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Résumeéeé

Ce travail aborde I’effet du Chlorure lithium (LiCl), utilisé comme Varroacide, sur certaines
fonctions physiologiques et comportementales de 1’abeille Tellienne (Apis mellifera intermessa) dans des
conditions contrdlées et naturelles. Les paramétres étudiés sont : Le dosage des protéines de I’hémolymphe,
la taille des glandes hyopharyngiennes (GHP), le développement ovarien des ouvrieres orphelines, la
longévité des ouvrieres, la construction ciriere, ainsi que la consommation du pollen et du sirop. Deux
modes d’actions ont été mis en jeu : Systémique et par contact. Ce produit a montré un effet négatif sur

la longévité des ouvriéres In vitro, et une diminution du développement ovarien des ouvrieres orphelines.

Mots clés : Apis mellifera intermissa, Chlorure de lithium, Varroa, Hémolymphe, protéines, glandes

Hypopharyngiennes, Ovaires.
Abstract

This work deals with the effect of Lithium Chloride (LiCl), used as Varroacid, on some
physiological and behavioral functions of the Tellian bee (Apis mellifera intermessa) In vitro and In
vivo. The studied parameters are: Hemolymph protein assay, hyopharyngeal gland size (GHP), ovarian
development of orphan workers, longevity, wax construction, pollen and syrup consumption. Two
modes of action were involved: systemic and contact. This product showed a negative effect on the

longevity of in vitro workers, and a decrease in ovarian development of orphan workers.

Keywords: Apis mellifera intermissa, Lithium chloride, Varroa, Hemolymph, protein, Hypopharyngeal

glands, Ovaries.
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Introduction générale

« Si P’abeille venait a disparaitre, ’homme n’aurait plus que quelques années a vivre »

Albert Einstein

Les abeilles sont parmi les insectes ayant la plus grande valeur économique puisque, 70% des
especes végétales cultivées pour la consommation humaine dans le monde dépendent de la pollinisation
entomophile, avec particulierement les arbres fruitiers, les cultures oléagineuses (colza et tournesol).
Comme une bonne pollinisation influence la bonne qualité du fruit.

Elles jouent donc un rdle capital dans la production mondiale de denrées alimentaires, le maintien
de la diversité végétale et de 1’écosysteme (Costanza et al. 1997; Messan et al. 2021). En revanche, ce
sont des fournisseurs capitaux des produits de la ruche (miel, propolis, pollen..). Les abeilles sont donc
des insectes ayant une grande valeur économique.

Les pertes des colonies, y compris celles induites par le syndrome d'effondrement des colonies,
sont actuellement un probléme urgent de l'apiculture, qui retient l'attention des apiculteurs et de la
communauté des chercheurs. La maladie la plus destructrice de I'abeille domestique (Apis mellifera) est
I'infestation par l'acarien parasite Varroa destructor. (Ellis et al. 2010; Le Conte et al. 2010; Potts et al.
2010). Les colonies non traitées meurent en quelques années en raison des dommages causés aux
immatures et aux abeilles adultes. (Elzen et al. 2000). Les acariens affectent les abeilles domestiques de
différentes maniéres, soit par des dommages physiques directs, soit par I'activation de virus. (Koleoglu
et al., 2017). L'acarien parasite et les virus qu'ils véhiculent contribuent a des déformations
morphologiques (petite taille du corps, abdomen raccourci, ailes déformées), réduisent la vigueur et la
longévité, influencent également la durée du vol et la capacité de retour au nid (Le Conte, Ellis, et Ritter
2010a).

L'application des acaricides représentent un autre probléme, puisqu'en général tous ont montré des
effets néfastes pour les abeilles, encore plus s'ils ne sont pas appliqués correctement s (Gashout et al.,
2018) Selon le varroacide choisi, un niveau variable de résidus peut étre trouvé dans le miel, la cire
d'abeille et la propolis..(Wallner 1999). Récemment, il a été démontré que les sels de lithium constituent
une alternative intéressante et facile a utiliser pour le traitement efficace de l'infestation par le Varroa.
(Ziegelmann et al., 2018; Stanimirovic et al., 2019).

Le chlorure de lithium (LiCL), est une nouvelle molécule utilisée comme varroacide, mais aucune
étude dans le monde n’a été menée pour évaluer les effets du LiCL sur I’hote du Varroa (I’abeille).

Dans cette etude donc, on s’est intéressé a étudier I’effet du LiCL sur quelques fonctions
physiologiques et comportementales de 1’abeille Tellienne (Apis mellifera intermissa), en conditions

naturelles (In vivo) et en conditions contrdlées (In vitro).
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Dans le premier chapitre nous avons parlé de I’abeille, systématique, castes, cycles de vie ..., aussi
les maladies et les prédateurs dont le varroa fait partie et qui a été introduit dans le deuxiéme chapitre
(systématique, historique, morphologie...).Le troisieme chapitre, c’est la partie expérimentale, présente
les matériels et méthodes. Résultats et discussion dans le quatrieme chapitre, a la fin, conclusion et
perspectives.
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|. Présentation de I’abeille

.1 Systématique

Sur l’arbre phylogénique des animaux, les insectes appartiennent a I’embranchement des
arthropodes (Tab. 1) au méme titre que les crustacés, les myriapodes (millepattes) et les arachnides
(araignées) (Gilles, 2010).

Chez les insectes, I’ordre des Hyménopteres comprend plus de cent mille espéces. On trouve dans
cet ordre les abeilles du genre Apis (Le conte Y, 2015). La sous-famille des Apinae comprend un seul
genre, le genre Apis (Winston 1993), si le nombre d’espéces est restreint, il existe en revanche un trés
grand nombre de sous-espéces (Toullec, 2008), grace a la variété d’habitats, de conditions climatiques

et de flore. Il n’est pas surprenant de trouver de nombreuses sous-especes d’abeilles (races

géographiques), chacune avec ses caractéristiques adaptées a chaque région (Winston 1993) (Tab. 1).

Table 1. Classification de I'abeille (Winston 1993); Toullec, 2008; Kairo, et al., 2016).

Classification Taxon Caractéristiques
Régne Animalia He_terotrophes pluricellulaires Homme,
poissons, ver.
Exosquelette chitineux, articulé :
Embranchement Arthropoda Araignées, mille-pattes, crabes
Corps divisé en trois parties : téte, thorax
et abdomen.
Classe Insecta Une paire d ar,lt‘?nne'
Deux paires d’ails.
Hexapode (trois paires de pattes).
32 ordres
Holométabole (métamorphose compléte.
Ailes membraneuses.
Ordre Hymenoptera Métathorax soudé au premier segment
abdominal (guépes, bourdons).
91 familles.
Famille Apidae supérieur Possédent tous un degré de socialité
Sous famille Apinae Un seul genre.
Genre Apis 5 especes, 9 especes
Espéce Apis mellifera 26 sous-especes

Sous-espéce (race)

Apis mellifera intermissa
Apis mellifera sahariensis

Apis mellifera carnica etc.

Se différencient par les caractéristiques
morphologiques et
Comportementales.
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Apis mellifera a colonisé presque la totalité du globe ; a I’exception le Sud Est asiatique, que se

partagent Apis cerana (Abeille indienne), florea (abeille naine) et dorsata (Abeille géante).

A cause de I’incompatibilité génétique, le croisement entre ces espéces est irréalisable méme par
insémination artificielle, on a donc bien a faire a des espéces bien distinctes. Elles présentent de
différences quant a leurs réactions face aux maladies, aux parasites et aux prédateurs. (Toullec, 2008).

La vingtaine de sous-espéeces appartenant a I’espece Apis mellifera sont toutes interfécondes mais
leur croisement aboutit a I’apparition de caractéres d’hybridation. Bien qu’on parle couramment de
phénomeéne d'hybridation, ce terme est cependant inadapté. En effet, I'hybridation est le résultat du
croisement de deux individus d'espéces différentes; dans le cas de croisement entre sous-espéces d’Apis
mellifera. Il est plus juste de parler de métissage (Toullec, 2008).

1.2 Apis mellifera en Algérie

Deux sous espéces ont été identifiées en Algérie. La premiére, Apis mellifera intermissa (Fig. 1) a
été identifiee, (Friedrich Ruttner 1988)et (Winston 1993)par Buttel-Reepen en 1906 puis par Maa en
1953. La seconde, Apis mellifera sahariensis (Fig. 2) a été décrite successivement par Baldensperger et
Haccour (Winston 1993). La mise au rang de race pour I’abeille saharienne, fut contestée par Ruttner
qui la considérait a I’époque comme une forme de transition entre Apis mellifera intermissa et Apis
mellifera adansonii. Toutefois, Apis mellifera sahariensis est considérée comme une race a part entiere
suite a une étude faite en 1978 par Ruttner et al. (F. Ruttner, Tassencourt, et Louveaux 1978). (Fig. 1)
et (Fig. 2)

Figure 1. Apis mellifera intermissa Figure 2. Apis mellifera sahariensis
Abeille noire / abeille telliene. Ahoto abeille jaune / abeille saharienne. Photo
prise au rucher de chéraga, mars 2019. prise au rucher au htatba, mars 2019.
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1.2.1  Apis mellifera intermissa
Apis mellifera intermissa appelée communément « la Tellienne » (Fig. 1), comme son nom

I’indique, son aire naturelle est le Tell. Elle est agressive, essaime beaucoup (Kabli and Mohammedi,
2018). Elle a tendance a faire beaucoup de couvain, lequel est particulierement sensible aux maladies
contrairement a ’abeille adulte. Sa puissance de vol, sa trés grande ardeur a butiner du pollen et sa
capacité a se développer au printemps a partir d’une simple poignée d’abeilles en font une abeille tres
intéressante (Adam, 1985). Son aire de répartition (Fig. 3) s’étend entre I’atlas et les deux cotes de
I’atlantique et de la méditerranée (2500 km) (Ruttner, 1988). Elle se rencontre en Algérie, au Maroc, en

Tunisie, et en Libye (Le conte, 2015).

1.2.2  Apis mellifera sahariensis
Reconnaissable a sa couleur jaune orangé (Fig. 2), caractérisée par sa douceur comparativement a

la tellienne (Kabli and Mohammedi, 2018), peu essaimeuse (Winston, 1993), sa distance de butinage
allant jusqu'a 8 Kg. Son aire de distribution en Algeérie (Fig. 3), se trouve dans les montagnes d’Ain
Sefra, Béchar et Beni Ounif. En outre, cette espéce qui s'est adaptée a cet environnement hostile durant
des millénaires, est assujettis a plusieurs facteurs freinant considérablement son développement. Deux
mesures urgentes ont été menées pour sauver 1’abeille saharienne consistent a la multiplier massivement
et a interdire la transhumance de I’abeille tellienne du Nord de I’ Atlas vers le berceau naturel de I’abeille

saharienne (Haccour, 1961 ; Kabli and Mohammedi, 2018). (Fig. 3)

E =reeree— 0
NORD -n---i:d_ ""mu— Py f—=5 qj
i ! ]
" L'ABEILLE " 0
TELIENNE
(Sahara Occidental) \ . X N b ' R Sntmmnt UBYE

MAURITANIE . S N
-

.....

NIGER

Figure 3. Localisation d'Apis mellifera en Algérie.

1.3 Les castes
Trois castes d’abeilles se cotoient dans un nit, résultat du haut degré de socialisation de I’abeille
domestique (hyménoptere eusocial).
18



Partie Bibliographique Présentation de I’abeille
1.3.1 Lareine

Ses principales fonctions sont : la ponte des ceufs et la régulation des activités de la colonie grace
aux phéromones (Delaney et al., 2011). La valeur d’une colonie est liée a celle de la reine (Fig. 4); d'ou
I'importance de choisir une reine de bonne qualité a la téte d'une colonie (Kairo et al., 2016). Cette valeur
dépend de la qualité du sperme des males qui ’ont fécondé, des caractéres qu'elle transmettra a sa
descendance, de sa fécondité liée non seulement a son hérédité, mais aussi aux conditions dans lesquelles

elle a été élevée (Schliins et al., 2005). Son espérance de vie est de 4 a 5 ans (Le conte, et al., 2014).

Figure 4. (A). Reine tellienne (C). Cellule de reine pend du cadre. Photos
prises a sidi ghiles 2019 (A), a Chéraga 2018 (C)

1.3.2 Les ouvrieres

Femelle a appareil génital rudimentaire, elle possede d’importantes capacités d’adaptation
physiologique et comportementale. L’absence de la reine et du couvain (absence des phéromones) dans
une colonie, induit au développement ovarien des ouvriéres. Cependant, elles vont pondre des ceufs
haploides (Snodgrass 1925). Les ouvriéres (Fig. 5) ont des taches différentes associées a leur changement
physiologique, essentiellement a cause du développement glandulaire en relation avec ’age, c’est le

polyéthisme d’age (Seeley 1982)

Winston, 1993 a indiqué que les tdches qu’elles occupent au cours de leur vie sont d’abord orientés
a I'intérieur de la colonie, puis ce sont les abeilles plus dgées qui seront chargées des taches extérieures

(la défense, collecte du nectar et du pollen).

Etant donné que la reine est fécondée par plusieurs males et que le sperme est mélangé dans la

spermatheque, La reine produit des ceufs qui peuvent étre fécondé par le sperme de males différents. Les
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ouvriéres n’auront donc pas la méme parenté. Ainsi une ouvri€re peut avoir une vraie sceur issue de

I’ceuf de la reine et du méme pere, ou bien une demi-sceur d’un autre pére (Le conte, 2015).

Leur espérance de vie est oscille entre quelques mois pour les ouvrieres d’hiver et de quelques

semaines pour celles d’été (Le conte, et al., 2014).

Figure 5. (A). Ouvriere tellienne (B. Ouvriére saharienne (C). Couvain d'ouvriéres
opercule plat. Photos prises a Chéraga 2019 (A), Htatba 2019 (B), (C).

1.3.3 Le Faux bourdon
C’est le seul male dans une colonie, il est gros et trapu. Reconnaissable par sa téte surmontée de

deux gros yeux globuleux. Le thorax est couvert de poils, ’abdomen arrondi. Son rdle +principal est de

transmettre le patrimoine génétique de sa mere lors de la fécondation (Ruttner, 1988; Winston, 1993).

Les structures d’orientation, de vol, et celles associées a ’accouplement sont tres développées; par
contre, celles relatives aux travaux a I’intérieur de la colonie sont réduites ou absentes. Cependant, si le

male ne dispose pas de corbeille a pollen, il posséde des antennes et des yeux plus développés, qui vont

lui servir a repérer la reine a féconder (Dade, 1994)

La durée de vie d’un méle est de 43 & 90 jours, mais la durée de vie reste hétérogene dans la

littérature. (Fig. 6)
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A

Figure 6. (A). Male tellien (B). Male saharien (C). Couvain de males
opercule bombé. Photos prises au laboratoire VALCORE.

1.4 Cycle de vie

Le développement de I’abeille est de type holométabole (métamorphose compléte), passant par le

stade d’ceuf, de larve, de nymphe et finalement d’insecte parfait ((CHAUVIN, 1958); Dade, 1994).

La durée de développement est en fonction de la caste: 16 jours pour la reine, 21 jours pour
Pouvriére et 24 jours chez le faux-bourdon (Fig. 7). Le temps moyen varie, selon des facteurs
environnementaux (chaleur, I'numidité); et aussi selon la disponibilité de la nourriture (Snodgrass, 1925;

Chauvin, 1958). (Fig. 7)
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i

Figure 7. Stades de développement des différentes castes de la colonie d'abeilles

Le besoin nutritionnel du couvain est basé essentiellement sur deux produits floraux, le nectar qui
représente la source d’énergie et le pollen qui représente la source protéique. Les abeilles ont développé
des mécanismes différents pour ’assimilation du pollen et du nectar, de sorte que la nourriture donnée
a chaque stade et caste convient parfaitement a leurs besoins. Dans une période de disette, les ouvrieres
vont prendre le couvain comme source de nourriture et d’énergie; malgré que ces abeilles cannibales

survivent moins longtemps (Weiss, 1984).

1.4.1 Stade ceuf

L’ceuf est long de 1.53 a 1.63 mm (Snodgrass, 1925), et de 0.1 mm de diamétre, et pese environ
0.13 mg. Il est blanc perle, cylindrique, de forme ovale allongée, légérement incurvé. Les deux
extrémités sont de grosseur différente; la téte correspond a la plus grosse (extrémité antérieure) et la

queue a la plus étroite (extrémité postérieure). C’est par cette extrémité postérieure que I’ceuf est attaché

au fond de la cellule (Dade, 1994).

La membrane qui entoure I’ceuf (le chorion) est percée, du coté antérieur, par un orifice minuscule:
Le micropyle, par lequel s'effectue la fécondation. Le premier jour, le batonnet est dressé au fond de la
cellule; Le 2°™ jour, il commence a se pencher; et le 3°™ jour, il est couché sur le coté. A la fin du 3°™

jour, la larve éclot. On peut de cette maniere déterminer I'age de la ponte (Gilles, 2010).

A P’intérieur de cet ceuf, se trouve une pré-larve qui se développe et finit par déchirer la membrane,
qui elle-méme finit par se dissoudre. La dissolution progressive de la membrane pendant I'éclosion

semble étre unique aux abeilles; tous les autres insectes éclosent de leur ceuf en déchirant la membrane

(Winston, 1993).
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1.4.2 Stade larvaire
La larve d'abeille ressemble a un asticot blanc, elle est apode et aptére. A I'éclosion, elle mesure

environ 1.6 mm et pese 0.3 mg (Gilles, 2010).

Comme la peau de la larve ne grandit pas, elle est obligée de muer 5 fois pour continuer sa
croissance, la 6°™ mue s’effectue lorsque I’abeille émerge. Avec la croissance, la larve manque de place
dans la cellule et change de position. La larve enroulée devient une larve allongée dans le sens de la
cellule. Au dernier stade larvaire, elle commence a filer son cocon avec la sécrétion de la glande

séricigene. La larve allongée est aussi appelée prépupe (Chauvin, 1958).

1.4.3 Stade nymphal ou pupal
La nymphe ressemble a I'abeille adulte, avec le corps segmenté: la téte, le thorax et I'abdomen. La

pigmentation commence par les yeux qui sont d'abord roses, puis violets et finalement noirs. Les
téguments foncent aussi avec le temps. Les colorations des yeux donnent I'age de la nymphe. Aussi, des
changements anatomiques transforment la larve en imago: les organes larvaires dégenerent et font place
aux organes de la future abeille (Chauvin, 1958). Les glandes sericigénes se transforment en glandes
salivaires; Les glandes mandibulaires permettront a la nymphe de déchiqueter I'opercule qui ferme sa
cellule (Dade, 1994).

1.5 Anatomie de I’ouvriere

1.5.1 L’appareil reproducteur
L’ouvriére posseéde un appareil reproducteur rudimentaire (Fig. 8, 10). La reine sécrete des

phéromones, le palmitate d’éthyle et le linolénate de méthyle, qui inhibent le développement ovariens
des ouvriéeres (Mohammedi et al., 1998), formé de deux ovaires atrophiés prolongés par deux oviductes
disposes latéralement d'un aspect filamenteux blanchatres qui débouchent dans le vagin, et d'une

spermathéque rudimentaire non fonctionnelle (Médor et Colin, 1982). (Fig 8 et 9)
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Figure 9. Ovaires atrophiés - stade 1, observes Figure 8. Ovaire d'une reine d'abeille mellifére
sous un Stério-microscope x35 (B.W,2021) Echelle 500um (jackson et al.2011)

Femelle

Filament
suspenseur

Ovaire

Glandes

Spermathéque

Glande
accessoire

Chambre génitale

Vagin

Figure 10. Appareil reproducteur de l'ouvriére Figure 11. L’appareil reproducteur de la reine

L’ovaire chez la reine occupe presque toute la cavité abdominale (Fig. 9, 11). Il est formé de deux
ovaires comprenant chacun 150 a 200 ovarioles prolongés par deux oviductes (MEDORI et COLIN,
1982) alors que L'ouvriere est une femelle atrophiée, ou encore ayant évolué difféeremment (REGARD,
1988).
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1.5.1.1 Composition de I’appareil reproducteur

e Deux Ovaires
Comprenant chacun 150 a 200 ovarioles prolongés par deux oviductes (Jackson, Tarpy, et Fahrbach
2011)dont leurs role est d'acheminer les oeufs jusqu'a la cavité vaginale qui débouche dans la chambre
de l'aiguillon de la reine et d'une seule spermatheque liée a des glandes spermathecales (RUTTNER et
TRYASKO 1968)

e Lesoviductes
Les ovaires sont liés au reste du tractus génital par deux oviductes latéraux qui se rejoignent pour
former un court oviducte median, ces structures ont comme réle d'acheminer les oeufs jusqu'a la cavité

vaginale qui débouche dans la chambre de l'aiguillon de la reine (Biri, 2010).

e Laspermatheque
Organe spécialisé de la reine ou sont stockés les spermatozoides (Baer, 2009).Un conduit
spermatique relie la spermathéque a I’oviducte (Phiancharoen et al. 2004).Les spermatozoides seront

entreposés et maintenus pour quelques annees.

e La glande spermathécale
C’est une paire de glandes tubulaires (Snodgrass 1925).Elle est étroitement appliquée a la surface
de la spermathéque, entourée d’un fin réseau de trachées qui contribuent, avec les sécrétions nutritives
de la glande en « Y », au maintien en vie pour une longue durée des spermatozoides stockés dans cet

organe (Louveaux, 1954).

1.5.1.2 Ovaires des ouvrieres pondeuses
La reine est la seule femelle féconde de la colonie, son appareil reproducteur est bien développé,

occupe presque toute la cavité abdominale. La reproduction de I’abeille domestique est dite
polyandrique. La reine s’accouple avec plusieurs males, en moyenne une dizaine (Ruttner, 1988; Schliins
et al., 2005), ce genre de reproduction vise a limiter la consanguinité, et assurer une diversité génétique
au sein de la colonie (Delaney et al., 2011). Lors de la ponte d’un ceuf; si la reine ne relache pas de
spermatozoides, I’ceuf non fécondé évoluera a un individu haploide; une seule paire des 16 chromosomes
(n): le faux-bourdon (Simpson, 2010). Par contre, lorsque la reine relache un ou plusieurs
spermatozoides en méme temps que I’ceuf, phénomene appelé polyspermie (Meusel et Moritz 1993),
I’individu produit est une femelle diploide (2n ; 32 chromosomes). Un seul spermatozoide fusionne avec
le noyau de I’ceuf, alors que les spermatozoides dits accessoires dégéneéreront rapidement apres la

fertilisation (Simpson, 2010).
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La reine différe des autres par sa structure générale et son apparence, bien que les ouvrieres soient
des femelles tout comme la reine, leurs ovaires ne sont pas développés. En d'autres termes, les abeilles
ouvriéres sont stériles. Tant que la colonie possede une reine, l'apiculteur peut trés bien ne pas noter de
différence, mais des que la reine disparait (ruche orpheline) l'ouvriére peut devenir pondeuse, ses organes
génitaux atrophiés se développent c'est-a-dire lorsque la reine est enlevée, il se produit une carence de

la phéromone. L'ouvriére pondeuse prenant la reléve de la reine ne produira que des males, et la colonie
sera trés rapidement bourdonneuse (Pain.J: 1961).

1.5.2 Le systéeme glandulaire de I’ouvriére

L’abeille est pourvue de nombreuses glandes exocrines, la substance est excrétée a I’extérieur du corps

de I’abeille. Parmi ces substances, on retrouve le venin, la cire, les phéromones, la gelée royale etc....
(Fig. 12)
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Figure 12. Systéme glandulaire de I'abeille ouvriére (Prost. 2005)

Les principales glandes sont présentées dans le tableau suivant :
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Table 2. Les principales glandes chez I'abeille et leurs fonctions (Prost. 2005).

Glandes Localisation Caractéristique

_ secrétion de phéromones (fortement
développée chez la reine)

Glandes mandibulaires Mandibules _rble dans la cohésion et structure de la
colonie

_différentes substances selon reine ou
ouvriere

_effet de solvant de la propolis, du pollen et
de la cire (dissolution du couvercle de

I’alvéole)
_sécrétion directement déversée dans la
bouche
Glandes nourriciéres _uniquement chez 1’ouvriére, surtout
Ou hypopharyngiennes Téte nourrices

6eme au 12eme jour

_fournissent la gelée royale

_évoluent en fonction de I’age de I’abeille
(avec le temps, production d’enzymes qui
transforment le nectar en miel)

_présentes dans les trois castes
Téte et thorax, le | chez ’ouvriéres, exsudation de sécrétion

Glandes salivaires ou long de huileuse pour le travail des plaquettes de cire
labiales I’cesophage _sécrétion aqueuse qui dissout le sucre
cristallisé

_chez les larves : sécrétion de la soie

Dernier article du | sécrétion permettant d’augmenter

Glandes tarsales ou tarse I’adhésion des ventouses
d’anhardt _phéromone de piste (entrée du nid)
Glandes rectales Rectum _produisent la catalase (blocage du processus
de pourriture)
Glandes de nassanov Plaques _phéromone de rappel (formation de grappe)
Dorsales _absence chez la reine et les males
Sixiéme
Glandes épidermique Tergite _senteur de la reine
abdominal
Glandes de _senteur de la reine

koshzvnikov ou Appareil _phéromone d’essaimage

glande de la chambre Vulnérant
de l'aiguillon
Appareil _dégeénére chez la reine
Glande a venin ou Vulnérant _production dépendant de I’age et de la
acide consommation en pollen
Glandes alcaline Appareil _probablement un lubrifiant pour 1’aiguillon
Vulnérant
Glandes sexuelles ou Appareil _reproduction
génitales génital

Dans le présent travail, nous allons nous focaliser sur les glandes hypopharyngiennes.
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1.5.2.1 Les glandes hypopharyngiennes

Les glandes hypopharyngiennes (GHP) sont impliquées dans la nourriture des larves et leur
développement. Elles produisent et sécrétent la partie protéinée de la gelée royale, nourriture capitale
pour la colonie et la reine. Les GHP ne se développent que chez les ouvrieres, méme si elles sont
présentes chez la reine.

Chez les jeunes ouvriéres, les glandes sont bien développées avec un pic de production a 10 jours.
La production décroit a I’age de 15 jours environ. Elles peuvent cependant se développer a nouveau chez
les ouvrieres agées en I’absence de jeunes abeilles. Cela signifie que le développement des GHP répond
aux besoins directs de la colonie. Les GHP ne se développent significativement que chez les ouvriéres

en contact avec le couvain, ce sont des ouvriéres nourrices.

1.5.2.1.1 Structure
Les GHP sont situées dans la téte devant le cerveau (Fig. 13), entre les yeux composés. Les canaux
s'ouvrent dans la partie sous-orale de I'hypopharynx. Chacune des glandes est composée de nombreux

petits corps ovales (acini) attachés au conduit secrétoire axial ou terminal (SNODGRASS, 1956).

Glandes
/ hypopharyngiennes

Figure 13. Site des glandes hypopharyngiennes dans la téte d'abeille
http://honeybee.drawwing.org/)
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Chaque acinus est déterminé par 10 & 15 corps cellulaires individuels. Chaque acinus débouche

sur un conduit d’évacuation extracellulaire ou est stocké le produit de la sécrétion qui constitue la partie

protéique de la gelée royale.

1.5.2.1.2 Développement :
La taille des GHP augmente et diminue en fonction de I'dge de I’ouvricre. Les glandes sont

inactives chez les ouvriéres nouvellement émergées. Seules les larves provoquent I’activation des GHP,
alors que les ceufs et les nymphes ne le sont pas (Brouwer, 1982).

Les vaisseaux sécréteurs se développent a I'age de 3 jours. Les abeilles de six jours commencent a
produire une sécrétion et celles de 9 jours sécretent les enzymes impliquées dans la production de la
gelée royale. Aprés le 14eme jour, la production des sécrétions diminue et les cellules commencent déja
a former des lysosomes impliqués dans les processus de dégénérescence et les GHP déclinent, mais ne
tombent jamais au niveau zéro. Elles produisent des enzymes digestives comme 1’alpha-glucosidase,
I’invertase, etc. ... (Brouwers, 1982).

Le developpement glandulaire et la production de la gelée royale dépendent de la vitellogénine,
une protéine véhiculée dans ’hémolymphe qui joue un rdle capital chez I’abeille en intervenant par
exemple au niveau de la longévité et du systéme immunitaire. L’expression de la vitellogénine est plus
forte si les jeunes abeilles se nourrissent suffisamment en pollen de qualité dont la diversité florale est
variée. Ce type d’alimentation favorise le développement des GHP et par voie de conséquence, la santé
du couvain et de la reine. A contrario, la faim, I’infestation par le Varroa et les pesticides inhibent le
développement des GHP avec des conséquences sur le développement du couvain et la santé des reines

Des abeilles d’hiver mises en contact artificiellement avec du couvain peuvent réactiver
pleinement I’activité des GHP en 3 jours. C'est d’ailleurs le cas chez toutes les ouvricres toute I’année,
y compris chez les butineuses, ce qui démontre la capacité d’adaptation des abeilles aux besoins du
couvain et aux conditions environnementales.

Brouwers, 1982 a indiqué qu’il n’existe pas de « corrélation apparente » entre la taille des glandes
et leur activité. Par contre, Huang et al. (1989), ont trouvé une relation significative entre ces deux

variables.

1.5.3 Le systéme circulatoire
Le systéme circulatoire de 1’abeille (Fig. 14) est composé d’un cceur dorsal et d’une aorte reliant

la téte a ’abdomen (Winston. 1993). Le coeur pompe ’hémolymphe a fin qu’elle circule de ’arriere vers
I’avant. Les contractions du diaphragme ventral permettent de faire circuler ’hémolymphe de I’avant
vers I’arriere. Chez I’étre humain, le systéme circulatoire est un systéme fermé. Chez I’abeille, c’est un
systéme ouvert.
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Le systéme circulatoire ouvert, laissant circuler I’hémolymphe librement a I’intérieur de la cuticule

étanche. Les organes y baignent directement (Alleaume, C. (2012).

L’hémolymphe est mise en circulation par le vaisseau dorsal, sorte de cceur rudimentaire formé
d’un tube allant de I’extrémité de I’abdomen jusqu’a la téte, le vaisseau dorsal est fermé au bout de
I’abdomen et percé de cing ostioles situés au bord de cing renflements, les ventricules (Snodgrass, R. E.
(1925). Les ventricules, situés dans I’abdomen, en se contractant, envoient I’hémolymphe vers la téte et
le thorax. L’hémolymphe circule ensuite librement dans 1’abdomen et est aspirée a nouveau par les

ostioles, hors du vaisseau dorsal, I’hémolymphe est brassée par deux diaphragmes, dorsal et ventral
(Winston. 1993).

Figure 14. Systéme circulatoire de I’abeille (Le conte. 2015)

1.5.3.1 L'hémolymphe

C'est un liquide extracellulaire (sang de I’abeille) qui circule dans le corps de l'insecte. Le volume
de I'némolymphe est tres variable suivant les especes ; il représente 1 a 45% du poids total de I'insecte,

a un pH qui varie de 6 a 7.5 ; il peut étre clair ; ou coloré parfois par des pigments verts ou jaunes (Levy,
Bulet, et Ehret-Sabatier, 2004).

1.5.3.1.1 Les constituants de I'hémolymphe

e Leplasma

Se compose d’eau (85-90%), des sels minéraux, de divers métabolites et d'autres eléments.
e Les protéines

Elles sont essentiellement synthétisées par les corps gras, la teneur en protéines est variable selon

les especes. Chez les femelles, elles interviennent lors de la vitellogénése. Le plus souvent, les protéines
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se trouvent liées a des lipides, des glucides ou des pigments, cela explique la coloration de I'hémolymphe

grace a la présence de chromoprotéines (Levy, F., Bulet, P., Ehret-Sabatier, L., 2004.)

e Leslipides
D'origine alimentaire ou libérés par les corps gras, ce sont essentiellement des glycérides, stérides,
stérols, phospholipides et des acides non estérifiés. Les lipoprotéines jouent un rdle dans le transport des
lipides ou des substances liposolubles.

e Lesglucides
L'hémolymphe renferme de faibles quantités de sucres réducteurs, par contre d'importantes
quantités de tréhalose, qui joue un rdle de réserve énergétique circulante qui est a la disposition des
tissus.
e Autres éléments
Le sodium Na*, le potassium K*, le calcium Ca*, le magnésium Mg?* le chlore CI le phosphore ;
les acides uriques et organiques. Plusieurs enzymes : Les protéases, amylases, sucrases, lipases, elles
sont le plus souvent actives au cours de la métamorphose. Les acides aminés on trouve notamment

I’alanine, la sérine, et la tyrosine.
2

1.6 Les maladies et prédateurs des Abeilles melliféeres

Table 3. Les maladies et prédateurs des Abeilles melliferes (FNAB-Fédération national d'agriculture biologique)

Catégorie Exemples Solutions

Virus DWYV, SBP, CBPV, ABPV - Pas de traitement homologué
- Le parasite Varroa favorise 1’infestation par
certains virus.

Bactéries Loque européenne - Prophylaxie et utilisation d’abeilles hygiéniques

Loque américaine - Déclaration obligatoire

- Transvasement / destruction de la colonie ;
désinfection du matériel

- Antibiotiques interdits

- Prophylaxie et utilisation d’abeilles hygiénique

Mycoses Ascosphérose Nosema apis - Considérées comme des maladies opportunistes
(champignons) Nosema ceranae - Antibiotiques interdits

- Huile essentielle de sarriette des montagnes

- Prophylaxie et utilisation d’abeilles hygiéniques
- Changement des reines sensibles

Acariens parasitaires | Acarapis woodi - Pas de cas répertorié en France
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Varroa destructor - Lutte annuelle indispensable a I’aide de
médicaments homologués (avec autorisation de mise
sur le marché) - Suivi des chutes naturelles - Luttes
bio-mécaniques

Insectes Fausse teigne (Galleria - Gestion des colonies (ruches fortes, cadres
mellonella) neufs,...) - Traitement du matériel entreposé (acide
acétique)
Prédateurs Mouche, frelon, guépe, araignée |- Mesures de lutte limitée - Emplacement des
ruchers
Frelon asiatique - Piégeage, uniquement lorsque leur présence est

constatée au rucher - Réducteur d’entrées « frelons »
- Destruction des nids

Souris, musaraigne - Réducteur d’entrées

Merops apiaster -mesure d'ombrage

Dans le présent travail, nous nous intéresserons au Varroa destructor.
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1. Le parasite : Varroa destructor

1.1 Présentation
Le Varroa (Varroa destructor) nommé auparavant Varroa jacobsoni Oud (Anderson et Trueman,

2000) est un acarien ectoparasite obligatoire de 1’abeille.

La varroose est une maladie parasitaire contagieuse, causée par I’infection par ce parasite, due a
I’infestation a la fois du couvain et de I’abeille adulte (Grobov, 1976), qui inflige un affaiblissement,
ensuite, un effondrement total des colonies (Simoneau, 2003). Le danger de ce parasite se manifeste tant

au niveau individuel qu’au niveau de la société (colonie).

11.2 Systématique du varroa (Anderson et Trueman (2000))

Regne : Animalia

Embranchement : Arthropoda

Sous embranchement : Chelicerata

Classe : Arachnidae

Sous classe : Acari

Ordre : Mesostigmata

Sous ordre : Anactinotrichida (parasitiformes)
Famille : Varroidae

Genre : Varroa

Espéce : Varroa destructor

11.3 Historique
Le Varroa destructor a été découvert pour la premiere fois par Edward Jacobson sur des abeilles

asiatiques (Apis ceranae) (Bertrand, 2003) puis I’acarologue Hollandais Oudemans donna la premicre
description de ce parasite et le nomma Varroa jacobsoni (Colin, 1982; Oudemans, 1904).

Le passage de Varroa de son hote d’origine A. cerana vers un nouvel hote A. Mellifera a eu lieu
au cours des années 1940 ou 1950 (Grobov, 1976). L’importation de colonies d’abeilles A. melliferae n
Asie a donné I’occasion de passer sur cet hote fraichement arrivé (Le Conte et Jéanne ,1991; Donzé,
1995), ce changement d’hote s’accompagna d’une forte pathogénicité.

La premiére apparition de varroa dans le couvain d’A. mellifera aurait eu lieu en Corée dans les

années 1950 (Topolska, 2001), en 1958 au Japon et en Chine (lan Tsin-He, 1965; Topolska, 2001), en
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1963 a Hong Kong et aux Phillippines (Delfinado, 1963), et en 1970 dans des ruchers bulgares (Grobov,

1976). Le varroa a été signalé en 1971 en Amérique du Sud au Paraguay et en 1987 en Amérique du
Nord aux Etats-Unis. Ce parasite se retrouve au Canada en 1989 dans la province du Nouveau-
Brunswick et au Québec en 1997.En France, la premicre découverte de colonies d’abeilles infestées par
Varroa a été faite le ler Novembre 1982 & Wissenbourg (Bas-Rhin) (Colin et al, 1983; Treilles, 2002;
Noireterre, 2011). Le parasite s’est étendu et atteint la Tunisie en 1975 (Treilles, 2002). La transhumance
des colonies, ainsi que les échanges commerciaux ont permis la propagation du Varroa dans le monde
entier (Colin, 1982) y compris I’ Australie en 2016.

L’entrée de Varroa destructor en Algérie s’est faite a partir des frontiéres avec la Tunisie. I1 a été
signalé pour la premiére fois a ’est du pays, en juin 1981, dans un rucher de la coopérative apicole
d’Oum Teboul, pres d’El Kala (De Favaux, 1984). Comparant aux autres pays touchés par la varroase,
I’Algérie n’a enregistré aucune mortalité massive des abeilles lors des 3 aux 4 ans apres la premicre
apparition du parasite. C’est apres 1987, qu’ils ont enregistré des mortalités massives (hivernales et
estivales) et des récoltes tres faibles de miel (Anonyme, 2004). Actuellement, ce parasite s’est propagé

rapidement dans tout le pays.

1.4 Morphologie
Varroa destructor a un dimorphisme sexuel trés marqué a 1’état adulte (Rosenkranz, Aumeier, et

Ziegelmann 2010b). La femelle est presque deux fois plus grande que le méle, elle est souvent repérable
sur les abeilles, tandis que le méle et les formes immatures sont dissimulés dans le couvain operculé
(Wendling, 2012).

Le corps du Varroa est divisé en deux parties distinctes, I'ldiosome et le Gnathosome (Fernandez
et Coineau, 2002). L’appareil buccal est de type piqueur suceur, compose de deux chéliceres pointues

qui percent la cuticule de I’abeille (Lhomme, 1990).

11.4.1 Les formes matures

11.4.1.1 La femelle adulte ou fondatrice

Visible a I’ceil nu, forme ellipsoidale (Fig. 15, 16), avec 4 paires de pattes, le corps est plus large
que long, longueur 1.1 mm, largeur 1.6mm, le poids des femelles en phase phorétique est de (325 + 26)
ug, par contre en phase de reproduction est de 480 pg, (Colin, 1982; Anderson et Trueman, 2000;
Fernandez et Coineau, 2007). De couleur brun clair a I’éclosion mais aprés sa couleur fonce et prend un
teint rougeatre chez les individus les plus agés, Le corps est aplati, ce que lui permet de s’infiltrer entre
les tergites et les sternites abdominaux des abeilles adultes (Le Conte et Faucon, 2002). Durée de vie de
2.5 a 3.5 mois. (Figl5 et 16)
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Figure 15. Femelle adulte -face dorsale Figure 16. Femme adulte -face ventral

Vue sous Stéréo-microscope x 30 (Photo originale) L .
Vue sous Stéréo-microscope x 30 (Photo originale)

11.4.1.2 Le male adulte
Le méle est plus petit que la femelle (Fig. 17, 18), avec un corps globuleux, de couleur jaune

clair a blanche, présent seulement a I’intérieur des alvéoles, trés mobile. Longueur (0,75-0,92) mm,
largeur (0,70-0.90) mm.

Figure 17. Méle adulte-face dorsal Figure 18. Méle adulte-face ventral
Vue sous Stéréo-microscope x 35 (Photo originale) Vue sous Stéréo-microscope x 35 (Photo originale)

Les méles peuvent se nourrir par succion de ’hémolymphe au niveau des plaies infligées par la

femelle (Lhomme, 1990; Fernandez et Coineau, 2002; Fernandez et Coineau, 2007).

11.4.2  Les formes immatures
Ces formes sont en nombre de trois: 1’ceuf, la Protonymphe et la Deutonymphe (Faucon, 1992),

on les trouve a I’intérieur des cellules du couvain operculé.
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11.4.2.1 Stade ceuf
Le premier ceuf donnera un male haploide (n=7), il est pondu environ 60 a 70 heures aprés

I’operculation de I’alvéole ((Donzé et Guerin, 1994)Martin, 1994). Les ceufs fécondés produisent des
femelles diploides (2n=14) (Willener et al. 2016)Une femelle V. destructor peut pondre jusqu’a 18 a 30
ceufs au cours de sa vie (Akimov et Yastrebtsov, 1984; Alberti et Hanel 1986); De Ruijter, 1987). La
durée du stade ceufest de 26 a 30 heures pour les ceufs males et 20 a 28 heures pour les femelles (Ifantidis,

1983; Donzé et Guerin, 1994b; Martin, 1994; Martin, 1995).

11.4.2.2 Protonymphe

Stade mobile, Le corps du male est trés souvent plus petit, avec une forme ovoide dont les
dimensions sont de 500 a 590 um tandis que la femelle est sphérique et mesure entre 530 et 750 pm
(Colin et al., 1999).

La durée du stade est de 52 a 68 heures pour le descendant male et de 26 a 40 heures pour le

descendant femelle (Donzé et Guérin, 1994).

11.4.2.3 Deutonymphe
La deutonymphe a I’aspect d’un adulte (Fig. 19). La taille augmente et le corps de la femelle

devient ellipsoide alors que celui du male reste piriforme (Robaux1986; Lhomme, 1990; Fernandez et
Coineau, 2002). La taille d’une deutonymphe femelle est de 750 et 1000 um de long et 800 et 1600 um
de large (Colin et al., 1999; Ifantidis, 1983), par contre le méle deutonymphe est plus petit , sa taille
varie entre 750 a 770 um de long et 750 a 800 um de large.

Figure 19. Deutonymphe, vue sous stéréo-microscope x35 (Photo originale)

La durée du stade deutonymphal est de 54 a 72 heures pour le male et de 68 a 86 heures pour la
femelle (Donzé et Guérin, 1994; Martin, 1994; Martin, 1995).
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1.5 Le cycle de reproduction
Le Varroa passe par deux phases (Fig. 20): la phase phorétique, et la phase reproductrice dans le

couvain operculé (Robaux, 1986; Le Conte et Jéanne,1991; Donzé et Guerin, 1994; Kuenen et

Calderone, 1997; ; Rosenkranz , 2010; Rosenkranz et al., 2010).

Joursaprés oy 3 1w 18 16 17 18 19 20 21 22 23 24 Emergence

la ponte
faux-bourdon

| | | ] | ] | | | | | | | | | ] |

Infestation du Emergence
ouvriére

couviain

Femelle fondatrice Protonymphe

Jeune femelle O Deutonymphe femelle

Oeuf miile Deutonymphe méle

Mile adulte

Ocuf femelle

Figure 20. Cycle de reproduction du varroa dans le couvain (Clemence Riva, 2017)

11.5.1 La phase phorétique
La phase phorétique (Fig. 21) est obligatoire pour permettre la maturation de I’appareil

reproducteur de la femelle (Al Ghzawi, 1993), grace a cette phase la femelle adulte se nourrit

principalement des corps gras de I'néte (Ramsey et al., 2018, Ramsey et al., 2019,).

Figure 21. VVarroa phorétique (photo originale)
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Le parasite est tres mobile et peut se déplacer d’une abeille & I"autre pour se disperser dans la

colonie (Kralj et Fuchs 2006).La durée de la phase phorétique dépend du nombre d’alvéoles du couvain,
elle est de 4 & 11 jours en période d’été (Colin, 1982; Martin, 1998) a plusieurs mois en hiver (Le Conte
et Faucon, 2002).

11.5.2 La phase de reproduction
La reproduction se fait a ’intérieur du couvain (Fig. 22) d’ouvri¢res et de faux-bourdons chez A.

mellifera (Donzé et al., 1996). La température idéale de développement des acariens durant la phase de
reproduction varie entre 32,5 - 33,4°C. Une femelle varroa peut réaliser entre 2 et 7 cycles de
reproduction (Deruijter, 1987; Fries et Rosenkranz, 1996; Martin et Kemp, 1997). Se nourrir du corps
gras de la larve est une condition préalable & la reproduction du varroa. , (Ramsey et al., 2019).

Figure 22. Varroa en reproduction (photo originale)

La femelle Varroa intervenant dans la reproduction ; dite fondatrice, est la seule forme du Varroa
présente sur les abeilles pendant la phase phorétique. En quittant I’abeille adulte elle s’introduit dans la
cellule contenant une larve de 5 a 6 jours 15 a 20 heures avant I’operculation des cellules pour les
cellules d’ouvriéres et 45 a 50 heures pour celles des males puis elle se dirige au fond de la cellule sous
la larve, pour se dissimuler dans la gelée larvaire au fond de I’alvéole, en attendant que la cellule soit
operculée et que la larve commence sa nymphose ( Noireterre, 2011).

La femelle varroa pond le premier ceuf 60 a 72 heures apres I’operculation de ’alvéole qui donnera
naissance a un male haploide (n=7), puis les ceufs suivants sont toutes des femelles diploides (n=14), ces
dernieres une fois atteint le stade adulte se font fécondées par le méle issu du premier ceuf (Noireterre,
2011). La larve d'acariens se développe dans I'ceuf pendant les premicres heures aprés la ponte (Nannelli,
1985). Les varroas deviennent sexuellement matures aprés la derniére mue et c’est les males qui

atteignent la maturité avant les femelles et restent au site d'accumulation fécale attendant la premiere

39


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002219101930126X#b0150

Partie Bibliographique Le paraite : Varroa destructor
femelle adulte qui mue et commencent a s'accoupler dés l'arrivée de la femelle. A 1’émergence de la

jeune abeille la fondatrice et ses filles fécondées sont prétes a infester d’autres alvéoles (Fernandez et

Coineau, 2002; Noireterre, 2011).

11.6 La dynamique des populations

Apres la premiére infestation d'une colonie d'abeilles, Varroa est capable de former d'immenses
populations en quelques années (Buchler, 1994; Fries et al., 2003). La croissance est trés hétérogeéne,
dépend des propriétés a la fois de I'hdte (abeille) et du parasite (Fries et al., 1994). L’évolution des
acariens dans une colonie est influencé par la densité de la population d’abeilles et du couvain, le climat,
la miellée, ’essaimage, I’expression des différents criteres de résistances, par exemple le comportement

de épouillage. Ainsi que la présence d’autres pathogenes (Noséma).

1.7 Impact de la varroose sur I’abeille domestique

L'abeille est altérée de diverses fagons. La présence d’un ou plusieurs acariens chez I’abeille adulte
altére son comportement (Fernandez et Coineau, 2007). L’augmentation du taux d’infestation provoque
la diminution de la durée de vie des abeilles (Ritter et al., 1984; (Schneider et Drescher, 1987). Bowen-
Walker et Gunn (2001) constatent que 8,5 % des ouvriéres parasitées présentent des déformations
morphologiques externes comme des ailes atrophiées, et un raccourcissement du corps.Les Varroa
digerent et consomment de maniére externe les tissus corporels gras plutét que le sang(Ramsey et al.
2019).

La baisse de I’'immunité des abeilles (Yang et Cox-Foster 2005), la réduction du nombre
d’hémocytes (Garedew et al., 2004; Belaid, 2011), I’atrophie des glandes hypophrygiennes (Pinto et al.,
2011), des ailes déformées (Treilles, 2002; Wendling 2012) et une baisse entre 10,33 % et 11,09 % du
poids (Schneider et Drescher 1987 in Belaid,2011 ).

Les faux-bourdons parasités participeraient que faiblement a la reproduction a cause de la
diminution de la capacité de vol et de la qualité des spermatozoides (Del Cachoet al., 1996; Duay et al.,
2002).

Le Varroa est un vecteur d’agents pathogénes en particulier de virus, environ 18 virus differents
ont été isolés chez les abeilles (Chen et Siede, 2007). Le plus connu est le virus DWV qui cause les
symptdmes typiques des ailes atrophiées (Boecking et Genersch, 2008, De Miranda et Genersch, 2010).

Quand D’infestation de la colonie d’abeilles par le parasite est faible, aucun symptome clinique
n’est visible et le parasitisme passe le plus souvent inapercu mais lorsque 1’infestation est importante il
y’aura une réduction de la population d’abeilles et un affaiblissement général de la colonie (Wendling,
2012),
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1.8 Impact de la varroose sur la filiére apicole
L'acarien parasite Varroa destructor (Varroa) est la cause majeure des pertes de colonies d'abeilles

domestiques européennes (Apis mellifera) dans le monde. (Rosenkranz, Aumeier, et Ziegelmann,
2010b)

L'acarien parasite et les virus qu'ils véhiculent contribuent a des déformations morphologiques
(petite taille du corps, abdomen raccourci, ailes déformées), qui réduisent la vigueur et la longévité, et
ils influencent également la durée de vol et la capacité de retour au nid
A I’échelle de la colonie, la maladie entraine un affaiblissement de la colonie, le plus souvent en fin de
saison apicole, pouvant aboutir dans les formes graves a sa mort (Rosenkranz et al. 2010).Bien que les
apiculteurs soient en mesure de récupérer leurs pertes annuelles grace a la gestion des colonies au
printemps et en été, la persistance de pertes élevées a rendu plus difficile et plus codteuse la
reconstitution du nombre de colonies. Parallelement, le colt élevé de l'achat d’essaims d’abeilles pour
remplacer les abeilles mortes, la disponibilité d'abeilles saines, 'augmentation du co(t de la lutte contre
les parasites et les maladies et les interruptions imprévues de l'activité ont crée un poids financier

insupportable pour les apiculteurs. Au Canada(Currie, Pernal, et Guzman-Novoa 2010).

1.9 Lutte Intégree

11.9.1 Acaricides mous- acides organiques et huiles essentielles

Les acides organiques (I'acide formique, lI'acide oxalique, I'acide lactique) et les huiles essentielles,
(le thymol) sont les composés naturels utilisés contre varroa. Plusieurs études ont été menées sur les
conditions d'application (concentration, temps et nombre de traitements, méthodes d'application) (Fries,
1989; Rademacher et Harz, 2006).

11.9.2 Méthodes biologiques et biotechnologiques

Les méthodes biologiques générent I'utilisation d'organismes antagonistes, parasitaires ou
pathogenes. Ce mode de lutte naturelle (antiparasitaire) pourrait étre appliqué sans se soucier de la
contamination des produits apicoles. Les champignons entomopathogénes tels que : Verticillium lecanii,
Hirsultelle spp, Paecilomyces spp, Beauveria bassiana, Metarhizium spp, Tolypocladium spp;
possédent une grande capacité d’infecter et de tuer Varroa destructor (Kanga et al., 2002 (Shaw et al.
2002); Santos et al., 2007;(Rodriguez et al. 2009)). Peu de bactéries ont été testés par exemple des
bactéries appartenant aux familles des : Bacillaceae et des Micrococcaceae ont une pathogénicité contre

de Varroa destructor (Tsagou et al. 2004).
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La "methode du peigne de piégeage" a éte déja utilisée avec succes dont le principe est d'éliminer

les acariens de la colonie (Engels et al., 1984; Maul et al., 1988). Elle se base sur le piégeage, le retrait
puis la briler des cellules operculées des faux-bourdons, ils utilisent des produits (varroa test) pour attirer
les acariens une fois appliqués sur un cadre (Petrov et Khazbievich, 1980).

11.9.3 Lutte physique

La thermothérapie consiste a trouver une température Iétale pour I’acarien et non pour I’abeille.
Chaudiere (1988) a fait son expérience, en ¢levant la température intérieure de la ruche jusqu’a 60°C
pendant 13 minutes, le résultat obtenu est la mortalité de 50% du varroa, qui est accompagné d’une

mortalité équivalente chez I’abeille (50% des abeilles succombés).

11.9.4 La résistance des abeilles

Lorsqu’une colonie d’abeilles infestée n’est pas traitée elle s’effondrera au bout de 2 a 3 années
(Le Conte, Ellis, et Ritter 2010b). Actuellement, il existe a travers le monde différent colonies d’abeilles
résistantes a ce parasite (Locke 2016), ces colonies résistantes sont dispersées dans quelques pays du
monde (Fig. 19). Plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine de cette résistance : 1’auto et allo-
grooming, le comportement hygienique, SMR, VSH (Rinderer et al. 2010), (Rosenkranz, Aumeier, et
Ziegelmann 2010a).

La tolérance est définie comme étant la capacité d’une colonie d’abeilles a coexister avec Varroa
destructor en absence du traitement (Rosenkranz 1999) ainsi que les abeilles résistantes au varroa
signifient qu’elles ont la capacité a retarder ou bien a s’opposer a la croissance du parasite au sein de la

colonie (Harbo et Harris 1999).

11.9.5 L’essaimage

Selon Michel, 1998 I’essaimage permet a la nouvelle colonie de redémarrer avec un taux
d’infestation tolérable. Lors de 1’essaimage les abeilles quittent la ruche mére en emmenant pres de 15
a 20 % des parasites phorétiques sur elles et environ 65% des femelles varroas reste dans la ruche mére
(dans le couvain) (Fries et al., 2003; (Villa et al. 2008)). Au sein d’une colonie ayant essaimé, le couvain
est absent pendant 2 & 3 semaines (jusqu’a la nouvelle reine occupera la place de 1’ancienne reine

essaimée et sera apte a pondre) donc durant cette période il n y’a pas de reproduction du varroa (Seeley,

2007). (Fig 23)
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Figure 23. Essaim naturel dans la Mitidja (Photo originale)

11.9.6 Acaricides «durs»

Selon Colin (2011), le traitement chimique doit avoir une bonne pathogénicité vis-a-vis du parasite
et doit étre tolérant pour Apis mellifera et ne présente pas une résistance pour Varroa destructor. Au
cours des 15 dernieres années les acaricides les plus utilisés sont les organophosphates coumaphos
(Checkmite®, Asuntol®, Perizin®), les pyréthroides tau-fluvalinate (Apistan®, Klartan®, Mavrik®) et
la fluméthrine (Bayvarol®) ainsi que la formamidine amitraz (Milani et Barbattini, 1988; Milani et Lob,
1998; Ritter, 1988).

En Algérie, les apiculteurs locaux traitent leurs colonies soit avec des acaricides chimiques
Bayvarol® (fluméthrine), Apivar® (Amitraz) ou avec des huiles essentielles Apiguard® (Thymol)
(Loucif-Ayad et al., 2008, 2010).

Le LiCL, est une nouvelle molécule utilisée comme acaricide, son efficacité est démontré pour

la lutte contre Varroa destructor, mais aucune étude a été effectuer sur son effet sur les abeilles.
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11.9.7 Le chlorure de lithium

11.9.7.1 Définition :

Le LiCl est un oligo-élément essentiel et le plus petit métal alcalin, avec un poids atomique de 6,9.
On le trouve dans les céréales, les légumes et dans les sources d'eau potable supplémentées. (Terao
2015).

Lithium chloride

Figure 24. Structure cristalline du chlorure de lithium
(https://www.thpanorama.com/blog/ciencia/cloruro-de-litio-frmula-propiedades-riesgos-y-usos.html)

11.9.7.2 Historique

Utilisé depuis plus de 50 ans comme un traitement primaire du trouble bipolaire (TPL).(Phiel
2001). Il a été démontré que le chlorure de lithium (LiCl) a des effets profonds sur le bien-étre humain,
la susceptibilité a plusieurs maladies telles que les troubles de I'humeur, les maladies neurodégénératives,
le cancer et la cinétique de croissance des cellules souches.(Homayoun et al. 2021)

Les sels de lithium peuvent étre intéressants et faciles a utiliser pour traiter efficacement
I'infestation par le varroa.(Ziegelmann et al. 2018). Ziegelmann et al. 2018, ont observé une mortalité de
100 % des acariens pendant la période sans couvain, avec une mortalité mineure ou nulle des abeilles
adultes avec certaines concentrations de produits chimiques contenant du lithium (Kolics et al. 2021)

D'autre part, le LiCl peut étre mortel pour le couvain ouvert et il a été signalé qu'il réduisait la
durée de vie des abeilles adultes dans certaines situations. (Ziegelmann et al., 2018). Cependant, des

études plus détaillées sont nécessaires pour quantifier et qualifier ses effets éventuels sur les abeilles.
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11.9.7.3 Modes d’action

Le LiCL était qualifié comme un varroicide agissant selon deux modes d'action : systémique dans
une large gamme de concentrations.(Ziegelmann et al. 2018) et par contact (Kolics et al. 2020). Ces deux

modes permettent d’élargir considérablement le champ d'application de cette molécule.

Le double mécanisme d’action du LiCL dans la lutte contre le VVarroa pourrait constituer un outil

essentiel pour contrdler le Varroa (Kolics et al. 2020).

Jusqu’a présent, les éventuels dommages collatéraux du LiCL sur I’abeille n’ont pas encore été
étudiés dans le monde. Pour cela, nous allons étudier I’effet du LiCL sur certaines fonctions

physiologiques et comportementales de 1’abeille tellienne.
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I11. Matériels et méthodes

I11.1 L’objectif :

Dans ce travail, Nous avons étudié ’effet du LiCL sur certaines fonctions physiologiques et
comportementales de ’abeille tellienne, plus précisément son effet sur le volume des GHPs, la taille des
ovaires et le dosage des protéines dans I’hémolymphe. Deux modes d’actions sont testés, La voie
systémique dans les conditions controlées (In vitro) et la voie de contact par égouttage dans des
conditions naturelles (In vivo).

Nos travaux ont été réalisés du mois d’avril au mois de juin de I’année 2021. Au niveau du
laboratoire d’ Apidologie (VALCORE) de la faculté des sciences — UMBB.

I11.2 Caractéristiques de la région de Boumerdes :
Les données sont reprises des publications de la direction des services agricoles (DSA) 2011, de la

wilaya de Boumerdes.

Boumerdes est une wilaya cétiére, a fortes potentialités agricoles du centre du pays, a une étendue
de 1 457 Km?, avec 100 Km de profil littoral allant du cap de Boudouaou El Bahri a I'Ouest, a la limite
Est de lacommune de Afir. Du point de vue géographique, elle a pour limites, Nord: la mer méditerranée,
Sud: wilaya de Bouira, Est: wilaya de Tizi—-Ouzou, Ouest: wilaya d'Alger, Sud- ouest: wilaya de Blida.
(Fig 25).

Tizi-Ouzou

Wilaya g @ Siége de Daira
d

€
Blida

hip://vwww wilaya-boumerdes.dz

Figure 25. Emplacement et limite géographique de la Willaya de Boumerdes : source DSA Boumerdes
2011.
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La situation géographique du territoire de la Wilaya de Boumerdes est Soumise a l'influence
climatique Meéditerranéenne notamment pour la pluviométrie et les Tempeératures. Boumerdes est
considérée parmi les régions les plus arrosées au niveau national du fait qu’elle regoit annuellement un

volume pluviométrique compris entre 500 mm et 1 300 mm par an.

Les températures mettent en évidence une amplitude thermique de l'ordre de 25°C entre les

températures du mois le plus chaud est celles du mois le plus froid.

L'agriculture dispose d’une superficie agricole utile (SAU) de 65 010 ha sur une superficie agricole
totale (SAT) de 98 864 ha. La plaine orientale de la Mitidja, occupe toute la partie ouest de la wilaya.
Cette plaine qui constitue la zone du littoral se caractérise par des sols fertiles a haut rendement agricole,
elle est de texture sablo-limoneux propice pour les cultures maraichéres et I’arboriculture en intensif.
Les principales cultures a Bourmerdes sont: Céréales, Fourrages, Arboriculture (Viticulture, Agrumes,

Olives), Maraichage etc.

Boumerdes posseéde aussi un véritable tapis veégétal, de 08 foréts denses qui totalisent une
superficie de 22 951 ha soit 15.75 % de la superficie de la wilaya. « Site WEB DSA».

111.3 Caractéristiques des colonies d’étude

e Pour les essais In vitro : La colonie utilisée est de type Langstroth, a 10 cadres, mise sur un sol
plat, soulevées sur un support métallique de 40 cm (station Dar beida).

e Pour les essais In vivo : six nucleis a deux cadrans installées sur la terrasse de I’'immeuble de
la Faculté 42 m du sol, dans un endroit tres ensoleillé, surplombant le jardin de la faculté des sciences.
(Fig 26).
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Figure 26. Le jardin de la faculté a sud et nord (B.W,2021)

111.4 Matériel

111.4.1 Matériel Biologique

Dans ce travail, nous avons utilisé des abeilles locales Apis mellifera intermissa, dont nous avons
extrait leurs GHP, Ovaires et I'hnémolymphe.

111.4.1.1 Nourrissage des abeilles

e LeSirop : Lesabeilles étaient nourries par du Sirop préparé au laboratoire, a partir d’une solution
de saccharose (1 sucre / 1 d’eau).
e Patte proteique : Nous avons préparé une pate protéique, composé du pollen frais et du miel. le

pollen a été récolté en mois de mars 2021, des hauteurs de wilaya d’EL-TAREF.
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Figure 27. Pate protéique composée du pollen frais et du miel.

111.4.2Matériel du laboratoire
Cagettes de type Pain, dimension (10.5x10.5x7.5) cm, une plaque de cire gaufrée (8x4) cm fixée

au fond de chaque cagette, chaque cagette équipée de deux tubes coniques de 15ml, I’'un pour I’eau et

’autre pour le sirop, et de petits récipients pour recevoir le pollen.

111.4.3Matériel non biologique
e Microscope optique Leica ICC50 HD.

e Stéréo microscope STEMI DV4.

e Balance analytique type SCALTEC (SBC 52 max2200 et min0.5g, d=0.01g)

e Balance analytique précision type EXPLORER Pro (DHAUS max 210g, d=0.1g).
e FEtuve a conditions contrdlées (34°C, 000 %H).

e Spectrophotometre marque ZuZi.

e Vortex (VELP SCIENTIFICA).

e Micropipette 5ul et de 100 pl, marque ACCUMAX PRO.

e Pinces de dissection.

e Paire de ciseaux.

e Pipettes Pasteur.

e Tubes Eppendorfa 0.5ml.
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111.4.3.1 Réactifs
e Chlorure de lithium.

e Bleu de Coomassie G-250 (BBC).
e d'acide orthophosphorique.

e Bradford (BBC).

e Eau physiologique.

111.5Méthodes

Table 4. Résumé les différents tests réalisés a t0, t7 et a t14

Test In vitro In vivo
Conditions contrélées | Conditions naturelles

Fonctions physiologiques

Volume des GHP Oui Oui
Développement ovarien des ouvrieres orphelines Oui Non
Dosage des métabolites: protéines. Oui Oui
Longévité Oui Non

I11.5.1Préparation des cagettes en conditions controléees

Deux cadres de couvain fermé au stade avancé de développement ont été retirés d’une colonie et
mis a incuber dans une étuve au laboratoire a température contrélée (34°C) (Fig. 28). Les ouvrieres
naissantes ont été capturées pour remplir 6 cagettes a raison de 100 abeilles naissantes/cagette. Les Six
cagettes ont été réparties en deux lots : un lot de trois cagettes servant de témoin et un autre lot de trois

cagettes servant de lot traite.

52



Partie Expérimentale Matériels et méthodes

Figure 28. Couvain incubé dans I'étuve a 34°C (B.W ,2021)

Pour simuler la présence d’un cadre dans une colonie naturelle, on a pesé des plaques de cire
gaufrée (5.5cm x 6ecm, 3+0.3g), qui ont été ensuite fixées au plafond des cagettes pour que les ouvriéres
puissent se regrouper.

Dans le lot de cagettes traitées, les ouvrieres naissantes ont été nourries pendant les premieres 48h
avec du sirop (1/1) mélangé avec du LiCl a la concentration de 25mM. Pour le lot témoin, les abeilles
ont recu le sirop sans le produit acaricide. Les ouvriéres de toutes les cagettes ont éte privees de nourriture
4 heures avant le début du nourrissage, pour les inciter a consommer le sirop avec le produit, et s’assurer
que chaque ouvriéere recoive individuellement une dose minimale du produit qui est de 10ul (10,6 pg)
de LiCl (Ziegelmann et al., 2018). Le sirop a été proposé ad libitum pendant toute la durée de
I’expérience. Chaque cagette a recu 12g de pate protéique. Les cagettesont été mises dans 1’étuve en

conditions controlées (34°C, =60 %H) pour simuler I’environnement naturel de la ruche (Fig. 29).

Figure 29. Incubation des cagettes dans une étuve a 34°c (B.W, 2021)
53



Partie Expérimentale Matériels et méthodes

111.5.2 Préparation des nuclei en conditions naturelles

15045 ouvriéeres naissantes préalablement marquées (Fig. 30) étaient introduites dans des micros
colonies composees de deux cadrons (nucléi). Ces abeilles pouvaient volaient librement et aller butiner
comme le permettent les conditions naturelles. Le dispositif expérimental était composé de 2 nucléi

traités et de deux autres témoins.

Figure 30. Marquage d'ouvrieres (B.B, 2021)

Apres I’introduction des ouvrieres marquées, nous avons procédé a 1I’égouttage du sirop seul ou

mélangeé avec le LiCL entre les cadrants des nucleis. (Fig. 31)

Figure 31. Egouttage du sirop et du sirop (+LiCL) a 250mM (B.W,2021)
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I11.5.3Nourrissage des nuclei
Tous les nucléi (traités et témoin) ont recu 30g de pate protéique. Nous avons nourri les

ouvricres avant 1’age de 7 Jours (T7) avec 60 ml de sirop (30ml deux fois par semaines) et 60 ml avant
I’age de 14 Jours (t14).

111.5.4Etude de la taux de mortalité
e En conditions controlees (In vitro)
Le comptage et la notation du nombre d’individus morts dans les cagettes (témoin et traité), est
fait quotidiennement, du début de I’expérience (t0) jusqu’a 21 jours (t21), les ouvriéres mortes ont été

retirées au fur et a mesure.

e En conditions naturelles (In vivo)
Nous avons enregistré une perte importante d’ouvriéres marquées dans la plupart des nucléi
témoins et traitées. Ces pertes ne nous ont pas permis de procéder au decompte des ouvrieres mortes a

cause du traitement.

111.5.5Etude des Fonctions comportementales en conditions controlées (in vitro)

Dans le but de déterminer I’effet du LiCL sur le comportement des ouvric¢res a construire la cire,
la consommation du pollen et du sirop ; nous avons pesé les plaques de cire construites et la quantite du
pollen consommée au début et a la fin de I'expérience (t14). La consommation du sirop a été notee

quotidiennement.

111.5.6 Etude des fonctions physiologiques

111.5.6.1 Dosage des protéines totales (In vitro et In vivo)

111.5.6.1.1Prélévement de ’hémolymphe

Le prélévement de I’hémolymphe a été réalisé en insérant la pointe d’une pipette pasteur (qui a éte
préalablement tirée jusqu'a I’obtention d’une pointe aigué et lisse) au niveau du vaisseau dorsal, entre le
2eme et le 3eme tergite abdominal ou entre le 3eme et le 4eme (Fig.32). Pour recueillir un volume
minimum de 5ul nécessaire pour effectuer le dosage des protéines, nous avons prélevé et rassemblé
I’hémolymphe de 10+3 ouvrieres (Fig. 32).

Le prélevement a été effectué sur des abeilles naissantes (t0) agées de 7 jours (t7) et 14 jours, (t14) issues
des lots traités ou témoin logées dans des cagettes (conditions contr6lées) et dans des nucléi (conditions

naturelles).
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Figure 32. Prélevement de I'némolymphe (B.B,2021)

L'hémolymphe prélevé a été stocké séparément dans des tubes Eppendorf de 0,5 ml, et

immédiatement congelé, pour éviter la mélanisation du matériel collecté. (Fig.33)

Figure 33. Hémolymphe dans un tube eppendorf (B.W,2021)

111.5.6.1.2Principe du dosage

La technique est colorimétrique basée sur l'adsorption du colorant bleu de Coomassie G250 aux
protéines, cette fixation se fait principalement par des liens ioniques avec des acides aminés basiques
(arg, his, et lys) et des interactions hydrophobes (acides aminés hydrophobes). Le processus de fixation
du colorant étant pratiguement achevé en environ 2 min avec une bonne stabilité de la couleur pendant
1h apres I’ajout du colorant, provoquant ainsi le déplacement du maximum d'absorption du colorant de
465 nm (Bleu de Coomassie seul, couleur marron) a 595 nm (Complexe Bleu de Coomassie-protéines,

couleur bleu). L'augmentation de I'absorption a 595 nm qui doit étre surveillé (bradford, 1976).
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111.5.6.1.3Préparation du réactif (BBC)

Dissoudre 10 mg de bleu de Coomassie G-250 dans 5 ml d'éthanol a 95°.
Agiter pendant 2h.
Ajouter de 10 ml d'acide orthophosphorique a 85%.

Compléter a 100 ml avec de I'eau distillée.

La préparation du réactif est effectuée dans un flacon sombre pour éviter sa détérioration du réactif

au contact de la lumiére. La durée de conservation est de 2 a 3 semaines a 4°C.

111.5.6.1.4Préparation de la solution mére

Dissoudre 1 gramme du standard BSA dans un litre d'eau distillée 1g/1.

A partir de la solution mere, faire 6 dilutions a volume identique (100 ml) qui contiennent des
concentrations croissantes et connues du standard (Tab. 5 et Fig. 34).

Ajouter 4 ml de réactif BBC a chaque dilution.

Homogénéiser au vortex.

Incuber 10 a 15 min a 4°C a l'obscurité (pour laisser le temps a l'adsorption du colorant aux
proteines).

Homogénéisation au vortex avant la lecture.

Effectuer la lecture a 595 nm, tracer la courbe d’étalonnage (Fig. 35).

Table 5. Préparation des solutions filles a partir de la solution mére

BSA () 0O [20 406080 100
Eau distillée (ul) 100 | 80 | 60 | 40 | 20 | O
BBC (ml) 4 [ 44|44 4
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Figure 34. Dégradation des couleurs en fonction de la concentration des solutions filles en protéines

0.800 y=0.7684x+0.0183
0.700 RP=0993 LT

DO

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentration BSA pg/ul

Figure 35. Courbe d'étalonnage In vitro / In vivo

111.5.6.1.5Préparation des solutions a doser

e Décongeler les échantillons a doser.

e Dans une série de tube verser 5 pl d'hémolymphe.

e Compléter a 100 pl par I'eau distillée.

e Ajouter 4 ml de réactif de Bradford (BBC).

e Homogénéiser au vortex.

e Incuber 10 a 15 min a 4°C a l'obscurité (pour laisser le temps a l'adsorption du colorant aux
proteines).

e Homogénéiser au vortex avant la lecture.
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Nous avons procédé a la mesure de I'absorbance a 595 nm avec un spectrophotometre, On a utilisé
des cuves en plastique, pour minimiser d’adsorption du complexe sur les parois, La droite d’étalonnage
. Asgs = T (quantités de BSA) est alors tracée, pour en déduire la concentration des protéines dans

I’hémolymphe.

111.5.6.2 Mesure des glandes hypopharyngiennes en conditions contrdlées et naturelles

Les ouvriéres dont nous avons prélevé 1’hémolymphe ont été aussi conservées au congélateur,

pour mesurer le développement de leurs glandes hypopharyngiennes (GHP).

111.5.6.2.1Dissection des GHP

Nous avons procéde a la dissection des 2 glandes de chaque téte (5 tétes pour chaque répétition),
selon le protocole décrit dans (Corby-Harris and Snyder, 2018). Les mesures ont été faites aussitot apres

les dissections.

e Dans une boite de pétri nous avons fondu la cire, aprés refroidissement la plague obtenue est
utilisée pour les dissections.

e Nous avons incorporé la téte sur la plague apres avoir fondu une petite portion de la cire avec un
fer a soudé (¢ca permet une meilleur fixation de la téte). Pour plus de stabilité la téte a été epinglée

en insérant des épingles dans les deux yeux et le 3eme dans la bouche. (Fig. 36)
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Figure 36. Fixation des tétes sur la plague de cire (B.W,2021)

e A I'aide d’un bistouri tranchant, on a effectué une petite incision (~ 2-3 mm) entre les yeux et

les mandibules de chaque c6té de la plaque frontale.
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Figure 37. Dissection du coté droit de la téte (B.W,2021)

e A I’aide d’une pince fine, la plaque frontale a été retirée complétement (Fig. 37).

e Nous avons submerge la coupe par environ 20 puL d’eau physiologique (Nacl 0.6%), a ce stade
les glandes peuvent flotter vers le haut. A 1‘aide d’une pince fine on a retiré délicatement la
totalité de la GHP une par une. Les GHP ont été conservées dans une goutte d’eau physiologique,
la mesure a été faite aussitot.

111.5.6.2.2Mesures

On a procédé a la mesure de 10 acini par téte (5 acini par glande). Pour éviter I’enroulement des

glandes, les GHP ont été coupées en petits morceaux avec une pince fine (Fig. 38 et 39).

Figure 38. (A). GHP avant la coupure X4, (B). GHP avant la coupure X10
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Figure 39: GHP apreés la coupure X10

La coupure des GHP en morceaux permet de rendre les acini a plat, les images mesurées seront

plus claires et plus précises.

Les photos ont été prises avec un microscope (Leica ICC50 HD), grossissement x10. Par contre
les mesures ont été faites avec le logiciel Axio-vision 4.8.2 (Fig. 40).
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Figure 40. Mesure des acini avec le logiciel Axio vision 4.8.2 (B.W,2021)
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111.5.6.3 Développement ovarien en conditions contrdlees

Nous avons procédé a la fixation de I’abdomen comme décrit précédemment (fixation des tétes

sur la cire), seulement les observations des stades des ovaires a été faite sans oter les ovaires.

111.5.6.3.1Dissection des ovaires
e Ona fixé les abdomens sur la cire par la face ventrale (Fig. 41).

Figure 41. Fixation de I'abdomen sur la cire (B.W,2021)

e Nous avons ouvert I’abdomen des deux cotés avec une paire de ciseaux.
e Oter la partie dorsale.
e Verser environ 40 uL d’eau physiologique (Nacl 0.6%), pour que les ovaires soient visibles et

facilite leur repérage. (Fig. 42)
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Figure 42. Observation des stades ovariens sous une loupe binoculaire (B.W,2021)

e Aprés le repérage de ’ovaire, on a procédé a déterminer son état physiologique, donc son stade

e Attribution des notes de 1 a 5 selon la clssification de Hess (1942) modifiée par Velthuis (1970).

111.5.6.3.2Classification de Hess (1942) modifiée par Velthuis (1970).

Stade 1 : correspond a des ovarioles filiformes inactives sans vitellus (ovaire non développé).

Stade 2 : ovarioles enflées sans vitellus, début de I'ovogénése (cellules gonflant en haut de l'ovariole).
Stade 3 : ovarioles enflées avec vitellus visible mais sans ovocytes distincts (développement leger).
Stade 4 : les ovarioles contiennent des ovocytes distincts mais immatures (développement modéré).
Stade 5 : correspond aux ovaires entierement activés avec des ovocytes matures distincts tres

développés (ceufs entierement allongés).

Remarque :
e Les ovaires sont considérés comme développé s’ils sont de tailles 3, 4 ou 5.

e [’activation ovarienne ont été classées comme inactives (a, stade 1), intermédiaires (b, stades 2

et 3) et entierement activées (c, stades 4 et 5).
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V. Reésultats et discussion

I1VV.1 Mortalité des abeilles en conditions controélées
Les courbes (Fig. 44) montrent comment le produit LiCl agit sur la mortalité des ouvrieres traitées

au cours du temps.

Mortalité au cours du temps
7.00%
6.00%
5.00%
4.00%

%

3.00%
2.00%
1.00%

0.00%
Jo J1 J2 )3 J4 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14 J15 Ji6e J17 J18 J19 J20 J21

Jours

e=@u=traité ==@==témoin

Figure 43. Mortalité au cours du temps (In vitro)

Les deux courbes montrent qu’il y a une différence entre la mortalité des ouvricres dans le témoin
et le traité. Cependant, la mortalité du témoin est inférieure a la mortalité du traité pendant la majorité
de la durée de I’expérience, sauf au t4, j20 et j21. On a noté des mortalités qui ne dépassaient guere 4
mortalités entre le t0 et t20. Pour le traité, la mortalité est plus sévére, il y a eu un pic important a j13

(toutes répétitions confondues), trois autres pics moins importants a j7 et j15 et a j19.

60.00%

48.37%

50.00%
40.00%

X 30.00%

21.70%

20.00%

10.00%

0.00%
traité témoin

Figure 44 Mortalité cumulée
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La plus importante mortalité cumulée (Fig. 45) est enregistrée dans le traité 48.37%. Cela malgré
la consommation de 3.81g de pollen, une consommation plus importante que le témoin (21.70 %).

Ces résultats confirment les résultats obtenus par Ziegelmann et al ; 2018, ont démontré que la
consommation du LiCL & 25mM provoque une mortalité significative et une diminution de la durée de

vie de 19 jours par rapport au témoin.

IVV.2 Fonctions comportementales en conditions controélées

1VV.2.1 Construction ciriére

La construction ciriére chez le témoin est 3 fois plus importante que chez le traité (0.21g et 0.63g
respectivement). Ces résultats démontrent une faible construction ciriere pour les deux expériences. Cela
est d0 peut étre a un faible développement des glandes ciriéres chez le témoin et le traité ou, a cause de
la qualité de la cire utilisée. Cependant, la faible construction ciriére n’est pas en relation avec
I’application du LiCL. (Tab. 6)

Table 6. Construction ciriere

Poids | Poids F F-1 Moyenne (g)
Traité 1 (25mM) 3 3.34 0.34
Traité 2 (25mM) 3 3.13 0.13 0.21
Traité 3 (25mM) 3 3.17 0.17
Témoin 3 4.15 1.15
Témoin 3 3.2 0.2 0.63
Témoin 3 3.54 0.54

IV.2.2 Consommation du pollen

On a noteé une faible différence (0.66g) dans la consommation du pollen entre le traité (3.819) et
le témoin (3.15g). Le traitement par le LiCL n’a pas une influence sur la consommation du pollen.
(Tab. 7)

Table 7. Consommation du pollen

. Consommation
Consommation
Moyenne
Traité 1 (25mM) 4,98
Traité 2 (25mM) 2.93 3.81
Traité 3 (25mM) 3.52
Temoin 3.29
Temoin 3.16 3.15
Temoin 3.01
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IV.2.3 Consommation du sirop

On a noté une faible différence (2.33 ml) dans la consommation du sirop entre le traité (21.75 1) et

le témoin (24.08 1). Le traitement par le LiCL n’a pas une grande influence sur la consommation du

sirop. (Tab. 8)

Table 8. Consommation sirop

Traité témoin
Somme 65.25 72.25
Moyenne 21.75 24.08

I\V.3 Fonctions physiologiques en conditions controlées et naturelles a to, t7 et a t14

1V.3.1 Dosage des protéines totales de ’hé molymphe

La concentration moyenne des protéines totales dans I’hémolymphe s’est augmenté au cours du

temps dans les conditions controlées et naturelles. (Fig. 46)
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Figure 45: La courbe d'étalonnage des protéines.
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Conditions controlées
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Figure 46: Moyennes des concentrations des protéines totales de I'hémolymphe en conditions contrélées.

A I’age de 7 jours, on a enregistré a t7 une différence de 0.163 pg/pl entre le témoin et le traité
(0.394 pg/ul et 0.557 pg/ul respectivement), a 14 jours la différence est plus faible, elle est de 0.015
pg/ul (0.494 pg/ul et 0.509 ug/ul). Globalement la concentration est restée stable entre 7 et 14 jours
d’age. Le résultat démontre qu’il n’y a pas une grande influence sur la synthése protéique dans
I’hémolymphe. (Fig. 47)

Conditions naturelles
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T0 T7 T14

Figure 47: Moyennes des concentrations des protéines totales de I'hémolymphe en conditions naturelles.

A I’age de 7 jours, nous avons noté une trés faible différence de 0.062 pg/ul a t7, entre le témoin
et le traité. A 14 jours les concentrations en protéines totales sont plus faibles (0.226 pg/pl et 0.178 pg/ul

68



Partie Expérimentale Résultats et discussion
pour le témoin et traité respectivement). Contrairement dans les conditions contrélées, peut-étre la

diminution de la concentration des protéines est due a la quantité du LiCL a 250mM égouttée et
consommeée par les ouvriéres et cela airait agit sur la synthese des protéines dans I’hémolymphe. (Fig.
48)

1VV.3.2 Mesure du volume des acini en conditions controélées et naturelles.

A la naissance des ouvriéres (t0) le volume de leurs acini était de 1.65 10 mm®. A I’age de 7 jours
le volume des acini des abeilles témoin et traitées était respectivement de 2.20 10° mmd et 2.33 102
mm?. Lorsqu’elles sont agées de 14 jours, les abeilles témoin et traitées avaient des acini dont les
volumes étaient respectivement 1.22 10° mmd et 1.32 10° mm?. Ces résultats semblent cohérents, du
fait que les glandes hypopharyngiennes atteignent leur développement maximum entre le 7 et 10 jours
d’age. (Fig. 49)

Conditions controlées
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1,500,000.00
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Témoin+traité Témoin Traité Témoin Traité

TO T7 T14

Figure 48: Moyennes des volumes des acini des abeilles en conditions controlées.
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Conditions naturelles
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Figure 49: Moyennes des volumes des acini des abeilles en conditions naturelles.

L’application par égouttage de 250mM de LiCL, dans les conditions naturelles a révélé des
volumes des acini en général plus importants par rapport a ceux enregistrées en conditions controlées.
Ce résultat est peut-étre di a la vie en colonie (societe), qui a fait que les ouvriéres traitées au LiCL

avaient la possibilité de cotoyer leurs congeneéres et vivre une vie naturelle. (Fig. 50)

Dans le témoin, on a enregistré une diminution des volumes moyens des acini entre 7 jours (4.6

103 mmd) et 14 jours d’age (3.710° mmd). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus en conditions

contrélées. (Fig. 50)

A 1’age de 7 jours, les abeilles traitées avaient des acini dont le volume moyen est inférieur a celui
des abeilles témoin (une différence de 1.6 103 mm?®). Cet écart s’est encore creusé a 14 jours (différence

de 0.5 10 mm?® par rapport at7). Dans les conditions controlées le volume moyen a diminué & t14.

1V.3.3 Développement ovarien en conditions controlées

Table 9. Pourcentages des different stades du développement

Age stades t0 v t4
Témoin Traité Témoin Traité
1 83% 30% 42% 40% 49%
2 17% 53% 56% 44% 47%
3 0% 13% 2% 16% 4%
4 0% 3% 0% 0% 0%
5 0% 0% 0% 0% 0%
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L’étude du développement ovarien des ouvriéres orphelines en conditions contrélées de t0 atl14 a

révélé les résultats suivants : (Tab. 9)

A la naissance (t0) :

83% (25/30) des ouvriéres sont au premier stade de développement ovarien et 17% (5/30) au stade
2, c’est-a-dire que les ovaires (stade 1 et 2) étaient entierement inactifs.

Figure 50: Ovaire au stade 1 observé sous Figure 51: Ovaire au stade 2 observé sous
une loupe binoculaire une loupe binoculaire

ATage de 7 jours (t7) :

On a enregistré une diminution du stade 1, qui s’est réduit a 30% (9/30) et a 42% (19/45) dans le
témoin et le traité respectivement. Au contraire, le taux de développement du stade 2 s’est augmenté a
53% (16/30) pour le témoin et a 56% (25/45) pour le traité. On a noté I’apparition du stade 3 (stade
développe) dans le témoin et le traité 13% (4/30) et 2 (1/45) respectivement. Par contre le stade 4 (stade

développé, actif) n’est apparu que dans le témoin 3% (1/30).

Figure 52: Ovaire au stade 3 observe sous Figure 53: Ovaire au stade 4 observé sous
une loupe binoculaire une loupe binoculaire
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ATage de 14 jours (t14) :

A t14, apparaissent des taux de 40% (18/45) des ouvrieres de stades 1 pour le témoin et 49% (22/45)
pour le traité. Les taux du stade 2 sont a 44% (20/45) et 47% (21/45) pour le témoin et le traité
respectivement. Par contre les taux du stade 3 sont les plus faibles 16% (7/45) pour le témoin et 4%
(2/45) pour le traité.

Ces résultats montrent certaine homogénéité de I’apparition des stades ovariens 1 et 2 pour le
témoin et le traité a t7 et t14. Par contre, nous avons noté un faible taux du stade 3 chez le traité par
rapport au témoin a t7 et a t14, 2% et 4% contre 13% et 16% chez le témoin. Avec I’apparition d’un taux
de 3% pour le stade 4 seulement chez le témoin a t7. Ces résultats suggérent que 1’application du LiCL

a 25mM par voie systemique diminue le développement ovarien des ouvriéres.
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Conclusion

Ce présent travail a été réalisé au laboratoire d’Apidologie a la FS-UMBB, pendant la saison
printaniére 202 1. Nous avons étudié ’effet du Chlorure de lithium sur quelques fonctions physiologiques
et comportementales de I’abeille Tellienne. Par deux modes d’action : La voie de systémique avec une

concentration de 25 mM (In vitro) et par voie de contact avec une concentration de 250mM (In vivo).

Nos résultats ont montré un effet négatif du Chlorure de lithium a 25mM sur la longévité des
ouvriéres (In vitro) par le mode d’action systémique. La mortalité cumulée chez le traité (48.37%) s’est
avérée plus importante que chez le témoin (21.70%). En revanche, on n’a pas enregistré une différence
entre le témoin et le traité pour la construction ciriere, laconsommation du pollen et du sirop, la quantité
de protéines dans I’hémolymphe et la taille des glandes hypopharyngiennes entre le témoin et le traité en
conditions controlées et en conditions naturelles. Par contre, I’application du Chlorure de lithium a la
concentration de 25mM par voie systémique a exercé un effet négatif sur le développement ovarien des
ouvriéres orphelines, malgré 1’homogénéité de I’apparition des stades ovariens 1 et 2 pour le témoin et le
traité at7 et t14.

A ce jour, aucune étude dans le monde n’a abordé cette question relative aux effets secondaires
d’un nouveau traitement varroacide qui est le chlorure de lithium sur I’abeille. Cela ouvre donc des
perspectives pour élargir le spectre d’études de ce varroacide, pour tester d’avantage son effet sur les

abeilles, cela permettrait son utilisation en lutte intégrée pour combattre le VVarroa en apiculture.
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