frisch, 1923), et
par ce phénomene, elles peuvent évaluer elles mémes la concentration en sucre du nectar. En
outre, les ouvrieres ont une mémoire olfactive trés développées et les odeurs jouent un role

essentiel dans leur orientation vers les fleurs (Wenner et Wells, 1990 ; Menzel et al., 1993).

Figure 11 : Echange de nourriture entre 2 abeilles.
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I11- Le risque d’exposition des abeilles a des produits

phytosanitaires

En butinant, les abeilles peuvent s’éloigner a plus de 12km de la ruche, ce qui
représente une aire de butinage considérable de plus de 450km?. Ainsi, dans une zone
d’agriculture intensive, les abeilles sont susceptibles d’étre exposées a un grand nombre de
molécules toxiques. Dans ce chapitre, nous exposerons les principaux pesticides et molécules

néfastes pour I’abeille Apis mellifera.

I11-1 - Les pesticides

Les composés chimiques provoquant des intoxication dans le cheptel apicole changent
de nature selon I’évolution des pratiques phytosanitaires dans le monde agricole.

Le premier empoisonnement de ruche par les insecticides aurait été constaté a la fin du
XIX®™ siécle aux Etats-Unis (Johansen, 1977). Les matiéres actives alors utilisées étaient
souvent d’origine minérale et peu sélectives, telle que I’arsenic. 1l a ainsi été démontré que le

pollen contaminé a I’arsenic induisait le dépeuplement des colonies (Eckert, 1935).

I11-1-1 Les organochlorés et organophosphorés

Apres la deuxieme guerre mondiale, les problémes d’intoxication se sont généralisés
avec I’utilisation accrue des traitements phytopharmaceutiques et I’apparition des molécules
d’insecticides synthétiques. Les composés organochlorés, qui sont les précurseurs des
insecticides de synthese, ont provoqué de nombreux cas d’intoxications aux Etats-Unis dans
les années 50 (Johansen et Mayer, 1990).

Les insecticides organophosphorés, tels que le penitrothion, le parathion, le méthyl
parathion ou le malathion proviennent de la recherche sur les gaz de combat pendant la
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deuxieme guerre mondiale. Ils ont été la cause d’importante mortalité d’abeilles et de
dépeuplement de ruchers entre la années 50 et 80 en Amérique du Nord (Kevain, 1975-1977 ;
Johanssen, 1977 ; Siebert, 1980).

I11-1-2 Les carbamates et les pyréthrinoides de synthese

Les carbamates correspondent a la troisieme famille d’insecticides synthétiques qui
furent développés vers les années 60.

Pour I’année 1967, Louveaux (1985) a rapporté que sont estimés a 500 000 le nombre
de colonies d’abeilles détruites aux Etats-Unis par les traitements phytosanitaires et

principalement par le carbaryl.

Les recherches faites sur les extraits de fleurs de pyréthre (pyréthrines naturelles), qui
sont instables a la lumiére, ont conduit aux développement de pyréthrinoides de synthéese
photostables. Les pyréthrinoides seraient en partie impliqués dans de nombreux cas
d’affaiblissements de ruches (Fléché, 1994). Les pyréthrinoides sont peu rémanents et ont un
puissant effet paralysant (effet knock down). De plus, la synergie reconnue de certains
insecticides pyréthrinoides et de fongicides imidazoles et triazoles (Colin et Belzunces, 1992)
a provoque la destruction de nombreuses ruches frangaises a la suite de I’emploi simultané de

ces composés (Doussau, 1989).

111-1-3 Les nouvelles molécules insecticides

L’utilisation intensive des insecticides dans I’agriculture mondiale a engendré des
phénoménes de résistance envers ces familles d’insecticides chez les insectes ravageurs
(Herve, 1982). Il a été donc nécessaire de developper de nouvelles molécules insecticides
ayant un mode d’action pharmacologique différent des anciennes molécules. A partir des
années 80, sont synthétisées de nouvelles molécules ayant une action au stade larvaire, tels
que les analogues de I’hormone juvénile (méthoprene), les inhibiteurs de mdes
(diflubenzuron) ou une action sur les récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine, tels que les
néonicotinoides (dont I’'imidaclopride est le premier représentant). Ces insecticides agissent a
de trés faibles doses et peuvent produire des effets sublétaux plus marqués que ceux de
I’ancienne génération (Stark et al., 1998).
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I11-2 - Les produits de transgene

La lutte contre les ravageurs des cultures passe aussi par l'utilisation de plantes
génétiqguement modifiées. Le développement de plantes transgéniques résistantes aux insectes
repose sur la copie (nature copy) de résistance existante (Boulter, 1993). En effet, de
nombreux génes codant pour des protéines insecticides existent dans la nature et peuvent étre

exprimés dans des plantes transgéniques.

Ces types de genes les plus répandus sont ceux codant pour les endotoxines de
Bacillus thuringiensis (Bt) qui est un veéritable réservoir d’insecticides (Wolt et al., 2003).

Des geénes dérivés des plantes, notamment ceux qui codent pour les protéines et
possédant des propriétés anti-nutritionnelles, les inhibiteurs de protéases (Hilder et al., 1987).
Des essaies au laboratoire ont montré que des inhibiteurs de protéases altéraient la survie, la
physiologie digestive et les capacités d’apprentissage des abeilles (Girard et al., 1998, Pham-
délegue et al., 2000).

I11-3 - Les différents effets des insecticides

Pendant longtemps, I’estimation des effets des produits chimiques sur les arthropodes
au laboratoire était la détermination de la dose létale 50 (DLso), la dose qui tue 50% des
effectifs. Elle est déterminée au laboratoire donc en conditions expérimentales contr6lées sans
tenir compte des effets sublétaux (Croft, 1990).

Les tests de toxicité sont classés selon deux grands critéres :

Le premier est relatif & la durée d’exposition. Celle-ci peut étre aigue (administration
ponctuelle d’une dose unique), chronique (administration de faibles doses, répétée durant un
cycle de vie d’une ouvriere) ou sub-chronique (administration de faibles doses répétée sur

moins d’un cycle de vie) ;

Le deuxieme critére est relatif aux effets biologiques mesurés : Létaux (induisant la
mort de I’individu exposé) ou sublétaux (tout effet biologique mesurable qui n’induit pas la
mort de I’individu exposé) (Monarty, 1969).
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La majorité des études d’impact des produits phytopharmaceutiques sur I’abeille,
portent essentiellement sur les effets létaux aigus et sous estiment I’exposition chronique et
les effets sublétaux (Devillers et Doré, 2000 ; Decourtye, 2002). Or les abeilles peuvent étre
exposées de maniére répétée a de faibles quantités de toxiques sur les cultures ou a la ruche.
De nombreux travaux ont rapporté des cas d’accumulation dans la ruche de molécules
insecticides, par I’intermédiaire d’une contamination du pollen ou du nectar (Decourtye,
2002).

Chez I’abeille, I’étude toxicologique d’une substance active a doses sublétales permet
d’évaluer la toxicité et les effets sur le comportement, la physiologie et la biochimie de ces

insectes.

111-3-1 Les effets sublétaux physiologiques

Les insecticides ou les entomotoxines issus de transgenes peuvent affecter le
métabolisme glucidique, lipidique ou enzymatique des ouvriéres (Bounias et al., 1985 ;
Bendahou et al.,, 1999), I'intensité de la ponte de la reine (Lensing, 1987), ou le
développement des larves (Stoner et al., 1982 ; Staner et Wilson, 1982 ; Oomen et al., 1992).

Aprés I’injection au laboratoire du fénitrithion (organophosphoré) et de la
cyperméthrine (pyréthrinoide) a de jeunes abeilles, il y’a une diminution des activités au
niveau du Na'/K* ATPase et de I’acéthylcholinérase (Aché) (Bendahou et al., 1999).

L’intoxication orale, avec du diflubenzuron de jeunes abeilles ouvriéres, réduit la
surface du couvain (Chandel et al., 1992), quant au Fenoxycarbe, il se traduit par des

malformations des larves (Deruijter, 1987).

Les régulateurs de croissance des insectes peuvent avoir des effets physiologiques sur
des abeilles adultes, notamment sur les organes de sécrétion. De jeunes abeilles (Apis
mellifera et Apis cerana) qui émergent et traitées avec du diflubenzuron présentent des

glandes hypopharyngiennes non développées (Gupta, 1995).

Chez I’abeille melliféere, I’exposition prolongée a des toxiques a travers les aliments
emmagasinés est déterminée par I’étude du transfert des insecticides des récoltes dans la ruche
(Villa et al., 2000).
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111-3-2 Les effets sublétaux comportementaux

De nombreux travaux ont décrit des modifications du comportement des ouvriéres au
sein de la colonie et tout particulierement un bouleversement des taches effectuées, tels que le
nourrissement ou I’operculation des larves (Barker et Waller, 1978 ; Stoner et al., 1982 ; Cox
et Wilson, 1987), I’élevage des reines (Naunamaker et al., 1984) ainsi que le nettoyage ou la
défense de la colonie (Nation et al., 1986).

Des effets sur le comportement de butinage ont été mis en évidence que ce soit lors
d’études sur plantes entiéres (Free et al., 1967 ; Fell et al., 1983 ; Fries et Wibran, 1987) ou
sur des sources artificielles (Cox et Wilson, 1984 ; Colin et al., 2000 ; Schmuck et al., 2001).

Il a été constaté notamment, un effet répulsif qui correspond a un arrét ou a une
importante diminution de I’activité de butinage (Bocquet et al., 1980 ; Pike et al., 1982 ;
Faucon et al., 1985). L’activité de vol a I’entrée de la ruche (Shires et al., 1984 ; Struye et al.,
1994), la communication par les danses (Schnicker et Stephen, 1970 ; Stephen et Schnicker,
1970), I’orientation du vol de retour a la ruche (Cox et Wilson, 1984 ; Vandame et al., 1995)
ainsi que I’apprentissage (Mamood et Waller, 1990 ; Abramson et al., 1999 ; Guez et al.,
2001) peuvent aussi étre modifiés.

Les effets des insecticides sur la mobilité des arthropodes bénéfiques sont caractérisés
par I’effet de Knock down (paralysie) (Cox et al., 1987 ; Suchail et al., 2001) et par des
mouvements non coordonnés (Bruner et al., 2001 ; Alix et al., 2001). Les insectes traités
tremblent, tournent et se lechent (Suchail, 2001).

L’abeille mellifere utilise des repéres visuels pour voler et communiquer a ses
consoeurs la direction et les distances de la source de la nourriture (Frish, 1967). Des abeilles
butineuses traitées par voie topique, a des doses sublétales avec de la delta-méthrine, ne
peuvent pas retourner dans leurs ruches (Vandame et al., 1995).

Des abeilles traitées avec des doses de 0,08 a 0,16 ppm de deltaméthrine par voie
topique consomment plus de sirop, alors qu’avec les mémes doses de ce méme insecticide
mais par voie orale provoque une diminution de la consommation de sirop (Tasel et al.,
1994).

Les effets des insecticides sur les processus d’apprentissage chez les abeilles ont été
largement étudiés (Tableau 3).
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Tableau 3 : Effets sublétaux des insecticides sur le comportement des abeilles.
(Halitiana, 2003).

Effets sub-létaux | Matiéresactives | Doses | Reéférences
Effets sur la capacité d’orientation
Changement de repére Deltaméthrine 2,5 ng/ab Vandame et

al., 1994
Les abeilles recrutées ont des informations erronées Parathion 0,015 pg/ab | Stephen &
lors de I’interprétation de la danse des abeilles traitées Schriker, 1970
Pas de changement de comportement de butinage 0,03 pg/ab | Schricker &
évident Stephen, 1970
Effet sur la mémoire du temps entrainant un Tres faible | Schricker,
avancement du temps de visites de la source de 1974 b
nourriture (inf. 20,03
Fausse interprétation des informations acquises lors la gammas)  [Schricker,
danse frétillante 1974 a
Rétablissement de la danse aprés quelques heures
Diminution de la durée de récolte de nourriture, Permethrine 0,009 pg/ab |Cox &
augmentation du temps de toilettage, de la durée de la Wilson, 1984
danse frétillante et des rotations
Perte de la capacité de vol et de la plupart des activités, | Orthene® : acephate Johansen,
comme la cessation de collecte de pollen. 1984
Sevin® : carbaryl

Pas d’effet sur les abeilles Dimilin® : diflubenzuron
Effets sur la capacité d’apprentissage
- Réduction de la capacité d’apprentissage associatif, | Dicofol 10pl/ 16 ab | Stone et al.,
mais induction d’une sensibilisation a I’odeur. 1997
- Pas d’effets sur la capacité d’apprentissage si
conditionnement discriminatif
Difficulté dans la perception et/ou dans la réponse a | Perméthrine 0,015 mg/20 | Mamood &
I’odeur de thym si exposition avant le conditionnement ab Waller, 1990

Effets sur la capacité & mémoriser par association mais
pas d’effets sur la capacité a utiliser la mémoire
olfactive, si exposition entre le conditionnement et le
test

Rétablissement de la capacité d’apprentissage 4 jours
apres traitement

Inhibition de I’acquisition, et extinction trés accélérée

Endosulfan

Faible réduction de [I’acquisition, mais extinction
accélérée

Décis® : Deltamethrine

Abramson et
al., 1999

Diminution des performances d’apprentissage olfactif, | Endosulfan 0,13; 0,25 ; | Decourtye et
diminution de la sensibilité antennaire 1,30 ng/ab |al., 2000
Diminution de la discrimination olfactive au niveau de | Imidaclopride 0,05:;0,1;

sources de butinage 0,50 ng/ab

Effets sur les réponses au conditionnement olfactif Fluvalinate> CL50 Taylor et al.,
(classement d’effets par ordre croissant : fluvalinate : | Cypermethrine, 1987

peu d’effet par rapport a flucythrinate)

Permethrine,
fenvalerate>

Cyfluthrine>

37




Le risque d'exposition des abeilles a des produits phytosanitaires

L apprentissage chez les abeilles est un processus trés important lors du butinage.
Lorsqu’une abeille se pose sur une fleur, elle doit mémoriser I’odeur, la couleur et la forme
pour les associer a la nourriture (Menzel, 1996), ceci lui permettra de la reconnaitre durant les

autres voyages (Menzel, 1993).

Les importantes pertes des pollinisateurs sont attribués aux insecticides (O’Toolec,
1996), les abeilles melliféres peuvent étre utilisées comme des bioindicateurs donc détecter

les pollutions de I’environnement (Kevan, 1999).

Chez I’abeille mellifere, les pesticides affectent I’organisation sociale par la réduction
du butinage, du couvain, de la fertilité de la reine ce qui induira la disparition de toute la

colonie.
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V- L’ imidaclopride

Pour lutter contre les ravages des insectes sur les cultures, I’industrie chimique a mis
au point de nombreux insecticides. Ils agissent a de trés faibles doses et ont souvent été
congus pour avoir une plus grande affinité pour le systeme nerveux des insectes que pour
celui des mammifeéres. Ces insecticides ont la propriété de diffuser durant la croissance, via la
séve dans toute la plante. Les pesticides ayant cette propriété de diffusion sont appelés
systémiques. L’imidaclopride est I’'une des molécules incriminées dans la disparition de
nombreuses populations d’Apis mellifera. En effet, les analyses des pollens de tournesol et de
mais issus de graines traitées avec le Gaucho ont révélé des concentrations moyennes

d’imidaclopride de I’ordre de 3 pg/kg (Bonmatin et al., 2003 ; Bonmatin et al., 2005).

IV-1- La présentation de la molécule

L’imidaclopride ou 1-[(6-chlore-3-pyridinyl)methyl]-4,5-Dihydro-N-nitro,1H-
Imidazol-2-amine a un poids moléculaire de 255,66. Sa formule développée est représentée

CI@—CHENHNH
="

NN,

dans la figure 12.

Figure 12 : Formule développée de
I’imidaclopride.
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L’imidaclopride rentre dans la composition de nombreux insecticides comme le
Gaucho®, I’Admire®, I’Intercept®, le Premise®, le Merit®, I’Advantage® et le Confidor.

Il est utilisé pour I’enrobage des semences ou pour la pulvérisation des cultures. 1l a
pour cible les insectes ravageurs incluant les sauterelles, pucerons, mouches, termites,
coccinelles, les insectes de I’herbe et du sol (Moriya et al., 1992). Il est commercialisé en
France depuis 1994 et est largement répandu dans le monde entier, notamment pour les
cultures de riz, de céréales, du mais, du tournesol, des pommes de terre, des légumes, d’arbres

fruitiers et méme pour les plantes d’ornementation.

L’imidaclopride est un néonicotinoide agissant sur le systéme nerveux central par le
biais des récepteurs post-synaptiques. Il cible les récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine (n
ACHR) provoquant une accumulation de ce neuromédiateur (Bai et al., 1991 ; Yamamoto et
al., 1995). Ceci conduit a des tremblements musculaires, a une incoordination motrice, a la
paralysie puis a la mort de I’insecte a bréve échéance (Buckingham et al., 1997). Les tests de
toxicité aigues ont permis de classer I'imidaclopride comme trés toxique pour les abeilles
(Dresher, 1990).

IV-2- La métabolisation et métabolites de I’'imidaclopride

A I’instar de toutes les molécules toxiques pour un organisme donné, I’imidaclopride
est métabolisé par I’organisme ou il est introduit. Bien qu’il soit difficile de connaitre
I’ensemble des métabolites qui en découlent, quelques-uns des principaux métabolites de
I’imidaclopride sont connus et représenté sur la figure 13.

Les différents métabolites de I’imidaclopride sont : le 5-hydroxy-imidclopride (5.0H),
le 4,5-dihydroxy-imidaclopride (4,5-OH), I’oléfine, I’acide G-chloronicotinique 6-ACN) et

les dérivés guanidine et urée (Suchail et al., 2003).
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: Imidaclopride et ses principaux métabolites

Selon les travaux de Suchail et al. (2003), il apparait comme le montre le tableau 4 que

seuls deux métabolites de I’'imidaclopride sont toxiques aprés une intoxication aigue : le 5-

hydroxy-imidclopride (5.0H) et I'oléfine. Le 5-OH est moins toxique que I’imidaclopride

alors que I’oléfine posséde une toxicité comparable a celle du produit parent. Les autres

métabolites ne sont toxiques qu’au-dessus de 10000ug/kg d’abeilles.

Tableau 4 : DL50 en imidaclopride a 48h (ug/kg d’abeilles, moyenne + erreur standard)
(Suchail et al., 2003).

Imidaclopride

5-OH

Oléfine

4,5-OH

Guanidine

6-ACN

Urée

570+280

2580+70

280+190

>10000

>10000

>10000

>10000
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IV-3- Les effets de I’'imidaclopride chez les abeilles

L’imidaclopride est tres toxique pour les abeilles. La DLsy (orale) est observée différe
d’une étude a une autre. En effet, elle est de 49 et 102 ng/abeille pour Nauen et al. (2001), 3,7
et 40,9 ng/abeille pour Schmuck et al. (2001), 5 ng/abeille pour Suchail et al. (2001) ou 40 a
60 ng/abeille pour Suchail et al. (2001). La DLso (par contact) est de 24 ng/abeille a 24 et 48h
(Suchail et al., 2001).

La toxicité peut étre également évaluée chez I’abeille au niveau sublétal, c'est-a-dire
s’agissant des doses qui induisent des effets délétéres sans provoquer la mort directe. Ces
effets sublétaux qui peuvent entrainer des modifications au niveau comportemental
physiologique ou biochimique ne sont pas a négliger car ils peuvent avoir des conséquences
graves a I’échelle des colonies d’abeilles. Des troubles de I’orientation spatiale des ouvrieres
ont été aussi constatés avec pour conséquence I’impossibilité de transmettre la localisation
d’une source de nourriture a leurs congénéres (Vandame et al., 1995). Ainsi que la diminution

du butinage (figure 14).

L’imidaclopride administré a une dose de 24 pg/kg d’abeilles induit une baisse de
butinage et affecte négativement I’apprentissage olfactif du réflexe de I’extension du
proboscis (R.E.P.). L’étude de la capacité d’apprentissage olfactive chez les abeilles ainsi que
la mémoire, qui sont trés importants pour leur comportement lors du butinage, repose sur
I’utilisation de la procédure de I’extension du proboscis, (Bittermane et al., 1983 ; Brands et
al., 1988 ; Getz et Smith, 1991 ; Menzel et al., 1993 ; Sandoz et al., 1995).

[] Solution de saccharase avant traitement
=0 [l Solution de saccharose avec imidacloprice
[0 Solution de saccharose aprés traitement

rity Thowr wimiEn
B

"I _‘I D aalRanens

Dl ol O OEE T Ol e R O O ORST T BT O e §l

Figure 14 : Effets de I'imidaclopride sur I’activité de butinage.
Decourtey (2003).
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Il a été noté aussi des altérations morphologiques et physiologiques, comme la
malformation des ailes ou la diminution de la croissance qui sont toutes aussi importantes
(Atkins et Kellum, 1986). Enfin, des désordres biochimiques comme, le déclenchement d’une
hypoglycémie peuvent aussi avoir des conséquences néfastes pour la colonie d’abeilles
(Bendahou et al., 1999).

Les pesticides en général ont des effets sur le comportement des abeilles, qui peuvent
affecter le développement de la colonie (Waller et al., 1984 ; Bendahou et al., 1999 ;
Decourtye et al., 2004a). En effet, I’administration de I’imidaclopride a une dose 24 pg/kg
d’abeilles n’entraine pas de mortalité, en revanche il réduit la surface du couvain operculé qui

est irrégulier ainsi que les quantités de pollen et de miel mis en réserve. (Tableau 5).

Tableau 5 : Effets de I'imidaclopride sur le développement de la colonie.
(Decourtey et al., 2003).

Parameters Imidacloprid
Before treatment Treatment Afer treatment
(21/06/00) (28/06/00) (07/07/00)

Comb area containing capped

Brood

(cm?) 850.5 966.8 534.0

Eggs +¢ + +

Larvae + + +

Uncapped honey + + 0

Capped honey + + +

Pollen + + 0

Remarks Irregular brood

®Date de la visite de contrdle de la colonie
®Surface de couvain calculée par la méthode de (Fresnaye and Lensky, 1961)

‘Symbole qui indique la présence du paramétre considéré.

43



L'imidaclopride

D’autres effets de I’imidaclopride ont été observés, lors de I’exposition orale
chronique des abeilles a 4ug/kg d’abeilles pendant 11jours, notamment la réduction du
recrutement pour le butinage ainsi qu’une diminution de la reconnaissance des congénéres
(Pharm-Delégue et al., 1999). La communication sociale (danses) est perturbée avec une
exposition a 12 pug/kg d’abeilles (Gromisz et al., 1996) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Synthese des effets de I’'imidaclopride rapportés par plusieurs auteurs.

DL50
orale
(ng/ab)

3,7-41

57

30

Exposition Résidus
orale _ Effets Application sur (g/kg)
chronique plante Pollen/nectar
(Hg/kg)

Pas d’effet sur le
développement des
colonies en tunnel

2-20 (39j)

0,1 (10))
. 50% de mortalité des
1(7) ouvrieres
10 (7))
réduction réaction
d'extension conditionnée
_ du proboscis
4(11j)  (ECP)
6 7 - 7 - -
R_eductlon durée visite Tournesol 0,7
strop mg/graine
8 (11j) |mortalité significative
50 recrutement réduit et
diminution de la
reconnaissance des
congéneres
arrét butinage (effet :
15 55%)
(oléfine)
3 arrét butinage (effet: 10%) 3 (pollen)
2,8 (11j) |mortalité
22-45 (11j)pas de mortalité
24 pas d’effet sur réaction 2 (nectar)
ECP (abeille hiver)
6 pas d’effet sur réaction
ECP (abeille printemps)
3 reduction 30% prise sirop <15
. o e
6 reduction 20% prise sirop Tournesol non (pollen)
) ) traité, apres culture
12 reduction reaction ECP  tr4itée <01
trouble dans
communication sociale
20 (nectar)

(danses)
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Introduction a la partie expérimentale

Introduction a la partie expérimentale

Ce travail est réalisé dans le cadre du projet de recherche en écotoxicologie intitulé les
effets de I'imidaclopride sur les abeilles. Ce projet est dirigé par Monsieur Mohammedi

Arezki, Maitre de conférences a I’université M’hamed Bouguera de Boumerdes.

Dans cette partie expérimentale, nous avons réalisé trois essais différents relatifs a
I’impact de I’imidaclopride sur trois critéres physiologiques de I’abeille domestique Apis

mellifera intermissa.

Le premier essai a concerné I’effet de I’imidaclopride sur la production de cire par les
ouvriéres des abeilles Apis mellifera intermissa. Le second a traité le développement des
glandes hypopharyngiennes en présence de cet insecticide. Dans la derniére expérience, nous
avons testé cette molécule sur le poids des reines et le diametre de leurs spermatheques.

Comme les trois essais sont distincts, nous avons présenté pour chacun

respectivement, le matériel et méthodes utilisés, les résultats obtenus puis la discussion.
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Essai |- Effets de I’imidaclopride sur la production de cire

L’objectif de cette premiere partie est de tester I’effet des doses sublétales de
I’imidaclopride sur la production de cire par les abeilles Apis mellifera intermissa en
conditions contrélées (au laboratoire).

I-1- Matériel et méthodes

I-1-1- Insecticide :

L’insecticide testé est le « Confidor® Supra » renfermant 70% de matiére active qui est
I’imidaclopride, il est produit par la firme allemande Bayer (Figure 15). Il est tres utilisé pour

les cultures maraicheéres et les plantes ornementales.

Nous avons au préalable déterminé la DLs orale dose Iétale tuant 50% des effectifs en
48 heures qui n’est pas connue pour la race d’abeilles Apis mellifera intermissa. Pour ce faire,
nous avons déterminé la concentration par calcul a partir de données bibliographiques.

La concentration du sirop en « Confidor® Supra 700 » est de 4.95 mg/I de sirop, ce
qui correspond a 3,43 mg d’imidaclopride dans un litre de sirop. La DLso a 48h pour Apis
mellifera intermissa est donc de 3,43ng/abeille.

Les concentrations en cet insecticide testées sont au nombre de trois. La plus élevée
étant celle qui correspond a la DLs, déterminée 48h aprées I’ingestion divisée par 20. D’aprés
les résultats d’une étude antérieure (Decourtey et al., 2003) cette dose est dans I’intervalle des

doses sublétales.
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Figure 15 : Produit teste.
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Figure 16 : Cadre de couvain fermé avec des abeilles naissantes.
(Originale (2009)).
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Les différentes doses en imidaclopride que nous avons testées sur les abeilles Apis

mellifera intermissa sont :
- 0,049 mg confidor/litre sirop correspond a 0,0343 mg d’imidaclopride/l (D1).
- 0,12 mg confidor/litre sirop correspond a 0,084 mg d’imidaclopride/l (D2).

-0,25 mg confidor/litre sirop correspond a 0,175 mg d’imidaclopride/l (D3).

I-1-2 Matériel biologique :

Les expeériences sont réalisées avec des abeilles ouvriéres de la race Apis mellifera
intermissa du rucher de la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques de
IPuniversité¢ de Tizi Ouzou (UMMTO). L’abeille appartient a I’embranchement des
arthropodes, a la classe des insectes, a I’ordre des hyménopteres, a la famille des apidae, au

genre apis et I’espece apis mellifera.

Avant le début des expériences, les ruches sont traitées contre le varroa avec du
Bayvarol en respectant la durée, la dose ainsi que la période du traitement. Un cadre de
couvain fermé (Figure 16) est choisi au hasard, puis maintenu a I’étuve a 32°c.

Les abeilles naissantes sont mises en cagette a raison de 100 abeilles/cagette. Les
cagettes utilisées sont de type Pain auxquelles nous avons collé a leurs plafond avec de la
paraffine un rectangle de cire de dimension 7 cm x 4 cm qui pese 2 g (Figure 17).

Les deux premiers jours, les abeilles sont nourries avec une solution sucrée de saccharose
50% (volume/volume). Elles sont par la suite nourries avec du sirop contaminé ou non
(témoins) avec I’insecticide pendant 13 jours consecutifs. Les nourrisseurs (tubes Falcon)
sont renouvelés quotidiennement. Les cagettes sont maintenues a I’étuve (32°C * 2°C, 60%
d’humidité relative et a I’obscurité), jusqu’au 15°™ jour d’age ot le pic de la production

ciriéere a lieu.
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I-2- Protocole expérimental :

L’insecticide est mélangé a un litre de sirop contenu dans un erlen meyer afin de bien

homogénéiser la solution, nous avons utilisé un agitateur. Les solutions sont stockées a 4°C.

Chague jour la solution de saccharose des cagettes est renouvelée. La mortalité ainsi
que la consommation du sirop sont relevées. Les abeilles mortes sont prélevées. Le nombre de
cagettes témoins est de 12, et pour chaque dose nous avons 4 cagettes répétées 3 fois soit 12
cagettes expérimentales /dose utilisée.

Au 15°™ jour d’age les cagettes sont mises au congélateur pendant 10 minutes afin de
tuer rapidement les abeilles. Les rectangles de cire sont alors récupérés, trempés dans de I’eau
afin d’éliminer d’éventuelles réserves de sirop et de pollen, séchés a I’air libre puis repesés
(Figure 18 A et B).

De chaque cagette, ont été prélevées au hasard dix abeilles. Chaque abeille est
maintenue entre deux épingles dans une boite de Petri contenant de la cire, la face abdominale
en haut. A I’aide d’une pince nous avons prélevé et compté le nombre d’écailles de cire sous

une loupe binoculaire (Figure 19 A et B).

I-3- Analyse statistique :

Pour chaque dose, les mortalités cumulées, les quantités de sirop absorbées, les
quantités d’imidaclopride ingérées, ainsi que le poids de cire sont analysés par le logiciel
SPSS Statistics version 17.0. Nous avons effectué des tests de la variance (ANOVA). Les
différences sont considérées significatives pour p<0,05 et hautement significatives pour
p<0,01. Il a été aussi utile de Vérifier par le test de corrélation, les relations entre les quantités
d’imidaclopride ingérées et la production de cire.

Les valeurs de la mortalité sont des valeurs quantitatives, afin d’effectuer le test du

Khi-deux, nous les avons transformées en variables qualitatives a I’aide du tableau croisé.
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Figure 17 : Cagette Pain. (Originale(2009)).

'A;~ - - o . '.5,;{%’ e B
Figure 18 : Cagettes a la fin des expériences . (Originales (2009)).
A : Cire bien étiree. B : Cire non étiree.
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Figure 19 : A Lamelles de cire sous les sternites dune abeille ciriére.
B Prélevement d’une lamelle de cire. (Originales (2009)).
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1-4- Résultats

Les résultats obtenus pour chacun des facteurs étudiés a savoir la mortalité chronique,
la consommation du sirop, les quantités d’imidaclopride ingéré, les quantités de cire produite
et le nombre de lamelles ciriéres sont soumis a une analyse statistique effectuée avec le
logiciel SPSS Statistics V 17.0.

I-4-1 Mortalité chronique :

L’ingestion quotidienne durant 13 jours d’imidaclopride n’a pas engendré des

mortalités plus importantes que celle des témoins.

Les mortalités enregistrées pour le lot témoin varient de 1 & 27 abeilles avec une
moyenne de 11,61. Pour la dose 0,0343 mg d’imidaclopride/litre de sirop, elles se situent
entre 1,92 et 31,73 abeilles (M=12,82). Il convient de remarquer que pour la deuxiéme dose
(0,084 mg d’imidaclopride/litre), les mortalités sont comprises entre 2 et 16 abeilles avec une
moyenne de 10. Alors qu’elles sont, pour la dose de 0,175 mg d’imidaclopride/litre, de 1 a 37
abeilles (M=12,5). (Tableau 7 et Figure 20).

Tableau 7: Mortalité en fonction de la dose.

Témoin 0,0343 mg 0,084 mg 0,175 mg
imidaclopride/litre imidaclopride/litre imidaclopride/litre
sirop (D1) sirop (D2) sirop (D3)
Cagette | Mortalié | Cagette | Mortalié | Cagette | Mortalié | Cagette | Mortalié
(%0) (%0) (%0) (%)
A 9,62 1 8,65 1 2,00 1” 9,00
B 24,04 2 1,92 2’ 11,00 2 14,00
C 8,65 3 5,77 3 9,00 3” 8,00
D 27,00 4 18,27 4’ 7,00 4” 23,00
E 4,00 5) 23,08 S’ 6,00 5" 32,00
F 4,00 6 31,73 6’ 9,00 6”’ 37,00
G 1,00 7 12,50 7’ 16,00 7" 3,00
H 7,00 8 7,69 8’ 4,00 8”’ 6,00
I 7,00 9 30,77 9 16,00 9” 1,00
J 10,00 10 1,92 10° 16,00 10~ 3,00
K 13,00 11 5,77 11’ 16,00 117 2,00
L 24,00 12 577 12’ 8,00 12> 12,00
Moyenne 11,61 | Moyenne 12,82 | Moyenne 10 | Moyenne 12,5
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En effet, le test de Khi-deux n’a pas montré un taux de mortalité différent
significativement entre les lots d’abeilles traités et les lots témoins (x> = 17,26 ; ddl = 15 ;
p>0,05). De ce fait, les doses testées sont donc sublétales ce qui est recherchée dans le cadre

de notre travail.

14,00

12,00 —

10,00 —

8,00 —

6,00 —

Mortalit?s (%)

4,00 -

2,00 —

0,00

DT D1 D2 D3

Figure 20 : Taux de mortalité aprés I’administration par ingestion d’imidaclopride.

I-4-2 Consommation de sirop :

Durant la période du traitement qui est de 13 jours, les volumes de sirop consommés
par les témoins sont compris entre 14,13 et 22,5 ul/ abeille/jour avec une moyenne de 18,15
pl/abeille/jour + 3,01. Pour les abeilles traitées avec 0,0343 mg d’imidaclopride, elles ont
absorbé en moyenne 20,09 pl/abeille/jour + 5,13. Le lot d’abeilles exposé a 0,084 mg
d’imidaclopride, la moyenne de consommation est de 18,20 pl/abeille/jour £ 2,41. Enfin
I’exposition orale chronique des abeilles a la dose de 0,175 mg d’imidaclopride, leur
consommation moyenne en sirop n’est que de 14,65 pl/abeille/jour avec un écart type de 2,80
(Tableau 8 et Figure 21).
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Tableau 8: Quantité de sirop ingéré/abeille/jour en fonction de la dose.

Témoin 0,0343 mg 0,084 mg 0,175 mg
imidaclopride/litre imidaclopride/litre imidaclopride/litre
sirop (D1) sirop (D2) sirop (D3)
Cagette Quantité Cagette Quantité Cagette Quantité Cagette Quantité
(1) (1) (1) (1)
A 18,1333 1 13,3692 1’ 19,9692 1” 13,7615
B 15,7333 2 12,1538 2’ 17,1538 27 16,4615
C 16,5867 3 18,8154 3’ 23,0308 3”7 14,4538
D 19,8667 4 20,5692 4 18,2308 4” 16,0000
E 14,1333 5 27,3077 5 19,6923 57 13,8308
F 20,7333 6 30,3077 6’ 14,6923 6"’ 11,9231
G 14,2000 7 18,9231 7 17,5385 7’ 12,8077
H 22,5000 8 23,3077 g’ 15,2154 8"’ 14,5846
I 14,6667 9 21,0231 9’ 16,2308 9” 9,5769
J 21,2000 10 17,6462 10’ 19,6538 10 14,9615
K 18,9300 11 19,9231 11° 20,3077 11~ 16,6154
L 21,2000 12 17,7692 12’ 16,7692 12 20,9231
Moyenne | 18,1569 | Moyenne | 20,093 | Moyenne | 18,2071 | Moyenne | 14,6583
Ecart-type 3,0137 | Ecart-type 5,1387 | Ecart-type 2,4105 | Ecart-type 2,8039
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Figure 21 : Moyenne des quantités de sirop ingéré en fonction des doses
en imidaclopride (DT est le témoin).
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Les différences de consommation de sirop entre les différents groupes sont hautement
significatives (ANOVA : F=5,018 ; ddI=3 ; p<0,01) (Tableau 9).

Tableau 9 : ANOVA Quantité de sirop ingeréé

Somme des Moyenne des
carrés ddl carrés F Signification
Inter-groupes 185,029 3 61,676 5,018 0,004
Intra-groupes 540,789 44 12,291
Total 725,817 47

I-4-3 Quantités de I’imidaclopride ingéré :

Les quantités de I’insecticide ingérées les plus élevées ont été enregistrées chez les
abeilles ayant éteé traitées par 0.175 mg d’imidaclopride/litre de sirop avec une quantité
moyenne de 2,56 ng + 0,49 d’imidaclopride/abeille/jour. La plus faible dose est celle ingérée
par le groupe d’abeilles qui ont été nourries avec le sirop renfermant 0.0343 mg
d’imidaclopride/litre de sirop, elle est de 0,69 + 0,17 ng d’imidaclopride/abeille/jour. Pour les
abeilles dont I’exposition orale a un sirop renfermant 0,084 mg d’imidaclopride/litre la
quantité moyenne du produit ingéré est de 1,53 + 0,20 ng d’imidaclopride/abeille/jour

(Tableau 10 et Figure 22).

Les différences entre les quantités d’imidaclopride absorbé par les différents lots
d’abeilles sont tres hautement significatives (ANOVA : F=187,86 ; ddI=3 ; p<0,001).
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Tableau 10 : Quantité d’imidaclopride/abeille/jour en fonction de la dose.

Témoin 0,0343 mg 0,084 mg 0,175 mg
imidaclopride/litre imidaclopride/litre imidaclopride/litre
sirop (D1) sirop (D2) sirop (D3)
Cagette Quantité | Cagette Quantité | Cagette Quantité Cagette | Quantité
(ng) (ng) (ng) (ng)

A / 1 0,4586 1 1,6774 1” 2,4083

B / 2 0,4169 2’ 1,4409 2 2,8808

C / 3 0,6454 3 1,9346 3” 2,5294

D / 4 0,7055 4’ 1,5314 4” 2,8000

E / 5) 0,9367 9 1,6542 5" 2,4204

F / 6 1,0396 6’ 1,2342 6" 2,0865

G / 7 0,6491 7’ 1,4732 7" 2,2413

H / 8 0,7995 8’ 1,2781 8" 2,5523

I / 9 0,7211 9 1,3634 9” 1,6760

J / 10 0,6053 10’ 1,6509 10~ 2,6183

K / 11 0,6834 11’ 1,7058 117 2,9077

L / 12 0,6095 12’ 1,4086 12> 3,6615
Moyenne / Moyenne | 0,6892 | Moyenne 1,5294 | Moyenne | 2 5652
Ecart-type / Ecart-type | 0,1762 | Ecart-type | 0,2024 | Ecart-type | 0,4906
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Figure 22 : Moyenne des quantités d’imidaclopride ingéré en fonction des doses
en imidaclopride (DT est le témoin).

57



Effets de I'imidaclopride sur la production de cire

I-4-4 Quantités de cire produite:

La comparaison entre la quantité de cire produite par le groupe d’abeilles témoins et
les groupes d’abeilles traitées ont révélé des différences trés hautement significatives
(ANOVA f=4,745 ; ddI=3 et p<0,01). Du tableau 11 et de la figure 23, il apparait que les
abeilles témoins ont produit entre 0,08 et 1,13 g de cire avec une moyenne de 0,44 + 0,34 g,
alors que les traitées ont produit entre 0,1 et 0,8 g de cire avec une moyenne de 0,36 + 0,18 g
pour la dose 0.0343 mg d’imidaclopride/l. Les quantités de cire produites par le lot d’abeilles
traitées par la dose 0.084 mg d’imidaclopride/l varient de 0 et 1,01 g avec une moyenne de
0,30 = 0,33 g. Enfin, entre 0 et 0,13 g avec une moyenne de 0,07 £ 0,04 g pour les abeilles

ayant consommé le sirop & 0.175 mg d’imidaclopride/I.

Tableau 11 : Moyen du poids de la cire produite en fonction de la dose.

Témoin 0,0343 mg 0,084 mg 0,175 mg
imidaclopride/litre imidaclopride/litre imidaclopride/litre
sirop (D1) sirop (D2) sirop (D3)
Cagette Poids Cagette Poids Cagette Poids Cagette Poids
(9) (9) (g (9)
Moyenne | 0,4483 | Moyenne | (0,3608 | Moyenne | (0,3017 | Moyenne | 0,0700
Ecart-type | 0,3435 | Ecart-type 0,1839 | Ecart-type 0,3329 | Ecart-type | 0,0449
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Figure 23 : Moyenne de cire produite en fonction des doses
en imidaclopride (DT est le témoin).

1-4-5 Nombre de lamelles cirieres :

Le produit testé agit de maniere trés hautement significative sur la production de
lamelles cirieres. La moyenne la plus faible est produite par les abeilles ayant ingéré le sirop
renfermant 0.084 mg d’imidaclopride/litre (M=1,77) alors qu’elle est de 2,93 lamelles/abeille
pour les abeilles traitées avec le sirop & 0.175 mg d’imidaclopride/litre. Pour la dose 0,0343
mg d’imidaclopride/l, cette moyenne est de 3,74 lamelles/abeille qui est proche de celle du lot
témoin (M=3,41) (Tableau 12 et figure 24).
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Tableau 12: Nombre de lamelles ciriéres/abeille en fonction de la dose.

Témoin 0,0343 mg 0,084 mg 0,175 mg
imidaclopride/litre imidaclopride/litre imidaclopride/litre
sirop (D1) sirop (D2) sirop (D3)
Cagette | Nombre | Cagette Nombre Cagette Nombre Cagette | Nombre
A 6,6 1 4,7 1’ 3,2 1’ 2,8
B 11 2 0,7 2’ 1,8 2 14
C 57 3 4.9 3’ 2.1 3" 37
D 2 4 3,6 4’ 15 4” 3,2
E 25 5 5,2 5’ 1,8 5 1,3
F 5,8 6 2,2 6’ 1,8 6’ 0,9
G 14 7 3,7 7’ 1,7 7 4,5
H 3.7 8 4.7 8’ 1,9 8" 5.1
| 2,2 9 3,2 9’ 0,9 9” 4,9
J 0,8 10 3,6 10’ 11 107’ 4,1
K 4,5 11 3,5 11° 0,9 117 15
L 4,6 12 4,9 12’ 25 127’ 1,7
Moyenne | 3,41 | Moyenne 3,74 Moyenne 1,77 Moyenne 2,93
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0,00

moyenne des nbres de lamelles de

DT D1 D2 D3

Figure 24 : Moyenne de lamelles cirieres produites en fonction des doses
D’imidaclopride (DT est le témoin).
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I-5- Corrélation entre quantités d’imidaclopride ingéré et le poids de cire

produite

La corrélation de Pearson fait ressortir que les poids de cire produite sont liés
significativement mais d’une maniére négative aux quantités d’imidaclopride ingéré c'est-a-
dire que lorsque les abeilles ont consommé beaucoup de produit, elles produisent moins de
cire. 1l apparait donc que I’imidaclopride serait la cause de la faible production de cire par les
abeilles.

I1-6- Discussion

Il est trés important de caractériser les effets sublétaux des insecticides sur le
comportement des abeilles domestiques. Les insecticides peuvent contaminer aussi bien les
butineuses que les abeilles d’intérieures par le biais du nectar et du pollen polués. Il a été
démontré que les abeilles peuvent étre exposées de maniére chronique a des molécules

toxiques en consommant des réserves (Fries et Wibran, 1987 ; Villa et al., 2000).

Lors de notre étude sur I’effet sublétal de I’'imidaclopride sur la production et I’étirage
de la cire, nous avons été confrontés au probléme du choix des concentrations sublétales qui
s’ est avéré étre un probleme crucial pour estimer les effets des pesticides sur le
comportement des abeilles.

Dans notre recherche la DLsy 48h de I’imidaclopride pour la race Apis mellifera
intermissa est inconnue, pour cela, il a fallu la déterminer. Elle a été évaluée a 3,43 ng/abeille.
Notre résultat est proche de celui mis en évidence par Drescher (1990), qui est de 3,7
ng/abeille. La plus forte dose testée au cours de nos expériences correspond a la DLsg /20. Vu
les faibles taux de mortalité enregistrés lors des expériences pour les doses utilisées, il
apparait que notre choix est correct. En effet, il n’y a aucune différence significative entre les
lots traités et le lot témoin. Elle est en moyenne de 11% pour le témoin et de 12,82% pour le
lot traité par la dose 0,084 mg d’imidaclopride/litre.

Ces pourcentages semblent étre acceptables si nous les comparons avec ceux obtenus
par Decourtey et al. (2003), qui sont de 13% pour 12ng/abeille ; 11% pour 0,12ng/abeille et
12% pour le témoain.
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Les quantités de sirop absorbées sont différentes entre le lot témoin et les lots traités
ainsi qu’entre les traités entre eux. Cependant, les abeilles traitées par la plus faible dose ont

consommeé autant que les témoins.

Lorsque la dose en imidaclopride est de 0,175 mg d’imidaclopride/litre, les abeilles
consomment moins de sirop ceci pourrait étre expliqué par un effet antinutritionnel qui a été
observé par Nauen, (1998 a,b), chez certains types d’aphidés et par Ramirez-Romero et al.
(2005) pour les abeilles exposés a de I'imidaclopride. En outre, Babendrier et al. (2005), ont
remarqué aussi une baisse de consommation de la solution de saccharose par les abeilles en

présence de I’inhibiteur de protéase (SBTI).

Ainsi donc I’imidaclopride aurait a de faibles doses un effet appétitif et a I’inverse a de
fortes doses il exercerait un effet répulsif sans pour autant faire cesser la consommation, notre
conclusion confirme celle de Guez (2003). Nous pourrions déduire de ceci qu’a de faibles
doses les abeilles pourraient ramener d’importantes quantités de nectar ou de pollen
contaminés dans la ruche. Lorsqu’on compare les quantités de I’imidaclopride ingérées, il
ressort que les abeilles qui ont consommé moins de sirop sont celles qui ont ingéré plus de
produit. Nos observations corroborent avec celles de Kirchneir (1999), qui a rapporté qu’une
réduction dans I’activité du butinage sur des sources contaminées avec de I’imidaclopride

serait due a la perturbation de la danse tremblante donc absence de recrutement.

Lorsque nous avons analysé les quantités de cire produites, il s’est avéré que les lots
d’abeilles qui ont ingéré beaucoup d’imidaclopride sont ceux qui ont produit moins de cire.
En outre, le comptage de lamelles ciriéres extraites sous I’abdomen des abeilles nous révéle
que méme les abeilles qui n’ont pas construit ont un nombre de lamelles cirieres important.
De ceci, il est évident de conclure que I’imidaclopride a agit sur le comportement de
construction et non sur la physiologie de la production de cire. Ce résultat a été observé dans
des études antérieures (Whiffler et al., 1991 ; Ledoux et al. ,2000) sur les effets des hormones

royales sur la production et la construction de cire.

De notre éetude il en découle que la construction de rayons de cire est limitée par
I’ingestion d’imidaclopride ce qui limiterait non seulement les réserves de pollen et de miel
(rentabilité) mais aussi la ponte de la reine (pas de renouvellement d’ouvrieres) qui induirait

inévitablement a I’affaiblissement de la colonie et par la suite a sa mort.
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Il ne faut pas perdre de vue que I'imidaclopride n’agit pas seul lorsqu’il est ingéré,
beaucoup de ses métabolites tels que I’oléfine, le 5-hydroxy-imidaclopride et le 4-5-hydroxy-
imidaclopride peuvent étre plus toxiques pour les abeilles que la molécule mére (Decourtey et
al., 2003).

Par ailleurs, il faut noter que les effets des insecticides peuvent s’aggraver en présence
des fongicides (Colin et Belzunces, 1992) ou par différents facteurs comme la consommation
du pollen (Wahl et Ulm, 1983), la saison (Decourtey et Pham-Delegue, 2002) ou I’origine
génétique (Suchail et al., 2000).
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Essai I1- Effets de I’imidaclopride sur le développement

des glandes hypopharyngiennes

Ce travail a pour objectif de tester I’effet de I’imidaclopride sur la quantité de
protéines contenue dans les glandes hypopharyngiennes des nourrices. Il nous semblé plus
pertinent d’utiliser un critére objectif, comme la mesure de la quantité de protéines, plutdt que
I’évaluation visuelle des acini, car la taille de ces derniers n’est pas toujours corrélée avec

I’activité des glandes hypopharyngiennes (Brouwers et al., 1987).

11-1- Matériel et méthodes

Le matériel et les méthodes utilisés pour I’analyse des protéines contenues dans les

glandes hypopharyngiennes des abeilles sont décrits ci-dessous.

11-1-1 Matériel biologique :

Les abeilles utilisées dans cette partie sont les abeilles congelées lors de la premiére
expérience sur la production de cire. Donc, il s’agit d’abeilles de race Apis mellifera
intermissa agées de 15 jours ayant consommé du sirop contenant soit 0,034 ; 0,084 ou 0,175
mg d’imidaclopride/litre et du sirop sans traitement pour le témoin. Dans chaque cagette, 5
abeilles sont prélevées au hasard, soit 60 abeilles par dose, ainsi donc nous avons quantifié les
protéines de 240 abeilles. Chaque abeille est décapitée. Les glandes hypopharyngiennes sont
extraites sous loupe binoculaire a travers une incision faite sur la partie antérieure de la téte de
I’abeille (Figure 25). Ces glandes sont notées de 0 a 4 selon leurs développement. (Figure
26) puis conservées au congélateur dans des tubes épindorff dans 1 ml d’eau distillée.
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I11-1-2 Analyse de la quantité de protéines

La quantité de protéines totale des glandes hypopharyngiennes est mesurée selon la
méthode mise au point par Bradford (1976). Il s’agit d’un dosage colorimétrique dont le
principe repose sur le changement de coloration du bleu de Coomassie (laboratoire Bio-Rad)
en présence de protéines.

Une courbe étalon est réalisée a partir des densités optiques (DO) de solutions
protéiques de concentrations différentes connues, issues d’une solution mére d’albumine
bovine a 1%. Les densités optiques sont lues a la longueur d’onde de 595 nm. Pour la
préparation de la solution mere de BSA (sérum albumine bovine) a 1% a partir de laquelle
nous avons des dilutions de concentrations croissantes. Nous ajoutons la méme quantité du
réactif de Bradford préparé préalablement, puis mis a I’abri de la lumiére. Les tubes sont
incubés a une température ambiante pendant 10 minutes a I’obscurité. La lecture des DO nous
a permis d’établir la courbe étalon.

Chague tube épindorff contenant les glandes d’une abeille est soumis a un appareil a
I’Ultrason afin de fragmenter les glandes hypopharyngiennes et libérer les protéines. Dans un
tube a essaie stérilisé, nous ajouterons 5 ml du réactif de Bradford & 100 pul de la solution
contenant les glandes hypopharyngiennes, puis agiter pendant quelques minutes a I’aide d’un
Vortex. Les tubes sont par la suite incubés a la température ambiante a I’obscurité pendant 10
minutes. La lecture des DO se fait a I’aide d’un spectrophotométre a la longueur d’onde de
595 nm. L’opération est répétée pour les 240 glandes hypopharyngiennes. Pour calculer les
quantités de protéines contenues dans les glandes hypopharyngiennes nous appliquons
I’équation de régression linéaire déduite de la courbe étalon établie pour le BSA.

I1-2- Analyse statistique

L’effet de I’imidaclopride sur les quantités de protéines contenues dans les glandes
hypopharyngiennes des abeilles a été analysé par une analyse de la variance. L’analyse
statistique est realisée avec le logiciel SPSS Statistics v17.0.
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Figure 26 : Notation des glandes
Hypopharyngiennes :
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11-3- Résultats

Les résultats obtenus pour les quantités de protéines contenues dans les glandes
hypopharyngiennes des abeilles témoins et des abeilles traitées avec de I’imidaclopride sont
représentés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Quantité de protéines/abeille en fonction de la dose.

Témoin 0,0343 mg 0,084 mg 0,175 mg
imidaclopride/litre imidaclopride/litre imidaclopride/litre
sirop (D1) sirop (D2) sirop (D3)
Cagette Quantité Cagette Quantité Cagette Quantité Cagette Quantité
(H9) (H9) (H9) (H9)
A 8,45 1 20,74 1 2,03 1” 24,24
B 5,78 2 7,32 2’ 2,23 2" 29,49
C 23,53 3 6,7 3 2,35 3” 31,2
D 36,82 4 30,99 4’ 3,53 4 23,09
E 21,87 5 30,2 S 12,71 5" 1,87
F 44,16 6 21,17 6’ 6,79 6”’ 12,02
G 36,35 7 12,49 7 31,12 7" 36
H 34,8 8 24,01 8’ 18,64 8”’ 28,34
I 8,09 9 27,77 9 3,82 9” 16,07
J 8,27 10 20,78 10’ 6,33 10~ 30,87
K 20,04 11 24,99 11’ 2,95 117 9,06
L 12,133 12 11,69 12’ 4,83 12> 22,15
Moyenne | 21,6911 | Moyenne | 19 9042 | Moyenne 8,1108 | Moyenne | 22 0333
Ecart-type | 13,5229 | Ecart-type 8,4837 | Ecart-type 8,7796 | Ecarttype | 10,3099

Dans le groupe d’abeilles traitées avec 0,034 et 0,175 mg d’imidaclopride/litre de
sirop, les quantités de protéines contenues dans les glandes hypopharyngiennes sont
respectivement de 19,90 + 8,48 g et 22,03 + 10,30 pg. Ces quantités sont proches de celles
du lot témoin qui sont de 21,69 + 13,52 pg. Par contre les abeilles traitées avec 0,084 mg
d’imidaclopride/litre de sirop, ont des glandes hypopharyngiennes beaucoup moins
développées que celles du lot témoin (8,11 + 8,77 ug).
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11-4- Discussion :

Le développement des glandes hypopharyngiennes des abeilles ouvriéres est tres
flexible, des abeilles de méme age mais exercant des activités différentes au sein de la colonie

peuvent avoir des glandes hypopharyngiennes de taille différentes (Huang et al., 1994).

Lorsqu’il est nécessaire, les glandes hypopharyngiennes peuvent synthétiser de la
gelée royale aussi longtemps qu’il le faudra. Haydak, 1963 a obligé les ouvrieres a élever du
couvain pendant 98 jours et Kratk, (1931), pendant 78 jours. Dans des colonies sans couvain
les abeilles présentent des glandes hypopharyngiennes bien développées comme celles des
abeilles d’hiver (Maurizio, 1950-1954 ; Dreischer, 1956 ; Fluri et al., 1982) mais leurs
activités de synthése est trés réduite (Brouwers, 1983).

Dans notre étude, des différences dans le développement des glandes
hypopharyngiennes apparaissent entre les différents groupes d’abeilles. Apres 13 jours
d’exposition a I’imidaclopride, les abeilles nourries avec 0,084 mg d’imidaclopride/litre de
sirop ont les glandes hypopharyngiennes les moins développées, par contre pour la dose 0,175
qui est plus élevée les glandes hypopharyngiennes sont aussi développées que celles du

témoin.

Nos résultats different de ceux obtenus par d’autres études car en général, il existe une
relation dose - effet, c’et a dire que les effets provoqués par les insecticides ou les plantes
transgéniques augmentent avec la dose. Dans I’étude de Sagili et al. (2005), les abeilles
traitées avec 1% SBTI (Soy Bean Trypsin Inhibitor) contenu dans le pollen, présentent une
activité protéique. La quantité de protéines dans les glandes hypopharyngiennes ainsi que la
survie des abeilles sont significativement plus basses que celles du témoin ou celles traitées
avec 0,1% ou 0,5% SBTI. De méme I’étude de Babendreier et al. (2005), rapporte que les
abeilles consommant 1% SBTI poids/poids dans une solution sucrée n’élévent pas de couvain.
En outre, les doses de 0,1% ou 1% de SBTI (dans le sirop) provoquent une diminution dans la
taille des acini des glandes hypopharyngiennes, ainsi que leurs poids comparés a celles du lot

témoin.

Dans notre étude, il apparait que les doses de 0,034 et 0,175 mg d’imidaclopride/litre

de sirop ont un effet moindre sur le développement des glandes hypopharyngiennes. Par
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contre la dose 0,084 mg d’imidaclopride/litre a un effet significatif sur les quantités de
protéines contenues dans les glandes hypopharyngiennes, dans ce cas la il n’existe pas de

relation dose - effet.

Nos observations confirment celles de Suchail et al. (2003), qui ont signalé que
I’imidaclopride présente une toxicité trés particuliere. Les premieres mortalités n’apparaissent
que 4 heures aprés I’intoxication alors qu’en général la mort induite par des insecticides
neurotoxiques comme les organophosphates, les carbomates et les pyréthrinoides est obtenue
entre 0,5 et 5 heures. Lorsque les abeilles sont nourries avec 150 pg d’imidaclopride/kg
d’abeilles ou moins, la mortalité des abeilles augmente rapidement autour de 90% puis
diminue et se stabilise autour de 60% jusqu’a des doses d’environ 2000 ug
d’imidaclopride/kg d’abeilles. Pour des doses supérieures, la mortalité augmente de nouveau
pour atteindre 100%.

Dans ce présent travail, il n’y avait pas de couvain qui est un facteur qui stimule le
développement des glandes hypopharyngiennes par des phéromones (Mohammedi et al.,
1996). Mais ce critere n’affecte pas notre étude du moment que nous comparons le
développement des glandes hypopharyngiennes recevant des solutions de saccharose (sirop)
avec des concentrations différentes en imidaclopride, tous les autres facteurs sont constants et

identiques, entre les traités et le témoin.

D’autres études ont été réalisées sur le développement des glandes hypopharyngiennes
chez les abeilles encagées dans les mémes conditions que les notres (Sagili et al., 2005). Les
glandes hypopharyngiennes des abeilles se développent et synthétisent des protéines en
consommant du pollen (Mohammedi et al., 1996). Une consommation réduite de pollen t6t
dans la vie d’une ouvriére provoque une réduction dans le développement des glandes

hypopharyngiennes et une vie courte (Maurizio, 1950 ; Haydak, 1970).

La réduction dans le développement des glandes hypopharyngiennes pour les abeilles
traitées avec 0,084 mg d’imidaclopride/litre (sirop) ne serait pas due a un manque de pollen.
Dans les colonies sans couvain, il n’y a pas de relation entre la consommation du pollen et le
développement des glandes hypopharyngiennes. En effet, les jeunes abeilles réduisent leurs
consommation de pollen, tandis que les plus agées les augmentent. Ces faibles quantités de
pollen sont utilisées pour le développement des glandes hypopharyngiennes lorsqu’il y’ a
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juste quelques abeilles adultes qui recoivent la gelée royale par trophallaxie et pas de couvain
(Hrassnigg H. et al., 1998).

Les abeilles d’hiver qui ne consomment pas ou tres peu de pollen (Crailshein et al.,
1993) présentent des glandes hypopharyngiennes bien développées (Maurizio, 1954). Dans
ce cas, se sont les nutriments stockés qui élargissent ces glandes. Ceci confirme les résultats
de Knecht et Kaatz (1990), qui ont montré que les glandes hypopharyngiennes ne se limitent
pas seulement a la synthese des protéines et la sécrétion de la gelée royale mais aussi au
stockage des nutriments.

De ce fait, I’exposition des abeilles a I’'imidaclopride peut agir négativement sur les
glandes hypopharyngiennes, par conséquent le couvain qui en dépend complétement. Par ceci,

le développement de la colonie sera compromis.
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Essai I11- Effet de I’'imidaclopride sur le poids des reines et

le diametre de leurs spermatheques.

Dans cette troisiéme partie de notre étude, nous avons tenté de déterminer les effets de
I’imidaclopride sur le poids des reines des abeilles Apis mellifera intermissa ainsi que sur le

diametre de leurs spermatheques.

I11-1- Matériel et méthodes

Le matériel et les méthodes utilisés pour I’étude de I’impact de I'imidaclopride sur le
poids des reines et le diameétre de leurs spermathéques sont décrits ci-dessous.

111-1-1 Matériel biologique

Les reines utilisées proviennent d’un élevage de reines effectué au niveau du rucher de
la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques de I’université Mouloud
Mammeri de Tizi Ouzou, selon la méthode Laidlaw et Page (1999). Il s’agit de la constitution
d’une colonie sans couvain ouvert et sans reine, mais renfermant beaucoup d’abeilles
nourrices et laisser 24 heures orpheline. Cette colonie est désignée sous le terme de « starter »
car elle commencera I’élevage de reines. Une fois les larves greffées les cellules seront
placées dans une hausse d’une autre colonie contenant une reine mais dans un compartiment

séparé par une grille a reine, cette colonie est désignée sous le terme de finisseur.

Toutes les colonies utilisées dans cette étude sont traitées contre le varroa, nourries et

bien entretenues. Elles sont apparemment indemnes et sans maladies.

111-1-1-1 Elevage de reines

Les expériences ont eu lieu du mois de Mai au mois de Juillet. Avant de commencer

I’élevage de reines, nous avons préparé les solutions contenant de I’imidaclopride. Pour cela
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nous avons utilisé 1 | d’eau minérale et 0,49 mg de confidor, puis une solution avec 0,049 mg
de confidor par litre d’H,O. Les solutions sont protégées de la lumiére car le produit est photo
dégradable. Dans chaque cupule fixée sur une barrette d’un cadre d’élevage (Figure 26), nous
disposons 1 ul d’eau distillée contenant le produit pour les traités et sans insecticides pour les
témoins. Sur cette goutte d’eau, nous disposons une larve de moins de 48 heures (Figure 27).
Toutes les larves utilisées proviennent de la méme colonie et ont la méme meére afin de
réduire I’effet génétique. Ce cadre d’élevage est introduit dans le « starter ». Une semaine plus
tard, nous avons verifié le taux d’acceptation et le cadre est transféré, aprés avoir protégé les
cellules royales par des cagettes rondes (Figure 28), dans le finisseur.

Nous avons obtenu 28 reines traitées avec 0,049 mg de confidor/I de sirop, et 29 reines
traitées avec 0,49 mg de confidor/l et 44 reines témoins. Au 15°™ jour & la naissance, les
reines sont tuées par une cogélation rapide (10 mn a 0°c). Elles sont pesées a I’aide d’une
balance de précision a +0,1 mg. Elles sont conservées au congélateur afin de les dissiquer par

la suite.

111-1-1-2 Dissection des reines et mesure des spermathéques

Les spermathéques des reines sont prélevées. Pour cela, il suffit de tenir entre le pouce
et I’index d’une main le dernier segment de I’abdomen de la reine, et le reste du corps avec la
2™ main, puis tirer délicatement (Figure 30). Au niveau du dernier segment I’intestin, la
poche a venin et les organes génitaux de la reine apparaissent. Une sphere entourée par la
paroi de la trachée apparait. Nous I’avons enroulée délicatement entre le pouce et I’index afin

de la nettoyer, il apparaitra alors une sphére transparente (reine vierge) (Figure 31).

Les spermathéques sont déposées sur une lame et photographiées sous loupe
binoculaire une a une. Ces images sont par la suite, traitées et mesurées a I’aide d’un logiciel

AXxio-vision congu pour des mesures.

I11-2- Analyse statistique

Nous avons utilisé pour I’étude de I’impact de la molécule d’imidaclopride sur le
poids des reines d’abeilles Apis mellifera intermissa et le diamétre de leurs spermatheques, le

logiciel SPSS Statistics V 17.0. Nous avons effectué I’analyse de la variance a (p<0,05).
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Figure 28 : Transfert d’une larve (a gauche) ; Larve de moins
de 48 h (a droite) (Originales (2009)).

:' -I 2 -:j'
Figure 29 : Cadre d’élevage avec des cagettes rondes.
(Originale (2009).
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Figure 30 : Dissection de la spermathéque.

Figure 31 : Spermatheque d’une reine vierge. (Originale (2009)).
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111-3- Résultats

L’analyse du tableau 14 représentant les résultats obtenus lors de I’élevage de reines
avec 34,3 ng d’imidaclopride/larve montre que les reines traitées pésent entre 0,132 et 0,232
g. le poids des reines témoins varie entre 0,141 et 0,218g.

Quant aux diameétres des spermathéques obtenus avec le logiciel Axio-Visio oscillent
entre 0,727 et 0,960 mm pour les reines témoins et entre 0,749 et 1,022 mm pour celles
traitées.

Tableau 14 : Poids des reines et diamétres de leurs spermatheques (dose 34,3 ng/larve).

Reines traitées 34,3 ng/larve Reines témoin
Reines Poids Diametre Reines Poids Diametre
(9) spermatheque (mm) (9) spermathéque (mm)
1 0,13717 / 1 0,16087 0,7972
2 0,14692 / 2 0,17788 0,8722
3 0,15350 / 3 0,21861 0,9278
4 0,14406 1,0224 4 0,15409 0,9357
5 0,17830 / 5 0,17316 0,9600
6 0,16868 0,8971 6 0,15730 0,7736
7 0,17813 0,9457 7 0,14247 0,9164
8 0,14396 0,9373 8 0,15634 0,9043
9 0,15676 0,8710 9 0,16982 /
10 0,16650 0,9570 10 0,16240 /
11 0,17834 0,9473 11 0,20028 /
12 0,18015 0,9057 12 0,15396 0,8899
13 0,15518 / 13 0,14668 0,8925
14 0,18716 0,9567 14 0,15783 0,7871
15 0,17336 0,7792 15 0,15639 0,7271
16 0,15723 0,7931 16 0,18609 0,7972
17 0,23268 0,8910 17 0,20541 0,8866
18 0,14593 0,9843 18 0,16493 0,8910
19 0,22015 0,9006 19 0,16632 0,9186
20 0,19256 0,8722 20 0,15354 0,9164
21 0,13239 0,7844 21 0,14113 /
22 0,18916 0,9100 / / /
23 0,13623 0,8786 / / /
24 0,17459 0,8444 / / /
25 0,14241 0,8761 / / /
26 0,15352 0,7498 / / /
27 0,13271 0,9985 / / /
28 0,16293 / / / /
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Le poids moyen des 28 reines traitées avec 34,3 ng d’imidaclopride/larve, est de
0,1650 + 0,0248 g,. Pour les 21 reines témoins , il est de 0,1669 + 0,0205 g. L’analyse
statistique ne montre aucune différence significative entre le poids des traitées et celui des
témoins. Quant au diamétre moyen de leurs spermatheques, il est de 0,8955 + 0,0728 mm et
celui des témoins est de 0,8702 + 0,0672 mm. La différence n’est pas significative (Tableau
15).

Tableau 15 : Analyse descriptive du poids des reines (g) et diamétre de leurs
spermatheques (mm).(Dose D1 : 34,3 ng imidaclopride/larve et T1: Témoin).

Intervalle de confiance a
95% pour la moyenne
Erreur Borne Borne
N | Moyenne | Ecart-type standard inférieure | supérieure Minimum | Maximum

Poids D1 28|0,1650236|0,02485078 0,00469636| 0,1553874| 0,1746597| 0,13239| 0,23268
des
reines |11 | 21|0,1669286|0,02054836| 0,00448402| 0,1575751| 0,1762821| 0,14113| 0,21861
Diameétre|D1 22| 0,895564| 0,0728465 0,0155309| 0,863265 0,927862 0,7498 1,0224
des
spermat |19 17| 0,870212| 0,0672728 0,0163160| 0,835623 0,904800| 0,7271 0,9600
heques
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Les résultats obtenus lors de I’élevage de reines avec 343 ng d’imidaclopride/larve

montrent que les reines issues des larves traitées pesent entre 0,099 et 0,199 g et le poids des

témoins varie entre 0,101 et 0,190g.

En outre, le diametre des spermatheques des reines traitées est entre 0,771 et 1 mm, et

celui des témoins est entre 0,783 et 0,974 mm (Tableau 16).

Tableau 16 : Poids des reines et diamétres de leurs spermatheques (dose 343 ng/larve).

Reines traitées 343 ng/larve

Reines témoin

Reines Poids Diametre Reines Poids Diametre
(9) spermathéque (mm) (9) spermathéque (mm)
1 0,10288 1 0,15219 /
2 0,14414 0,8283 2 0,13840 0,8767
3 0,16771 / 3 0,12485 /
4 0,13905 0,9226 4 0,10198 /
5 0,09931 / 5 0,12160 0,9450
6 0,11893 0,9113 6 0,12273 0,9743
7 0,15527 1,0000 7 0,12414 0,9543
8 0,13625 0,9944 8 0,13785 0,9414
9 0,11235 / 9 0,16238 /
10 0,12041 0,9159 10 0,15661 0,8929
11 0,14616 0,9257 11 0,15606 0,8829
12 0,11178 0,8667 12 0,10875 /
13 0,12339 0,8431 13 0,12607 /
14 0,14808 0,8302 14 0,16321 0,8571
15 0,14973 0,9540 15 0,18181 /
16 0,11934 0,8306 16 0,19095 0,8871
17 0,13618 0,9195 17 0,14520 0,9300
18 0,13528 / 18 0,15343 0,8861
19 0,14687 / 19 0,14822 0,9375
20 0,11502 0,7984 20 0,12200 0,8671
21 0,16086 0,8764 21 0,12005 0,7833
22 0,18879 0,9857 22 0,15105 0,8302
23 0,15306 0,8057 23 0,13752 0,8683
24 0,16512 0,8365 / / /
25 0,13917 0,9236 / / /
26 0,15742 0,7714 / / /
27 0,15676 0,9057 / / /
28 0,17066 0,8588 / / /
29 0,19976 / / / /
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Pour les 29 reines traitées avec 343 ng d’imidaclopride/larve leur poids moyen est de
0,1420 £ 0,0243 g, et celui des 23 reines témoins, il est de 0,1411 + 0,0222 g. Il n’ y a pas de

différence significative entre le poids des traitées et celui des témoins.

Le diamétre moyen des spermathéques des reines traitées avec cette derniére dose est
de 0,8865 + 0,0650 mm et celui des reines témoins, il est de 0,8946 + 0,060 mm (Tableau
17).

Tableau 17 : Analyse descriptive du poids des reines (g) et diamétre de leurs
Spermathéeques (mm).(Dose D2 est 343 ng imidaclopride/larve et T2 : Témoin).

Intervalle de confiance
a 95% pour la moyenne
Erreur Borne Borne
N [ Moyenne | Ecart-type | standard | jnsgrieure supérieure Minimum | Maximum
Poids D2 29(0,1420597|0,02438859| 0,00452885| 0,1327827| 0,1513366| 0,09931| 0,19976
des
reines T2 23(0,1411761|0,02225938| 0,00464140| 0,1315504| 0,1508018| 0,10198 0,19095
Diamétre |D2 22| 0,886568| 0,0650786| 0,0138748| 0,857714| 0,915422| 0,7714 1,0000
des
spermath |15 16| 0,894638| 0,0501452| 0,0125363| 0,867917| 0,921358| 0,7833 0,9743
eques
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I11-4- Discussion

Beaucoup d’études ont mesuré I’incidence de différents virus et méme de certains
insecticides sur les qualités reproductives des reines d’abeilles. Dans cette partie de notre
étude, nous nous sommes intéressés a I’impact de deux doses d’imidaclopride sur le poids des

reines et le diamétre de leurs speramthéques de la race d’abeilles Apis mellifera intermissa.

La reine peut étre contaminée par la gelée royale distribuée par les ouvriéres nourrices,

elles mémes contaminées par des insecticides via la trophallaxie (Bailey, 1968).

Nos résultats montrent que le transfert de larves d’ouvriéres dans des cupules
d’élevage de reines contenant 34,3 ng ou 343 ng d’imidaclopride n’a pas d’effets notables ni
sur le poids des reines issues de cet élevage ni sur le diamétre de leurs spermatheques.
Concernant les taux de rejet de larves aprés le greffage, nous n’avons pas observé des
différences entre les larves traitées et les larves témoins. Donc, nous pouvons déduire que ces

deux doses sont sublétales pour les larves de reines.

Pour nourrir les larves, les nourrices déposent de la gelée royale dans les cupules,

I’imidaclopride se trouve donc dilué.

Nos résultats corroborent avec ceux de Pettis et al. (1990). Lorsqu’ils ont maintenu
des reines dans des cagettes et traitées avec du fluvalinate a 1%, aucune différence de
mortalité ou de leurs acceptations par des colonies orphelines ou méme de viabilité du

couvain n’a été notée.

D’autre part, les larves greffées dans des cupules en cire renfermant 1000 mg/kg de
cire de coumaphos, les larves sont complétement rejetées. Par contre, celles exposées a 100
mg/kg sont rejetées a 50% et celles traitées avec 10 ou 1 mg/kg, il n’y a pas de rejet (Pettis et
al., 2004).

Il apparait donc que les doses utilisées dans notre expérimentation seraient trop faibles

pour engendrer des effets mesurables sur les reines.

Il a été démontré que le poids des reines peut varier en présence d’un acaricide. En
effet, le traitement des larves de reines avec du coumaphos a 100 mg/kg de cire a engendré

des reines plus légéres que les reines témoins (Pettis et al., 2004).
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Nous avons obtenu des reines dont le poids moyen est de 165 mg +24,8 mg pour les
reines traitées avec 34 ng d’imidaclopride et il est de 166 mg + 20,5 mg pour le témoin. Pour
la dose de 340 ng d’imidaclopride, les reines traitées ne pésent que 142 mg +24,3 mg et les
reines témoins ont un poids moyen de 141 mg +22,2 mg. La différence de poids entre les
traitées et leurs témoins n’est pas significative. Cependant, la différence entre le poids moyen
des reines traitées avec 34ng et celui des reines traitées avec340 ng est significative. Cette
différence ne serait pas due a I’imidaclopride mais a I’effet saison, car les premieres reines

sont élevées au printemps et les secondes en été.

Toutefois, nous pouvons remarquer que les reines des abeilles Apis mellifera
intermissa ont un poids faible (165mg en moyenne) par rapport a la classification établie par
Akyol et al. (2007). Les reines les plus fortes sont celles dont le poids a I’émergence est de
207,63 mg, les moyennes ont un poids de 193 mg et enfin les faibles ne pesent que 175 mg
pour Apis mellifera caucasica. Comme la qualité des reines n’est pas seulement son potentiel
de reproduction mais aussi sa fécondité. Ce critére est souvent basé sur I’estimation du

nombre de spermatozoides stockés dans la spermathéque (Lodesani et al., 2004).

Lors de I’analyse des diamétres des spermathéques des reines issues de nos
expériences, il convient de noter que I’imidaclopride n’a pas eu d’effets apparents. Le
diametre moyen des spermatheques pour Apis mellifera intermissa est de 0,878 mm. En
confrontant nos résultats a ceux de Akyol et al. (2007) il apparait que les reines Apis mellifera
intermissa possedent de petites spermatheques. En effet, le diamétre des spermatheques des
reines de Apis mellifera caucasica est de 0,860 mm pour les plus petites et il est de 1,25 mm
pour les plus fortes.
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Conclusion

Au terme de notre étude, il a apparu de nouvelles informations sur les effets des doses
sublétales de I’imidaclopride sur les ouvrieres et les reines d’abeilles Apis mellifera

intermissa.

Tout d’abord, nous avons déterminé la DLso a 48h d’imidaclopride pour les ouvrieres
de printemps des abeilles Apis mellifera intermissa. Nous avons aussi montré que lorsque des
ouvriéres d’abeilles encagées consomment un sirop contenant de I'imidaclopride a faibles

doses, ce dernier a un effet appétitif. Ce qui confirme les résultats de Guez (2001).

Sur le terrain, ceci entrainerait un butinage intensif d’une source contaminée. Mis en
réserve le pollen ou le nectar renfermant des toxiques seront absorbés par les abeilles

d’intérieur, ce qui engendrera I’intoxication de toute la colonie.

Par ailleurs, les fortes doses sont répulsives, donc les abeilles pourront mourir de faim

si elles ne trouvent pas d’autres sources florales, ce qui a été démontré par Kirchner (1999).

En conditions contrélées, il faut noter I’action de I’imidaclopride sur le comportement
de I’étirage de cire. Cette molécule empéche les abeilles ciriéres de construire et d’étirer les
rayons de cire. L’imidaclopride n’a pas agit sur la physiologie des glandes ciriéres, mais il
altere le comportement d’étirage de cire par les ouvriéres. Ce résultat est analogue a celui de
Ledoux et al. (2000), qui a étudié I’effet des hormones royales sur la production et la

construction de cire.

Il serait intéressant de refaire notre étude mais en analysant cette fois-ci les dimensions
de cellules construites (cellules pour males ou ouvriéres) ainsi que la dimension des lamelles

ciriéres.

Nous avons aussi mis en évidence I’effet de I’imidaclopride sur le développement des
glandes hypopharyngiennes. Cet insecticide administré a une dose de 0,084 mg/l de sirop
retarde le développement de ces glandes. A dose élevée (0.17mg /1), I'imidaclopride n’a pas
eu d’effet apparent.
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Dans cette expérience, nous avons considéré la quantité de protéines totales contenues
dans les glandes hypopharyngiennes comme critere indiquant leur niveau de développement.
Bien que ce critére soit objectif pour juger le degré de développement d’une glande, il ne
reflete pas exactement son niveau d’activité de synthése protéique (les protéines peuvent

s’accumuler dans les acini).

L’analyse des effets de I’imidaclopride sur le poids des reines et le diamétre de leurs
spermathéques s’est réalisée in vivo. Nos résultats montrent que les deux doses sublétales
d’imidaclopride utilisées, n’auraient aucun effet visible ni sur le poids des reines ni sur le
diametre de leurs spermathéques. Cependant, nous avons réussi a avoir une estimation du
poids des reines des abeilles Apis mellifera intermissa, ainsi que celle du diameétre de leurs
spermatheques.

Il serait intéressant de refaire cette expérience, en utilisant des doses plus fortes mais
en adoptant la méthode d’élevage larvaire in vitro mise au point par Aupinel et al. (2007).

Cette méthode permet de contrdler les quantités d’insecticide réellement ingéré par la larve.

Notre étude montre combien il est capital de mieux prendre en compte les effets des
faibles doses de toxiques lors de I’évaluation du risque des pesticides chez I’abeille. Il est
également important de souligner qu’un effet sublétal peut devenir a terme létal. En effet,
lorsqu’une butineuse est affectée de troubles de mémoire, d’orientation ou de troubles
physiologiques affectant les systémes respiratoire ou circulatoire, elle peut ne pas regagner sa
ruche. Elle moura alors rapidement de faim ou de froid. L’effet sublétal, n’est donc dans ce

cas qu’apparent.

L’abeille est un excellent indicateur biologique. Elle signale I’état de santé de
I’environnement dans lequel elle vit. Elle détecte la présence de substances phytosanitaires,
des agents polluants comme les métaux lourds et les radionucléides. Elle assure en outre, la

biodiversité grace a son r6le de pollinisateurs. L’abeille mérite donc d’étre protégée !
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Résumé

RESUME

L’imidaclopride est la premiére molécule synthétisée de la famille des insecticides
néonicotinoides. Ces insecticides systémiques sont connus pour leur grande toxicité pour de nombreux
insectes. Dans ce travail, nous avons d’abord examiné les effets des doses sublétales de
I’imidaclopride (0,034 ; 0,084 et 0,17 mg par litre de sirop) sur la production de cire par les abeilles
Apis mellifera intermissa, puis sur le développement des glandes hypopharyngiennes. Nous avons
aussi évalué I’impact de deux doses sublétales (34,3 ng et 343 ng d’imidaclopride par larve) sur le
poids des reines et sur le diamétre de leurs spermathéques.

De jeunes abeilles emergentes sont mises en cagettes et nourries pendant 13 jours avec un
sirop contamineé avec I’imidaclopride pour les traitées et du sirop sans imidaclopride pour les témoins.
Les abeilles qui ont consommé du sirop avec 0,084 mg/l ou 0,17 mg/l ont produit moins de cire que
les témoins. Lorsque nous avons quantifié les protéines contenues dans les glandes hypopharyngiennes
des ouvriéres, les abeilles témoins et celles traitées avec 0,034 mg/l ou 0,17 mg/l ont plus de protéines
que celles du lot traité avec 0,084 mg/l. Les reines issues des larves traitées avec les deux doses de
I’imidaclopride ont les poids et les diametres de leurs spermathéques identiques & ceux des reines non
traitées.

Ces résultats suggérent que les doses sublétales de I’imidaclopride peuvent avoir des effets
négatifs sur la physiologie des abeilles.

Ainsi, lors de I’évaluation de la toxicité des insecticides, il est important de prendre en
consideération leurs effets sublétaux, car ces derniers peuvent devenir Iétaux.

Mots clés: Apis mellifera intermissa — Imidaclopride — cire d’abeilles — reines — glandes
hypopharyngiennes — Spermatheque.

SUMMARY

Imidacloprid is the first commercialised member of the chemical class of neonicotinoid
insecticides. This systemic insecticide is known to be extremely effective against a wide variety
insects. We examined, in the first, the effects of sublethal doses of imidacloprid (0,0343; 0,084 and
0,175 mg per litre of syrup), on wax production by the workers of honeybees (Apis mellifera
intermissa), and on their hypopharyngeal glands development. Then, experience was carried to define
the effects of two doses of this insecticide (34,3 ng and 343 ng per larvae) on honeybees queens
weight and on diameter of their spermatica.

Newly emerged adult honeybees were kept in cages and fed for thirteen days with syrup
contemned by imidacloprid. The honeybees that consumed syrup with 0,084 mg/l or 0,175 mg/l have
produced few of wax than the untreated honeybees (syrup without imidacloprid). When we
investigate the quantity of protein in hypopharyngeal glands of workers honeybees, control bees and
these fed syrup with 0,0343 mg/l or 0,175 mg/l have more protein than the treated honeybees with
0,084 mg/l. The queens reared on 1 pl of contemned water with imidacloprid are weighted the
untreated ones. The spermatica in the treated and in the untreated queens of honeybees are similar.
We found no significant variation in the spermatica diameter in the treated and untreated queens.

These results suggest that the sublethal doses of imidacloprid can affect the physiology of the
workers honeybees.

When the toxicity of insecticides are evaluated, we must take into account the sublethal effects
which can became lethal at the end.

Key words: Apis mellifera intermissa — Imidacloprid — Honeybee wax — Queens — Hypopharyngeal

glands- Spermatica






