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INTRODUCTION

Environ 225 000 especes de plantes a fleurs (Angiosperme) sont pollinisées par
200 000 especes d’animaux (Buchmann & Nabhan, 1996; Kearns et al., 1998). Les animaux
pollinisateurs correspondent a quelques vertébrés (oiseaux, chauves-souris, rongeurs...) mais
surtout a des insectes tels que des Hyménopteres, des Lépidopteres, des Dipteéres ou des
Coléoptéres. Parmi les insectes pollinisateurs les abeilles domestiques, Apis mellifera
(Hymenoptera; Apidae), contribuent de manicere importante au maintien d’une biodiversité
essentielle pour les écosystemes (Straub, 2007). Elles jouent un réle primordial dans les
diverses phases de la vie de nombreuses especes végétales et animales. En effet, les abeilles,
présentent de multiples intéréts dont la pollinisation de nombreux végétaux (Gallai et al.,
2009; Rader et al., 2009; Moritz et al., 2010). Les abeilles ont ainsi un rdle écologique de
premier plan en réalisant la reproduction des plantes entomophiles et en favorisant le maintien
de la diversité génétique (Anderson et al., 2011; Ashman et al., 2004; Aguilar et al., 2006;
Krupke et al., 2012).

La pérennité des activités agricoles dans le monde est liée en partie aux insectes
pollinisateurs. L’abeille joue un role économique important puisque 35% de la production
agricole dépend directement des pollinisateurs (Klein et al., 2007 ; Ricketts et al., 2008) et
84% des especes cultivées sont liées a Iactivité de ces insectes (Williams, 1996). L’abeille
mellifére est de loin le pollinisateur dont I’importance économique est la plus grande pour les
cultures au niveau mondial. En agronomie, une meilleure pollinisation assurée par les abeilles
va augmenter le rendement quantitatif, mais aussi qualitatif de nombreuses plantes cultivées

(Free, 1970).

Outre, I’amélioration de la fécondation des plantes cultivées ainsi que son rdle de bio-
indicateur (Free, 1993; Kevan, 1999), I’abeille domestique revét d’autres intéréts dont la
production du miel, de la propolis, de la gelée royale, du pollen et de la cire. Ces produits de
la ruche sont connus non seulement pour leur importance économique grice a leur
commercialisation mais aussi pour leurs effets bénéfiques sur la santé (Bogdanov, 2006). En
tant qu’espéce animale a comportement social, elle constitue donc un model biologique
d’intérét majeur (Von Frisch, 1967) et doit étre préservée et protégée contre toute maladie ou

source polluante.
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L’augmentation de la pression environnementale et anthropique a laquelle sont
exposées les populations d’abeilles domestiques est soupconnée d’étre a la base de leur déclin
a I’échelle mondiale (Beismeijer et al., 2006; Oldroyd, 2007; Paxton et al., 2007; Stokstad,
2007; Grixti et al., 2009; vanEngelsdorp et al., 2009; Ratnieks & Carreck, 2010; Whitehorn et
al., 2012). Dans son environnement, I’abeille est soumise a divers facteurs tels que les
prédateurs, les bactéries, les champignons, les parasites, les résidus des pesticides (Henry et
al.,2012; James & Xu, 2012), agissant seuls ou en synergie et contribuant a 1’affaiblissement
et a la mortalit¢ des colonies d’abeilles (vanEngelsdorp et al., 2009; vanEngelsdrop &
Meixner, 2010). Bien qu’elles possédent des moyens de défenses contre les maladies, tels que
le comportement hygiénique ou la production de substances antimicrobiennes (Seeley, 1985),
les colonies d’abeilles souffrent toujours d’un certain nombre de maladies (Bailey & Ball,
1991; Schmid-Hempel, 1998) dont la plupart peuvent causer des dommages aux colonies

d’abeilles (Williams, 2000).

Parmi les maladies de 1’abeille domestique, la varroase. Cette derniére qui est une
maladie parasitaire grave et contagieuse de 1’abeille et de son couvain (Fernandez & Coineau,
2002), est causée par le parasite, Varroa destructor (Acari: Varroidae) (Anderson & Trueman,
2000) qui est considéré comme une des plus sérieuses menaces d’origine biologique pour Apis
mellifera (de la Ruaa et al., 2009; vanEngelsdorp & Meixner, 2010; Brodschneider et al., 2010;
Chauzat et al., 2010; Dahle, 2010; Genersch et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Potts et
al., 2010; Rosenkranz et al., 2010; Schifer et al., 2010; Topolska et al., 2010; VanEngelsdorp
et al., 2009; Noireterre, 2011; Martin et al., 2012).

V. destructor est un acarien ectoparasite d’Apis. cerana Fabr. et d’Apis mellifera L.
(Calderone & Lin, 2001); il a été pendant longtemps confondu avec V. jacobsoni Oud.
(Oudemans, 1904). Ces deux espeéces de varroa sont a I’origine, des parasites de ’abeille
asiatique A. cerana Fabr (Anderson & Trueman, 2000; Colin ef al., 2001). Cependant, en
1957, V. jacobsoni, actuellement identifi€ comme étant V. destructor, a parasité 1’abeille
occidentale 4. mellifera L et s’est répandu dans la majeur partie du monde (Oldroyd, 1999;
Anderson & Trueman, 2000). Les femelles d’acariens qui parasitent les abeilles se nourrissent
par ponction de ’hémolymphe des abeilles du couvain et surtout des adultes qu’ils utilisent
pour leur dispersion (Anderson & Trueman, 2000; Sammataro et al., 2000; Martin, 2001;
Bubalo ef al., 2005). Dans les colonies d” A. mellifera, les acariens se reproduisent dans les

cellules d’ouvrieres et de males du couvain (De Jong ef al.,1982b; Boot ef al., 1997; Beetsma
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et al., 1999, Calderone & Lin, 2001), mais pas dans les cellules de reines (Romaniuk et al.,

1988; Rehm et Ritter, 1989), ou rarement (Harizanis, 1991).

La reproduction de 1’acarien est en parfaite synchronisation avec le cycle de vie d’ A.
mellifera. Les femelles adultes V. destructor parasitent les abeilles ouvricres adultes et les
faux bourdons (phase phorétique) pendant au moins 48 heures puis, elles pénétrent dans les
cellules males et femelles du couvain un jour avant 1’operculation (M¢lathopoulos et al.,
2000; Bowen-Walker & Gunn, 2001) pour se reproduire dans les cellules scellées du couvain
(Calderone & Lin 2001; Bubalo et al., 2005). La sélectivité du couvain d’ouvriéres et de
males résiderait dans le fait que les acariens répondent & un nombre d’esters d’acides gras
produits par les larves de males et d’ouvrieres (Leconte et al., 1989) ou encore a des stimuli
chimiques (Calderone & Lin 2001). Des médiateurs chimiques provenant de la nourriture

larvaire affectent le processus d’invasion des cellules par 1’acarien (Nazzi et al., 2001).

Le nombre moyen de varroa trouvé dans les cellules du couvain male est 7-8 fois plus
grand que celui dans les cellules d’ouvriéres (Sulimanovic et al., 1982; Fuchs, 1990;
Calderone & Kuenen, 2001). La différence dans I’attractivité entre les cellules des males et
d’ouvrieres du couvain (Fuchs, 1990) pourrait aussi dépendre de la plus grande quantité de
nourriture larvaire contenue dans les cellules des males et d’une différence dans la
composition de la nourriture larvaire fournie a ces deux types de cellules du couvain (Nazzi et
al., 2001). De plus, il semblerait que les acariens font activement la différence entre les larves
d’ouvrieres et de reines (Calderone et al, 2002). La faible présence d’acariens dans les
cellules de reines est partiellement due a [Dactivité répulsive de la gelée royale et
vraisemblablement a des différences spécifiques dans la chimie des larves (Calderone et al.,

2002).

La forme aplatie et la forte musculature des pattes munies de crochets permettent aux
varroas de bien s’accrocher a leur hote. Les pieces buccales des varroas leurs permettent de
percer la cuticule des abeilles et des larves et de se nourrir de leur hémolymphe (Dahle, 2010;
Martin et al., 2010; 2012; Nazzi et al., 2012). V. destructor peut avoir trois types d’action sur
Apis mellifera: mécanique (Kanbar & Engels, 2003), vecteur de nombreux agents infectieux
de I’abeille (Weinberg & Madel, 1985; Tentcheva et al., 2004; Shen et al., 2005; Prisco et al.,
2011; Wendling, 2012; Dainat ef al., 2012) et spoliateur (Duay et al., 2003). Cette invasion du

milieu interne de 1’abeille par V. destructor est a la base de la pathologie de la varroase et est
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fort probablement la cause de plusieurs infections virales et bactériennes secondaires (Ball &

Allen 1988; Chen & Siede 2007; Sammataro et al., 2000).

Au niveau de la colonie, les symptomes de la varroase se manifestent en fonction du
degré d’infestation. A de faible taux, les symptomes sont absents. Plus les niveaux

d’infestation augmentent, plus les symptomes sont apparents (Duay 2002).

Les conséquences de la varroase sur les abeilles sont principalement une réduction du
poids corporel, de la concentration des protéines et des glucides hémolymphatiques a
I’émergence (Smirnov 1978; De Jong et al., 1982, Weinberg & Madel, 1985; Achou &
Soltani, 1997; Bowen-Waker & Gunn, 2001) et de la longévité (De Jong & De Jong, 1983;
Schneider & Drescher 1987; Kovak & Craisheim, 1988, Amdam et al., 2004). On assiste
aussi a une activité de butinage précoce des ouvrieres (Schneider & Drescher 1987) et a des
difficultés a survivre pendant I’hiver (Kovac & Crailsheim, 1988). D’autres caractéristiques
physiologiques consistent en une dégénérescence des corps adipeux et un sous-
développement des glandes hypopharyngiennes (De jong et al, 1982; De Jong & De Jong,
1983; Schneider & Drescher, 1987). On assiste également a une altération de 1’ontogenése et
de I’expression des glycoprotéines des spermatozoides avec une réduction du diametre de la
glande a mucus et de la vésicule séminale ainsi que du nombre de spermatozoides (Rinderer et
al., 1999). Une diminution de la taille du flagelle antennaire et du nombre de sensilles
antennaires (Abd EL-Wahab et al., 2006) ainsi qu’une diminution de la survie a I’émergence
(Rinderer et al.,1999), du nombre de bourdons atteignant 1’dge de la maturité sexuelle
(Collins & Pettis, 2001) et des fréquences de vol (Schneider & Drescher 1987) ont été
enregistrées. Tous ces effets affectent négativement le processus compétitif de 1’accouplement

(Bubalo et al., 2005).

Par ailleurs, la connaissance de la relation hote-parasite présente un grand intérét pour
développer une meilleure stratégie de lutte, En effet, le suivi du développement de 1’acarien
dans la colonie permet a I’apiculteur de déterminer les moments opportuns pour effectuer les

traitements.

L’homme a joué¢ un rdle trés important dans la diffusion du varroa. Le manque de
connaissance et les intéréts économiques ont permis a I’acarien de se trouver répandu
aujourd’hui pratiquement dans le monde entier (Fernandez & Coineau, 2002) et afin de lutter

contre ce fléau, de nombreuses méthodes de controle de cet acarien ont été étudiées. On
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retrouve des méthodes biotechniques (Boot et al., 1995), biologiques (Nazzi et al., 2004),
génétiques (Martin et al., 2001) et chimiques par I’utilisation des acaricides. Ces derniéres
sont celles qui sont les plus utilisées sur le terrain (Maggi ef al., 2009; Calderone, 2010). Les
traitements chimiques correspondent a 1’utilisation de plusieurs familles de pesticides a
I’intérieur de la ruche: des pyréthrinoides (fluvalinate et fluméthrine), des organophosphorés
(coumaphos) et des formamidines (amitraze) (Bogdanov, 2006; Haubruge et al, 2006).
Divers travaux ont montré que les acaricides utilisés dans la lutte contre le varroa entrainaient
des modifications dans la signalisation cellulaire. Les pyréthrinoides (fluméthrine, fluvalinate)
perturbent 1’ouverture des canaux sodium voltage-dépendant (Soderlund & Bloomquist, 1989;
Narahashi, 1992) et les formamidines (amitraze) agissent comme agonistes des récepteurs
d’octopamine dans les synapses excitatrices du systeme nerveux des arthropodes (Wang et al.,
2012). 11 a été démontré que la sensibilité envers les pyréthrinoides variait selon les races
d’abeilles (Danka & Rinderer, 1986; Elzen et al., 2000; Claudianos et al., 2006). Parmi les
pyréthrinoides utilisés dans la lutte anti varroa, le fluvalinate apparait comme la molécule la
plus fréquemment retrouvée dans de nombreuses ¢tudes (Bernal et al., 2010; Mullin et al.,
2010; Orantes-Bermejo et al., 2010). Le fluvalinate est une molécule insecticide et acaricide
non sélective qui agit principalement sur la transmission nerveuse et le modulateur des canaux
sodium (Sherby et al., 1986; Colin et al., 1997; Ray & Fry, 2006; Davies et al., 2007;
Rosenkranz et al., 2010). Cette molécule est non volatile et liposoluble. Elle est bien tolérée
par les colonies d’abeilles aux doses utilisées pour le contréle de V. destructor (Colin et al.,
1997). Comparativement aux autres pyréthrinoides qui sont trés toxiques pour les abeilles, le
fluvalinate, a forte concentration, semble étre toléré par les abeilles grace, en partie, a la
détoxification rapide par la famille des cytochromes P450 mono-oxygénases (Johnson et al.,
2006; Johnson et al., 2009; Mao et al., 2011). Cependant, la fréquence d’utilisation du
fluvalinate a diminué ces dernieres années suite a I’apparition de phénomeénes de résistance du
varroa (Lodesani et al., 1995; Colin et al., 1997; Baxter et al., 1998; Trouiller, 1998; Wang et
al., 2002; Gracia-Salinas et al., 2006) et de résidus dans le miel (Lodesani et al., 1992;
Wallner, 1999; Lodesani et al., 2008; Nguyen et al., 2009) et dans la cire (Wallner, 1999;
Bogdanov, 2006; Berry, 2009; Mullin et al., 2010). De plus, le fluvalinate présente des effets
secondaires néfastes sur la santé¢ de 1’abeille (Stoner et al., 1985; Sokol, 1996; Currie, 1999,
Rinderer et al, 1999; Nielsen et al., 2000; Fell & Tignor, 2001; Haarmann et al., 2002;
Lodesani & Costa, 2005; Martel et al., 2007; Frazier et al., 2008; Johnson et al., 2009; Locke
et al, 2012). 1l est donc important de s’orienter vers des molécules naturelles de moindre

toxicité et non polluantes tels que les acides organiques (acide oxalique, acide formique) et les
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huiles essentielles (thymol, menthol, eucalyptol) (Quarles, 1996; Imdorf et al.,1999; Lindberg
et al., 2000; Gregorc & Planincy, 2002; Ariana et al., 2002; Eguaras et al.,2003; Stanghellini
& Raybold, 2004; Floris et al., 2004; Satta et al., 2005). Parmi ces molécules, 1’acide
oxalique, constitue une alternative intéressante en remplacement des acaricides chimiques du
fait de son action acaricide efficace a I’encontre de V. destructor (Prandin et al., 2001;
Gregorc & Planincy, 2001; 2002; Marcangeli et al., 2003; Nanetti ef al., 2003; Rademacher et
Harz, 2006; Marinelli et al., 2006; Bacandritsos et al., 2007). Il est aussi naturellement
présent dans le miel (Bogdanov, 2006; Rademacher & Harz, 2006) et son utilisation (Prandin
et al., 2001; Gregorc & Planincy, 2001; 2002; Marcangeli et al., 2003, Nanetti et al., 2003;
Marinelli et al., 2006; Rademacher & Harz, 2006; Bacandritsos et al., 2007), ne pose pas de
problémes de résistance et de contamination des produits de la ruche (Bogdanov et al., 2002).
Le mode d’action de 1’acide oxalique contre V. destructor est encore inconnu, mais un contact
entre cet acarien et I’acide oxalique est nécessaire pour obtenir une efficacité de ce traitement
(Aliano & Ellis, 2008). L acide oxalique est efficace a ’encontre de V. destructor quand il est
administré en solution sucrée, permettant une bonne adhésion des produits actifs aux abeilles
(Aliano & Ellis, 2008). Par contre, dilué¢ dans 1’eau seulement, il ne présente aucun effet sur
I’ectoparasite (Charriere & Imdorf, 2002). La majorité des tests a montré la grande efficacité
de I’acide oxalique et sa bonne tolérance par I’abeille (Imdorf et al., 1997). Néanmoins,
I’acide oxalique n’est pas sans danger pour les abeilles et des recherches ont montré sa
toxicité envers A. mellifera (Higes et al., 1999; Nozal et al., 2003; Gregorc et al., 2004;
Hatjina & Haristos, 2004; Gregorc & Smodis Skerl, 2007; Martin-Hernandez, 2007; Aliano et
Ellis, 2008; Wagnitz & Ellis, 2010; Schneider et al., 2011; Carrasco-Letelier et al., 2012;
Locke et al., 2012; Wermelinger, 2013).

L’abeille mellifere posséde les caractéristiques propres d’une espece sentinelle
(Lagadic et al., 1998; Elliott et al., 2011) et constitue un modele biologique d’intérét majeur.
De nombreuses études ont montré que les abeilles et les matrices associées (miel, pollen ...)
pouvaient étre utilisées comme sentinelles de la contamination de I’environnement par les
xénobiotiques (Celli & Maccagnani, 2003; Porrini et al., 2003; Ghini et al., 2004; Sabatini,
2005; Ponikvar et al., 2005; Bogdanov, 2006). L’abeille représente un véritable témoin de la
qualité de I’environnement par le biais de ses caractéristiques biologiques et son activité
intense de butinage qui la mettent en contact avec les produits phytopharmaceutiques et autres
polluants  environnementaux  (Wallwork-Barber et al.,1982;  Saifutdinova &

Shangaraeva,1997; Kevan, 1999; Devillers & Pham-Delegue, 2002; Celli & Maccagnani,
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2003; Porrini et al., 2003; Ghini ef al., 2004; Leita et al., 2004; Sabatini, 2005; Balayiannis &
Balayiannis, 2008; Chauzat et al., 2011; Perugini et al., 2011). En effet, pour détecter la
présence de pesticides et leur impact sur I’environnement, une des méthodes utilisées est
I’approche biologique basée sur I’étude d’espéces bioindicatrices et de leurs marqueurs
biologiques. Les abeilles constituent un modele pertinent pour le développement des
biomarqueurs afin d’évaluer la contamination de 1’environnement (Wallowork-barber et al.,

1982; Leita et al., 2004).

Les biomarqueurs mesurent l’interaction entre un systéme biologique et un agent
environnemental. IlIs peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques (Who, 1993). Ils sont
mesurés chez des organismes exposés a des conditions de stress liées a la présence de
substances polluantes dans 1’environnement (Hugget ef al., 1992). Ils représentent la réponse
biologique initiale des organismes face a des perturbations ou des contaminations du milieu
dans lequel ils vivent; en conséquence, ils sont en général plus sensibles que les paramétres
mesurés a un niveau supérieur d’organisation biologique tel que 1’organe, I’individu ou la
population (Stegeman et al., 1992). Différents biomarqueurs ont été étudiés (Hyne & Maher,
2003; Badiou-Bénéteau et al, 2012). Ces biomarqueurs sont fortement stimulés apreés une
exposition aux molécules toxiques. Le suivi de leur activité dans le temps constitue le systéme

de veille environnementale et la modification de leur activité crée 1’alerte.

L’acétylcholinestérase (AChE) représente ainsi un biomarqueur de neurotoxicité
largement utilisé pour identifier une exposition aux insecticides anticholinestérasiques comme
les organophosphates et les carbamates (Guilhermino et al., 1998; Bandyopadhyay, 1982) et
plusieurs pyréthrinoides (Badiou et al., 2008; Bendahou et al., 1999). Chez les abeilles, la
majorité de I’AChE est localisée dans la téte, au niveau du cerveau (Belzunces et al., 1988;

Kreissl & Bicker, 1989; Huang & Knowles, 1990; Abdallah et al., 1991).

L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme clé du systéme nerveux central chez les
insectes. Elle est responsable de 1’hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine en choline et
acétate au niveau des synapses (Eldefrawi, 1985). L hydrolyse de 1’acétylcholine par I’AChE
permet la fermeture des canaux associ€s aux récepteurs du neurotransmetteur. Si I’action de
cette enzyme est bloquée, la membrane post-synaptique reste continuellement excitée ce qui
conduit a ’accumulation de 1’acétylcholine dans la région synaptique provoquant ainsi une
hyperexcitation causant la mort de I’insecte (Haubruge & Amichot, 1998). Le role de I’AChE

est particulierement important chez les insectes sociaux tels que les abeilles qui sont sujettes a
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des effets non intentionnels des produits agrochimiques et dont le comportement sociétal

conditionne la vie et la productivité de la colonie (Belzunces et al., 1992).

Le systetme de détoxification impliqué dans la dégradation des pesticides est un
¢lément majeur dans le devenir des toxiques dans l’organisme. Il constitue un élément

essentiel pour la survie de I’individu.

Les Glutathion S-Transférases (GSTs), enzymes de détoxification, jouent un role
important dans le mécanisme de détoxification (Motoyama & Dauterman, 1980; Clark ef al.,
1985; Fournier et al., 1992; Kostaropoulos et al., 2001; Papadopoulos et al., 2004). Les GSTs
représentent une famille de protéines multifonctionnelles, mutagenes, appartenant au systéme
de détoxification de phase II, enzymes cytosoliques qui catalysent la conjugaison du
glutathion réduit (GSH) en une variété de composés électrophiles endogeénes ou exogenes
(Maxwell, 1992; Stone et al., 2002; Barata et al., 2005). La GST pourrait aussi jouer un role
important dans la protection des tissus contre le stress oxydatif (Hyne & Maher, 2003;
Babczynska et al., 2006). Chez les abeilles, la GST est principalement localisée au niveau de
I’intestin moyen. L’histopathologie, comme outil d'analyse, peut également apporter des
renseignements sur I’impact de l'environnement. Elle fournit des biomarqueurs qui sont
sensibles puisque les tissus et les organes sont altérés méme a faibles concentrations de

contaminants (Abdallah, 2004; Szymas et al., 2012).

Beaucoup de travaux ont été réalisé sur I’abeille, mais peu d’informations existent sur
les effets secondaires des xénobiotiques utilisés dans les traitements préconisés pour lutter
contre le varroa. En effet, I’abeille au cours de son activité d’ouvriere, peut subir une
contamination primaire par pulvérisation directe du produit agrochimique; elle est aussi
I’objet de contaminations secondaires par contact avec les parties florales traitées, ou avec la

nourriture (pollen et nectar) contaminée.

Dans ce contexte, le présent travail de thése a été entrepris sur les abeilles

domestiques, Apis mellifera intermissa afin d’évaluer:

1/- L’efficacité de deux traitements acaricides, synthétique (Fluvalinate ou Apistan) et
naturel (Acide oxalique), utilisés dans la lutte contre I’infestation des abeilles par V.

destructor.
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2/- Les éventuels effets secondaires de ces deux traitements acaricides, sur les

principaux métabolites (protéines, glucides et lipides) dans le corps entier des abeilles ainsi

que dans I’hémolymphe.

3/- L’impact de ces deux acaricides sur 1’activité spécifique de deux biomarqueurs
enzymatiques: 1’acétylcholinestérase (AChE), biomarqueur de neurotoxicité, et la glutathion-

S-transférase, enzyme de détoxification.
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MATERIEL ET METHODES

1. Présentation de I’abeille

L’abeille algérienne appartenant a la lignée Africaine A est représentée par Apis
mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906) et Apis mellifera sahariensis (Baldensperger,
1924). La race intermissa est la plus répandue et son aire de répartition s’étend sur toute
I’ Afrique du Nord, du Maroc a la Tunisie (Cornuet et al., 1988; Grissa et al.,1990; Hepburn &
Radloff, 1996, Barour et al., 2011; Loucif-Ayad et al., 2014). Sa position systématique est la

suivante:
Embranchement: Arthropodes
Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insectes
Sous-classe : Ptérygotes
Ordre : Hyménopteres
Sous-ordre : Apocrites
Section : Aculéates
Famille : Apidés
Genre : Apis
Espeéce : Apis mellifera
Sous-espéce : Apis mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906)

L’abeille domestique A.mellifera est un invertébré de la famille des Apidés, qui
possede six pattes et deux paires d’ailes. Elle n’a pas de squelette interne mais dispose d’une
enveloppe externe faite de chitine (exosquelette). Son corps comprend trois parties bien
distinctes: la téte, le thorax et ’abdomen. Elle possede deux paires d’ailes membraneuses
couplées par des crochets, des pi¢ces buccales de type broyeur- lécheur, un cerveau bien

développé et une parthénogenese (Fig.1).
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Figure 1. Morphologie de I’abeille (Hennebelle, 2010).
2. Structure d’une colonie d’abeille

D’aprés Le Conte (2002), toute colonie se regroupe dans une ruche. Celle-ci est
composée de rayons de cire verticaux plus au moins paralléles, formé sur les deux faces d’une
juxtaposition de cellules hexagonales. Ces alvéoles abritent au centre le couvain et a la
périphérie les provisions (le pollen et le miel) qui seront consommés ou stockés par les

ouvrieres magasinieres pour I’hivers. Chaque colonie est composée:

» Des individus adultes ou (castes): une seule reine; plusieurs millier d’ouvriéres et

quelques centaines de faux bourdons (males).

» Du couvain: désigne I’ensemble des formes immatures de 1’abeille au cours de son

développement (oeufs, larves et nymphes):

- Couvain ouvert: qui est constitu¢ des ceufs et des larves dont la durée de vie est

respectivement 3 et 5 jours pour toutes les castes.

- Couvain operculé : correspond au stade nymphal. Les alvéoles renferment les nymphes
sont couvertes par une mince couche de cire produites par les ouvrieres cirieres. La durée
de ce stade différe d’une caste a une autre. Elle est de 7 jours pour la reine, 13 jours pour

I’ouvriére et 16 jours pour le male.

Le couvain d’ouvricres et les quelques alvéoles de reines se situent au centre du nid,

tandis que le couvain de faux-bourdons se trouve en périphérie. Ils sont différentiables par

11
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leur taille: les alvéoles pour faux-bourdons sont plus larges que celles des ouvrieres (fig.2),

tandis que les alvéoles pour reines sont beaucoup plus spacieuses (trois a quatre fois plus

grande que les alvéoles d’ouvrieres) (Von Frisch, 2011).

Figure 2: Couvain d’ouvrieres et de faux-bourdons (Mallick, 2013). De haut en bas et de
gauche a droite : alvéoles garnies de miel, alvéoles contenant du pollen, couvain de faux-

bourdons, couvain d’ouvrieres
3. Organisation sociale

L’abeille est un insecte eu- social qui est défini selon trois critéres : une coopération
entre les individus adultes dans 1’entretien du couvain, une présence simultanée d’au moins
deux générations d’adultes et I’existence d’une division reproductible du travail (Wilson,
1971). La colonie d’abeille est organisée selon une structure sociale bien établie, constituée de
trois castes: la reine, les ouvrieres et les faux bourdons (Fig.3). Fort différents sur le plan
morphologique comme dans leur espérance de vie, les membres de chaque caste assurent une
tache particuliére. Au sein de la ruche, aucun individu ne peut vivre seul (Clément, 2009). En
fonction de la taille et du stade de développement de la colonie, I’effectif de la population
peut varier de 20 000 a 80 000 individus, dont une reine, 1000 a 4000 males, le reste étant
constitué¢ par les ouvrieres (Martin, 2001; Le Conte, 2002). Les reines et les ouvriéres
diploides résultent d’oeufs fertilisés. La qualité¢ et la quantit¢ de la nourriture donnée aux
larves femelles déterminent si une ouvriére ou une reine sera produite (Laidlaw & Page, 1997;

Caron, 1999; Le Conte, 2004; Biri, 2010; Wendling, 2012).
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La reine: Seule femelle fertile de la colonie est unique. Diploide, elle résulte d’un ceuf
fertilis¢ (Caron, 1999). Elle se différencie par une taille plus grande, un abdomen tres
développé, un thorax plus volumineux que celui des ouvricres et une langue de taille réduite.
Elle est totalement dépourvue des organes spécialisés qui caractérisent les ouvrieres. Elle ne
peut récolter elle-méme la nourriture (qui lui est fournie par les ouvricres). Elle est nourrie a
I’¢état larvaire exclusivement avec de la gelée royale (Clément 2000; Le Conte et al., 2001).
Seule la reine pond des ceufs susceptibles de générer une descendance pour assurer la
pérennité de la colonie. Sa durée de développement est de 16 jours (Laidlaw et Page, 1997) et

peut vivre jusqu'a plusieurs années (Fluri, 1994).

Les ouvriéres (femelles non reproductives): Elles résultent d’ceufs fertilisés (Caron,
1999) et représentent la treés grande majorité de la population. Elles sont caractérisées par une
langue développée qui leur permet la récolte du nectar, des pattes dotées de brosses et d’une
corbeille pour la récolte du pollen. Leurs ovaires sont atrophiées mais peuvent dans certains
circonstances pondre des ceufs qui ne donneront naissance qu’a des faux bourdons (Ravazzi,
1996; Le Conte, 2002). Leur durée de développement est de 21 jours (Laidlaw & Page, 1997).
Leur activité varie au cours de leur vie: nourrices, nettoyeuses, sécrétrices de cire, butineuses
de pollen et de miel,...etc. Leur nombre assure, en outre, la régulation thermique de la
colonie. Les ouvrieres ont une espérance de vie de 15 a 70 jours pour les abeilles d’été et de

170 a 243 jours pour celles d’hiver (Fluri, 1994).

Les males: Haploides, ils dérivent d’ceufs infertilisés, pondus par la reine ou par les
ouvrieres (Caron, 1999). Ils sont caractérisés par un corps plus trapu et une taille plus grande
que celle des ouvriéres. Ils possedent aussi des yeux composés de surface plus importante
mais pas de dard. Leur organe buccal étant atrophié, ils ne peuvent pas se nourrir et dépendent
entierement des ouvriéres pour 1’alimentation (Straub, 2007; Le Conte, 2002). La tache
essentielle des males est d’assurer la reproduction (fécondation des reines vierges). En outre,
ils peuvent aussi aider a réchauffer le couvain ou a répartir le nectar. Il a été découvert
également que leur role dans la pollinisation des arbres fruitiers était assez important (Fronty,
1990). Leur durée de développement est de 24 jours (Laidlaw & Page, 1997) et dépassent

rarement une durée de vie de 60 jours (Page & Peng, 2001).
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Figure 3. Morphologie des trois castes d’Apis. Mellifera (Clément, 2011)

4. Présentation du parasite de I’Abeille

En 2000, Anderson et Trueman distinguent Varroa destructor de Varroa jacobsoni sur
des critéres morphologiques et génétiques. Le varroa est un acarien ectoparasite d’Apis cerana
et d’Apis mellifera (Calderone & Lin, 2001). Le varroa que 1’on trouve sur les abeilles adultes
est une femelle. Il se présente sous forme d’un disque bombé dorsalement, aux contours
elliptiques et de couleur brun-roux (Fernandez & Coineau, 2002). Il est généralement installé
sur 1’abeille entre les segments, ou se trouve une membrane trés mince, facile a perforer pour

prélever I’hémolymphe (Fernandez & Coineau, 2002).
4.1. Position systématique

La classification systémique de Varroa destructor est détaillée ci-dessous:

Embranchement : Arthropodes

Sous embranchement : Chélicérates

Classe : Arachnides

Ordre : Acariens

Sous ordre : Mesotigmates

Famille : Dermanycidae (Gamassidae)

Sous famille : Varroinae

Genre : Varroa

Espéce : destructor (Anderson & Trueman, 2000)
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Figure 4. Photographie au microscope électronique a balayage d’une femelle de Varroa

destructor (Fernandez & Coineau 2002). A gauche: vue dorsale / A droite: vue ventrale

Figure S. V. destructor sur une nymphe d’abeille (Ellis & Zettelnalen, 2010)

A ‘d;_j

Figure 6. V. destructor sur une abeille adulte (Ellis & Zettelnalen, 2010)
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4.2. Cycle de vie du V. destructor

Dans les colonies d’Apis mellifera, les acariens se reproduisent dans les cellules du
couvain des ouvrieres et des faux bourdons (De jong et al., 1982b; Boot et al., 1997; Beetsma
et al., 1999; Rehm & Ritter, 1989). Le succes reproducteur de 1’acarien sur A. mellifera est
corrélé avec la durée de 1’étape d’operculation de son hdte, qui est la plus longue pour les
faux bourdons, intermédiaire pour les ouvrieres et, courte pour les reines (Martin, 1994). La
femelle fondatrice quitte I’ouvriere qui la transporte et se glisse sous la larve 20 heures avant
I’operculation des cellules chez les ouvrieres et 40h avant chez les faux bourdons (Boot et al.,
1992; Infantidis & Rosenkranz, 1988). La femelle passe entre la larve et la paroi de la cellule
et progresse jusqu'a la gelée larvaire (Donzé, 1995) ou elle va s’immerger (Infantidis, 1988)
ce qui lui permet d’étre a I’abri des attaques des abeilles. Le premier ceuf qu’elle pondra,
donnera naissance a un male et les suivants donneront tous naissance a des femelles
(Fernandez & Coineau, 2002). La ponte, la fécondation et le développement des acariens se
produisent avant [’apparition de 1’abeille adulte (Colin et al., 2001). La durée de
développement de 1’acarien dans les cellules operculées est de 8 a 13 jours (Bowen-Walker &
Gunn, 2001). Le male fécondera ses sceurs les femelles filles dés qu’elles atteignent le stade
adulte et avant I’éclosion de I’abeille. Lors de I’éclosion, les femelles s’embarquent sur
I’abeille et apres une période de transport, elles deviennent elles mémes des femelles
fondatrices; elles relanceront ainsi le processus de reproduction dans d’autres cellules de

couvain (Fernandez & Coineau, 2002) (fig.7,8).

Figure 7: Les différents stades de développement du V. destructor (Rosenkrans et al., 2010).
En haut, de gauche a droite : Protonymphe, deutonymphe mobile, deutonymphe
immobile. En bas, de gauche a droite : jeune femelle nouvellement émergée, femelle
adulte (le parasite), male adulte.
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Reproduction & Mintérieur de

Figure 8: Cycle biologique du V. destructor (Rosenkranz et al., 2010).
5. Technique d’élevage

Les abeilles appartenant a la sous-espece intermissa sont élevées au niveau d’un
rucher situé dans la commune de Ben Ammar, wilaya d’El-Tarf, dans le Nord-Est Algérien
(36°76°N, 7°80’E) dans des ruches modernes de types Langstroth (fig.9). Ces ruches ne font

pas I’objet de transhumance et n’ont pas €été traitées avec des pesticides au préalable.

Figure 9. Localisation de la région d’échantillonnage des abeilles
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6. Sélection des ruches

Avant les expérimentations, toutes les colonies d’abeilles ont été contrélées afin
d’estimer la densité des populations, la présence du couvain, la présence de nourriture dans

chaque ruche et le taux d’infestation.

Un premier lot constitué de quatre groupes de ruches infestées a été sélectionné sur la
base d’un taux d’infestation homogene (Floris et al., 2001b; Satta et al., 2005) afin d’évaluer
I’efficacité des acaricides sur I’acarien parasite de ’abeille V. destructor. Le premier groupe
n’a subi aucun traitement et a servi de témoin, le deuxiéme groupe a été traité avec un
acaricide chimique le fluvalinate et les deux autres groupes ont été traités avec un acaricide
naturel 1’acide oxalique a 3,25g (Charriere et al., 2004; Schneider et al., 2011) et a 6,5g
(Charriere, 2001). Toutes les expérimentations ont été effectuées durant la période de

Septembre - Octobre 2010.

Un deuxieme lot, constitué¢ également de quatre groupes de ruches saines exemptes du
parasite V. destructor (afin d’éviter le biais causé par les maladies et 1’infestation), a servi a
I’évaluation des éventuels effets secondaires des acaricides. Les quatre groupes de ces ruches

ont subit les mémes traitements précédemment énumérés et un groupe a servi de témoin.
7. Présentation des acaricides et traitements

Les traitements acaricides utilisés (fluvalinate et acide oxalique) sont des produits
vétérinaires homologués, utilisés dans la lutte contre ’acarien ectoparasite de 1’abeille V.

destructor.
7.1. Présentation du fluvalinate

Le fluvalinate, de formule chimique C,sH,,CIF;N,O; (fig.10) et dont le nom
commercial est Apistan (Laboratoire Vita Europe) est non volatil et lipohyle avec un temps de
demi vie ¢élevé (5 ans) (Bogdanov et al., 2004). C’est un composé de synthése appartenant a la
famille des pyréthrinoides. L’acaricide se présente sous forme de lanieéres en plastique
d’environ 25 cm de longueur, de 3 cm de large et de 0,75 cm d’épaisseur a raison de 0,80g de
fluvalinate par lanieére. Deux laniéres sont placées dans la ruche, entre les cadres aussitot la
derniére récolte du miel effectuée et laissées en place six semaines. Ce procédé permet une

libération lente de la matiére active qui va agir sur les varroas au fur et a mesure de leur sortie
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du couvain (Fernandez & Coineau, 2002; Gregorc & Smodis skerl, 2007; Lodesani et al.,

2008).

Figure 10. Structure chimique du fluvalinate (www. chemspider.com)

7.2. Présentation de I’acide oxalique

L’acide oxalique est un acide organique de formule chimique H,C,0, (fig.11).Ce
composé est non volatil et hydrosoluble. Il a été appliqué par dégouttement qui consiste a
faire couler goutte a goutte, a 1’aide d’une seringue, 50 ml d’une solution d’acide oxalique
(6,5g ou 3,25g acide oxalique +100 ml eau + 50g sucre) sur les rayons et sur les abeilles du
nid a couvain: 5 ml au niveau des neufs espaces situés entre les dix cadres et 2,5 ml au niveau
des deux espaces formés entre le ler cadre et I’extrémité de la ruche et le 10¢éme cadre et

I’autre extrémité de la ruche (Gregorc & Poklukar, 2003; Gregorc & Smodis Skerl, 2006).

Q.
OH
HO
O

Figure 11. Structure chimique de I’acide oxalique (www. chemspider.com)
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8. Prélevement des échantillons

Pour I’étude biochimique et enzymatique, les différents échantillons prélevés
correspondent a des ouvriéres adultes agées de 0, 7 et 21 jours apres 1’exuviation adulte. Les
Abeilles ont été préalablement marquées a I’émergence (les abeilles échantillonnées de
chaque ruche correspondent a une couleur de marquage précise) afin de faciliter leur datation
(Amdam et al., 2004). Les Abeilles récoltées sont transportées au laboratoire dans de petites
ruchettes transparentes. Elles sont préalablement immobilisées en les introduisant au

réfrigérateur pendant 3 minutes afin de pouvoir effectuer le prélévement de I’hémolymphe.

Les échantillons hémolymphatique ont été prélevés par ponction (3ul par Abeille) au
niveau des membranes inter-segmentaires des tergites 2 et 3 de 1’abeille (Amdam et al., 2004;
Chan et al., 2006). Le prélevement hémolymphatique se fait grace a des microcapillaires

préalablement calibrés. L’hémolymphe est ensuite conservé dans 300 pl d’éthanol.

Les corps entiers des Abeilles femelles ont ét¢ o0tés de leurs tubes digestifs afin
d’éviter tout biais relatif a ’alimentation (Hrassnigg & Crailsheim, 2005) puis pesés avant
d’étre conservés dans 1 ml d’acide trichloracétique (TCA) (20%). Ces échantillons sont par la

suite, conservés au congélateur jusqu’au dosage des métabolites.

Un deuxieéme lot d’abeilles ont été décapitées. Les corps pesés, et conservés au frais
dans 1 ml de tampon phosphate de sodium ont servis pour le dosage de la glutathion S-
transférase. Les tétes pesées et stockées au congélateur dans 1 ml de solution détergente ont

permis le dosage de I’ Acétylcholinestérase.
9. Calcul des taux d’infestation

Au cours de notre expérience, le taux d’infestation par 1’acarien a été évalué dans les
colonies traitées et non traitées avec les acaricides, sur des abeilles adultes et le couvain

operculé.
9.1. Les abeilles adultes

L’examen des abeilles adultes permet d’établir leur niveau d’infestation et d’évaluer
I’importance de la population de ’acarien. Pour cela une collecte de 300 abeilles sur environ
3 rayons par ruche a été effectuée (Ritter & Ruttner, 1980; Floris et al., 2001b; Satta et al.,
2005).
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Apres avoir localisé la reine afin d’éviter de la perdre au moment de la capture des
abeilles, un cadre est pris d’une main et avec 1’autre un coup sec est donné au dessus d’un
entonnoir qui débouche dans un récipient contenant de 1’alcool et pourvu d’une étiquette
avec I’identification de 1’échantillon qui comporte la date de I’échantillonnage ainsi que le
numéro de la ruche (Fernandez & Coineau, 2002). L’opération est alors répétée avec d’autres

cadres de la méme ruche de fagon a capturer 300 a 500 abeilles (Floris, 1992).

Apres avoir effectué les récoltes nécessaires des différentes ruches, les récipients
contenant les abeilles, sont agités modérément puis laissés reposés quelques minutes. Le
contenu du bocal est vidé dans un petit bac blanc. Les abeilles sont ensuite retirées une a une
a I’aide d’une pince tout en s’assurant en les agitant dans 1’alcool du bac qu’aucun varroa
n’est rest¢ accroché. Une cale en bois placée sous le bac permet d’avoir une bonne
profondeur d’alcool du coté opposé. La méme opération est répétée pour chaque bocal des

différentes ruches.

Apres avoir effectué le comptage des abeilles, on vide le flacon, ensuite on procede au
comptage des varroas en les passants au sec a 1’aide d’un pinceau (Fernandez & Coineau,

2002).

On connait alors le nombre d’abeilles et le nombre de varroas, ce qui permet d’établir

le taux d’infestation.

Nombre de varroas

Taux d’infestation estimatif = x 100
Nombre d’abeilles

9.2. Le couvain operculé

L’estimation du taux d’infestation peut étre une méthode trés précise en prenant en
considération a la fois des échantillons du couvain et des abeilles adultes (Branco et al.,

2006).

L’examen du couvain operculé consiste a prélever les varroas qui se trouvent dans les

cellules operculées du couvain. Pour cela, un morceau de couvain est prélevé avec un
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couteau bien affiité en guidant la découpe a 1’aide d’une planchette de 8 cm sur 4. Le nombre
de cellules qui doivent €tre examinées se situe aux environs de 300 (Floris, 1992). La
planchette est ensuite placée au centre du cadre, 1a ou le nombre de cellules operculées est le
plus important. Le morceau du couvain operculé est d’abord enveloppé dans du papier
journal, mis dans un sac en plastique puis étiqueté. C’est au laboratoire que 1’on procédera a
la désoperculation des cellules. Pour cela, on travaille dans un petit bac blanc et I’on doit
avoir trois flacons étiquetés avec les mémes renseignements que sur le sac en plastique et
contenant tous de I’alcool a 70%. Dans deux d’entre eux, on y mettra des abeilles, le

troisiéme est destiné a recevoir les acariens (Fernadez & Coineau, 2002).

La désoperculation s’effectue a 1’aide d’une petite pince qui permet de saisir les
abeilles. Les abeilles non parasitées sont mises dans le premier récipient pour permettre plus
tard de les compter tranquillement. Celles qui sont parasitées sont mises dans le deuxieéme
récipient et les acariens obtenus dans le troisieme. Un pinceau mouillé a 1’alcool est
¢galement passé a I’intérieur des cellules pour vérifier qu’il n’y a plus de varroas. A la fin de
I’opération, on compte les acariens obtenus ainsi que les abeilles parasitées et non parasitées
(Fernadez & Coineau, 2002). Cette technique de lavage a 1’alcool peut étre un bon indicateur
afin d’estimer les nivaux d’infestation des abeilles par le varroa (Stanghellini & Raybold,

2004). Le taux d’infestation (exprimé en %) est estimer selon la formule:

Nombre de varroas récoltés

Taux d’infestation estimatif = X 100
Nombre de cellules échantillonnées

On peut estimer a titre indicatif (Robaux, 1986) :

- Qu’une colonie ayant un taux d’infestation de 5% est une colonie faiblement
parasitée, sans risque immédiat.

- Qu’un taux d’infestation situé entre 5% et 10% correspond a une colonie
sérieusement atteinte et qu’il faut faire un traitement.

- Que les colonies qui présentent entre 10% et 20% de parasites doivent étre
immédiatement traitées.

- Enfin, si les colonies présentent plus de 20%, elles ont une haute probabilité
de s’effondrer au bout de quelques jours ou de quelques semaines.
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10. Calcul du taux d’efficacité

Le nombre d’acarien tombés des ruches traitées et témoins a été compté chaque
semaine en utilisant un plateau enduit de vaseline et déposé sur le fond de chaque ruche
(Gregorc & Jelenc, 1996; Floris et al., 2001a; Gregorc & Planincy, 2005). Le plateau est
muni d’un grillage empéchant les abeilles d’y accéder (Calderone & Lin, 2003; Gregorc et

Planincy, 2005).

La mortalité du varroa a été enregistrée une semaine avant le traitement et chaque
semaine durant la période de traitement (6 semaines) et enfin, une semaine aprés le

traitement

L’efficacité des traitements acaricides a été évaluée sur la base du pourcentage de
mortalité du varroa en tenant compte aussi de la mortalité naturelle des acariens dans les

ruches témoins (Floris et al., 2001a, 2004; Satta et al., 2005) selon la formule:

M%=100[1-(Bc.At/Bt.Ac)]

Bt et At: Correspondent aux taux d’infestation par le varroa dans les ruches traitées

respectivement avant et apres traitement

Bc et Ac: Correspondent aux taux d’infestation par le varroa dans les ruches non

traitées (témoins) respectivement avant et apres traitement.
11. Extraction et dosage des métabolites dans le corps

L’extraction des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) a été réalisée
selon le procédé de Shibko et al. (1966) sur le corps des Abeilles ouvrieres adultes d’A.m.
intermissa récoltées a 0, 7 et 21 jours et conservées dans 1 ml d’acide trichloracétique (TCA)

420% (Fig. 15).

Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes de 100 pl et les taux des
différents métabolites du corps ont été quantifiés grace aux équations des droites de régression

déterminées a partir des courbes de références (Fig. 12, 13 et 14).
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11.1. Dosage des protéines

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
bleu brillant de coomassie G 250 comme réactif et 1’albumine de sérum de beoeuf (BSA)
comme standard (Tableau 1). La lecture des absorbances est réalisée a une longueur d’onde de

595 nm (Fig. 13).

Le Bleu brillant de coomassie se prépare comme suit:
- 100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol + Agitation pendant deux heures . 100 ml d’acide

ortho-phosphorique a 85% et le tout est complété a 1000 ml avec I’eau distillée.

Tableau 1: Dosage des protéines du corps de 1’Abeille: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

La droite de régression est la suivante:

121 Y =0,0166 +0,0101x
N R2= 0,998
) 0,8 1
()
g
= 0,6
S
2 .
= 04
<
0,2 1
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité d’albumine (ng)

Figure 12. Dosage des protéines du corps: droite de régression exprimant 1’absorbance
a 595 nm en fonction de la quantité d’albumine (pug).
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11.2. Dosage des glucides

Le dosage des glucides a été réalisé selon Duchateau & Florkin (1959). Cette méthode
utilise 1I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone, 75 ml d’acide sulfurique et 25 ml d’eau
distillée) et une solution mere de glucose (1g/l) comme standard (Tableau 2). La lecture des

absorbances est réalisée a 620 nm (Fig.14).

Tableau 2: Dosage des glucides du corps de I’ Abeille : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

La droite de régression est la suivante:

Y=0,0139 + 0,00898 x
094 R2= 0,998
081
071
061
0,5
0,4 4
0,3
0,2 ¢
014
0 : : : : : .
0 20 40 60 80 100 120

Absorbance

Quantité de Glucose (ng)

Figure 13. Dosage des glucides du corps: droite de régression exprimant
I’absorbance a 620 nm en fonction de la quantité de glucose (ng).
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11.3. Dosage des lipides

Les lipides ont été¢ déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972) utilisant
la vanilline' comme réactif et une solution mere de lipides® (2,5u]) comme standard (Tableau
3).Les absorbances sont lues, aprés 30 minutes d’obscurité, a une longueur d’onde de 530 nm
(Fig.15).

1: 0,38 g de vanilline + 55 ml d’eau distillée + 195 ml d’acide ortho-phosphorique a 85%

2: 25 mg d’huile de table + 10 ml de solvant éther/chloroforme (V/V).

Le dosage des lipides du corps des Abeilles a été effectué dans une fraction aliquote de

100ul.

Tableau 3 : Dosage des lipides du corps de I’ Abeille : réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant Ether-Chloroforme (ul) 100 80 60 40 20 0
Vanilline (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

La droite de régression est la suivante:

045
041 g
’ Y=0,00148 + 0,00166 x
03 R2=0,997
03
»n
S
S |02
<
S | 02
2
2 |01
< | ot
0051
0 T T T T T 1
0 50 100 150 20 250 30

Quantité de lipide (ng)

Figure 14. Dosage des lipides du corps : droite de régression exprimant I’absorbance a
530 nm en fonction de la quantité d’huile de table (ug).
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Abeille adulte
v

Iml (TCA 20%)
v

Broyage (ultrasons)

v
Centrifugation (5000 tours/min, 10min)

A 4

CULOTI

v
Iml éther / chloroforme (V/V)

v
Centrifugation (5000 tours/min, 10min)

A

A

A 4

SURNAGEANT I SURNAGEANT II CULOT II
v v
Iml acide sulfurique Iml d’eau distillée
v v
Agitation Agitation
v
Chauffage (100°C, 10min)
A v A 4
Dosage aliquote (100pul) Dosage aliquote (100pul) Dosage aliquote (100pul)
v v v
4 ml d’anthrone 2,5 ml de vanilline 4 ml de BBC
v
Chauffage (80°C, 10min)
v A v
Lecture (absorbance a 620nm) Lecture (absorbance a 530nm) Lecture (absorbance a 595mn)
v v v
GLUCIDES LIPIDES PROTEINE

(Duchateau et Florkin, 1959)

(Goldsworthy et al., 1972)
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Figure 15. Extraction (d’aprés Shibko et al., 1966) et dosage des glucides, lipides et protéines selon
Duchateau et Florkin, (1959), Goldsworthy et al, (1972) et Bradford, (1976)

respectivement.

12. Dosage des métabolites dans ’hémolymphe

La concentration en protéines, glucides et lipides a été déterminée au niveau de

I’hémolymphe des ouvrieres adultes d’4.m.intermissa récoltées a 0, 7 et 21 jours.

Les dosages de chaque métabolite ont été effectués sur une fraction aliquote de 100ul
selon les méthodes précédemment décrites. Les concentrations des différents métabolites de
I’hémolymphe ont été quantifiées grace aux équations des droites de régression respectives

déterminées a partir des courbes de références (Fig. 16, 17 et 18).

1 .
09 Y=0,0126 + 0,00884 x
’ R2= 0,994 *
0,81
07
3
> 061 .
g | o5
=
= | 041 .
2 | 03
2|0
0,2
0,1
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité d’albumine (ng)

Figure 16. Dosage des protéines hémolymphatiques : droite de régression exprimant
I’absorbance a 595 nm en fonction de la quantité d’albumine (ng).
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Figure 17. Dosage des glucides hémolymphatiques: droite de régression exprimant
I’absorbance a 620 nm en fonction de la quantité de glucose (ng).

045 1 Y=0,0107+ 0,00157 x
04- R2=0,992

0,35 1

0.5+
021 .
015
01
0,05+

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Absorbances

Quantité de lipide (ng)

Figure 18. Dosage des lipides hémolymphatiques: droite de régression exprimant
I’absorbance a 530 nm en fonction de la quantité d’huile de table (ng).

13. Dosages des activités enzymatiques
13.1. Dosage de ’activité spécifique de I’acétylcholinestérase

Le dosage de I’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE) a été réalisé selon
la méthode d’Ellman et al. (1961) qui consiste a fournir & I’enzyme AChE un substrat
artificiel, I’acétylcholine dont 1’hydrolyse libérera de 1’acide acétique et de la thiocholine.
Cette dernicre, en présence du DTNB (acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique), donne un
produit jaune : le TNB (acide 5-thio-2-nitrbenzoique) que 1’on dose a une longueur d’onde de

412 nm.

Les tétes des abeilles ouvriéres des groupes témoins et traités (pool de trois tétes) ont
¢été homogénéisées dans Iml de solution détergente! a I’aide d’un homogénéiseur a ultrasons.
L’homogénat a été centrifugé (5000 tours/min pendant 5 min) et le surnageant récupéré a

servi comme source d’enzyme pour la mesure de ’activité de I’AChE.
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Le dosage de I’activité de I’AChE a été réalisé sur une fraction aliquote de 100 pul de
surnageant a laquelle ont été ajoutés 100 ul de DNTB? et 1 ml de tampon Tris (0,1 M, pH 7).
Aprés 3 a 5 min, et afin d’épuiser la réaction spontanée, 100 pl de solution substrat
acétylthiocholine® ont été rajoutés. La lecture des absorbances a été faite toutes les 4 min
pendant 20 min a une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc de gamme oul00 ul de
solution détergente remplacant la source d’enzyme. L’activité¢ spécifique a été déterminée

selon la formule:

' A DO/ mn Vit
X (uM/mn/mg de protéines) = X mg de protéines
1,36 x 10* Vs

A DO: pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction

du temps.

Vt: Volume total de la cuve = 1,3ml (0,1 ml du surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml Tampon

Tris + 0, 1 ml acétylcholine).
Vs: Volume du surnageant (0,1 ml).
1,36 x 10*: coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-! cm™).
mg de protéines: quantité de protéine exprimée en mg.

1: 38,03 mg éthyléne glycol bis béta aminoéthyl éther N,N,N’,N’-tetraacetique (EGTA) + 1
ml Triton X 100% + 5,845 g NaCl (1N)+ 80 ml tampon Tris (10mM, pH 7).

2: 39,6 mg DTNB + 15 mg CO3HNa dans 10 ml du tampon Tris (0,1 M, pH 7).
3: 118 mg acéthylthiocholine + 5 ml eau distillée.

Les protéines ont été également quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu brillant de Coomassie G 250 comme réactif et I'albumine de sérum de boeuf

(BSA) comme standard (1mg/ml). La lecture des absorbances a été réalisée a une longueur
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d'onde de 595 nm. Les teneurs des protéines ont été¢ quantifiées grace a I’équation de la droite

de régression déterminée a partir de la courbe de référence (Fig. 19).

1 -
091 Y=0,0011+ 0,00866 x %
08 1 R2=0,997
0,7 4
3
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Quantité d’albumine (ng)

Figure 19. Dosage des protéines: droite de régression exprimant 1’absorbance a 595 nm
en fonction de la quantité d’albumine (pg).

13.2. Dosage de ’activité spécifique de la glutathion S-transférase

Le dosage de I’activité de la GST a été réalisé selon la méthode de Habig et al. (1974)
basée sur la mesure photométrique de la cinétique de conjugaison du produit formé avec un
substrat : le 1-chloro-2,4 dinitrobenzeéne (CDNB) en présence d’un co-facteur: le glutathion
(GSH). Les abeilles décapitées ont été¢ d’abord débarrassées de leur dard et de la glande a
venin (Popadopoulos et al., 2004) puis ont ét¢ homogénéisées dans Iml de tampon de
phosphate ! de sodium (0,1 M ; pH6) a I’aide d’un broyeur a ultrasons dans une cuve remplie
de glace. L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé a 14000 tours/min pendant 30 minutes et le

surnageant récupéré servira comme source d’enzyme.

La méthode utilisée dans notre dosage consiste a faire agir les GSTs contenus dans

I’échantillon, sur un mélange de GSH + CDNB a une température ambiante. Une fraction
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aliquote de surnageant de 0,2 ml a été ajoutée a 1,2 ml du mélange [CDNB (1Mm) — GSH
(5mM)] ? dans un tampon phosphate (0,1M ; pH6). La lecture des absorbances se fait contre
un blanc préparé dans les mémes conditions avec 0,2 ml d’eau distillée remplagant le
surnageant. La variation de la densité optique due a ’apparition du complexe CDNB-GSH est
mesurée toutes les minutes pendant 5 minutes et a une longueur d’onde de 340 nm dans un

spectrophotomeétre UV. L’activité de I’enzyme a été déterminée d’apres la formule suivante:

. A DO Vit
X (uM/mn/mg de protéines) = X mg de protéines
936 Vs

A DO : pente de la droite de régression obtenue apreés hydrolyse du substrat en fonction du

temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (m M-! cm!).
Vt: Volume total de la cuve = 1,4ml (0,2 ml du surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB-GSH)
Vs: Volume du surnageant dans la cuve (0,2 ml).
mg de protéines: quantité de protéine exprimée en mg.

1 61,5 ml (solution A) +438,5 ml (solution B) + 21,3925 g de saccharose.
- (solution A: 17,805 g Na2HPO, dilué dans 500 ml d’eau distillée).
- (solution B: 6,39 g NaHPO, dilué dans 500 ml d’eau distillée).

24,052 mg CDNB + 30,73 mg GSH + 0,8 ml éthanol + 20 ml tampon phosphate.

Aussi, les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu brillant de Coomassie G 250 comme réactif et I'albumine de sérum de boeuf (BSA)

comme standard (Img/ml). La lecture des absorbances a été réalisée a une longueur d'onde de
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595 nm. Les teneurs des protéines ont €té quantifiées grace a 1’équation de la droite de

régression déterminée a partir de la courbe de référence (Fig. 20).

0,91 Y= 10,0198+ 0,00937x

2 — 14
0. R2= 0,987
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Figure 20. Dosage des protéines: droite de régression exprimant I’absorbance a 595  nm

en fonction de la quantité¢ d’albumine (pg).

14. Analyse statistique
14.1. Analyse de P’efficacité des acaricides

Les données relatives aux nombres d’acariens ainsi que celles relatives aux
pourcentages de mortalité sont exprimées en moyennes + standard erreur (m#SE). L analyse
de la variance a un critére de classification et le test de Tukey au seuil de p=0,05 ont été

appliqués.

Les calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel d’analyse et de traitement statistique

des données MINITAB version 13.3.1 (X, 2000).

14.2. Analyse biochimique et enzymatique
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Les données relatives aux teneurs et aux concentrations des protéines, glucides et
lipides ainsi que celles relatives aux activités spécifiques enzymatiques sont exprimées en
moyennes =+ standard erreur (m = SE). L’analyse de la variance a un critére de classification et
le test de Tukey au seuil de p=0,05 ont été appliqués. Pour toutes les séries données, 1’égalité

des variances a été controlée par les tests de Bartlett et de Levene.
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1. Taux d’infestation

Les taux d’infestation des abeilles par ’acarien Varroa destructor avant et apres

traitement sont illustrés par la figure 21.

Les résultats de 1’analyse de la variance a un critére de classification avant traitement
montrent qu’aucune différence significative n’a été constatée, que ce soit pour I’infestation du
couvain (p= 0,283) ou celle des abeilles adultes (p= 0,809) (Annexe 1: tableau 1). Ainsi, les

traitements acaricides peuvent étre évalués selon leur efficacité.

A la fin du traitement, les niveaux d’infestation sont significativement plus faibles
dans les ruches traitées par rapport aux témoins (p < 0,001 pour le couvain operculé; p <
0,001 pour les ouvrieres adultes). Les traitements testés entrainent une mortalité importante
du varroa, ce qui explique le faible taux d’infestation obtenu apres la période de traitement

(Annexe 1: tableau 2).

Dans les ruches n’ayant pas été traitées (témoins), ’infestation des abeilles par

I’acarien V. destructor continue d’augmenter.

18
16 E Témoin
@ 14 H Fluvalinate
< “A06,5g
= 12 s
2 AO3,25¢g
s 10
R
n
& 8
=
T 6
=
S 4
=
2
0 : .
Avant traitement Apres traitement Avant traitement Apres traitement
Couvain Operculé Abeilles Adultes

Figure 21. Taux d’infestation (%) par Varroa destructor d’A.m. intermissa avant et apres
traitement aux acaricides dans les ruches expérimentales (m + SE).
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2. Efficacité des traitements

Le nombre d’acariens récoltés chaque semaine sur le fond de chaque ruche est donné

dans le tableau 4.

Une semaine avant le début du traitement, le nombre d’acariens récoltés n’est pas
significativement différent (p = 0,287) dans I’ensemble des ruches. Au cours des deux
premicres semaines de traitement, toutes les ruches traitées présentent un nombre
significativement plus élevé d’acariens récupérés sur les plateaux grillagés comparativement
aux ruches témoins (p < 0,001). Aussi, le nombre d’acariens récoltés est significativement
plus ¢élevé dans les ruches traitées avec 1’acaricide synthétique fluvalinate comparativement

aux ruches traitées avec I’acide oxalique, aux deux doses testées (6,5g et 3,25g).

Dans les ruches non traitées, une mortalité plus élevée des acariens est constatée apres la
4¢me  gemaine jusqu’a la fin de D’expérience, comparativement aux ruches traitées,

probablement dii a une augmentation du niveau d’infestation dans ces ruches.
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Tableau 4: Nombre moyen de V. destructor morts par semaine avant, pendant et apres
traitement aux acaricides dans les ruches expérimentales (m + SE).

Périodes Témoin fluvalinate A0 50 ANOVA
6,5¢g 3,25¢g
1¢r¢ semaine
avant le 104,75+£8,04 | 101,25+5,42 | 105,25+3,47 | 91,25+3,94
, p> 0,05
début du a a a a
traitement
l. 99,50 + 5,06 17243 + 984,3 £24,6 | 743,3+37,7 | p<0,001
semaine de
. a 458 b c d Hkk
traitement
2éme
semaine de 56,75:: 3,84 180,0l;t 4,56 68.0 £2.86 ¢ 65,75::4,05 p <*E)k,>£)01
traitement
3 ) 44,50 £3,43 | 40,50+3,43 | 26,25+2,53 | 25,75 £1,75 | p<0,001
semaine de
. a a b b *okok
traitement
4. 2925+£2,81 | 16,50£1,55 | 15,75+1,38 | 16,25+£2,17 | p<0,01
semaine de
X a b b b ok
traitement
> 57,50 £2,63 | 10,020,913 | 12,0 + 1,47 | 11,2542,02 | p<0,001
semaine de
X a b b b Hkk
traitement
6éme
semaine de 48’75: 149 45+0,645b | 8,5+1,55b 7,75 ;: 138 | p <*?k’>801
traitement
lére
semaine aprés la | 51,0+ 147 a 1,75+ 0,490 | 5,750,629 | 6,5+0,645 | p <*2,301
b c c

fin du traitement

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p> 0,05.

** . Différences trés significatives.

**% . Différences hautement significatives.

Les résultats de 1’analyse de la variance montrent une différence hautement

significative (p < 0,001) dans I’efficacité entre les deux traitements acaricides (fig. 22). En

effet; Iefficacité la plus élevée est obtenue avec ’acaricide synthétique (fluvalinate), ou le

pourcentage enregistré de la mortalité des acariens est de 94,13 + 0,85 pour les abeilles
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adultes et de 92,85 + 1,14% pour le couvain operculé. Par contre pour I’acaricide naturel
(acide oxalique), I’efficacité de traitement dans le controle de I’infestation du varroa est de
51,37 £ 1,51; 59,45 + 1,20% et 41,91 £+ 1,02; 57,23 + 1,23% pour les abeilles adultes et le

couvain operculé pour les doses 6,5g et 3,25g respectivement (Annexe 1: tableau 3).
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Figure 22. Efficacité moyenne des traitements acaricides a I’encontre de V. destructor évalué
selon le pourcentage de mortalité.

3. Effets des acaricides sur les métabolites du corps et de I’hémolymphe

Une analyse de la variance (ANOVA) a un critere de classification relative aux
différentes molécules d’acaricides testées (fluvalinate et acide oxalique aux doses 6,5 et 3,
25g) sur la concentration et la teneur des métabolites (protéines, glucides et lipides) dans
I’hémolymphe et le corps des ouvrieres adultes d’A. m. intermissa agées de 0, 7 et 21 jours a

été réalisée.
3.1. Effets des acaricides sur les métabolites dans le corps entier

L’étude biochimique a permis de déterminer les taux des différents métabolites
(protéines, glucides et lipides) dans le corps des Abeilles ouvriéres adultes témoins et traitées

avec I’acide oxalique (6,5 g, 3,25 g) et le fluvalinate a différents ages de la vie adulte.

37



m\ Résultats

%
3.1.1. Taux des protéines

L’analyse de la variance a un critere de classification montre un effet traitement
hautement significatif (p < 0,001) sur les teneurs en protéines du corps chez les ouvricres

agées de 0, 7 et 21 jours.

La comparaison des moyennes montre des différences significatives (p < 0,001) entre
les groupes témoins et traités et entre les différents traitements pour la méme série d’age

(Annexe 1: tableau 4).

Une diminution significative des protéines du corps par rapport aux témoins est
observée apres traitement avec le fluvalinate chez les abeilles agées de 0, 7 et 21 jours (Fig.

23)

Une diminution significative des protéines du corps est observée également aprés
traitement avec 1’acide oxalique (6,5 g) chez les abeilles agées de 0 jour par contre aucune
différence significative n’a été observée chez celles agées de 7 et 21 jours (Annexe 1:Tableau

4).

Aucune différence n’a été observée par rapport aux séries témoins apres traitement

avec I’acide oxalique a la dose 3,25 g chez les abeilles agées de 0, 7 et 21 jours.
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Figure 23. Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur la teneur en protéines
totales dans le corps entier (ng/mg) chez les Abeilles adultes d’A.m intermissa: (m = SE, n=4-
6).
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Le classement effectué selon le test de Tukey révele I’existence de trois groupes chez
les abeilles agées de 0 jour. Le premier groupe est représenté par les abeilles témoins et celles

traitées avec 1’acide oxalique (3,25 g), le deuxiéme par les abeilles traitées avec 1’Acide

oxalique (6,5 g) et le dernier groupe, par celles traitées avec le fluvalinate.

Les abeilles agées de 7 et 21 jours sont classées chacune en deux groupes. Le premier
groupe représente les abeilles témoins et celles traitées avec 1’acide oxalique (6,5 g et 3,5 g) et

le second par celles traitées par le fluvalinate.
3.1.2. Taux des glucides

L’analyse de la variance a un critére de classification révele un effet traitement
significatif (p = 0,022) sur les teneurs en glucides du corps des ouvriéres a I’émergence agées
de O jours traitées par le fluvalinate (Annexe 1: tableau 5). En effet; Une diminution
significative des glucides du corps par rapport aux témoins a été observée. Cependant, aucun
effet traitement n’est observable (p = 0,055 et 0,133) chez les ouvriéres adultes agées

respectivement de 7 et 21 jours (fig.24).

Aucune différence n’a été observée par rapport aux séries témoins apres traitement
avec I’acide oxalique aux deux doses testées (3,25 g et 6,5 g) chez les abeilles agées de 0, 7 et

21 jours (Annexe 1: tableau 5).
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Figure 24. Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur les teneurs en
glucides totaux dans le corps entier (ug/ul) chez des Abeilles adultes d’4.m. intermissa :
(m = SE, n=4-6).
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Le classement effectué selon le test de Tukey révele 1’existence chez les abeilles agées

de 0 jour de deux groupes. Le premier groupe est représenté par les abeilles témoins et celles
traitées avec 1’Acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) et le second groupe par celles traitées avec le

Fluvalinate. Les abeilles agées de 7 et 21 jours sont classées chacune en un seul groupe.
3.1.3. Taux des lipides

Les résultats de ’ANOVA montrent un effet traitement hautement significatif (p <

0,001) sur les teneurs en lipides du corps des ouvrieres agées de 0, 7 et 21 jours (Annexe 1:

tableau 6).

La comparaison des moyennes montre des différences significatives entre les groupes
témoins et traités et entre les différents traitements pour la méme série d’age. Une diminution
significative des lipides du corps par rapport aux témoins est observée apres traitement avec le

fluvalinate chez les abeilles agées de 0, 7 et 21 jours (fig. 25).

Aucune différence n’a été observée par rapport aux séries témoins apres traitement
avec I’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) chez les abeilles agées de 0, 7 et 21 jours (Annexe 1:
tableau 6).
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Figure 25: Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur la teneur en lipides

totaux dans le corps entier (ng/mg) chez des Abeilles adultes d’A.m. intermissa : (m = SE,
n=4-6).

Le classement effectué selon le test de Tukey révele 1’existence chez les abeilles agées

respectivement de 0, 7 et 21 de deux groupes. Le premier groupe est représenté par les
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abeilles témoins et celles traitées avec 1’ Acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) et le second par celles

traitées avec le fluvalinate.
3.2. Effet des acaricides sur les métabolites dans I’hémolymphe

L’¢tude biochimique a permis de déterminer les concentrations des différents
métabolites (protéines, glucides et lipides) dans ’hémolymphe des Abeilles ouvrieres adultes
témoins et traitées avec I’ Acide oxalique (6,5 g, 3,25 g) et le fluvalinate a différents ages de la

vie adulte.
3.2.1. Concentration des protéines

Chez les Abeilles adultes agées de 0,7 et 21 jours, I’analyse de la variance a un critere
de classification a été réalisée. Cette derniere montre un effet traitement hautement significatif
(p <0,001) sur la concentration en protéines hémolymphatiques des ouvricres agées de 0, 7 et

21 jours.

La comparaison des moyennes montre des différences significatives entre les groupes
témoins et traités et entre les différents traitements pour la méme série d’age (Annexe 1:
tableau 7). Une diminution significative des protéines hémolymphatique par rapport aux
témoins est observée apres traitement avec le fluvalinate chez les abeilles agées de 0, 7 et 21
jours (fig. 26). Par contre, aucune différence n’a été observée par rapport aux séries témoins

apres traitement avec ’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) chez les abeilles agées de 0, 7 et 21

jours.
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Figure 26: Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur la concentration en
protéines hémolymphatiques (ng/ul) chez les Abeilles adultes A.m. intermissa : (m £ SE ;
n=4-6)
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Le classement effectué¢ selon le test de Tukey révele 1’existence chez les abeilles
agées respectivement de 0, 7 et 21 jours de deux groupes pour chacune d’elles. Le premier
groupe est représenté par les abeilles témoins et celles traitées avec 1’acide oxalique (3,25 g et

6,5 g) et le second par celles traitées avec le fluvalinate.
3.2.2. Concentration des glucides

L’analyse de la variance a un critére, montre un effet traitement hautement significatif
(p <0,001) sur la concentration en glucides hémolymphatiques des ouvricres agées de 0 jours,

7 jours et 21 jours.

Une diminution significative des glucides hémolymphatiques par rapport aux témoins
est observée apres traitement avec le fluvalinate chez les abeilles agées de 0, 7 et 21 jours (fig.
27). Par contre, aucune différence n’a été observée par rapport aux séries témoins apres
traitement avec 1’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) chez les abeilles agées adultes (Annexe 1:

tableau 8).
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Figure 27: Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur la concentration en
glucides hémolymphatiques (pg/ul) chez les Abeilles adultes A.m. intermissa : (m £ SE,
n=4-6).

Le classement effectué selon le test de Tukey révele 1’existence chez les abeilles agées
respectivement de 0, 7 et 21 jours de deux groupes pour chacune d’elles. Le premier groupe

est représenté par les abeilles témoins et celles traitées avec 1’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g)

et le second par celles traitées avec le fluvalinate.
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3.2.3. Concentration des lipides

L’analyse statistique montre un effet traitement hautement significatif (p < 0,001) sur

la concentration en lipides hémolymphatiques des ouvrieres agées de 0, 7 et 21 jours.

La comparaison des moyennes montre des différences significatives entre les groupes

témoins et traités et entre les différents traitements pour la méme série d’age.

Une diminution significative des lipides hémolymphatiques par rapport aux témoins
est observée aprés traitement avec le fluvalinate chez les abeilles agées de 0, 7 et 21 jours
(fig.28). Par contre, aucune différence significative n’a été observée par rapport aux séries
témoins apres traitement avec I’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) chez les abeilles agées de 0, 7

et 21 jours (Annexe 1: tableau 9).
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Figure 28: Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur la concentration en
lipides hémolymphatiques (ug/pl) chez des Abeilles adultes d’A.m. intermissa : (m + SE,
n=4-6).

Le classement effectué selon le test de Tukey révele 1’existence chez les abeilles agées
respectivement de 0, 7 et 21 jours de deux groupes. Le premier groupe est représenté par les
abeilles témoins et celles traitées avec 1’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g) et le second groupe

par celles traitées avec le fluvalinate.
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4. Effets des acaricides sur les activités enzymatiques

L’¢tude enzymatique a permis de déterminer [activité spécifique de
I’acétylcholinestérase (AChE) ainsi que la glutathion-S- transférase (GST) chez les abeilles

ouvricres adultes témoins et traitées a différents ages de la vie adulte.
4.1. Effets des acaricides sur ’activité spécifique de ’AChE

L’activité spécifique de ’AChE exprimée en uM/mn/mg de protéines a été déterminée
au niveau de la téte des abeilles ouvrieres d’A m. intermissa agées de 0, 7 et 21 jours. Cette
activité est calculée par application de la formule d’Ellman et al, (1961) en utilisant les
pentes des droites de régression exprimant I’absorbance en fonction du temps. Les résultats

obtenus sont exprimés par rapport a une quantité de protéines exprimée en milligramme (mg).

Chez les témoins, ’activité spécifique de I’AChE est plus faible chez les ouvriéres
agées de 21 jours comparativement aux abeilles agées de 0 et 7 jours. Cette évolution est

similaire dans les groupes traités avec les deux acaricides.

La comparaison des moyennes montre des différences significatives entre les groupes
témoins et traités et entre les différents traitements uniquement chez les abeilles adultes agées
de 0 et 7 jours. Cependant aucune différence significative n’a été observée chez celles agées

de 21 jours (Annexe 1: tableau 10).

Une diminution significative de 1’activité spécifique de I’AChE par rapport aux
témoins est observée aprés traitement avec le fluvalinate chez les abeilles agées de 0 et 7
jours. Par contre aucune différence n’a été observée chez les abeilles agées de 21 jours
comparativement avec les témoins. Aussi, aucune différence n’a été constatée par rapport aux
séries témoins apres traitement avec 1’acide oxalique (3,25 g, 6,5 g) chez les abeilles agées de

0, 7 et 21 jours (fig. 29).

L’analyse de la variance montre un effet traitement trés significatif (p = 0,001) sur
I’activité¢ spécifique de I’AChE des ouvrieres a 1’émergence agées de 0 jour, hautement
significatif (p < 0,001) sur celle des ouvriéres agées de 7 jours et aucun effet traitement (p =

0,331) sur celle des ouvricres adultes agées de 21 jours.
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Figure 29: Activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) chez A.m. intermissa
aprés traitement aux acaricides : comparaison des moyennes pour un méme age entre les
différents groupes (m + SE, n= 4-6).

Le classement effectué selon le test de Tukey révele 1’existence chez les abeilles agées
de 0 et 7 jours de deux groupes. Le premier groupe est représenté par les abeilles témoins et
celles traitées avec 1’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g), le second par celles traitées avec le

fluvalinate. Les abeilles agées de 21 jours sont classées chacune en un seul groupe.
4.2. Effets des acaricides sur P’activité spécifique de la GST

L’activité spécifique de la GST exprimée en pM/mn/mg de protéines a été estimée par
application de la formule de Habig et al, (1974) en utilisant les pentes des droites de
régression exprimant I’absorbance en fonction du temps. Les résultats obtenus sont exprimés
par rapport a une quantité de protéines exprimée en milligramme (mg). Un dosage au niveau

du corps des abeilles ouvrieres d’4 m. intermissa agées de 0, 7 et 21 jours a été effectué.

Chez les abeilles témoins, les valeurs de I’activité spécifique de la GST sont plus
faible chez les nourrices agées de 7 jours comparativement aux abeilles nouvellement
émergées agées de 0 et les butineuses agées de 21 jours. Cette évolution de I’activité
spécifique de la GST est similaire dans les groupes traités avec les deux acaricides (Annexe 1:

tableau 11).

45



m\ Résultats
La comparaison des moyennes montre des différences significatives entre les groupes

témoins et traités et entre les différents traitements uniquement chez les abeilles dgées de 0 et

7 jours. Cependant aucune différence significative n’a été observée chez les abeilles agées de

21 jours.

Une augmentation significative de I’activité spécifique de la glutathion-S- transférase
par rapport aux témoins est observée apres traitement avec le fluvalinate chez les abeilles
agées de 0 et 7 jours par contre aucune différence significative n’a été observée chez celles
agées de 21 jours. Aucune différence n’a été observée par rapport aux séries témoins apres
traitement avec ’acide oxalique (3,25 g, 6,5 g) chez les abeilles ¢émergentes, nourrices et

butineuses (fig. 30).

L’analyse de la variance a un critére de classification a été réalisée. Cette dernicre
montre un effet traitement trés significatif (p = 0,008) sur 1’activité spécifique de la GST des
ouvrieres a I’émergence agées de 0 jour, un effet traitement significatif (p = 0,030) pour celles

agées de 7 jours et aucun effet significatif (p = 0,103) pour celles agées de 21 jours (Annexe

1: tableau 11).
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Figure 30: Activité spécifique de la GST (uM/min/mg de protéines) chez A.m. intermissa
apres traitement aux acaricides: comparaison de moyennes pour un méme age entre les
différents groupes (m + SE ; n= 4-6).
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Le classement effectué selon le test de Tukey révele I’existence chez les abeilles agées

de 0 jour de deux groupes. Le premier groupe est représenté par les abeilles témoins et celles

traitées avec ’acide oxalique (3,25 g et 6,5 g), le second par celles traitées avec le fluvalinate.

Les abeilles agées de 7 jours sont classées en trois groupes. Le premier groupe est
représenté par les abeilles témoins, le deuxiéme groupe par celles traitées avec I’acide
oxalique (6,5 g et 3,5 g) et le troisieme par celles traitées avec le fluvalinate. Les abeilles

agées de 21 jours sont classées en un seul groupe.
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L’abeille domestique est un des principaux polinisateurs des plantes et des arbres
fruitiers entomophiles. L’impact de sa disparition serait désastreux pour 1’agriculture et la
biodiversité. L’abeille est pourtant soumise durant toute sa vie a de nombreux stress toxiques
environnementaux et iatrogénes. La détermination du risque toxique encouru par les abeilles
est donc une nécessité absolue pour sa protection. Ce risque est le fruit d’un rapport entre la
toxicité d’un composé et les doses auxquelles les individus sont exposés. De nombreuses
¢tudes se sont penchées sur la mesure de 1’efficacité des produits utilisés par les apiculteurs
(en majorité des acaricides) et les agriculteurs sur le parasite de 1’abeille V. destructor. Mais
force est de constater qu’a I’opposé, le nombre d’études visant a déterminer les effets

secondaires de ces composés pour I’abeille est treés limité.

Les expositions aux pesticides perturbent divers parameétres physiologiques,
biochimiques, anatomiques et comportementaux (Hyne & Maher, 2003). Deux traitements
acaricides employés dans notre étude, synthétique (Le fluvalinate ou apistan), et naturel
(I’acide oxalique aux doses 3,25 et 6,5g). Cette étude nous a permis d’évaluer I’efficacité de
ces deux acaricides sur le parasite V. destructor ainsi que leurs effets secondaires sur 1’abeille
A. m. intermissa par le dosage des différents métabolites (protéines, glucides et lipides) dans
le corps entier de I’abeille et son hémolymphe et sur I’activité spécifique enzymatique de

I’AChE et la GST.
1. Efficacité des acaricides sur le Varroa destructor

L’¢étude de la dynamique de la population du varroa nous a permis de déterminer le
degré d’infestation de nos colonies. D’aprés Faucon (1992); I’action pathogéne du varroa est
liée directement a la proportion du nombre de parasite par rapport au nombre d’abeilles dans
la colonie et les symptomes s’aggraveront quand la population d’abeilles diminuera pendant

que celle du varroa restera constante ou continuera de progresser.

Depuis I’apparition de la varroase qui est considérée comme la principale pathologie
qui affecte 1’¢levage apicole, de nombreux travaux ont été réalisé afin de trouver un traitement
efficace pour limiter les dégats occasionnées par celle-ci. Pour cela, plusieurs molécules ont

été mises sur le marché.
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Les résultats de notre étude indiquent clairement que [’acaricide synthétique
fluvalinate (Apistan) montre une meilleure efficacité dans la lutte contre V. destructor (94,13
+ 0,85 pour les abeilles adultes et de 92,85 + 1,14% pour le couvain operculé) par rapport a
I’acaricide naturel acide oxalique (51,37 + 1,51; 59,45 + 1,20% et 41,91 + 1,02; 57,23 +
1,23% pour les abeilles adultes et le couvain operculé pour les doses 6,5g et 3,25¢g

respectivement).

Les résultats obtenus relatifs a la mortalité ¢levée des acariens suite au traitement avec
I’acaricide synthétique fluvalinate ne sont pas en accord avec ceux obtenus par Adjlane et al.
(2013) ou un taux d’efficacité de 77,75% a ¢été enregistré. Aussi, Pileckas er al. (2011) ont
révélé un taux d’efficacité de 81,7%. D’autres travaux ont été réalisés par Loucif-Ayad et al.,
2010 par [lutilisation de deux acaricides chimiques Apivar (Amitraze) et Bayvrol
(pyréthrinoide a base de fluméthrine) ont montré respectivement une efficacité de 85% et
86%. Ces résultats ce rapprochent de ceux d’Adjlane et al. (2013) ou une efficacité de 86,50%
a été enregistrée apres traitement par I’apivar et de 91,62% par Byvarol. Floris et al. (2001b)
ont constaté que I’efficacité de I’amitraze sous forme de laniere dans les colonies en présence
de couvain était de 74,90%. Des études ont été réalisées en Turquie en utilisant un produit a
base de fluméthrine par Akkaya & Vurusaner (1996 et 1997) montrent une efficacit¢ de
87,7% et100%. Jelinski (1993) révele une efficacité de 59,6% suite au traitement au Byvarol.
Des études réalisées en 1989 par Milani et Barbattini ont révélé une efficacité du Byvarol
située entre 98,79% et 99,86% pour une utilisation du produit pendant 42 jours. Selon Ferrer-
Dufol ef al.(1993) les deux pyréthtroides Byvarol et fluvalinate présentent la méme efficacité.
Selon Fernandez et Coineau (2002), I’efficacit¢ du Fluvalinate est de I’ordre de 99%, le
traitement montre une innocuité importante pour les abeilles et il présente en outre une
remarquable homogénéité dans son efficacité entre les mémes ruches d’un rucher, et entre les
différents ruchers. Il donne des résultats comparables sous différents climats et il est utilisé
dans diverses conditions avec de bons résultats. Les résultats d’Al-ghamdi (2007) ont montré
une baisse de I’efficacité de fluvalinate et de byvarol, ceci est dii au développement d’une

résistance chez V. destructor pour les deux molécules de fluvalinate et flumethrine.

de nombreux travaux antérieurs ont montré que, suite a I’utilisation intensive et durant
plusieurs années de ces acaricides chimiques, il ya eu développement de résistance par le
varroa envers ces molécules (Lodesani et al., 1995; Vandame et al, 1995; Londzin &
Sledzinky 1996; Elzen et al., 1998; Milani & Della Vedova 2002; Garcia-Salinas et al., 2006;

Semkiw et al., 2013). Notamment la résistance au fluvalinate (Lodesani et al., 1995; Colin et
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al., 1997; Baxter et al., 1998; Trouiller, 1998; Wang et al., 2002; Gracia-Salinas et al., 2006),
qui provoque aussi une contamination des produits de la ruche par les résidus du fluvalinate
(Lodesani et al., 1992; Wallner, 1999; Bogdanov, 2006; Lodesani et al., 2008; Nguyen et al.,

2009; Mullin et al., 2010) sans oublier ses effets secondaires néfastes sur les abeilles.

Dans toutes les ¢tudes réalisées, le phénomene de résistance a ces molécules reste
variable : certaines populations de varroas sont entiérement sensibles, d’autres moyennement
résistantes et d’autres entierement résistantes. Ceci suggere que seulement certaines lignées
d’acariens ont acquis une capacité de résistance, en lien notamment avec des pressions de
sélection différentes (Mozes-Koch et al., 2000). Le développement de résistances est le
résultat de I’interaction entre de nombreux facteurs, notamment le niveau d’exposition au
toxique, la vitesse de reproduction de ’agent, le degré de dominance du géne conférant la
résistance, pouvant lui-méme €tre associé a un géne apportant un avantage sélectif a la lignée,
ainsi que d’autres facteurs écologiques (Mozes Koch et al., 2000). Dans ces conditions, leur

utilisation résulte malheureusement en une efficacité moindre (< 50%).

Les résultats relatifs a la mortalité des acariens suite au traitement avec ’acaricide
naturel acide oxalique (6,5 et 3,25g) sont également conformes avec ceux trouvés dans la
bibliographie dans le cas ou le traitement a été utilisé en présence de couvain. En effet, une
efficacité de 61% a été enregistrée en Europe centrale (Charriere et al., 1998) et d’autres
auteurs ont montré une efficacité se situant entre 30 a 40% (Fernandez & Coineau, 2002).
Aussi, d’autres études ont montré une efficacité¢ de 1’acide oxalique inferieur a 50% en
présence de couvain (Charriere & Imdorf, 2002; Gregoric & planincy, 2002; Gregorc, 2005;
Rademacher & Harz, 2006; Chen & Chen, 2008).

La majorité des tests ont montré la grande efficacité de 1’Acide oxalique et sa bonne
tolérance a l'abeille (Imdorf et al., 1997), seulement une meilleure efficacité du traitement
dépassant les 90% et se rapprochant de 100% est obtenue uniquement en absence de couvain.
En effet, une efficacité de 97 a 98,8% a été enregistrée en Europe centrale (Charriere et al.,
1998; Chariere et al., 2004 ; Radetzki, 1994). D’autres auteurs ont également montré une
efficacité supérieure a 95% en absence de couvain (Imdorf et al., 1995a, Imdorf et al., 1995b).
Il semblerait aussi que certains acaricides naturels tels que I’Apiguard (Thymol) ainsi que
Apilife Var (Thymol combiné a 1’eucalyptol, camphre et menthol) ont montré des résultats
similaires (Loucif-Ayad et al., 2010). Cela limite I’emploi de 1’acide oxalique aux régions ou

il y a des arréts de couvain.
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Bien que la toxicité intense n'ait pas €t€ prouvée, plusieurs rapports montrent qu'une

forte concentration en acide oxalique, administrée en automne par écoulement, affaiblit la

colonie (Charri¢re et Imdorf, 1999; Nanetti, 2001).

Les produits naturels tels que les acides organiques (Formique, lactique) ainsi que les
huiles essentielles (Thymol, menthol, camphre, eucalyptol, etc) ont été alors employés et ont
¢galement montré leurs efficacités dans la lutte anti-varroa (Imdorf et al., 1999; Ariana et al.,

2002; Gregorc & Planincy, 2002; Eguaras et al., 2003; Floris et al., 2004; Satta et al., 2005)

L’acide oxalique, bien qu’il soit naturellement présent dans le miel et non polluant; il
constitue une bonne alternative comme traitement acaricide a 1’égard de V. destructor, et
qu’aucun phénoméne de résistance de cet ectoparasite a cette substance n’ai été décrit a ce

jour (Le Conte et al., 2010), il n’est cependant pas sans effets néfastes sur les abeilles.
2. Effets des acaricides sur les métabolites du corps et de I’hémolymphe

Les métabolites (protéines, glucides, lipides) jouent un role fondamental dans
I’organisme de toutes les espéces vivantes. Les perturbations enregistrées au niveau de ces
métabolites peuvent compromettre les possibilités d’une croissance normale de la colonie et

peuvent avoir également des conséquences sur son développement (Cremonez et al., 1998).

En effet, les protéines sont nécessaires pour nourrir le couvain et la production de
secrétions glandulaires spécialement par les glandes hypo pharyngiennes des nourrices
(Brouwers, 1982; Knecht & Kaatz, 1990). Les nourrices privées d’une partie de leurs
protéines, secréteront une gelée nutritive de moindre qualité, ce qui se répercutera sur le
développement des larves (Barbangon, 2002). Les protéines leurs permettent aussi de survivre
pendant les périodes difficiles (Maurizio, 1950; Fluri et al, 1982). Les Abeilles domestiques
adultes se procurent les protéines surtout du pollen pour assurer le développement de tissus et
d’organes comme les glandes nourriciéres et les corps adipeux (Soudek, 1927; Kratky, 1931).
Ces derniers sont essentiels pour I’exercice des activités sociales au sein de la communauté
(Soudek, 1927; Kratky, 1931, Maurizio, 1950). La croissance des ouvrieres est associée a la
consommation du pollen (De Groot, 1950; Haydak, 1970) et a la trophallaxie du transfert de

protéines entre les ouvriéres engendrant ainsi une augmentation des protéines du corps.

Les Abeilles se procurent la majorité de leur énergie a partir des sucres et non des

autres substrats (Beenakkers, 1960; Sacktor, 1970). En effet, le taux des sucres chez elle est
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trés ¢levé (Bishop et al., 1925). Dans 1’hémolymphe des Abeilles ouvriéres, les différents
sucres trouvés sont surtout le glucose, sucrose et tréhalose (Alumot et al, 1969). Le sucrose
n’est pas toujours présent (Arslan et al., 1986; Woodring et al., 1993) ou bien trouvé a faible
concentration seulement (Abou-Seif et al., 1993). Le manque en glucides qui est la source la
plus importante en énergie, affaibli la colonie et réduit la capacité du vol. En effet, selon
(Bowen-Walker & Gunn, 2001), une réduction des glucides durant les stades nymphaux peut

avoir des répercussions sur le développement normal des abeilles.

Les lipides peuvent étre utilisés aussi comme sources d’énergie mais de fagon
négligeable (Surholt et al, 1988). Les Abeilles ouvriéres adultes nouvellement émergées,
n’ont pas suffisamment de réserves lipidiques c’est la raison pour laquelle elles ne peuvent
survivre pendant de longues périodes sans se nourrir (Hrassnigg & Crailsheim, 2005). Leur
survie est négativement corrélée avec 1’intensité des soins et I’activité du vol (Merz et al.,
1979; Neukirch, 1982) et positivement corrélée avec les réserves en graisses corporelles
(Maurizio, 1954; Fluri & Bogdanov, 1982). Des changements dans le comportement et dans
les réserves corporelles augmentent la durée de vie des ouvricres et leurs permettent de

survivre pendant I’hiver (Mattila et al., 2001).

Nos abeilles agées de 0, 7 et 21 jours, ayant subis des traitements acaricides montrent
des concentrations et des teneurs en métabolites plus faibles comparativement aux témoins.
Par ailleurs, le traitement synthétique fluvalinate entraine des diminutions plus importantes
que celles du traitement naturel acide oxalique (6,5 g et 3,25 g). Les mémes résultats ont été
observés apres traitement aux acaricides synthétiques Apivar (Amitraze) et Apilife Var
(Pyréthrinoide a base de fluméthrine) et aux acaricides naturels Apiguard (Thymol) et

Bayvarol (Tymol combiné a I’eucalyptol, camphre et menthol) (Loucif-Ayad et al/, 2010).

Les abeilles adultes traitées avec le fluvalinate révelent des perturbations biochimiques
non seulement au niveau du corps mais aussi au niveau de 1I’hémolymphe. Malgré que
quelques travaux ont montré que les traitements avec certains acides organiques tels que
I’acide oxalique et 1’acide formique entrainent une mort cellulaire chez les larves d’abeilles
domestiques (Gregorc et al., 2004). Nos abeilles adultes traitées avec 1’acaricide naturel acide
oxalique (6,5 g et 3,25 g) ne présentent aucune variation dans les taux et les concentrations
des métabolites du corps et de I’hémolymphe sauf pour celles agées de 0 jour et traitées a
I’Acide oxalique 6,5 g, il a été constaté une petite diminution au niveau des protéines du

Corps.
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Il a ét¢ démontré que les ouvricres fraichement émergées présentaient des quantités
faibles de glucoses et de lipides (Czoppelt & Rembold, 1970; Kunert & Crailsheim, 1988;
Panzenbock & Crailsheim, 1997, Hrassnigg & Crailsheim, 2005) indiquant qu’elles n’ont pas
suffisamment de réserves pour survivre pendant une longue période sans s’alimenter. De plus,
le développement glandulaire chez les abeilles, en relation avec les changements
comportementaux ¢évoluant avec 1’age des ouvrieres nécessite de grandes réserves
métaboliques (Winston, 1987). Si cela, s’ajoute une réduction des principaux métabolites,
suite a ’application des acaricides, la situation pourrait étre néfaste aux abeilles. Cependant,
les abeilles naissantes devraient alors avoir impérativement accés a une nourriture riche en
glucose afin de pouvoir restaurer rapidement leurs réserves (Bowen-Walker & Gunn, 2001)

car cette carence pourrait perturber le bon fonctionnement de la colonie.

Une diminution des lipides, notamment dans I’intestin peut étre induite par 1’acaricide
chimique, I’amitraze (M’Diaye & Bounias, 1991). Cette diminution peut perturber, le
fonctionnement des sites demandeurs de lipides tels que le cerveau et/ou les muscles
(M’Diaye & Bounias, 1991). La diminution des concentrations en protéines chez les abeilles
traitées pourrait étre due a leur exposition aux acaricides et par conséquence, ceci pourra

entrainer une inhibition de la croissance (Nielson et al., 2000).

Lors de cette étude, il n’a pas été observé une augmentation anormale des taux de
mortalité des abeilles ouvriéres ou de reine et aucun affaiblissement de la colonie ou de
I’activité du vol. Il semble qu'a des concentrations plus élevées, la forte acidité affecte les
abeilles trempées dans la solution (Anchling, 2001). Par conséquent, les pertes de ces
métabolites ne sont pas assez graves pour Etre responsables de la mortalité des abeilles.
Cependant, il ne peut pas étre exclu que la réduction en protéines, glucides et lipides peuvent

affecter d’autres aspects comme la survie hivernale de la colonie (Ayad-Loucif, 2009).

Des études antérieurs ont montrés que I’application de certains acaricides naturels tels
que ceux a base de thymol ou de menthol était sans risque apparent pour les abeilles (Steen,
1992; Schulz, 1993; Imdorf et al., 1994). Cependant, certains effets secondaires ont été notés
suite a I’application des mémes acaricides. En effet, une diminution du poids de la colonie et
de la production du miel (Cox et al., 1989), une augmentation de la mortalité larvaire (Mattila
et al., 2000) et une stimulation du pillage ainsi qu’une augmentation de I’agressivité chez les

abeilles ont été enregistrés.
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Des effets négatifs aussi sont cités suite a des traitements avec certains acaricides
chimiques. En effet, une mort cellulaire dans les glandes hypopharyngiennes (Moraes &
Bowen, 2000) et dans I’intestin moyen (Gregorc & Bowen, 1998; 2000) ainsi qu’une
mortalité élevée des ouvrieres adultes (Floris et al, 2001b) ont été enregistrées aprés un
traitement & base d’amitraze. Le fluvalinate affaiblie le systtme immunitaire de 1’abeille
(Locke et al, 2012) ce qui les rend plus vulnérables aux infections virales (Locke et al.,
2012). 1l agit aussi en synergie avec différents acaricides administrés dans les colonies
d’abeilles (Johnson et al., 2009). Le fluvalinate réduit la production des spermatozoides chez
les faux bourdons (Rinderer et al., 1999; Fell & Tignor, 2001; Frazier et al., 2008) et
provoque chez les reines, non seulement une réduction du poids du corps, des ovaires ainsi
que du nombre moyen de spermatozoides contenus dans la spermathéque (Haarmann et al.,
2002) mais aussi une mortalité (Sokol, 1996; Currie, 1999). Des études effectuées par Nozal
et al. (2003) ont montré que l’acide oxalique traverse la cuticule et pourrait contribuer a
I’effet toxique. Une partie de 1’acide oxalique est aussi ingérée par les abeilles (Martin-
Hernandez et al., 2007), notamment lors du comportement de nettoyage, qui est par ailleurs
fortement induit chez les abeilles traitées, du a la présence des résidus de cet acaricide sur la
surface du corps des abeilles (Schneider et al, 2012). Ainsi, suite a I’ingestion de 1’acide
oxalique, on assiste a une résorption insuffisante des nutriments a travers I'épithélium de
l'intestin entrainant un affaiblissement des abeilles (Martin-Hernandez et al., 2007). L’acide
oxalique provoque des Iésions cellulaires non seulement au niveau des organes digestifs
(Pulkkanen et al., 2000; Gregorc & Smodis Skerl, 2007; Martin-Hernandez et al., 2007) et
excréteurs (Martin-Hernandez et al,. 2007) mais également au niveau des glandes salivaires
(Silva-Zacarin et al., 2006). Aussi, il pourrait avoir un effet négatif sur le cycle de Krebs
(Strachecka et al., 2012). L’acide oxalique cause une réduction du couvain (Higes et al.,
1999), une mort larvaire (Gregorc et al., 2004; Hatjina & Haristos, 2004) et des pertes de
reines (Higes et al., 1999; Wagnitz & Ellis, 2010). Il entraine une diminution de 1'activité des
ouvrieres (Bacandritsos et al., 2007; Schneider et al., 2012) et de leur longévité ce qui affecte
I’état général de la colonie d’abeilles (Schneider ef al., 2012) conduisant a un affaiblissement

des abeilles qui résistent moins bien aux virus, bactéries et parasites (Wermelinger, 2013).

54



d.,_ i Qﬂ Discussion

%
3. Effets des acaricides sur les activités spécifiques de ’AChE et de la GST

3.1. Effets des acaricides sur D’activité spécifique de ’AChE

Les insectes développent des adaptations pour se protéger contre les composés
potentiellement toxiques comme les pesticides. Ces derniers ont généralement pour cible le
systeme nerveux de 1’insecte (Francis et al., 2002). En effet, certains pesticides altérent la
transmission de I’influx nerveux en réduisant I’activité catalytique de I’enzyme synaptique qui
est 1’acétylcholinestérase (AChE), responsable de 1’hydrolyse de neurotransmetteur

cholinergique universel acétylcholine (Rosenberry, 1975).

L’AChE qui est un sujet d’é¢tude depuis de nombreuses années en raison de son
importance biologique, est impliquée dans de nombreux problémes tels que les intoxications
aux insecticides (Badiou, 2007). Elle représente ainsi un biomarqueur de neurotoxicité
largement utilisé pour identifier une exposition aux insecticides anticholinestérasiques

(Coppage et Matthews, 1975; Fulton et Key, 2001; Matozzo et al., 2005).

L’inhibition de I’AChE a ¢été fréquemment employée en toxicologie pour
diagnostiquer 1’exposition aux produit chimiques anticholinestérase, tels que les
organophosphorés (OP) et les carbamates (Fossi et al., 2001; Fulton & Key, 2001; Sanchez,
2001). Par conséquent, ces troubles peuvent affecter la locomotion et 1’équilibre des
organismes exposés (Little er al, 1990; Richmonds & Dutta, 1992; Hart 1993), qui
conduisent généralement a la tétanie musculaire et a la mort de 1’organisme (Badila, 1995;

Bocquené, 1996; Bainy, 2000).

Les organophosphorés et carbamates agissent en se fixant sur les acétylcholinestérases
a la place de I’acétylcholine, empéchant la dégradation de cette derniere. Ainsi I’acétylcholine
s’accumule donc dans la fente synaptique, ce qui conduit a une hyperexcitation des synapses,
causant, ici encore, la mort de I’individu. Les pyréthrenoides agissent sur les canaux sodium
voltage dépendants de la membrane des cellules nerveuses ou sur les récepteurs canaux tels
les récepteurs nicotiniques (Narahashi, 1996). Des études ont montré que les pyréthrenoides
peuvent avoir des effets secondaires de neurotoxicité par des effets sur le systeme
cholinergique et en particulier sur I’activité¢ de I’AChE (Bandyopadhyay, 1982; Lisanti et al.,
1990; Reddy et al.,1991; szegletes et al ., 1995; Djordjevic et al., 2005; Hossain et al., 2005).

Les résistances de nombreux insectes et acariens aux insecticides s’expliquent par une
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modification de 1’acétylcholinestérase, rendant le site de fixation des insecticides moins

accessible (Haubruge & Amichot, 1998).

L’évolution de I’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase dans nos colonies traitées
aux acaricides et celles témoins, est similaire a 1’évolution décrite par de nombreux auteurs.
En effet, Belzunces et al. (1992) ont montré que pendant le développement nymphal d’A4.m.
intermissa, ’activité spécifique de ’AChE augmente progressivement pour atteindre une
valeur maximum a [’émergence (0 jour). A [D’état adulte, 1’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase est plus faible chez les butineuses (21 jours) comparativement aux

ouvricres émergentes (Belzunces et al., 1992; Polyzou et al., 1997).

Les changements significatifs chez les colonies d’abeilles traitées a 1 acaricide
synthétique Apistan (pyréthrinoide a base de fluvalinates) et agées de 0 et 7 jours, suggerent
que I’acaricid synthétique affecte 1’activité spécifique de I’AChE. En effet, certaines familles
de pyréthrinoides ou d’insecticides induisent des modifications de I’activité de I’AChE ce qui
explique sa diminution chez nos abeilles agées de 0 et 7 jour aprés leur traitement a
I’acaricide chimique fluvalinate. Nos résultats sont conformes avec certains auteurs. En effet,
il a été constaté que la deltaméthrine (pyréthrinoide) entrainait une diminution de 1’activité
spécifique de ’AChE (Badiou et al., 2008). Aussi, La permethrine appartenant a la famille
des pyréthrinoide, provoque une diminution dans ’activité spécifique de I’AChE chez les
abeilles (Bandyopadhyay, 1982). Des pesticides de la famille de pyréthrinoide ont été testés
sur les ouvrieres d’A. m. intermissa entrainent également une inhibition dans I’activité
spécifique de ’AChE (Nabti et al., 2014). D’autres pyréthrinoide présentent des effets
similaires sur I’activité spécifique de I’AChE (Bandyopadhyay, 1982; Bendahou et al., 1999;
Hossain et al., 2005; Rao & Rao, 1995). Par contre, il a été constaté que les acaricides
chimiques: Apivar (a base d’amitraze) et le Bayvarol (pyréthrinoide a base de fluméthrine)

n’entrainait aucun effet négatif sur 1’activité spécifique de I’AChE (Loucif-Ayad et al, 2008).

Aucun effet négatif sur I’activité spécifique de ’AChE n’a été observé chez les
abeilles ouvrieres d’A.m.intermissa agées de 21 jours suite au traitement au fluvalinate et ceci
pourrait s’expliquer par le fait que les butineuses sont exposées aux acaricides a un degré

moindre que celles destinées a effectuer des taches a I’intérieur de la ruche.

Certaines classes de pyréthrinoides sont neurotoxiques (Gammon & Cassida, 1981;

Casida et al., 1983) et ont diverses cibles secondaires telles que les ATPases, le récepteur
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GABA ou les voies de transduction de signal, en changeant la cascade de phosphorylation des

protéines qui peut avoir, entre autre, comme conséquence, la mort programmée des cellules

(Desaiah et al., 1975; Rashatwar & Matsumura, 1985; Enan & Matsumura, 1993).

Depuis quelques années, des études ont révélé que la réduction de 1’activité de I’AChE
n’était pas seulement due aux insecticides anticholinestérasiques mais que d’autres classes de
contaminants environnementaux comme les détergents, les métaux pouvaient étre impliquées

(Diamantino et al., 2003; Frasco et al., 2005; Guilhermino et al., 1998; Payne et al., 1996).

Les changements non significatifs dans D’activité spécifique de I’AChE chez les
colonies d’abeilles traitées a 1I’Acide oxalique (6,5 et 3,25 g), a différents stades du
développement adulte (0, 7 et 21 jours), suggerent que 1’acaricide naturel 1’Acide oxalique
n’affecte pas l’activité spécifique de ’AChE de I’Abeille. Les mémes résultats ont été
démontrés par Loucif-Ayad et al.(2008), ou les traitements naturels Apiguard (thymol) et
Apilife Var (thymol combiné a 1’eucalyptol, camphre et menthol), n’entrainaient aucun effet
négatif sur ’activité spécifique de I’AChE chez les larves, nymphes et adultes d’A4. m.
intermissa. Weick & Thorn (2002) ont trouvé des résultats similaires avec un autre acaricide,
le coumaphos, ou aucun effet significatif n’a été constaté sur I’activité spécifique de ’AChE

chez les abeilles.

Cependant, I’absence d’un effet au niveau de ’activité de I’AChE n’¢limine pas le fait
que les abeilles dans les colonies traitées aux acaricides aient été physiologiquement affectées
par le traitement. De plus, les traitements ont été effectués en utilisant des doses préconisées.
Il est fort probable qu’une altération de I’activité de I’AChE pourrait se produire dans le cas
d’un surdosage. En effet il est a noter, que certains apiculteurs ne respectent pas les doses
d’acaricides prescrites ou encore laissent les lani¢res imprégnées d’acaricides plus longtemps

dans les ruches induisant de ce fait un effet de surdosage pouvant étre nuisible aux abeilles.
3.2. Effets des acaricides sur ’activité spécifique de la GST

Les glutathion-S-transférases, jouent un role important dans la physiologie du stress, le
transport intracellulaire et dans les différentes voies biosynthétiques (Wilce & Parker, 1994).
La GST représente une famille des enzymes substrats spécifiques qui catalysent la
conjugaison du GSH avec les xénobiotiques dans la phase Il de métabolisation favorisant leur

¢limination de 1’organisme (Leaver ef al., 1992; Malmezat et al., 2000).
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Chez les insectes, les GSTs représentent un mécanisme trés important de
détoxification dus a leur participation dans la résistance aux insecticides (Motoyama &
Dauterman, 1980; Clark et al., 1985; Fournier et al., 1992; Kostaropoulos et al., 2001;
Papadopoulos et al., 2004; Yu, 2004). Ce systeme actif d’enzymes de détoxification chez les
abeilles est situé majoritairement a deux emplacements stratégiques: I’intestin et le corps gras.
Cette localisation particuliére lui permet d’intervenir rapidement sur les molécules qui doivent
soit étre transformées pour étre biologiquement actives (comme certaines hormones) soit au
contraire pour étre inactives ou détoxifiées (Gilbert & Wilkinson, 1974; Yu, 1984; Yu et al.,
1984; Smirle & Winston; 1988).

Il a été démontré que les activités de la GST sont age-dépendant chez les invertébrés
(Hazelton & Lang, 1983; Wood et al., 1986; Kotze & Rose, 1987; Kostaropoulos et al.,
1996). Chez les abeilles, cette activité enzymatique de détoxification semble étre influencée
non seulement par I’age mais aussi par le comportement et la démographie de la colonie

(Smirle &Winston, 1988; Smirle, 1993).

L’évolution de I’activité spécifique de la GST observée dans nos résultats obtenus
avec A.m. intermissa est en accord avec certains résultats cités dans la littérature. En effet, il a
¢té constaté que les abeilles nouvellement émergées et les nourrices présentaient une basse

activité spécifiques des enzymes de détoxification par rapport aux butineuses.

Smirle (1993) a constaté que les abeilles nouvellement émergées ont de basses
activités spécifiques des enzymes de détoxification. Ces mémes résultats ont été également
observés par Ayad-Loucif et al. (2008). Cette basse activité de la GST pourrait rendre les
abeilles plus vulnérables aux substances toxiques (Brodsgaard et al., 1999) et pose un risque
considérable a la colonie puisque la mort des abeilles nouvellement émergées prive la colonie
des roles effectués par les ouvrieres le long de leur vie (Smirle et Winston, 1987).
L’augmentation de ’activité enzymatique chez les butineuses, pourrait correspondre a une
stratégie biochimique adaptée a la recherche de la nourriture dans les écosystémes (Smirle et

Winston, 1988; Nielson et al., 2000).

Le traitement des abeilles avec les acaricides utilisés dans la lutte anti-varroa a
entrainé une augmentation de ’activité spécifique de la GST dans les colonies traitées par le
fluvalinate chez les jeunes abeilles adultes (émergente et nourrice) et dans les colonies traitées

avec I’acide oxalique aucune différence significative de I’activité spécifique de la GST n’a été
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constatée chez les émergentes, les nourrices et les butineuses. Le fluvalinate constitue un
facteur de stress néfaste a la santé de la colonie d’abeilles (Haarmann et al., 2002). Nos
résultats sont conformes avec les résultats obtenus par Loucif-Ayad et al. (2008) ou une
augmentation significative a ét¢ enregistré chez les larves, les nymphes et les jeunes abeilles
adultes (émergentes et nourrices) apres traitement aux acaricides synthétiques (flumethrine et
amitrase) et aucun effet n’a été observé apres traitement aux acaricides naturels (thymol et
huiles essentielles). Aussi, Brodsgaard et al. (1999) ont constatés qu’aucun effet n’a été
enregistré sur I’activité spécifique de la GST chez les nymphes et les adultes nouvellement

émergés traitées par I’acide oxalique.

Chez les butineuses, aucun effet négatif n’a été¢ observé aprés le traitement aux deux
acaricides synthétique et naturel comparativement aux témoins, ceci est dii au fait que les
butineuses sont exposées aux acaricides a des degrés moindres par rapport aux abeilles agées
de 0 et 7 jours qui assurent leur tache a I’intérieur de la ruche et qui sont le plus exposées aux
acaricides (Nielson et al., 2000). En effet, les jeune abeilles (moins de 21 jours), peuvent
éprouver différents stress chimiques causés par les acaricides utilisés dans la lutte contre V.
destructor (Gregorc et al., 2004). Cependant, I’augmentation de la GST suite aux traitements
chez ces jeunes ouvriéres qui sont responsables de la transformation de la nourriture
(Winston, 1987), pourrait avoir des conséquences négatives pour la survie de la colonie. Il a
été démontré que ’emploi de certains pyrétrinoides tels que la fluméthrine expose les abeilles
a un stress toxique pouvant avoir comme conséquences, des ouvriéres plus petites de taille ou

encore, causer une mortalité accrue avant 1’age adulte (Nielson et al., 2000).

L’induction de la GST a été rapportée suite a I’exposition des abeilles aux insecticides
organophosphorés (Hayaoka & Gauterman, 1982; Clark, 1989) et organochlorés (Hayaoka &
Gauterman, 1982; Lagadic et al., 1993; Papadopoulos et al., 1999; Papadopoulos et al., 2000;
Kostaropoulos et al., 2001), mais également apres exposition aux pyréthrinoides (Yu et al.,
1984; Punzo, 1993; Loucif-Ayad et al., 2008; Badiou-Bénéteau et al., 2012). Ces pesticides
agissent individuellement ou en synergie et créent un environnement toxique aux abeilles
(Johnson et al., 2010). Dans les colonies d’abeilles, ou les apiculteurs n’Gtaient pas les
laniéres imprégnées d’acaricides aprés chaque traitement ou encore, lorsqu’ils les

réutilisaient, une augmentation de la GST a été constatée (Nielson et al., 2000).

Des travaux antérieurs ont montré que les acides organiques entralnaient des

altérations des structures anatomiques et physiologiques des abeilles favorisant la pénétration
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des agents pathogénes et créant un environnement favorable au développement fongique

(Howis et al., 2010).

Le fluvalinate et I’acide oxalique affectent les aptitudes (fitness) et les performances
des abeilles (Stoner ef al., 1985; Lodesani & Costa, 2005; Moosbeckhofer, 2001; Schneider e?
al., 2012) et entrainent des modifications du comportement (Schneider et al, 2012). Ils
affectent les facultés d’apprentissage et de mémorisation chez les ouvrieres (Taylor et al.,
1987; Schneider et al., 2012; Frost et al., 2013). De ce fait, tous ces changements rendraient
les abeilles plus faibles et moins vitales ce qui pourrait affecter 1’état de santé général des

colonies d’abeilles (Schneider et al., 2012).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Pour se prémunir de nombreuses especes dites nuisibles, I’Homme disperse
volontairement dans la nature (et dans la ruche) des substances toxiques, le plus souvent
synthétiques. Pour évaluer I’impact de ces substances sur des organismes qui ne sont pas
initialement ciblés et définir les risques associés, certaines espeéces animales ont été choisies
comme modele d’étude. L’abeille domestique Apis mellifera est un sujet d’étude d’autant plus
pertinent qu’elle est 1’outil de travail de plusieurs millions d’apiculteurs et participe

activement par son activité pollinisatrice au maintien de la biodiversité végétale.

Les abeilles sont victimes d'un parasite 1étal contre lequel elles n'ont pas de défense; il
s'accroche sur leur thorax, leur perce la cuticule et se nourrit de leur fluide vital, les
affaiblissant et les rendant vulnérables a de nombreuses infections et complications
secondaires. Face au plus dévastateur des parasites de I’abeille, Varroa destructor, les

apiculteurs ont dii recourir a 1’utilisation de toute une batterie d’acaricides.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressé a 1’évaluation de 1’efficacité de deux
traitements acaricides, 1’un synthétique, le fluvalinate, et I’autre naturel, I’acide oxalique,
appliqué a deux doses (3,25g et 6,5g), utilisés dans la lutte contre I’infestation de 1’abeille

Apis mellifera intermissa par I’acarien ectoparasite, V. destructor.

Les traitements acaricides testés sont efficaces dans le contrdle de ’infestation des
abeilles par 1’acarien V. destructor, néanmoins, le traitement acaricide synthétique
(fluvalinate) présente une efficacité plus importante comparativement au traitement naturel
(Acide oxalique aux doses 6,5g et 3,25g). L’emploi de ’acide oxalique en présence de
couvain permet d’expliquer ce résultat. La majorité des tests ont montré la grande efficacité

de I’acide oxalique, seulement en absence de couvain.

Aussi, durant notre étude expérimentale nous avons évalué les éventuels effets
secondaires de ces deux traitements acaricides sur les principaux métabolites (protéines,
glucides et lipides) dans le corps entier des abeilles ainsi que dans 1’hémolymphe. Pour cela,
des échantillons d’abeilles adultes agées de 0, 7 et 21 jours ont été recueillis au niveau des
colonies d’abeilles traitées par les acaricides synthétique et naturel et ont été comparés a des
colonies non traitées au sein d’un méme rucher. Le fluvalinate entraine des perturbations

biochimiques au niveau de I’hémolymphe et du corps entier des abeilles. En effet, une
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réduction a été enregistrée dans les teneurs et les concentrations des protéines, glucides et
lipides, dans le corps et dans I’hémolymphe. L’acide oxalique (6,5 g et 3,25 g) ne semble pas

en général affecter les quantités de ces principaux métabolites.

Ces différentes perturbations et changements dans la composition des métabolites
pourraient avoir des conséquences négatives sur le développement, la croissance et la

longévité des abeilles.

L’impact de ces deux acaricides sur ’activité spécifique de deux biomarqueurs
enzymatiques: 1’acétylcholinestérase (AChE), biomarqueur de neurotoxicité, et la glutathion-
S-transférase (GST), enzyme de détoxification chez les abeilles ouvriéres a été mise en

évidence.

Le fluvalinate, entraine une diminution significative de 1’activité spécifique de I’AChE
chez les abeilles nouvellement émergées (0 jour) et nourrices (7 jours), traitées
comparativement a celles témoins; ceci précise 1’action neurotoxique de cet acaricide. Chez
les butineuses, I’activit¢é enzymatique de I’AChE est similaire dans tous les groupes
d’abeilles; ceci est expliqué par le fait que les butineuses sont exposées a un degré moindre
aux acaricides. L’acide oxalique (6,5 g et 3,25 g) ne semble pas avoir une action

neurotoxique sur les abeilles adultes.

Le fluvalinate, affecte également le systeme de détoxification chez A.m. intermissa.
L’augmentation significative de la GST, suite a I’exposition des abeilles a cet acaricide,
montre que la molécule provoque un stress toxique avec la mise en place d’un processus de
détoxification chez les ouvrieres émergentes et nourrices. Chez les butineuses, exposées a un
degré moindre aux acaricides, 1’activité spécifique de la GST est similaire dans tous les
groupes. L’acide oxalique (6,5 g et 3,25 g) ne semble pas avoir un effet toxique sur les

abeilles adultes.

Cependant, 1’absence d’effet sur les abeilles suite au traitement par 1’acaricide naturel
acide oxalique n’élimine pas le fait qu’elles aient été physiologiquement affectées par le
traitement. De plus, le traitement a été effectué en utilisant des doses préconisées. Il est fort
probable que des altérations pourraient se produire dans le cas d’un surdosage. En effet, il est

a noter que certains apiculteurs ne respectent pas les doses d’acaricides prescrites.
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I1 est cependant impératif que les acaricides soient employés d’une manicre rigoureuse
en respectant les doses prescrites, le moment et la durée de leur utilisation. Aussi, les
acaricides devraient étre utilisés sous surveillance par les services concernés afin d’éviter les

perpétuelles infestations et sauver ainsi I’abeille domestique, sentinelle de 1’environnement.

La lutte contre V. destructor par I’utilisation des différents acaricides est un domaine
trés vaste. Les recherches doivent se poursuivre afin de mettre en place une meilleure stratégie
de lutte qui doit commencer par un dépistage régulier tant pour détecter la présence du varroa
que pour évaluer son importance une fois l'infestation commencée. La surveillance des
populations de V. destructor qui vivent dans les colonies est donc essentielle afin de contrdler
ce parasite. Cette opération permet de déceler a temps 1’approche de taux élevés d’infestation
de varroas et d’appliquer un moyen de controle. Chaque apiculteur doit faire réguliérement
une évaluation du taux de parasitisme en utilisant un moyen de dépistage recommandé par les

autorités locales.

D’autre part, la connaissance de la relation abeille-varroa est d’une importance
capitale. En effet, afin de bien comprendre le comportement de notre abeille locale A.
mellifera intermissa vis-a-vis de ce parasite, d’évaluer la réinfestation des colonies et de
déterminer le phénomeéne de résistance au sein de nos colonies, il serait intéressant de suivre
la dynamique de la population de I’abeille locale sur plusieurs années et faire une étude
comparative entre 1’évolution de la population du varroa au niveau des ruches meres et les

essaims issus de celle-ci dans différents ruchers du pays.

Il serait aussi important de poursuivre les recherches sur d’autres acaricides
homologués afin d’évaluer leurs éventuels effets secondaires sur la physiologie de 1’abeille et

de tester leur efficacité dans la lutte anti-varroa.

L’étude de la présence des acaricides dans les différents produits de la ruche et chez

I’abeille doit étre entreprise par I’analyse des résidus.

L’abeille est un excellent indicateur biologique. Elle signale I’état de santé de
I’environnement dans lequel elle vit. Elle assure en outre la biodiversité grace a son role de

pollinisateur. L’abeille mérite donc d’étre protégée!
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RESUME

L’acarien Varroa destructor, ectoparasite de 1’abeille Apis mellifera intermissa adulte
et de son couvain, joue un role de premiére importance dans le phénoméne de mortalité des
colonies. Pour lutter contre ce parasite, divers traitements acaricides sont employés par les

apiculteurs.

Notre étude a porté sur I’évaluation d’une part de D’efficacité de deux traitements
acaricides, I'un synthétique, le fluvalinate (Apistan), et I’autre naturel, I’acide oxalique
appliqué a deux doses (3,25g et 6,5g) a 1’égard de 1’acarien parasite de 1’abeille Varroa
destructor et d’autre part, sur les éventuels effets secondaires de ces acaricides sur les abeilles
adultes agées de 0, 7 et 21 jours par le dosage des différents métabolites (protéines, glucides
et lipides) dans le corps entier de I’abeille et son hémolymphe ainsi que sur I’activité
spécifique enzymatique de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la glutathion-S-transférase

(GST).

Les résultats obtenus concernant 1’efficacité des traitements montrent que les deux
acaricides réduisent significativement le niveau d’infestation chez les ouvriéres adultes et
dans le couvain opercul¢ d’A.m. intermissa. L’efficacité, exprimée en pourcentage de
mortalité du varroa, était plus élevée dans les colonies d’abeilles traitées au fluvalinate par
comparaison aux colonies traitées a I’acide oxalique ou le pourcentage enregistré de mortalité
des acariens est de 94,13 + 0,85 % pour les abeilles adultes et de 92,85 = 1,14% pour le
couvain operculé, alors que pour I’acide oxalique, le pourcentage de mortalité du varroa est
de 51,37 = 1,51%; 59,45 + 1,20% et 41,91 + 1,02%; 57,23 £+ 1,23% pour les abeilles adultes

et le couvain operculé pour les doses 6,5g et 3,25¢g respectivement.

Aussi, ’analyse statistique a révélé que I’acaricide synthétique le fluvalinate entraine
des perturbations physiologiques caractérisées par une diminution significative au niveau des
différents métabolites (protéines, glucides et lipides) du corps et de ’hémolymphe chez les
abeilles adultes agées de 0, 7 et 21 jours. Aucun effet négatif n’a été enregistré chez les

abeilles traitées a I’acide oxalique avec les deux doses testées.

Les réponses des deux biomarqueurs, I’AChE et la GST montrent des fluctuations
importantes en relation avec le stress subis par les abeilles ouvrieres. En effets, une

diminution au niveau de I’activité enzymatique de I’ AChE et une augmentation au niveau de
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I’activité enzymatique de la GST ont été enregistrées chez les ouvrieres émergentes (0 jour) et
les nourrices (7 jours) traitées au fluvalinate. Chez les butineuses, I’activité enzymatique de la
I’AChE et de la GST sont similaires dans tous les groupes d’abeilles. Néanmoins, 1’acide
oxalique (6,5 g et 3,25 g), ne semble pas provoquer de modifications dans 1’activité

enzymatique de I’AChE et de la GST.

Mots clés:

Apis mellifera intermissa, Varroa destructor, fluvalinate, acide oxalique, métabolites,

biomarqueurs.
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ABSTRACT

The mite Varroa destructor, ectoparasitic of both adult and brood honey bees Apis
mellifera intermissa. It is considered to play a major role in the phenomenon of mortality of
the colonies. To fight against this parasite, various acaricides treatments are used by

beekeepers.

Our study was about, in one way, the evaluation of effectiveness of two acaricides
treatments; synthetic, the fluvalinate (Apistan) and natural, oxalic acid of two doses (3,25¢g
and 6,5g) against the parasitic mite Varroa destructor and another way, the potential side
effects of these acaricides on adult honeybees of 0, 7 and 21 days old with the dosage of
different metabolites (Proteins, carbohydrates and lipids) in the body tissues of the honeybee
and its hemolymph and on the specific enzymatic activity of acetyl cholinesterase (AChE) and

glutathione-S-transferase (GST).

The obtained results regarding the effectiveness of treatments show that both
acaricides reduce significantly the level of mite infestation on adult workers and capped brood
of A.m. intermissa. The efficiency expressed as a percentage of mite mortality, was higher in
the colonies treated with fluvalinate compared to the colonies treated with oxalic acid in
which the percentage of mite mortality is 94,13 + 0,85% on adult honeybees and 92,85 +
1,14% on the capped brood, in contrast; for the oxalic acid, the percentage of mite mortality is
51,37 £ 1,51; 59%, 45 £ 1,20% and 41,91 £+ 1,02%; 57,23 + 1,23% on the adult honeybees
and on the capped brood for both doses 6,5g and 3,25g respectively.

Also, statistical analysis revealed that the synthetic acaricide, fluvalinate, causes
physiological disturbances characterized by a significant decrease in the concentrations of
proteins, carbohydrates and lipids in the body tissues and hemolymph of adult honeybees of
0, 7 and 21 days old. In contrast, no negative effect was recorded in honeybees treated with

oxalic acid with two tested doses.

The response of two biomarkers, AChE and GST shows significant fluctuations in
relation to the stress endured by the workers bees. Indeed, a significant decrease in the
specific activity of AChE and a significant increase in the specific activity of GST were
observed after treatment by fluvalinate in newly emerged workers (0 jour) and in nurse bees

(7 days) as compared to controls. In the forager bees, the AChE and the GSTs activities were
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similar in all groups of honeybees. However, the oxalic acid (6,5g and 3,25¢g) has not caused

any significant alteration of the GST activity in the adult stage (0, 7 and 21 days old).

Key words:

Apis  mellifera intermissa, Varroa destructor, fluvalinate, oxalic acid, metabolites,

biomarkers.
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ANNEXE I

Tableau 1: Taux d’infestation (%) par V. destructor du couvain operculé et des abeilles

ouvrieres adultes A.m.

intermissa avant traitement aux acaricides dans les ruches

expérimentales (m = SE) : comparaison entre les différentes ruches.

Taux d’infestation du

Traitements Taux d’infestation des
couvain operculé (%) ouvrieres adultes (%)
Témoin 7,015+ 0,099 a 16,135+ 0,123 a
Fluvalinate 7,050 £ 0,120 a 16,228 £ 0,116 a

A. oxalique 6,5 g

7,210 £ 0,090 a

16,168+ 0,074 a

A. oxalique 3,25 g

7,285+ 0,056 a

16,245+ 0,118 a

ANOVA

p > 0,05

p > 0,05

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p> 0,05.

Tableau 2: Taux d’infestation (%) par V. destructor du couvain operculé et des abeilles

ouvriéres adultes A.m.

intermissa aprés traitement aux acaricides dans les ruches

expérimentales (m = SE) : comparaison entre les différentes ruches.

Taux d’infestation du

Taux d’infestation des

Traitements : .
couvain operculé (%) ouvricres adultes (%)
Témoin 12,278 £ 0,109 a 14,673 £ 0,169 a
Fluvalinate 0,240 + 0,088 b 0,870+£0,04 b

A. oxalique 6,5 g

5,115+ 0,141 ¢

7.147+0,181 ¢

A. oxalique 3,25 g

5,453 +0,140 d

8,577+0,092 d

ANOVA

p <0,001 ***

p <0,001 ***

*#% . Différences hautement significatives.
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Tableau 3: Efficacité des traitements acaricides a I’encontre du V. destructor au niveau du
couvain operculé et des ouvricres adultes d’A. m. intermissa évalué selon le pourcentage de
mortalité¢ (M%) : comparaison entre les différentes ruches.

Traitements Efficacité au niveau du Efficacité au niveau des
couvain operculé (%) ouvrieres adultes (%)
Fluvalinate 92,85+ 1,14 a 94,136 £ 0,850 a

A. oxalique 6,5 g 59,45+ 1,20 b 51,37 £ 1,51 b

A. oxalique 3,25 g 57,23 +1,23 ¢ 41,91 +1,02 c

ANOVA p < 0,001 *** p < 0,001 ***

**% . Différences hautement significatives.

Tableau 4: Effets de deux acaricides (acide oxalique et fluvalinate) sur la teneur en protéines totales

dans le corps entier (ug/mg) chez les Abeilles adultes A.m intermissa : comparaison des moyennes
pour un méme age entre les différentes séries (m + SE, n=4-6).

Age acide oxalique | acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 6,5g 3,25¢
0 4,09+0,19a | 2,39+0,28b | 3,17£0,07¢ | 4,05+0,10a | p<0,001 ***
7 6,10£0,06a | 5,05+0,06b | 587+0,07a | 6,00£0,93a |p<0,001 ***
21 6,97+0,12a|593+0,03b | 6,71+0,12a | 6,89+£0,76a | p<0,001 ***

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p >0,05.

*#% : Différences hautement significatives.
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Tableau 5: Effets de deux acaricides (acide oxalique et fluvalinate) sur la teneur en glucides totaux
dans le corps entier (ng/mg) chez des Abeilles adultes A.m. intermissa : comparaison des moyennes

pour le méme age entre les différentes séries (m + SE, n=4-6).

Age acide oxalique | acide oxalique
Témoin Fluvalinate ANOVA
(jours) 6.5¢g 325¢g
0 16,43 +0,16a | 14,52+0,15b | 15,87+£0,23a | 15,09+0,19a | p<0,05 *
7 33,89+£0,13a | 33,29+0,07a | 33,44+£0,10a | 33,67+0,19a | p> 0,05
21 23,59+0,32a|2293+0,19a | 23,27+0,08a | 23,68 +0,17a | p> 0,05

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p >0.05.
* : Différences significatives.

Tableau 6: Effets de deux acaricides (acide oxalique et fluvalinate) sur la teneur en lipides totaux
dans le corps entier (ug/mg) chez des Abeilles adultes A.m. intermissa : comparaison des moyennes

pour le méme age entre les différentes séries (m = SE, n=4-6).

Age acide oxalique | acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 6.5¢g 325¢
0 10,51+0,39a | 7,24+ 0,44b | 9,64+£0,36a | 9,03+£0,36a | p<0,001 ***
7 20,18+ 0,39a | 13,50+ 0,31 b | 19,96+ 0,20 a | 20,36 £ 0,50 a | p <0,001 ***
21 15,40+ 0,45a | 10,.94+0,25b | 14,72+ 0,38 a | 15,21 £0,25a | p<0,001 ***

Les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p >0.05.
**% : Différences hautement significatives.
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Tableau 7: Effets de deux acaricides (Acide oxalique et fluvalinate) sur la concentration en protéines
hémolymphatiques (ng/pul) chez les Abeilles adultes A.m.intermissa : comparaison des moyennes pour

un méme age entre les différentes séries (m = SE, n=4-6).

Age acide oxalique | acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 6,5¢g 325¢g
0 531+£0,27a | 1,90+0,28b | 4,87+0,33 a 5,13£0,38a | p<0,001 ***
7 13,31+0,17a | 7,04 +0,24b | 12,77+0,32a | 13,28+0,19a | p<0,001 ***
21 11,45+0,28a | 5,06+£0,24b | 11,36 +0,24a | 11,40+£0,38a | p<0,001 ***

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p >0,05.
**% : Différences hautement significatives.

Tableau 8: Effets de deux acaricides (acide oxalique et fluvalinate) sur la concentration en glucides
hémolymphatiques (pg/pl) chez des Abeilles adultes d’Apis mellifera intermissa : comparaison des

moyennes pour le méme age entre les différentes séries (m + SE, n=4-6).

Age acide oxalique | acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 6,5¢g 325¢g
0 15,11 +£0,12a | 10,15+0,16 b | 15,02+0,06a | 15,09+ 0,10 a | p<0,00] ***
7 37,23+0,13a | 24,80+£0,14b | 36,85+0,12a | 37,17+0,16 a | p<0,001 ***
21 95,67+1,32a | 66,71 £1,06b | 93,78+ 0,93 a | 94,50+ 0,85 a | p <0,001 ***

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p >0,05.
**% . Différences hautement significatives.
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Tableau 9: Effets de deux acaricides (acide oxalique et fluvalinate) sur la concentration en lipides

hémolymphatiques (pg/pl) chez des Abeilles adultes 4. m. intermissa : comparaison des moyennes
pour le méme age entre les différentes séries (m + SE, n=4-6).

Age acide oxalique | acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 6,5¢g 325¢g
0 31,56 +£0,99 a | 20,68 +0,95 b | 30,34+0,96 a | 30,68 0,93 a | p<0,00] ***
7 64,19+ 1,11 a | 49,09+£0,93 b | 63,06+0,80 a | 63,44+ 1,11 a | p<0,001 ***
21 62,81 £0,72 a | 30,93+£0,36 b | 61,93+0,53 a | 62,43+£0,75 a | p<0,001 ***

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p >0,05.
**% . Différences hautement significatives.

Tableau 10: Activité spécifique de I’AChE (uM/min/mg de protéines) chez A.m intermissa aprés

traitement aux acaricides : comparaison des moyennes pour un méme age entre les différents groupes
(m £ SE, n=4-6).

Age acide oxalique acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 6,5¢g 325¢g
0 53,82+ 1,40 a 46,22+ 1,26 b | 52,703+ 0,677a | 52,927+0,822a | p<0,01 **
7 43,093+0,354a | 3579+ 1,15b | 4033+1,34a 41,780 £ 0,50 a | p<0,001 ***
21 29,549+ 0,519a | 26,30+1,24a 28,66 2,36 a 29,28+ 1,06a | p>0,05

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p> 0,05.

** . Différences trés significatives.

**% : Différences hautement significatives.
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Tableau 11: Activité spécifique de la GST (uM/min/mg de protéines) chez A.m intermissa aprés
traitement aux acaricides : comparaison des moyennes pour un méme age entre les différents groupes

(m = SE, n=4-6).
Age acide oxalique acide oxalique
Témoin fluvalinate ANOVA
(jours) 65¢g 325¢g
0 41,79 +2,06a | 50,05+1,72b | 4445+1,71a 43,27+190a p<0,01 **
7 30,16+ 1,24a | 3924+2,77b | 2749+2,62a | 2894+183a | p<0,05*
21 66,51 £1,60a | 6897+146a | 63,19+1,73 a 65,26 £1,54 a p> 0,05

Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de p> 0,05.

* : Différences significatives.

** : Différences trés significatives.
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