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AVANT PROFOS

Suite ô I'enquête écopothologique entreprise ou loborotoire de Pothologie des Petits

Ruminonts et des Abeilles C"PPRA), rqtloché ou Centre Notlonol d'Etudes Vétérinohes et

Alimentoires (CNEVA) ô Sophio-Antipolis (FLECHE et el., 198O, un progromme de

recherches o été mis en ploce qfin d'élucider l'qffoiblissement du cheptel opicole. A ce

sujet, des études d'écotoxlcilé de deux Insecticides (lo cyperméthrine et le

fénitrothion) fréquemment retrouvés dons les onolyses, ont été entreprises ô deux

niveoux:

l-Au loborotoire, on procédero d'obord ô l'évoluqtion comporotive de lo toxicité des

deux insectlcides ô l'oide d'un nouveou concept olgébrique, puis ô l'étude de I'impoct

de doses sublétoles sur les perturlcotions biochimiques de I'obeille.

2-Sur le terroin, on évoluero les perturbotlons qui suMennent dons un cheptel opicole

soumis ô un nounisoge continu ou sirop de socchorose, contqminé por une dose

sublétole de cyperméthrine.
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Abréviqtlons et symboles

ob obellle

AChE: Acétylchollnestérose

ADP: Adénoslne dlphosphote

AMP: Adénoslre monophosPhote

AcSCh: Acéfl/thlochollne bdé€

ATP: Adénoslne frlphoophote

ATPose: Adénoslnetrlphosphotose

DDT: DlchlorodpÉnyl-trbhbréthone

DLSO: Dose létole qul enirolhe Sffi de mortollté dors rne populotkrn ou tempo t

dTSO: Dose en , pour loquelle le temps nécesolre pour observer 50% de mortollté esl rédult de

molllé.

DTNB: AcHe bls-dlfhlo 5,S'-nlfro 2-benzohue

EDTA: Ethylène dkrmlne-tetroocellqtr

l: lndlce d'occupotlon des codres por les rêerues

KD Krpck Down

Ln: Logorlfhme rÉpâlen

nfr: mlnuùes

NAD(H): Nlcotlnomldedlnucléoflderéddt

NC: Nombre de codre ô cowoln d'tne ruche

NEDIAC: N-(NophM-l) éfhylèn+dlomhe, dlchbrohydrote

nmole/ob nonomole/obellle

M: Nombre totolde codre d'une ruche

nt Cæffclent de Hlllde lo relotkrn mortollté / temps

PA: ÈlnclPeocttf

PEP: PhosPhoénolPYrwote

SAB: SerumAilcumlne Bovln

TEPP: TetroéthyFpyroPhosPhote

TLSO: Tempo létcil ou bout dtnr.rel on obflent 50% de morùcllté des lndVHtts

TRIS: Tds (hydroryméthyllomlnométhone

VPC: Vlnsde k: Porolyde Chronhue

Â: Vltesse de nrortollté des obellles en %/Jour
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I.INTRODI'CTION

Depuis quelques onnées, de nombreuses intoxicotions d'obeilles ont été otiribuées ù

tort ou ô roison ô certoines fomilles d'insecticides, Ces produits ont été plus

porticulièrement incriminés oprès pulvérisotion sur coEo, une plonte reconnue pour ses

quolités mellifères (I-AMARryN, 1988). Les opinions se sont portogées ô ce sujet. Certoins

mettent I'occent sur lo toxicité ou lqborotoire, d'outres considèrent surtout l'effet sur le

terrqin: c'est oinsi que BOS & MASSON (1983) molgré une toxicité importonte mise en

évidence ou loborqtoire, estiment que l'effet répulsif rend ces produits inoffensifr vis ô

vis des obeilles. Cet effet répulsif étont tronsitoire, le risque d'intoxicotion por des doses

sublétoles reste réel dons lo mesure où les produits sont véhiculés por l'eou, le nector et

le pollen que les obeilles romènent è lo ruche (NAZAROV, 1969; DAVID, 1985; BARKER &

WALLER, 1978 ; BARKER et ol., 1980 ; POLLET,I987). Pour évoluer l'importonce du

problème, il convient de roppeler ici le rôle des obeilles. Outre les ovontoges des

différents produits de lo ruche dont les vertus médicinoles sont incontestées (DUNADIEU,

1976; ATIXANDROV & DANILOV, 1975; COUN, l98l ; MARY, l98l).l'obeille est un ouxilioire

d'une importonce copitole dons I'ogricuJture. En effet suite ô lo diminution progressive

du nombre des insectes pollinisoteurs souvoges, I'obeille représente oujourd'hui ô elle

seule 90% de lo foune pollinlsotrlce en Europe (BARBIER, 198é). Lo vqleur de ses servlces

rendus dqns lo pollinisotion déposseroit de l0 ô 15 fois lo voleur des produits de lo ruche.

Ces orguments brlèvement évoqués, mettent donc en évidence I'intérêt d'exominer lo

toxicité des pesticides sur les obeilles. L'objectif principol de notre recherche, sero

donc d'étudier comporqtivement l'oction de deux closes d'insecticides odministrés ô

des doses sublétoles, ou loborqtolre puls sur le tenoln, qfin de dégoger les éventuels

effets ô long lerme sur le développement du cheptelopicole. Nos trovoux porteront sur

deux fomilles d'insecticldes, les orgonophosphorés représentés por le fénitrothlon, et

les pyréthrinoÏdes por lo cyperméthrine. Ces deux produits ont été retenus en rohon de
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lo fréquence de leur mise en évidence oucours des enquêtes écopothologiques

menées por le loborqtoke CNEVA-LPPRA (FIICHE ef oL,l985; FLECHE, 1986).

Dons un premier temps des essois seront menés ou loborqtoire pour mieux connofrre lo

toxicité des deux insecticides. Ces essois se dérouleront selon les étopes suivontes:

l-essois normolisés de toxiclté oiguè et chronique pour étoblir les relotions dose-

mortolité.

2-évoluotion et comporoison de lo toxicité des deux insecticides ô l'oide d'une

nouvelle méthode dérivée de l'équotlon de Hill.

3-octlon des concentrotions sublétoles sur le métobolisme de l'obeille ou loborotoire.

4-enfin nous procéderons ô des essois sur le tenoin qfin d'étudier I'effet d'une

concentrqtion sublétole sur le comportement des colonies et l'évolution du couvoin. Au

fur et mesure de l'qvoncement des trovoux nous nous sommes rendu compte que pour

des questions protiques et de temps, ll étoit imposible de mener de front sur le tenoin

I'essol des deux Insectlcldes pulsque, les préporotifs'onté esol' demondent un on et

demi. De ce foit les esois sur le tenqin n'ont été réolisés que sur lo cyperméthrine qui

ovoit été l'une des pyréthdnoïdes les plus fréquement détectées duront le décryptoge

des échontillons de I'enquête écopothologique (FLECHE et ol.,1985).
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II.SYNTHESE BIBTIOERAPHIQUE
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A-HISTORIQUE

L'utilisotion des substonces toxiques contre les insectes nuisibles n'est pos une

coroctéristique du )fième siècle. Les premières ormes contre les insectes dérivent du

régne végétol. ll y o 2@ ons,les Chinois se seroient servis des extroits de pyrèthre pour

tuer les puces et les poux. Les insecticides d'origine végétole les plus connus, encore

utillsés, sont les pyrèthrines noturelles. Toutefois, c'est du monde minérol qu'olloient

noltre les premiers insecticides ogricoles utilisés ô gronde échelle, les orsenicoux

(orséniotes de plomb et de colcium), les fluorures (fluoroslllcotes de boryum) et le

soufre,

Mois dès lo fin du du XIXème, une troislème générotlon d'insecticides se développo: les

insecticides orgoniques de synthèse (chloropicrine 1907, thiocyonotes 1932), En l9S9 tes

suisses uÛuun et MIESMANN, firent une découverte copitole, celle du dichloro-

diphényl-trlchloroéthone connu sous le nom de D.D.T. symbole d'efflcocité dons te

domoine de lo lutte contre les insectes. A portir de ce moment, le développement des

insecticides orgoniques de synthèse fut très ropide.

B.DESCHPnON DES INSECTrcDES TESTES

l-Les pyréthrinoides: L'évolution de lo gronde fomille des pyréthrinoÏdes o pour origine

I'observotion des proprlétés Insectlcides des extroits de fleurs de pyrèthre. Ces extroits

sont très efficoces sur de nombreux insectes, mois ih présentent un inconvénlent: une

forte irstobillté ô lq lumlère. Portont de lo structure chlmique de ces composés noturels,

on est onivé enfin ô lo synthèse de dérlvés photostobles. Les pyréthrlnoTdes sont peu

rémonents et pulsonts Ô folbles doses, de sorte qu'ouJourd'hul lls sont en plelne

exponsion (MARTEL, 1980)



,co-w
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sériel #ne2

Pyréthrine -GHs -GQCHg

Cinérines -CHs . COzCHg

Jasmolines -CHs .CO2CH3
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Flgure l: les prlncipoux esters du pyrèfhre d'oprès TESSIER (1982)
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l. l -Du pyrèthre oux pyÉttuinoiOes photo$obtes.

Les effets toxiques de lo poudre de fleun de pyrèthre ont été décrits pour to première

fois en Chine poputoire.

Fomille: Composées

genre: Chrysonthemum

Seulement deux espèces ont été reconnues comme oyont des propriétés

insecticides, Chrysonthemum rcseum et Chrysonthemum cinerorlæfotium. Nous sovons

oujourd'hui que les propriétés de cette poudre sont dûes ô lo présence de 6 esters

étroitement opporentés (Fig. I ).

l. 2-Mode d'qcfion des pyrélhdnofld€o (CARE, t9g5; MULLER & SALGADo, lggs)

Les modolités qui règlent l'oction des pyréthrinoTdes sont complexes. Les controverses

qu'elles suscitent portent d'une port, sur le procesus d'intoxlcotion responsoble des

différents symptÔmes cliniques, et d'outre port sur lq nqture des sites d'oction.

l. 2. l-Phénomèn€ d'obqlfemenl ou' Knock-Down. (KD)

Les symptÔmes de prostrotion et de porolysie sont consécutifs ou blocoge des nerfs

périphériques. GAMMON (1979) montre que l,oiléthrine provoque une hyperoctivité du

système nerveux pértphérique de lo blotte. OSBORNE (1992) indlque que les orgones

sensoriels sont des cibles plus wlnérobles que les jonctions neuromusculoires, et selon

VAN DER BECKEN (1974>, chez lo grenouille,l'obqttement est précédé ovont tout d'un

effet direct sur les nerfs efférents. HELLING (1984) oprès ses trovoux sur to btotte

oméricoine, conlTrme lo foible réoctlvité du sptème nerveLo( centrol et menflonne que

seules des doses très élevées déterminent un occroisement signfficqflf de l'octivité

nerveuse ou moment de l'oppodilon des symptômes. Donc l,obqttement (KD) troduit

bien une octivité toxique por voie périphérique.
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l. 2. 2-Êjlef létql ou'KllL"

Rien ne permet de postuler que les conséquences d'un'KD" périphérique obotttisent

ô lo mort de I'lnsecte. En revonche, I'effet létol suit un obqttement et une période de

prostrotion plus ou moins longue. Les pyréthdnoÏdes, composés très lipophiles, sont

dissous d'obord dons lo couche cireuse exlerne de lo cuticule ovont de se réportir dons

les couches profondes moins polorisées. Lo pénétrotlon tégumentoire, s'effectue oussi

bien ô trovers des conolicules cireux qui forment un réseou onostomosé, que por les

revêtements llpophiles trochéens occessibles por les splrocles (NOBIE-NESBIT, 197O. Le

tronsit et lo distribution des pyréthdnoides dons l'orgonisme onimql, se font por

l'hémolymphe (BURT & GOODCHILD, l97l). L'occumulotion progressive se foit dons le

corps odipeux et lo corde nerveuse, mois leurs toux reste toujours plus élevés dons

l'hémolymphe. En somme, une très foible proportion du toxique oboutlt réellement sur

les cibles réoctives pour déterminer lo véritoble octivité nerveuse du produit, suivle por

une séquence normole d'inloxicqtion et un effet d'obottement, puis selon lo dose por

une phose de récupérqtion ou lo mort.

1.3-Eflet des pyrôthrinddes sur le Edèrne nerveux

t. 3. | -Nivequ menrbrcnqlre:

NARAHASCHI (1980) trouve qu'oux foibles concentrotions, les pyréthrinoides entroînent

une ougmentqtion de lo pennéobilité membronolre oux ions (No+) ou niveou du corps

celluloire, de l'oxone et de lo dendrite. Cette ougmentotlon est dûe ù une prolongotlon

d'ouverture des conoux ô sodlum qul provoque un occroisement d'omplitude et de

durée du potentiel de dépolorisotion. Por contre oux fortes concentrotions les

pyréthrinoÏdes cyonés bloquent totolement lo perméobilité membronolre. Toutes ces

modlflcqtions électrophysiologiques sont thermodépendontes négotives. OSBORNE

(1982), conclut que les sltes pyréthrinokles ou sein des conoux sodlques sont locqllsées

ou niveou de lo porte d'octlvqtlon et de lo porte d'lnoctlvcrtlon du conolNo+.
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l. 3.2-Acfion $r les ATPqseo

Lo liftérqture ô ce sujet est très riche. Les pyréthrinoides sont des inhibiteurs incontestés

de I'octivité ATPose (No+, k*)-dépendonte, méconisme enzymotique de lo pompe ô

sodium qui fovorise l'hydrolyse de I'ATP, et por ce blois génère l'énergle nécessqire ou

mointien du grodlent électrochimique de port et d'outre de lo membrone (CHENG &

CUTKOMP, 1972; DESAIAH etol., 1975: CLARK & MATSUMURA, 1982; ASHELSHA &

SIVAKUMAR, 1989; JONES & tEE, 1986). Les pyréthrlnoldes inhibent égolement I'ATPose ô

d* 'Mg2* (nsge$uA & $VAKUMAR, 1989), cetle enzyme fournit l'énergie nécessoire

ô lo pompe ô colcium.

3. 3. 3-Aclion hornronob

Lo bioresméthrine ou contoct des cellules des corporo cordioco induit lo formqtlon de

lorges vocuoles dons le somo et une exocytose intensive dons les terminoisons

nerveuses. Les pyréthrinoides ogisent sur les membrones excitqbles des corps des

neurones por induction d'octivité répétitive et blocoge de lo tronsmission des potentiels

d'oction (SINGH, 1982; SINGH & ORCHARD, 1983).

| . 4-M6tobollsrne des ppâhlinoldes

Les pyréthrlnoÏdes, duront lo pénétrotion cuticulohe,le tronsport por I'hémolymphe et le

stockoge, sublssent l'oction des enrymes de blotronsformqtion et de détoxiflcotion.

Ces processus biochimiques, oboutisent ô une modificotion de lo configurqtion

moléculolre et ô une perte de l'octlvlté blologique. L'éllmlnotlon correspond ô un

stockoge ou ô une excrétlon por voie dlgestive du toxlque ou de ses métobolltes

(SHONO et ot., 1979). Les pyréthrinoÏdes sont biodégrodés sulvont les grondes voies

métobollques de l'lsomérisotlon, de l'hydrolyse et de l'oxydotlon. lls donnent olors trols

groupes moJeurs de métobolites, que l'on retrowe sous fome llbre.

l-Les métobolltes ovec une lloison ester lntocte
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2-Les métqbolltes comprenont lo fonction ocide bsue du clivoge

3-Les métobolites comprenont lo fonction qlcool lsue du clivoge

Après cllvoge les métobolltes provenont des froctions qcides et olcools, convertls en

composés plus simples, hydrosolubles, sont excrétés sous forme de glucuronides

(SHONO et ot., 1979) (Fig.2). Les méconismes utillsés por les orthropodes pour ossurer le

métobolisme des pyréthrinoides sont présents dons tous les tissus (cuticule, intestin et

corps gros.). Les voies métoboliques de dégrodotion sont mointenont bien connues

pour lo moJorité des pyrâhrinoides (SHONO et o1.,1979>.
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I.5.1A CYPERMEffiRINE

| . 5. | -Nomerclolure d fomde chimhæ (Fig. 3): C22H I eNO3Cl2

(t)-cyono-3-phenoxybenzyl(1)(cis-trons32-dichlorovinyle,2-dichlorovinyl)2-2diméthyl

cyclopropocorboxylote.

c l
\

c./

cHs
I
I

CN
I

c-cHVH-co-oc

l
CHs

Flgurc 3:Structure chlmlque développée de k: oTperméthrlne

|. 5. 2-Èopdélés physlco-cttlmicpea:

-PM:4163

-Produit visqueux joune-brun

-Seml-solide, llquide ô 60oc

-Pression vopeur 190 nPo

-Solubilité dons l'eou 0Ol€,2 mg/litre

-Solubilité dons l'océtone (450 mg/l)

-Stoble ô pH 4

-Blodégrodoble

-Agit por contoct et Ingestion, possède un effet répulsif et provoque l'inhibition de lo

ponte chez les odultes.
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2-tES ORGANOPHOSPHORES (oPs)

Les orgonophosphorés (Fig. 4) sont des esters d,ocide phosphorique ou

phosphorothionotes, leun strucfures et nomenclotures ont été bien déterminés por

SPENCER (1972).lls possèdent un lorge spectre d'oction,le premier introduit en 1944 est te

TEPP (letroéthylpyrophosphote) très vite déloisé ô couse de so houte toxicité envers

les mommifères.

(o, s)
tl
ll ''o"'R-c-tio""

Hgure 4: Strucfure chlmlque générole des orgonophosphorés

2.1 -Mode d'ocfion des orgonophosphorés

Les orgonophosphorés ogisent princlpolement sur l'ocôtylchollnestérose souvent

uti l isée comme Indicoteur d'intoxicotion por ces insecticides (KASTURI &

CHANDRASHEKAR, 1977) qul effectuent l'hydrolyse de l'océtytchotine, médloteur

chlmique esentlel dons lo tronsmislon de l'lnflux nerveux (MASSOULIE & TOUTANT,

1988).

Les chollnestéroses cotolysent I'hydrolyse de l'océtylcholine suivont lo réocilon (l).

Ac6fylcholine + HrO C-hollne + Aclde océtique. 0l



Acetylcholfurcstérase (ActiE)

aitc anioniquc cite cstérasique

FG

Àcetylcholine

I
CH?Ol-l

I CHg FG
i l  I

CH3-NCH2CH2-O.CO

Cl-ls CFb

@ @
. (CHg)-N-CH2-CH2OCGCHgs' (CHg)g-I'|-CHTCH2OH

centre actif

m
C-ocatn actif scrino a llirtidino

1 +
{hJ-NH€H-COah

Acetylcholine

Figure 5: Acél/otion et hydrolyse de I'AChE (Murphy, l9B0)
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Pour.que cette réoction puisse se foire, l'océtylcholine doit se fixer sur l'enzyme ou

niveou de 2 sites distincts: un site onionique et un site cotionique.

L'inhibition des cholinestéroses por les orgonophosphorés est dÛe Ô leur onologie

structurole ovec I'océtylcholine. Ces insecticides sont copobles de se fixer de

monière très forte, quosi irréversible, sur le site estérosique des cholinestéroses.

Ropidement une occumulotion d'océtylcholine vo déclencher les symptÔmes

coroctérlstiques de I'lntoxlcotion por les orgonophosphorés: tremblement,

incoordinqtion des mouvements, porolysie.

2. 2-Mâconlçrne d'oclion blochimhqe de l'inhibilion des cholined&oses

pour bien comprendre le méconisme d'oction des orgonophosphorés, il est intéressont

d'observer les étopes de l'hydrolyse enrymotique de l'océtylcholine (MURPHY, 1980)

(Fig. O.

2. 3-lnhibillon de lq cholinesilérqse pq bs orgcrrophosphorés

Les orgonophosphorés présentent une forte offinité pour les sites estérosiques è couse

d'une onologie structurole ovec l'qcétylcholine (Fig.ô).

Lo liolson g.P covolente est beoucoup plus forte que lo lioison C-O de lo cholinestérqse

océtylée por le coroctère électrophile du phosphote. Lo régénérotion de I'enzyme

phosphorytée en présence d'eou est donc très dlfficile, d'où inhlbitlon quosl Inéversible

entroînont une occumulqtion de I'océtylcholine.

2. 4-MÔtobollsme et rlbislcrrce oux orgonopho€photés

2.4.|€xydqllon

Les orgonophosphorés sont ottoqués por ou moins 3 systèmes enzymotlques ;

corboxylestérose, phosphotoses et lo glutothion-$tronsférose, Le cytochrome P450

peut oglr sur l'un des corbones du groupement ol$e des orgonophosphorés, ou por
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2.4.2-thVdrdyse

Les corboxylestéroses portlcipent oux méconismes de lo résistonce oux

orgonophosphorés. Por exemple, Les molqthionoses sont très spécifiques du molothion

et portogent lo molécule en mono ou dioclde (OPPENOORTH, 1984).

2. 4. 3€oniugqbon (BRATliffiN, 1990)
Lo gluthotiorrgtronsférose (GSH) intervient dons lo substitution nucléophile (Fig.7).

2.s-I^E FENITROTHION

2.5. l-Nomenclqlure d toûtnu|e chinfcnp CaHT2O'NPS

Triphosphote de o-o diméthyl et de o-(méthyl-3 nitrophényD (Fig. 8)

li.:ï.

Figure 8: Structure chlmique développée du fénitrothion

2. 5. 2-Propd6tés physbo-chimlques et biologitryee:

-P.M:277 2

-l.iquldeJoune brun

-Point d'ébullltion l4Ol50c

-Presion vopeur l8 nPo ô 20c

-Solubillté l4 mg/ld'eou è 30c
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-lnstoble en milleu olcolin

-Agit por contoct et ingestion

-lnhibe l'océtylcholinestérose, lo succlnote déshydrogénose, l'isocitrote

déshydrogénose, lo pyruvqte déshydrogénose, lo loctqte déshydrogénose

(BHAGYAIâKSHMI & SREENVASVAL,I 984).

2. 5. s-Déglodoilion dr FÉdtldhion

Le fénltrothion est hydrolysé ô pH>7 dons l'eou, mois il est plus pen'stont en milieu ocide'

So demie vie dons l'eou Ô 25oc vorie de é0 heures ë pH 5,42' Ô 22 heures Ô pH 8,2.

(SUNDARAM, 1973). Le fénitrothion est ousi biodégrodoble (Fig. 9), Bocillus subf/ts le

décompose en ominofénitrothion et en fénitroxoon (MOODY, 1978).

SS
l l ,-l l ^cHsrË- *Q: oz + cHsri- *ft r'*r'
ôcn, cFb ôcn. cHs

Fénirruhion I 
Diméthylemino'fénitrothion

I
I

o
ll

ær.rl eeQlro
oH CHs

fénitroxoon

Flgure 9: Blodégrodcflon du fénltrothlon por Bocllltts wbttlb
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So biodégrodotion en milieu oquotique conduit è un grond nombre de métobolites

outont ou plus toxiques que le produii initiol (ANJUN & SYED, 1986) Oob. 2). SYMONS (1976)

de son côté o essoyé d'étoblir une liste des principoux focteurs externes et internes qui

pounoient ogir sur lo toxicité du fénitrothion dons les conditions normoles (Fig. lO.

Tobleou 2: To{clté relotlve des métobolltes du fénltrothlon exprlmée por ropport è lo molécule
d'orlglne chez le polssonfiloplz costeneum odudte (ANJUN & S/ED,1986)

Orgone Métobolites Toxicité relotive:

DL50 (métobolite/D|5O fénitrothion)

Foie

lndéterminé

fénitrooxon

indéterminé

N-océthyl-ominofénitrothion

TN
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û
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Pholo l: Les trois costes chez Aprb mellifera (o) ouvrière, (b) môle, (c) reine
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C-L'ABEILIE MEI'IIFERE @hoto. l)

I.SYSTEMANSUE

Embronchement: ARTHROPODES

Sous embronchement: ANTENNATES

Closse: INSECTES

Sous ctosse: PTERYGOTES

Section: NEOPTERES

Ordre: HYMENOPTERES

Groupe: ACULEATES

Fomille: APIDES

Genre:

Espèce:

Apis

mellilera

2-BrOrOGlE

2.1-Anqtorr{€ inteme

2.1.1-Apporeil digesm

llest formé de trois portles Ô fonctlons dif'férentes (CHAUVIN, 196E).

=+ Llntestin ontérieur: possède comme fonction principole le tronsport et le stockoge du

nector.

+ Lintestin moyen: oppelé estomoc ou ventricule porticlpe Ô lo digestion des oliments

et l'osimilotion des nutrlments.

+ Llntestln postédeur: portie réservée ô I'excrétlon comprend principolement les tubes

de Molpighi,lleu d'excrétion et de détoxiflcqtion (photo 2).

2.1. 2-Appqpil pspircfolre

L'opporell respirotolre est trochéol: l'olr est ochemlné dlrectement oux trochées situées

dons le thorox et l'obdomen, opportent l'oxygène nécessolre oux tissus (CHAUVIN,

1968).



Photo 2: Choîne ventrole des gonglions nerveux chez Aps mellifero (grosisement 16 x)

*

Photo 3: Les tubes de Molpighi chez Apis mellifera (grossisement 16 x)
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2. 1.3-Sy$ème glqnduloale

Tqbfeou 3: Système glondulohe chez Apis mellifero

Glondes Abeil les Fonctions

Cirières l3 à lSJoun

Produciion de cke

Solivoires 3 costes

nounicières

sécrétion
gelée royole
production d'enzymes

Mondibuloires 3 costes sécrétion de lipides

et protides

Lobioles 3 costes Hormone juvénile

Nosonoff ouvrières Phéromone d'olerte

2. l. 4-Apporeil circulotclire:

Comme chez tous les Insectes, ll est composé d'un voiseou dorsol controctile, et d'un

cæur ô cinq ventricules (CHAUVIN 1968). Lhémolymphe ne contient oucun pigment

respkotohe. Elle ne trorsporte pos d'oxygène mois véhicule seulement les ntiriments.

2. l. s-$Ëtàme n€ryeux

ll est composé de:

+ Gonglions cérébroÏdes ou desus de l'æsophoge formont le cerveou.

+ Gonglions æsophogiens otrtour de l'æsophoge.

+ Une choîne gongllonnoire ventrole qui port de lo tête Jusqu'ô lo portie postérieure du

corps (photo 2).
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2.1 . 6€lsndes endocdnes:

Elle se lrouvent ou desus du tube digestif et comprennent:

=+ Les corporo olloto, les corporo cordioco. Elles fobriquent l'hormone juvénile, qui

intervient dons lo régulotlon des mues et lo métomorphose (CHAUVIN, 1960). Elles sont

ousi le lieu de stockoge et d'éloborqtion de neuropeptides, tels les hormones

hyperglycémiontes et AKH.

2.1 . 7-AFporeil reproduclreur

Chez I'ouvrière, les deux ovoires s'étendent depuis le jobot jusqu'ou Oème gonglion

obdominol. Lo spermothèque (réservoir des spermotozoÏdes) est sous forme d'une

minuscule vésicule. L'opporeil génitol des ouvrières est otrophié, mois lorsque lo

colonie est orpheline, certoines obeilles peuvent se mettre ô pondre, leurs ovoires

deviennent fonctlonnels et les oeufs, por un phénomène de porthénogenèse donnent

uniquement des môles. Chez le môle les testicules sont situés dons lo zone ontero-

dorsole de l'obdomen,

3€RGANISAITON SOCIAIE DES ABEIIIES

Les obeilles sont orgonisées selon une structure sociole bien étoblle, on distingue deux

costes. Lo coste femelle: les individus sont isus d'æufs fécondés (reine et ouvrières).

Lo coste môle: les Individus sont isus d'ceufs non fécondés (môle porthénogénétique).

Le foit de pondre des æufs fécondés ou non, dépend des pqttes postérleures de lo

reine et de lo toille de l'olvéole qul lndulsent por réflexe l'ouverture ou non de lo

spermothèque (VONFRISH, 1955; CHAUVIN, 1956). Lo posibilité d'obtenir une relne ou

une ouwière est en relotlon ovec le réglme ollmentolre de lo lorve. L'hormone Juvénile

présente dons lo gelée royole est I'un des focteurs de lo différenciotion de lo lorue en

reine. L'ouvrière effectue toutes les fonctions: récolte du pollen et du nector, de lo

propolis, fobdcqtion de lo cire, du miel, de lo gelée royole, corrstructlon des royons,
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élevoge du couvoin, et ceci en fonction de son ôge qui correspond ô un

développement différent de certoines glondes (mondibuloires et hypophoryngiennes).

De l'éclosion jusqu'ô lq mort, l'obeille posse por deux stodes:

+Du lsjourou ld* Jour: les ouvrières sont ou service de lo ruche, nettoient les cellules

et nounissent les lorves, ventilent et fobriquent de lo cire. A lo fin de cette période les

obellles sortent de lo ruche et font des vols d'orientqtion pour reconnoître les environs,

=r Du I ltujour ou Zd*purs: l'obeille est butineuse, romène ô lo ruche nector, pollen et

propolis. Lo durée des ces deux stodes est très vodoble et elle est fonctlon de lo sohon

et des besoins de lo colonie. Le stode ouvrière d'intérieur peut durer de I jours ô 5

semoines (CHAUVIN, 1960). Le cycle de developpement vqrie selon lo coste (Fig. I l).

4-RO1"E DE ['ABEI[l-E DANS I'ENVIRONNEMENT

Si on se limite ô lo notion de productlon de miel on risque de foire obstroction du rôle

fondomentol de l'obeille en tont qu'insecte pollinisoteur: il y o en effet une relotion

directe entre lo quontité de nector et de pollen récoltée, et l'ougmentotion de lo

productivité des écosystèmes por le blois de lo pollinisotlon (FOSIER & LEVIN, 1967).

L'obeille intervlent dons lo pollinisotlon de toutes les espèces végétoles copobles de lui

fournir du nectqr. Lo pollinlsotion est une étope copitole dons lo productlon des fruits et

des groines. Pour une gronde portle des espèces végétoles on o pu démontrer que lo

polllnisotion est en ropport ovec le rendement en fruit et leur quolité (BARBIER, 1986 ;

VAISSIERE, l99l). Lo présence de poils crochus sur les pqttes postérieures de l'obeille est

une odoptotlon qulpermet un tronsport plrs efflcoce du pollen.

Lo production du pollen est supérleur chez les plontes dont lo pollinisotion est osurée

por fes obeilles (FOSTER & LEVIN, 1967). BORNECK (1987) ; BORNECK & MERLE (1989)
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montrent le rôle que joue l'obeille dons l'économie de I'ogriculture européenne por le

biois de lo polllnisotion,

D-EFFET DES PqiNc|DES SUR tES ABEIITES

Développé dons le but d'occrofre lo production ogricole, I'emploi devenu obusif des

produits phytosonitoires comme seul moyen octuel de lutte contre les rovogeurs, o

provoqué un oppouvrisement considéroble des populotions d'obeilles.(ELLlOTT &

JANES. 1984 ; FAUCON et ol., 1986o). L'obeille dont le rôle bénéfique n'est plus ô

démontrer, est exposée ô ces produits de troitements en ollont recueillir nector et pollen

nécesoires ô son olimentotion (NAZAROV, 1969). ANDERSON & WOJTAS (1986) relèvent,

suite è une enquête qui s'est déroulée duront les onnées 83184, que plus de 70% des

ruchers, ont été contominés por des biphényles polychlorés. FLECHE ef o/ (1985), ô lo

suite d'une enquête écopqthologique concluent que 7l% des obeilles prélevées sont

contominées por les insecticides, 92% des échontillons de pollen présentoient

égolement des contominotlons. En 1988,250 colonies d'obeilles ont été onéonties è lo

suite de troitements du colzo (LAMARTYN., 1988).

Des perturbotions comportementoles, une ougmentotion d'ogressivité et une

communicotion perturbée, ont été observées chez des obeilles mises en contoct ovec

des pyréthrinoldes (COX & WILSON., 1984). HERVE (1982) o constqté une lmportonte

perie d'eou oprès inioxicotion ô lo deltométhrine. D'outres études du métobollsme

foites sur l'obeille, notomment sur lo copocité de détoxiflcqtion des obeilles ont permis

de sovolr que les pyréthrinoldes provoquent une Induction du cytochrome P45O (YU ef

oL, 1984). BOUNIAS et ol(1985o) notent que chez I'obeille mellifère, une intoxicotion por

une dose sublétole de pyréthrinoide, entroîne des troubles biochimiques (glucidiques et

lipidlques), d'outre port BOUNIAS & MORGAN (1987) ont pu montrer lo conélotion qui

existe entre lo productivité des ruches et le toux de glucose dons l'hémolymphe

d'obeilles nolssontes. CLARK & MATSMURA (1982) observent chez l'obeille une
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dlmlnutlon de l'octlvité ATPoslque en précisont que le slte d'octlon seroit situé ou niveou

des conoux ô sodium. POLLET (1987) conclut qu'ô 20oC les pyréthrinoides diminuent lo

consommotion d'oxygène, por contre ô 35"C oucune différence significotive por

ropport oux témoins n'o été signolée. En plus de l'effet répulsif et toxique des

pyréthrinoides, DAVIS & SHUEL (1985) et DAVIS ef ol (1988) ont pu déterminer I'effet

inhibiteur des pyréthrlnoldes sur lo croissonce et le développement des lorues ou sein

d'un rucher soumis ô des concentrqtions sublétoles. Les études toxicologiques des

insecticides orgonophosphorés, portent surtout sur I'inhibition de l'océtylcholinestérose

(METKALF & MARCH, 1990). MELKSCHAM etol(1988) clossent le fénitrothion pormi les

composés qui entroînent des modificotions significotives dons l'orientotion et

l'ogressivité des obeilles. Selon ASHELSHA & SIVAKUMAR (1987), I'octivité ATPosique

(Co2+, fUg2*) se trouveroit égolement modlfiée sous l'qcllon du porothion-éthyl. En

porollèle CHANDIIASHEKAR (1979) constote que certoines enzymes digestives comme

les protéoses et les omyloses, sont directement touchées por les insecticides,

entroînont une nette diminution de I'octivité des obeilles. Le phénomène de lo

contqminqtion por le flux de choîne olimentoire, est très morqué ou niveou des ruches

(MORITZ & HALLMEN, 1986). COURTOF & LECOMTE (1958. 196l), remorquent qu'ou bout

de 36 heures, toute lo ruche s'est trouvée contominée. ROBAUX (1986) observe une

occumulqtion dons le miel et lo cire d'lnsecticides destinés ô troiter les obeilles contre lo

vonootose. Pour cette roison beoucoup de chercheurs s'orientent oujourd'hui vers

l'utilisqtion des méthodes dites olternotives, bosées sur lo lutte biologique et les produits

noturels comme les hulles essentielles (COLIN & GONZALES, 1986), les sels de cuivres

(NECTOUX & BOUNIAS, 1988), et des hormones de synthèse (HARAGASIM & ZDAREK,

1972). Cependont on connolt encore, mol les effets blologlques que ces nouveoux

produits peuvent entroîner.



Q.

I I I.MATERIEIS ET METHODES



a

A-AU TABORATOIRE



4

l-Motâiel chimique

Les mqtières octives de lo cyperméthrine et du fénitrothion (99%), nous ont été fournies

por SIGMA CHIMIE (Fronce), tondis que les formulotions commercioles (cymbushr l0g

de cyperméthrine pure/ litre d'éther de pétrole et folithion 5509 de fénitrothion pur/ litre

d'ether de pétrole) proviennent de chez SOPRA chimie. Lo première dilution des deux

produits est effectuée ô lg/l dons de I'océtone. Ensuite les gommes de concentrqtions

des expériences se font dons, le sirop de socchorose, quond il s'ogit d'une intoxicotion

por nourrissoge, dons l'eou distillée pour une odministrotion por injection ou dons

I'océtone pour déterminer les DL50 por contoct.

2-lilotédel biologique

2.1-Le rucher

Le rucher compte 80 ruches réporties entre le loborotoire ô Sophio-Antipolis et un site

situé ô l0 Km. Ces ruches de type 'LANGSTROTH" sont instollées dons une forêt Ô

dominonce conifêrole. Pour choque expérience, quelques codres de couvoin

operculé délestés de leur obeilles oduftes sont prélevés sur lo même ruche pour obtenk

une populotion homogène.

2. 2-tôlevoge cru lôorqtoire

Les codres sont romenés ou lqborotoire et plocés dons une étuve thermostotée

(Couprie-Lyon), mointenue ô (33 Èl'C) et ô (50% t5% d'humidité) pour permettre un

développement optlmol du cowoln. Les codres reposent envlron 24 heures dons ces

conditions qfin de permettre l'émergence. Les obeilles sont olors retirées de lo surfoce

des codres et réporties en cogettes dons lesquelles elles sont élevées. Ces cogettes

sont en plexiglos l0 cm/10 cm/7 cm (PAIN, 1969). Deux des cotés sont tronsporents et

gornis de trous pour permettre en même temps l'observqtion de l'octivité des obeilles

et I'oérqtion. Lq foce supérieure est percée d'un trou de foçon ô engoger une seringue



Pholo 4: Cogettes expérimentoles (PAIN, 1969) utilisées pour les essois de
toxicité ou loborotoire
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de 5 ml, foisont fonctlon de nounisseur et dont lo groduotion permet de suivre lo

consommotion des obeilles (photo. 4). Les cogettes sont ensuite mises ô l'obscurité

dons l'enceinte régulée,

3-Mode oçÉrotoire

3.1-D6lemûnotion de lo DL50

C'est lo méthode offlcielle (n" 95) conseillée por lo société fronçoise de phytiotrie et de

phytophormocie (lnternotionol Commission for bee botony, 1980 ; Commission des

Essois Biologiques, 1982) qui o été utilisée pour le colcul des D150. Deux substonce de

référence, l'une ô forte toxicité (lindone) et l'outre ô foible toxicité (phosolone), oinsi

qu'un témoin non troité. ll s'ogit ensuite de déterminer lo D150, dose qui entroîne lo

mortolité de 50% de lo populqtion en24 heures,

-les obeilles sont d'obords onesthésiées ou CO, pendont une minute

-elles sont réporties en lots de 30 obeilles por cogetie (photo 4)

-lo distribution des produits se fero comme suit:

=+ 5 concentrotions géométrlquemenf croisontes

=r 5 cogettes por concentrotion

+ 5 cogettes pour le lot témoin

-le mode d'intoxicotion odopté pour ces esois est le contoct topique. I plt 0O5 pl de

solution océtonique contenont l'insecticide est déposée sur le thorox de l'obeille.

-le nounissoge est ô bose de sirop de socchorose ô roison de 0,5 Kg/litre d'eou distilée.

-les cogettes sont mises dons l'étuve ô l'obscurtté et lo lecture est réolisée oprès 24,48,

ov72 heures (Fig. 12; FQ, lO.

3. l. l-Torlcllé en foncllon de l'ôge cb cËClbe ef de lq nolure des produlls rdllbés

Le protocole est le même que précédemment souf que les obeilles tout venont sont

prises dlrectement dons lo ruche et d'une monière oléqtoire.



o

.$$:"

q

de plexiglas

pour tube nourrisseur

pour engager laplqæ

pour mangeoire

Flgure 12: Cogette de type (PAIN, 1969), ulllbée pour recevolr les obellles et ô les molntenlr en
coptlMté ô l'lntérleurde l'étwe.

Inæmrpæur

Thermomètre

hygromère

Cagetæs experimentales

Flgure 13: Enceinte thermostqtée' Couprie'Lyon'
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3. l. 2-Éfet conirinl c|e lo Qperrrlhrine d du Vinrs de lq pqrcllcie Chronlque (VPC)

+ Obiectil cb l'expôdence

l'objectif principol de cette monipulotion est de voir si lo vulnérobiltté des qbeilles est

omplifiée por I'osociqtion d'une intoxicqtion ovec les effets d'une pothologie connue.

Pormi les molodles otteignont les obeilles, lo molodie noire, une virose entroînont une

porolysie chronique o été porticulièrement étudiée ou sein du loborqtoire. Le virus o été

locollsé et isolé pour lo première fois en Fronce (GIAUFFREI & DUTHOIT, 196éo,1966b),

suivi por d'outres trovoux complémentoires sur lo même molodie (GIAUFFREI &

CAUCAT, 1967 : GIAUFFREI & DUtFlOlT, 1969. l9T0. G|AUFFREI & HMBERT, 1972). On o oinsi

pu étoblir d'une foçon précise tous les signes cliniques coroctéristiques.

Lo molodie opporoîl esentiellement ou printemps, et peut se poursuivre pendont toute

l'onnée. Pormi les signes cliniques les plus remorquobles, on peut citer

-une odeur porticullère des obeilles

-une dépilotion obotrtisont ô un tégument noir et luisont

-les obeilles présentent un rétrécissement de l'obdomen

-les obeilles molodes sont souvent rejetées por leur'congénères sur lo plonche de vol

-les oiles sont souvent écortées, et I'obdomen repose sur le support

-extension des pièces buccoles

-en phose terminole, opporoisent, des tremblements soccodés des membres, une

incoordinotion des mouvements, une porolysle des membres postérleun et enfin une

incopocité ou vol. GIAUFFREI & LAMBERT(1972) ont pu locollser ou nlveou du cerveou et

des gonglions nerveux, lo présence du virus de lo porolysie chronique por des

méthodes hlstologlques et séro-lmmunologiques.

=r lsolemenl cht virus de lq pcdysie chlorQrc

Le protocole d'isolement est celul couromment ufilisé ou sein du loborotolre (GIAUFFREI

& DttfFlOlT, 1966b). 30 têtes d'obeilles suspectées d'être otteintes de molodie noire, sont
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broyées dons 3 ml d'eou déminérollsée ô l'oide d'un homogénéisoteur (Ultro turox de

Beyneix). Afin de trovoiller toujours è froid (+4"C) toules les monipulqtions se font dons un

boc ô gloce réfrigéré. Lo première centrifugqtion est effectuée ô 8009 pendont 15

minutes ô +4oC. Après homogénéisqtlon et filtrotion, l'échontillon est centritugé ô 360Og

pendont l0 minutes. Le surnogeont est récupéré et corservé ô-30'C.

=+ V&ificqtion du powoir polhogène

Après onesthésie ou goz corbonique, les obeilles ont reçu I td de lo suspension virole

dllué ô tO{ O portlr du culot virol initiol(en vérifiont ou préoloble qu'elle ne contlent oucun

outre germe, por des cultures successives sur milieu boctérien). Les lots ont éié réportis

por groupes de 30 obeilles et mis ô l'étuve. Les premiers symptômes sont opporus chez

les obeilles entre '" 3ème et |e sème Jours qul suit l'infection. L'intoxicotion ù lo

cyperméthrine intervient en même temps, Lo DL50 est colculée sur 24h.

3. 2-Toxicilô chronQue por nounissoge

Lo nouniture de bose proposée dons tous ces esois est le sirop de socchorose (0,5 Kg/

litre d'eou distilée) qui est le mieux odopté oux obeilles en coptivité (BACHMAN &

GORDON, 1977>. Aucun opport protéique nipollinlque n'o été effectué. Lo toxicité d'une

substonce odministrée oux obellles est bqsée sur le critère de létolité, et le comptoge

des obeilles est foit quotidiennement jusqu'ô lo mort de tous les Indlvidus en notont lo

quontité du slrop lngéré. Choque Insecticide est testé selon des doses croissontes

géométrlquement, comporotivement ô un lot témoin oyont reçu le sirop de

socchorose seul.

4-Môfhodæ d'Ôvduollon de lo torlcitô sr ltpis mdfrlqa

Afin d'évoluer lo toxlcité d'une substonce qul dsque d'être en contoct ovec les obeilles,

elle subit des tests de toxlcité por contoct topique et por Ingestion, mois égolement por
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contoct torsique, Le but de lo pluport des tests est de déterminer lo DL50 (k: quontité de

motière octive ou produit de formulotion, qui provoque lo mort de 5096 de lo populqtion

ou bout d'un interuolle de temps donné. Une échelle de toxicité o été étoblie por

'l'lnternotionol commission for Bee botony': Elle closse les produits selon leur DL50 en

plusieurs cotégories orbitroirement étoblies comme suit (ATKINS et oL, l98l).

DL50 >læ trg/obeille:

l0< DL50 >10 pg/obeille:

I <DLSO> l0 pg/obeille:

DL50< I pg/obeille:

'Non toxique'

Peu toxique

Modérémenl toxique

Houtement toxique

4.1-M6fhode de Finrrcy (1971):

Lo protique des tests 'Dose-Mortolifé' permet de déterminer lo D150. pour celo il fout

connoître l'équotion y=f(x)

y=Mortolité

x=Concentrotion

Cette relotion correspond en échelle logorithmique ô une courbe sigmoide

osymétrique, il est donc difficile d'en déduire lo DL50 ovec précision. Grôce ù lo

llnéorisqtion permise por lo double tronsfomnotion de Finney (1971), le colcul esi plus

précis.

+ En obschse lo dose est exprimée por son logorithme

+ En ordonnée !e pourcentoge de mortolité est remplocé por son probit (une

tronsfomqtion bosée sur l'utilisqtion de lo fonctlon stotistique de réportttion, lntégrole de

lo courbe de distrlbutlon, tenont compte de lo moyenne et de l'écort-type) donnont

oinsi une droite porfoitement exploitoble. Lo théorle de lo régression llnéolre permet
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olors d'étoblir l'équotlon y=qxa6 ef d'en déduire lo D150.

y: Ptotrils

x lnC

4.2-Mêthode d6dvée de l'équqtion de Hill (Bounios, 1989, 1990)

Le modèle générol proposé cl dessous obtenu ô portir d'une courbe de mortolité

sigmoÏdole, conduit ô lo déterminqtion olgébrique de constontes coroctéristiques des

effets létoux sous l'effet d'un toxique. Récemment (BOUNIAS, '1989) o proposé de

nouveoux concepts olgébriques liés è lo courlce de mortolité comme olternotlve ô lo

D150. En se bosont sur lo DL50 comme seul critère de toxicité, souvent on conclu por

extropolotion que certoins produits sont inoffensifs. Lo foiblesse de l'évoluotion de lo

toxicité por le simple colcul de lo D150, réslde dons le monque de dlscernement dons

l'observotion des etfets toxiques. En effet on ne tient compte que de deux réponses

mort ou survie et dons un lops de temps choisi orbitroirement. Por oilleurs, les

insecticides peuvent ovoir des effets sublétoux sur I'obeille, pour cette rqison, notre

opproche méthodologique consiste ô suivre lo toxicité d'un produit tout ou long de lo

vie de l'obeille. Les coroctéristlques cinétiques de diverses courbes, notomment les

courbes sigmoidoles de mortqlités, obéisent ô l'équofion de Hill por onologie ovec

celles de lo cinétique enzymotique. Ces courbes nous fournlsent trois poromètres qui

décrivent crvec une gronde précision les propriétés liées ô lo relotion dose/effet duront

toute lo vle des obeilles.

M7o= Mmax /T 1+ (LTbO/t)ru I tLl

M%: pourcenloge de mortolité observé ô flnstont t.

Mmox: moximum osymptotique, soit Mmox= 100% de mortollté, dons ce cos

TLS0: temps qu bout duquelS0% de lo populotlon est morte

Ftt: cæfflcient de Hill
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q-Le pqromèlre TL50: C'est le temps ou bout duquel lo rnoitié de lo populotion

succombe ô l'intoxicolion. L'expresion des TL50 en fonction des concentrotions d'un

toxique, se présente générolement sous forme d'une hyperbole (Fig. l4o) dont

l'équotion est définie por onologie oux méconismes généroux de l'lnhibition

enzymotique.

Lo tronsformotion bilogorithmique (2) donne une droite (Fig.l4 b) de pente nt et

d'obscisse ô l'origine dT50.

TL50(r)

TL50(o)
Ln(TLSo(o) - rftLso(i)- T)

T=t lim

Figule 14: Vorlqtlors de lo Tl50 en foncllon des concentrotlors dm totque X
(o): relottrn dkecte
(b): fome logorlthmlque llnéolre

h{M%/( 10o- M%)] - nr. Ln(r) - nr. Ln( TL50)

I tu,rotol -x > touo(i) - 7 ) ] - t = (di/drbo)nt

NB: une vodonte por opproximqtion conslste ô odmettre guê T150+ 0, quond lo dose

+ æ .

Lo relotion (3) se réduit qlors ô lo forme slmflifiée [3 bis]:

/

I2l

t31

krdT50

[ttrcotolnlbo(i)-1)]]= (di/<1r50) nt tBbisl
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dons loquelle lo significotion de dT50 est légèrement modifiée, elle devient

concentrotion qui réduit de moitié lo vqleur initiole TL50(0)et non l'omplitude de

voriotion de TL50 entre TL50(o) et T.

TLSO(o): est lo voleur du TL50 mesuré chez le lot témoin

TtSO(i): est lo voleur mesurée chez le lot troité

dT50: c'est lo concentrotion qui rédult de moitié le temps Ot50(0>1)

ht: cæfficient de Hilldu focteurtemps

T: limite osymptotique qtteinte porTLSO(|) quond lo dose de pesticide tend vers l'infini

b-Le cefficienf de HllL: (nt)

Por onologie ovec lo fonction de réportition de Finney,le coefficient de Hillse comporte

comme un indice fonction de l'écort-type de lo distribution. Le cæfficient de Hill de lo

représentotion, reflète lo sigmoidicité de lo courbe, son ougmentotion tend ô rendre lo

courbe plus verticole. Une diminution du cæfficient nous renseigne sur une stimulotion

de lo durée de suMe.

c-[o vilesse de mo'rtqlité: Â

A= Mmar . TL50-1 . nt-l . [( nt-l)nt-l . (nt+l)nt+l ] Vnt

Ce poromètre focultqtif (corTLSO et nt sufflsent è décrire complètement le phénomène)

exprime le toux moximol de mortqlité pqr jour des obeilles, représenté por lo pente de

lo tongente ou point d'inflexion de lo couôe sigmoide de mortolité. Les trols poromètres

(m, dT50 et Â) doivent être comporés oux voleun obtenues sur les lots témolns.

lo

lo

t3l
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ÈÂ-Âo

&rs=Amax-Ao

Figure l5: Vodotlon de lo vltesse mo{mole de mortollté (Â) en ûcnctlon de lo dose du to{que
odmlnlshé or-o< obellles. reloflon dlrecte (o) et fronsformoflon bllogorlthmlque llnéolre (b).

A son tour cette courlce(Fig. l5) peut être décrite por l'équotion suivonte

Ai-Âo= (Âmax-Âo)./t 1+(dÂ50/di)n^)l t6l

ô

h -

ômax - ô

= nÂ. Ln(d) - n^. Ln(dÂso)

d= dose de to{que provoquont lo vltese l.

Âo= vltesse observée chez les témolrs.

ô** = llmlte supérleur de lo vltesse mo{mole.

ho = coeflïclentde Hlll.

dA50= dose conespondont ô Jtrsquô 50% de lo voleur moimole (Â,.,.,*-ao)

A portir du Tt50, on peut déterminer un outre poromètre de grond importonce (dT5O): lo

dose nécessoire pour foire diminuer de moitlé le TL50 du lot témoin. Ce poromètre nous

donne une Informqtlon sur lo dose moxlmole utlllsoble. Ces relqtiorui rendent égolement

compte des phénomènes d'Hormesis, por lesquels de foibles doses de toxique

Ln(V(ômaxS))
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peuvent monifester une slimulqtion de lo durée de vie des onimoux (BOUNIAS ef oL, en

préporotion).

S-Evolustion des pefurbotions biochimisres

5. | -inleclion des insecticides

Pour l'étude de l'impoct des doses sublétoles de lo cyperméthrine et du fénitrothion,les

injections se font sur des obeilles noissontes groupées dons des cogettes sons

nouniture, ou sein d'une étuve d'élevoge thermostotée quelques heures ovont leur

utilisqtion. Lo solution ô injecter est olon préporée dons de l'eou distillée, l'injection se

foit ô I'oide d'une mlcroseringue Homilton de I pl dons lo musculoture du thorox.

L'obeille mointenue por une pince souple, reçoit I pJ de solution, dons le muscle

thorocique ropidement diffusée dons I'oorte dorsqle por le flux hémolymphotique,

Choque lot est olors remis dons l'étwe.

5. 2-Èê!èvenpnfs d'hémolymphe

0,1 pl+ 0,01 d'hémolymphe est dhectement prélevé oprès 30 minutes, I heure,2 heure,3

heures suivont I'injection du pesticide ô l'oide d'une microseringue 'HAMILTON" de lpl.

L'hémotymphe est ponctionnée entre le 3ème et 4ème segment obdominol. Le volume

de l'hémolymphe vorie selon l'ôge et lo solson (CRAILSCHEIM,l9SS), mois c'est Ô lo

noissonce que le volume est le plus élevé chez les obeilles. llfout toujours s'ossurer que

I'hémolymphe est Joune llmplde, dons tout outre cos elle ne sero pos recueillie, ofin

d'évlter toute impureté conséquente ô une perforotion intestinole. A choque

prélèvement d'hémolymphe, ll s'ogit de nouvelles obeilles du même lot, puisque

l'obeille meurt oprès choque ponctlon.

S.3-Méthode de microonolyse deo glucides pol chromologrophie sur couche mince

(BOUNIAS, 1976;1983)
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5.3.1-Èincipe

L'onolyse des substonces en chromotogrqphie sur couche de silice ou cellulose, est

bosée sur le pouvoir séporoteur du couple solvont-phose solide. L'éluont entroîne olnsi

les produits ô doser ô différentes viteses et permet leur séporotlon sur lo phose solide ô

ditférentes viteses, selon leur offinité (BOUNIAS, 1983).

5.3.2-bs ploques

Elles sont fournies por les loborotoires 'Merck' et mesurent (20cm/20cm). Une fine

couche de silice de O,2 mm y est déposée. Dons le cos des sucres on n'utilise pos

d'indicoteur fluorescent. Les ploques sont d'obord trempées dons une solution tompon

phosphote O,4 M, pH 9â pour permettre une séporqtlon optimole (BOUNIAS, 1983).

5.3. 3-Dosoge des glucides

Lo gomme étolon pour le dosoge sero constituée principolement de glucose et de

tréholose, qui représentent les glucides dominonts dons I'hémolymphe d'obeille

(BOUN|AS, 1976)

Tréholose

Glucose

Fructose

2O-4O mmole/l

2-10 mmole/l

GS mmole/l

Après intoxicotion, on déposero 0,1 pl d'hémolymphe obtenue por slmple ponction.

Dons le cos où on veut foire le dosoge, por lot d'obeilles, on fero d'obord un mélonge

éthonoUpyridine (40-10 v/v). Ensulte l'hémolymphe est déposée dons un tube

contenont de l'éthonolpyridlne, puis on injecte l'hémolymphe dons le tube ô centrifuger

ovec une microserlngue, une fine couche de décone est déposée pour protéger

I'extrolt de l'oxygène de I'olr. On centrlfuge ô 5000 tours pendont 5 mlnutes. Ce

processus permet d'élimlner les protélnes, de monière ô fociliter le dosoge por
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purificqtion préolqble.

q-Elufion: elle est effectuée dons des cuves en verre rectonguloires dont les porois sont

topissées de pqpier imprégné du solvont pour ossurer une otmosphère humide et

homogène qui permet une migrotlon uniforme des sucres. Le dosoge des glucides

nécessite des migrotions lentes et succesives. Les éluonts ont été choisis compte tenu

de lo noture des sucres les plus obondonts dons l'hémolymphe de l'obeille (glucose et

tréholose).

b-migrotion: quond l'extroit ô doser comporte un nombre élevé de glucides différents ô

séporer, on procéde générolement por deux migrotions successives dons un mélonge

de (n-butonoUéthonoUocide océtique/eou) (40mU30mUl0mll2Oml). Dons le cos

controire une seule migrotion ô l4 cm ovec le mélonge suivont (n-butonol/ ocide

océtique/eou (60mU20mU20mD. Dons notre cos, ilsutfiro d'une séporotion roplde ovec

un éluont ô bose de (océtonitrile/n-butonoUeou (é0ml/20mU20ml) ) moyennont deux

migrot ionsè6cmet8cm.

c-Révôlqllon: suMont lo noture du produit ô doser, un réoctif spécifique sero pulvérisé

sur lo ploque ô l'oide d'une pulvérisotion ô l'oir comprimé. Le réoctif préconisé pour les

glucldes est le (N-nophtyl-léthylène diommonium dichlorhydrote (NEDIAC) (BOUNIAS,

1980b). 30mg dons l@ml de solution composée de 95 ml d'éthonol et Sml d'ocide

sulfurique concentré. Lo ploque est d'obord séchée dons une enceinte ô I'obri de lo

poussière, ovont d'être mise dons une étwe ô læ"C pendont 20 minutes, les glucides

opporoissent olors, sous forme de toches roses violettes.

d-Leclure des ploques: le dosoge s'effectue por mesure de l'intenslté de colorotlon

des toches ô l'olde d'un spectrodensitométre (SCHIMADZU CS 90æ). Choque toche est



Hgulc. 16: Tronsformollon llnéolre théodqw des zurfoces des plcs selon Bounlos (1989 où
S= surfoce des pbs
x=pente de régreslon
C=concentrotficn
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troduite grophiquement por un pic proportionnelô lo colorqtion et donc ô lo quontité du

glucose ou du tréholose présent dons l'hémolymphe. Lo longueur d'onde ô loquelle les

glucides révélés obsorbent le plw est de 450 nm.

e-Anofyse quontilolive (BOUNIAS, 1976): ll s'ogit donc d'étoblir, lo relotion

surfoce=f(concentrqtion). Comme il est rqre que les courbes d'étolonnoges soient des

droites porfoites posont por I'origine, il est nécessoire que les points inconnus se situent

ô l'lntérieur de l'intervolle des concentrotlons étolons ofin que les déducflons soient

foites por interpolqtion. Lo chromqtogrophie en couche mince closique sur ploque de

vene o souvent foit qppel ô des relqtions entre surfoces des toches et le logorithme de

lo quontité du produit. Une tronsformotion bilogorithmique permet de résoudre en

protique lo pluport des problèmes de linéodté (Fig. 16).

Soit S le poromètre'surfoce des pics'et C le poromètre concentrqtion des substqnces.

ll est protiquement touJours possible d'étoblir une droite d'étolonnoge possont por

l'origine d'équotion Sx.p. C dons loquelle t'exposont x désigne un coefficient qui

permet à lo fois de redreser et de diloter lo courlce d'étolonnoge, ce poromètre sero

désigné por: coefficient d'exponsion linéoire.

Connoissont lo surfoce du pic Si et lo concentrqtion conespondonte Cl, le coefficient x

est colculé d'oprès lo forme logortthmique de l'équotlon de lo droite:

xLnSl=LnCl+Lnp

Lo pente de lo drolte de régreslon donne x tondls que I'ordonnée ô l'origine donne

p.Lo droite d'étolonnoge et ensuite por lo colcul de régresion Six sur Cl, y compds le

couple (S=0 ; ç=91 qul en foit objectivement portie. Les surfoces des pics des

substonces è doser sont élevées ô lo puisonce x et reportées sur lo droite de

régression.'
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f-CqqctÔdrilhues de lo nÉthode d'onolyse des glucides

Lo sensibilité ovec cetie méthode qfteint l0 picomoles en onolyse quontitotive, ce qui

constitue une limite Inférieure difficile ô ottelndre por d'outres voies, A titre d'exemple,

l'extropolotlon d'une gomme de tréholose étolon comprise entre 2 et 16 nonomoles

permet de doser un pic inconnu de 80 nonomles ovec une erreur inférieur ô l% et une

gomme de glucose comprise entre 0,5 et 8 nonomoles permet de doser un pic de 20

nonomles ovec une erreur relotive de 3,7% (BOUNIAS, 1983).

5. 4-Dosoge de t'qdénosine fiphosphotose (AIPos€û No+,K+)

Des obeilles noissontes sont mises por lot de 30 dons des cogettes ovec du sirop de

socchorose(5Og/lOml), les groupes sont conslitués d'un lot troité et d'un lot témoin. Les

préporotions enzymotiques sont obtenues ô portir de l5 têtes d'obeilles, lo disection

des différentes portles de lo tête et l'homogénéisotion se font ô froid (4'C) dons une

solution contenont I mM EDTA, et l0 mM tompon imidozole ô pH 7,5 dons de l'equ

distillée du loborotoire. le précipité de 5ml de I'homogénot oinsi formé est centrifugé

d'obord ô 9@g pendont l0 minutes. Le surnogeont est récupéré et centrifugé ô 13

@g/ZO minutes. Le volume finol est déterminé por le poids initiql des têtes, le ropport

étont 3mg /l ml EDTA-imidozole ô pH 7,5. L'octivité ATPosique est colculée por lo

méthode de PULLMAN ef ol (1960), détoillée por CHENG & CUTKOMP (1972) et YAP &

CUTKOMP(197D,

. A 3 mlde solution ô doser contenonf les composés suivonts:

ATP(SmM), MgCl2(5mM), NoCl(lOmM). KCI(æ mM), lmldozole pH 75 (l 18 mM), NADH

(0,19 mM), PEP (0,5mM), pyruvote Kinose (9 unités), BSA (O,02%), lqcfico

déshydrogénose(I2 unités) et l0pl de l'homogénot provenont des têtes d'obeilles.

L'octivité sero évoluée en pmole/mg de protéine /heure. Pour déduire l'octivité de

I'ATPose Mg'*,on ojor'rte dons le milleu 0,85 mmole/l de ouoboine, ensuite lo différence

des deux octlvités, nous donnero celle de !'ATP (No+, K+). Lo lecture de lo densité se foit
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ô I'oide d'un spectrophotomètre "BECKMAN DU' ô 37"C. L'octivité specifique sero

exprimée en pmole Pi/ mg proteine/h. Le résultot sero exprimé en % d'lnhibitlon por

ropport ou lot témoin.

5. 4. l€orqcté/sliques de kr rÉfhode d'onolyse

Lo précision photométrique du spectrophotomètre 'BECKMAN DU' est de l'ordre de

10,o15 ô I A et une reproductibilité de t0,ffi1 ô lA ovec une intégrotion de 2s. Quont è lo

sensibilité de lo méthode de dosoge PULTMAN ef ol (19@), elle est de l'ordre de nmoles

Pilmg proteine/h.

5. S-Aclivité cholinedérosique (AChE)

5.5. l-h.cificqtion de l'enzyrneAChE (E.C 3.1.17)

Toutes les étopes qui se dérouleront duront cette expérience se feront toujours ô froid

4"C. Les obeilles sonf d'obord onesthésiées ou COr, oussitôt les têtes sont coupées et

séporées du thorox. Elle sont ensuite mises dons une solution tompon mélongée ô un

détergent puisont LubroFPX qui permet lo solubillsqtion de l'enzyme ô 98% (BEIZUNCES

et ot.,1988) et et tO 2tvt TrisHCl. L'homogènot est lIttré et subit une première centrifugotion

ô l0 @xg pendont 30 mindes,le surnogeont est reprls et centrifugé une deuxlème fois ô

l0 @xg. Enfin ce dernier surnogeont subit une ultrocentrifugotion ô læ ffixg dons une

ultrocentrifugeuse (Beckmon 50 n) pendont une heure ; le dernier surnogeont est

récupéré pour l'onolyse.

5. 5. 2-Essol enzymollque

L'octivité enzymotlque est testée ô 2Oc en utllisont 1o méthode de dosoge d'EU-MAN ef

ol(1961) où dons lmlde milleu contenont 15.lO 4 M DTNB,3 lO-4 M AcSCh dons I tO 8 n,|

TrisHCl ô pH 8. Lo réoctlon est suivle por dosoge spectrophotométrique ô 410 nm.

l'octivité sero expdmée en . Le résultqt sero exprimé en % d'inhibition por ropport ou lot
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en mole/l/min.

5. 5. 3-cqocfértslicnres de ln mâhode d'oncilyse

Lo méthode d'onolyse mise ou point por ELLMAN ef ol (1961) est très sensible et

opplicoble ô de petits échontillon et ô de très foibles concentrotions en enzyme, le

pourcentoge ct'eneur est de 3% pour un dosoge d'une solutlon de 5 l0-4 M répèté 9

fois.

5. 6-Anolyse multirés&luelle des Insecticideg

Les onolyses de résidus d'insecticides ont été effectuées ô l'intérieur du loborqtoire de

pothologie des petits ruminonts et des obeilles, conformément ô lo méthode

multirésiduelle mise ou point ou CNEVA/LPPRA pqr POURTALLIER & TALIERCIO (1969) et

modilIée ultérieurement por FLAMINI (1986).

5.6. l-Exlroclion

Abeilles et pollen: elles sont extroites por I'océtonitrile soturé d'hexone (10%), I'oddition

de cet hydrocorlcure provoque lo désogrégotion de l'épicuticule lipidique de l'obeille,

fi:rqtrice de pesticides. Cet extroit est ensuite débonossé de lo plus gronde portie des

plgments et lipides por une porlitlon ovec de l'hexone que l'on reJette. Lo phose

océtonllrile oinsi purifiée est ensuite diluée dons une solution oqueuse de sulfqte de

sodium puis extroite ô l'hexone.

Miel: Le miel oprès homogénéisotion est extroit por un mélonge de benzène et

d'isoproponol. Ce dernler solvont est ensuite éliminé por lovoges ou moyen d'une

solutlon oqueuse de chlorure de sodlum.

Clre: Cette substonce comporte un toux très élevé de llpides. Pour libérer
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complètement les pestlcides qu'elle pounoit renfermer, il est nécessoire de dissoudre

lo totolité de l'échontillon dons I'qcétonitrile puis élimlner les motières grosses por deux

portitions succesives ovec l'hexone de lo même monière que pour les obeilles.

5. 6.2-Pufficolion

Après séchoge sur sulfote de sodium onhydre, lo phose orgonique (hexone ou

benzène selon le substrot) est concentrée por évoporotion sous vide puis déposée en

tête de colonne de Florisil ô teneur en eou colibrée. On procède olors ô deux élutions

successives ou moyen de deux mélonges d'éther de pétrole et de chlorure de

méthylène de polorités différentes. On retrouve dons lo première froction opoloire (20%

de chlorure de méthylène) lo quosi totolité des orgonochlorés et dons lo deuxième

froction plus poloire (50% de chlorure de méthylène) lo quosi totolité des outres

pesticides ô sovoir orgonophosphorés, corbomotes, pyréthrinoides de synthèse.

Choque éluont est flnolement concentré sous presion réduite ovont chromotogrophie

en phose gozeuse.

5.6.3- Chrcmologrqphie en phose gqzeuse

On opère ovec plusieures colonnes roccordées ù deux détecteurs outonomes mois

donnont des réponse slmultonées. le premler est un détecteur ô copture d'électrons

(63Ni), très sensible oux molécules hologénées et orgonophosphorés. Le second

détecteur est thermoionique ô flommes porollèles. Lo réponse finole étont constituée

por por lo dlfférence des slgnoux engendrés por les deux llommes ïonlsontes. cette

méthode permet de détecter une cinquonlolne de pestlcldes. Llnjectlon de I ô 3 pl de

choque éluot succesivement dons le chromotogrophe (GC 6æ0, Corlo Eôo instrument)

Dons le cqs d'une recherche ne portont que sur lo cyperméthrine le protocole est bosé

sur une seule éltrtion (FLAMINI, 1986).
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5. 6. 4-Cqrqclôristiques de lo méthode d'oncdyse

Sensibilité : elle est vorioble selon lo nqture de l'insecticide. Pour le lindone lo sensibitté

est de l'ordre de t0 3 picomoles et pour lo cyperméthrine est de l0-4 nmoles

Pécision : le % d'erreur induit por cette méthode est de I'ordre de 5%.



é6

B.ESSAIS SUR l"E TERRAIN



Toit de la ruche

Figwe l7: Orgonbotlcn gÉnérole dme nrche'Longstrofh'

Cadredecire gauftée

Cops de laruche

Couvercle de laruclrc



67

l -oblectlfs

Portont des résuttots de l'enquête écopqthologique (FLEcHE ef ol.. 1985) qui o permis de

mettre en évidence lo présence de pesticides en permonence dons les colonies, nous

nous proposons d'évoluer dons les conditions les plus proches possibles de lo réolité,

l'effet d'une dose sublétole de cyperméthrine sur le développement des colonies.

2-Mqlédels

2. r+oroctéristQues des nrches'LANGSTROTH' (Fig. l7)

Lo ruche fobriquée por ISNGSI'ROTH en 1851, o connu une gronde populorité dons le

milieu opicole. Elle posède de nombreux ovontoges.

l-un codre plus lorge que hout permet l'usoge des ruches dite'plotes'

2-les codres sont plus fociles ô désoperculer.

3-tous les éléments sont ldentlques contrqlrement ô lo ruche'DADANT'

4-toutes les opérotions: l'onêt de lo ponte, lo fonnotion du nuclei, l'élevoge des reines

sont oussifocilitées por l'orchitecture de cette ruche por ropport oux outres ruches.

$lo ruche peut contenir jusqu'ô l0 codres.

Lo ruche Longstroth dite oussi ruche stondord présente les dimensions suivontes

+]0 codres HOFFMAN conformes 4ii0 mm/20i3 mm

+ corps de lo ruche:

-grond côté 512 mm/240 mm

-petit côté extérleur 372 mm/240 mm

-plonchette de recouvrement

-toit forme cowercle de 558 mm /458 mm/l 14 mm, recowert de zinc

+ housse (si besoln, est)sero de même dimenslon que le corps

=+ ploteou: des plonches osemblées de 372 mm /570 mm

+ lo ruche est déposée sur socle formé pqr commodlté de 4 porpoins (Fig. l8).

=+ un codre nouniseur est lrséré dons choque ruche pour recevoir le sirop
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=à des troppes ù pollen ont été glissées dons 2 ruches pour le prélèvement et l'onolyse.

toit& laruche

rayon de cire garûée

alvéoles

-- cops&laruche

socle avec trou de vol

..tr--> suport

Hgurc lô: Coupe fronwercole schémotlque d'une ruche 'Longstroth'
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3€qrqclérisrti+re généroles du site exfÉrimentql

Quond on oborde une expérimentotion sur le terroin, il est importont de noter ovec

préchion toutes les coroctéristiques de l'écosystème dons lequel vo se dérouler l'esoi.

D'outont plus que dons notre cos, I'environnement ogit d'une monière direcie sur le

développement des colonies. Tous les focteun biotiques et obiotiques doivent être pris

en considérotion, En ce qui nous concerne ; nous ovons retenu trois focteurs esentiels.

l-Lo situotion géogrophique

2-Le climot prépondéront

3-Le couvert végétol

Les coroctères pédologiques du terroin ne seront pos développés, vu l'obsence

d'oction directe sur le développement des colonies d'obeilles,

3.1-situql'ton géogrcphlque: le site de Sophio-Antipolis se trowe ô 250 m d'oltitude et Ô l3

Km de lo mer, entre les porollèles 43o40' et 4!" 30' (Fig. 19)

3. 2-Données climqliques: Le climot locol est de type méditenonéen. Les soisons ne

sont pos très morquées, mois seulement des chongements de régime journolier. L'été

est choud et humide,l'hlver doux et humide, En plus de lo tempérqture et de l'humidité

qui sont porticulières dons ce site, les vents locoux sont souvent ossez déterminonts,

mois notre site se trouve obrlté d'un vent locqltrès fort ' le mistrol ' qul prend olons une

dlrection N.O/S.E, entroînont oinsi I'instollqtion d'un microcllmqt coroctédsé por un hiver

plus frold, et une humidité ovoisinont les 98% en éfé,

Les préclpitqtlons: de 7@ mm ô lffi mm selon les onnées.

TemFÉrqtures: l'hiver 8'C ô l2€, l'été de24'C Ô 35"C en moyenne

Le ruchersur le tenoln ô une orientqtion SE 13æ S.



ro

T 702n'

I
I
I
I
I

. 4 .

I
I

valbone *

Site dexperinpntation
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I. - - - - - - - r .
a

nn'nbes

MernÉdiærrannée

*Biot

430Æ

43"N

Figule 19: locollsotlon géogrophlque du nrcher expérlmentol 'Sophlo-Antlpolls' (CNEVA-LPPRA)



Photo 5: Vue d'ensemble du site expérimentol ô Sophio-Antipolis
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3. 3-Le couverl vâgéfol (Fig. 20): ll est constitué en mojorité d'orbres et d'orbustes ô

feuilles persistontes, pormi les esences principoles, on trouve:

Le chêne vert, le chêne liège, le chêne pubescent, les cistes et les myrtes.

Le topis ogricole est constitué surtout d'olivien, de vignes et de cultures moroîchères.

Ces précisions ont été données de foçon ô bien connoître le type de plontes

susceptibles d'être pollinisées pendont lo période de pleine octivité, ceci sero d'oilleurs

complété por des onolyses polliniques ou loborotoire.

Hgrte et p. in d'alep

Chêne l lège

Pin p ignon

Arbres éparses
Chêne vert
Chêne pubescent

(b)

E
E
!
tE:t
E*:tl
r

F
Im

[[ visnes

N arUres fruitiers

E culture de fleurs

fl ttoroîchères

Eguc 20: Vfuétotlon rencontrée outour du stte expérlrnentol, d'oprès lo corte de végÉtotlon
Antlbes et rfulors. ftlrclpoles essences (o), topb végétol (b)
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4-Méfhodologie

Le rucher du loborotoire constitué de 78 ruches, vo nous permettre de former des

esoims (poquets d'obeilles prêts ô recevoir une reine et copobles de se développer

d'une foçon orltonome. A portir du mois de Février 19E2,40 ruches ont été sélectionnées

et nounies intensivement ofin de provoquer une ougmentotion de lo populqtion.

Au mois d'Avrilchoque ruche o développé une populqtion ossez conséquenfe, prête ô

être divisée, Afin de récupérer les esoims, 40 ruchettes ô 6 codres, ont été posées juste

derrière les ruches mères, ces ruchettes contenont de lo cire bôtie (sons couvoin),

ovec des réserves pour permettre le redémorroge et lo survie de lo populotion. Les

ruchettes contenont ô lo fin du tronsvosement une portie de lo populotion et lo reine

locole, seront fronsférées sur un outre site, situé ô é Km du loborotoire. ll convient de

vérifier, por des visites régulières que choque ruchette est dotée d'une reine et qu'il y o

effectivement ponte, et oucune reine dons les ruches 'longstroth'orphelines qui

formeront les' futurs essolms expérimentoux'. Avont le démorroge de

l'expérimentotion des onolpes porosifologiques et boctériologiques seront effectuées

sur toutes les colonies, pour remplocer éventuellement celles qui seroient otteintes

d'une molodie.

Pendont ce temps, 40 nouvelles ruches sont nettoyées, désinfectées et posées denière

les ruches expérimentoles orphelines. Lo cire qui serviro ô former les codres est possée

ou crible des onolyses toxicologiques dons notre loborqtoire, qfin de s'ossurer qu'il n'y o

oucune pollution préoloble ù lo cyperméthrine (dont le seul opport doit être celul

lntroduit por le nounlsoge) qui pounoit bioiser nos résuttqts dés le déport. Les essoims

sont équilibrés, pour que les populqtlons soient sensiblement égoles ovont l'qnivée des

reines sæurs, sochont que le nombre d'obeilles ouvrlères influe sur !'évolution de lo

surfoce du couvoin (EISCHEN et o1.,1982). Les reines sæurs de roce coucosiennes sont

lssues de lo même mère, ofln d'otténuer l'effet de lo voriobilité génétlque qui pounoit

oglr sur l'homogénéité des lots. Les relnes nous ont été fournles vers lo mi Juln por un

éleveur spéciolisé (G. Prodier.).



---+ nourrrsseur

grille permetant aux
abeilles de s'acrocher à
la paroie

sirop de saccharose

Figure 2l: Coupe tronwenole schémollque d'tn codre nounlsseur 'Doolfttle '(42,512214113 cm)

Corps de laruche

Enrée des a.beilles

Flgure Zl: Coupe schémotlque d'une troppe ô pollen de type 'DURANTE"
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L'introduction des reines dons les ruches orphellnes n'est pos toujours sons incident.

Tous les chercheun et opiculteurs se heurtent ou problème de l'occeptotion des reines

por une populotion hôte. Les reines onivent ou loborotoire dons de petites cogettes

grillogées entourées de quelques qbeilles occompognotrices. Une fois introduites (48

heures oprès l'orphelinoge), L'occeptotion sero vérifiée de deux monlères différentes:

contrôle d'un début de ponte puis contrôle de lo présence de lo reine ovont de

continuer l'essoi. Au bout de 3 semoines de vérificotion, sur 40 reines introduites 2l

seulement ont été définifivement occeptées (un toux de réusite de 52%).

Ces 2l ruchettes, vont être tronsvosées dons 2l ruches 'Longstroth" qui seront

étiquettées de I ô 2l sur lo foce onière du corps de lo ruche. Choque ruche est munie de

5 codres de cire goufrée et un codre nounisseur de type Doolittle Gig.2l), 2 ruches

seront munies d'une troppe ô pollen (Fig.22). Ensuite les ruches seront réporties en 3 lots:

Ld IR: lot troité sirop+cyperméthrine

Ld CR: lot témoin oyont reçu le sirop seul

[d C: ]ot témoin qyont reçu du sirop pour le démonoge du pdntemps uniquement.

Les ruches sont disposées selon une orientqtion (SE l3es), espocées entre elles et entre

choque lot de monière ô ce qu'il y oit le molns de dérive possible (phénomène

d'orlentotion selon lequel les obellles se trompent de colonles. Ce problème o été

qtténué ou loborotoire por une séporotlon bien déterminée entre les différents lots de

foçon ô ce que les butineuses des 3 lots se mélongent le moins possible). Lo dose de

cyperméthrine étoblle por I'enquête (FLECHE, 1986) est de 30 nmoles/l (elle conespond

ô lo quontité régullèrement introduite dons lo colonie choque semoine). Cette dose est

mélongée ô un I litre de slrop de socchorose (5@ g/l lttre d'eou) ô pH 6,8, qul sero

donné choque début de semoine ô choque ruche, Les colonies sont ensuite

dêposées sur du grilloge blonc étolé devont les ruches, pour mieux repérer les
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éventuels phénomènes onormoux qui se posseroient ô l'extérieur des colonies.

5-læ infenrenlions $l le lenoin

5.1 -Sur les obeilles odullæ

5. l. l-Morfrqtllê: Des bondes de grilloges de type moustiquoire, sont instollées devont les

colonies en permonence ; le nombre de mortes est décompté et noté choque jour

pour choque colonie des 3 lots. Ces mortes sont échontillonnées por lot et mises ou

congéloteur immédiqtement en ottendont l'onolyse. ll est importont dons lo mesure du

possible, de procéder oux onolpes le Jour même.

5. l. 2-Aclivité de lq colqrie: comptoge des entrées el sorties ou trou de vol pendont

une minute por colonie une foh porsemoine et toujours à lo même heure.

5. l. 3-Comportement: l'observotion du comportement des obeilles est effectuée une

fois por semoine, sons oubller les visites de routine quotldienne qui permettent oussi de

contrôler le comportement, et de noter tout phénomène suspect. Pormi les poromètres

que nous ovons retenus pour l'étude des onomolies du comportement on trouve:

Agressivité Abeilles montont le long de lo poroi

Abeilles se troînont devont les ruches Abeilles groupées ' foisont lo borbe'

Abeilles grimpont oux brins d'herbes Abeilles se groupont pour se nounir

Diorrhées Abeilles petites et noires

Bqtoille à l'entrée Abeilles oux olles écortées

Abeilles oux oiles osymétriques Abeilles molformées devont lo ruche

Nymphe et lorves devont les ruches

5. l. 4-Récolfe et pesée du mlel s'il y o lleu en ffn de sobon, colonle por colonle.
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5. 1.S-Anofyses: frélèvemenl de quelques obeilles vivontes por ruche et por lol pour les

onolyses biochimiques, pothologiques et toxlcologiques tous les l5 Joun.

5.2-Su lc cowoln

Lo surfoce occupée por le couvoin sur un codre o souvent lo forme d'une elllpse por

onologie, FRESNAYE & LENSKY.( 196l) ont pu estimer lo surfoce du couvoin d'une

monière générole por lo formule S = (ol2xbl2) x où o est le petit oxe et b lo grond oxe

de l'ellipse formée por le couvoln. Nous ovons retenu cette méthode pour lo focilité

d'utilisotion qu'elle présente sur le tenoin et pour le foible pourcentoge d'erreur

d'éstlmqtion qui est de l3%.

petit a:re dç I'sllip

grandaxe de lbllipse
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Phofo 6: Montoge de prise de photos du couvoin, pouvont être occroché ô un
véhicule sur le terroin.
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6-Observollon des pedurbotions du développement loruqire

6. l-Prhcipe:

Si lo surfoce du couvoin nous permet de connoiTre lo fécondité de lo reine, lo prise de

photos vo nous permettre de vérifier les éventuels effets défovorobles, de lo

cyperméthrine sur lo descendonce. Environ 20 cellules por foce de codre et sur 2

codres por colonie, seront pris en photo tous les I jours ovec un dispositif conçu ou

loborqtoire (photo. 6) dont les détoils sont donnés por lo figure.23. L'objectif est de suivre

olvéole por olvéole, le développement du couvoin por repéroge dons le temps, des

operculotions, ofin de mettre en évidence les éventuelles onomqlies d'éclosion. Lq

mesure de lo surfoce du couvoin oinsique lo pdse des photogrophies, nous permettront

de voir les effets de lo cyperméthdne sur le développement du couvoin.

Pour celo, dons choque ruche 2 codres sont identifiés por des couleurs ditférentes. Sur

lo première photo de choque pellicule: lo dqte, le no de lo semoine, le numéro de lo

pellicule, et le numéro de lo colonie doivent opporo'iTre.

En se bosont sur lo durée du cycle évolutif de l'obeille owrière qui dure 2l jours, Les

prises de photos ont commencé dès le premierJour d'operculqtions, Pour choque

codre ce sero le jour J0 de I'operculotion qui, devroit durer en moyenne l2 joun (Fig.24).

I ___l
3 jours
æuf

6 jours
Larve

Pqxxxxx

couvain
ouvert

ll
12 jours
nymphe

couvain Op€rculé

Flgwe %:, Cycle évoluflf d'rne owrlàre d'Apls melllfero
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6.2-Dispc;ilif

19,5 cm

crochetde fixation

courrecatre

19 cm

cD,

I re.'

13 cm

portoir de I'appareil photo

19 cm

F[uc 23: Dlspodtlf de prlse de photos du cowoln, powont être occrocTré ô un véhlcule
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En comptont 15 jours oprès le début de I'operculotion, I'olvéole s'il o suivi un

développement normol, devroit se trouver désoperculé ; si I'olvéole est toujours

operculé, on peut estimer que lo ponte précédente è ovorté et o été ensuite

remplocée por un æuf. Sochont que les deux premiers stodes de développement

durent 9 ô l0 joun, les deux semoines d'interuolle entre deux photos successives sont

donc suffisontes pour une nouvelle operculotion. Pour lo lecture des photos, choque

olvéole est identifié por ses coordonnées en obscisses et en ordonnées sur une grille

disposée sur l'écron de projection des diopositives. On peut oinsi suivre lo succession

des générqtions dons choque olvéole, un ollongement ou un roccourcissement de

l'operculotion éventuellement. Por projection des diopositives, on peut oinsi comporer

deux photos successives d'une même foce, prises ô une semoine d'intervolle.

L'opporeil qui o servi ô prendre des photos est de type (tvtinolto X500; pellicule couleur

3é poses,40 Aso).

L'évolution interne des ruches sero évoluée por d'outres poromètres pris directement

sur les ruches, tels que:

-le nombre de codres ô cowoin

-le nombre totol des cqdres

-fréquence des chongements des reines

-enfin le toux de survie des ruches ô lo fin de I'expérience

7-Donnôes climolQues

+ Relevés de l'hygrothermie: lo tempéroture et l'hygrométrle sont relevées en continu

ô l'oide d'un thermohygromètre (SIGMA) étolonné por le centre météorologlque de

Nice. Le remplocement des feuillets se foisont une fois por semoine. Lo moyenne se

fero sur les voleurs minimoles et moximoles choque semoine.

+ Le relevé des précipttotlons se foit ô l'olde d'un pluvlomètre conlque stondord ô

lecture dlrecte.
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Photo 7: Exemple d'une portion d'un couvoin lémoin prlse sur le tenoin ô lo 30 ème
semoine.

30:30ème semolne
Rl2:ruche N"l2
ll: deu{ème codre
lo: premlère surfoce du codre
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8- Les onolyses $otistiques

E.l-Comporolson de moyenncs

Soit lo moyenne orithmétique m, et x lo vorioble, l'écort-type (S) d'un ensemble de n

voleurs on o olors l'écort type estimé de lo populqtion:

S= [E(x-m)aiu.-t)W

Lorsque lo réportition de deux voleun opportenont ô deux séries Sl et 52, constituées

respectivement de n., ef n, éléments, obéit ô un loi normole, lo comporoison de leur

moyenne m, et m2 se foit ô I'oide de test de student 't', dons lequel l'écort réduit

s'exprime comme suit:

|  - t  - t t t )

Soit

â: erreur stondord de lo différence des moyennes

52: Vorionce stondord

l'estimotion de lo vorionce est:

L,(*r-m,)2+ 2Z(o-*)2
&=

nr+n2-2

2
, ô ; ù '

< =

nl n2
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Avec le degré de liberté, u= hl+1r-2 on peut lire sur lo toble, pour lo voleur de "t"

colculée, Les seuils de risques correspondonts. Nous retiendrons les seuils suivonfs,

notés (P):

P4O1 lo différence entre les moyennes est houtement significotive

P4O5 lo différence entre les moyennes est t significotive

8. 2-Conélolions et tégtessions

On oppelle coefficient de conélqtion entre une vorioble contrÔlée X et une vorioble

dépendonte Y le poromètre r, dont le coné É ou cæfficient de déterminotion, exprime

lo port de lo voriobilité de Y strictement due ô l'existence d'une relqtion linéoire: Y=o+bx

,2=
covcxi*Yi)
o 2

Ô.i * ÔYi

o( r  ( t

r= 0: oucune relqtion

r= I ou-l: Conélqtion linéoke porfoite (théorique)

COV= covorionce de X et de Y

Lo droite de régresion llnéoire permet de colculer lo pente et l'ordonnée Ô l'otigine

Y=bx + o

b= coefficient dlrecteur de lo droite, ou pente de régreslon llnéoire

o= ordonnée Ô I'origine

l: Indlce des voriobles X et Y

Lo vodobilité de lo pente est donnée por l'expression de so vqrionce:
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) n

( b/r)- b'

N-2

Lo comporoison de deux pentes b., et b2, s'effectue ou moyen de lo formule

t= (b;bùloor:

Le seuil de probobilité osocié ô lo significqtion du cæfficient de conélotion est donnée

por l'expression de 't'.

,=(grD

n-2: degré de liberté



86

IV-RESUTTATS
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A-EVATUATION DE tA TOXC]TE AU TABORATOIRE
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l-Toxicilé oiguë

l.l-Résultots

l.l.l -Clesificolion de lo clæemÉlhdne ef du fônihdhion

Les DL50 colculées ou bout de 24 heures por lo méthode des probits, permettent de

closer lo cyperméthrine (0,38 nmoles/obeille) et le fénitrothion (0,97 nmoles/obeille),

pormi les produits houtement loxiques pour les obeilles selon l'échelle étoblie por

ATKINS ef o/ (1981), Le tobleou 4 résume les DL50 QAn,48n et 72h) colculées pour lo

cyperméthrine et le fénitrothion.

Tobleou 4: Tobleou récopltubllf des dlfférentes DLSO de lo cyperméthrlne et du fénltrothlon

détermlnées por lo méthode de Flnney. Les écorl types (o) sont donnés pour N=5 déterminollors.

DL50 (nmoles/obeille)

Temps (heures) Cyperméthrine Fénitrothion

24 038(0O7) o97(O,tà

I 028 (0,æ) 0,74(008)

72 0,r4 (0.æ) 034(004)

l. l. 2-Toxicilé des obeilles en foncl'ron de l'ôge et de l'lnlerqclion cypemÉthdne-VPC

En onolysont le tobleou 5, plusieun remorques s'lmposent:

D'obord, ll est certoln qu'oucune closse d'obellles n'est Ô I'obri d'une Intoxlcotion,

ensuite les obeilles noisontes poroissent plus vulnérobles que les obeilles pdses d'une

monière oléqtoire ou seln de lo ruche, qui constltuent une populotion d'indlvidus de

différents ôges. Les DL50 cqlculées sur ces deux groupes 'distincts' d'obeilles Oob. 5)

présentent effectivement des différences slgnificotives (P<0O$. En se qui concerne lo

cyperméthrine lo Dl50/24h vorle de 0,38 nmoles/obellle pour les qbellles nolsontes et Ô

0,42 nmoles/obellle pour les obeilles tout venont. De même pour le fénltrothion les
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DLSO/24h présentent des différences significotive ou seuil (P<0,05), 0,97 nmoles/obeille

pour les obeilles noisontes et 1,88 nmoles/obeille pour les obeilles tout venont.

TobleOu 5: Toxlclté des obellles pdses dons une populollon d'ôge dlfférent Les moyennes (x) et

leo écorts-Vpes (o) ont été colculés pour N= 6 nrszures.

Dl-æ l24h nmoles/obellle

OncenrÉthrlns (N=é)
x to

Fénltrottûon (N=6)
) É C '

Abellles nolssontes 03&t0g2t 0,97+ O.O3l

Abellles toutvenont 0/42t0Ol l8&r  0,1I

Abelllee nolssontes +
nolre

0,10r 0,013

ou seudl (P<OOS) od ol

En présence du vlrus de lo molodle noire, lo DL50 de lo cyperméthrine est diminuée de

foçon significotive. Puisqu'elle pose de 0,38 ô 0,10 nmoles/obeille. On peu donc dire

qu'il y o un effet muttiplicotif de lo toxicité d'un focteur k=3,80.
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1.1.3-Toricité olguë de lo cypernÉlhdne et ctr fénihothion odnrini$rés pures ou sous leur
formulqlion commerciole.

il semble donc d'oprès les résultots Oob. 6), que les produits purs soient plus toxiques

que leur formulotions commercioles si on se limite oux DL5Ol24h, qui sont

significotivement ditférentes ou seuil (P<OOO. Ainsl lo cyperméthrine voit so DL50 voder

dons un ropport de I ô 1,63 et lo DL50 du fénitrothion vorier dons les proportions de 
'l 

Ô

1  A1 .

Toblequ {:Toxlclté comporée des prlnclpes octlfs et des préporotlons phytosonltolres

commerclollsés. Les moyennes (x) et les écortvtypes (o) ontét6 colculés pour N= 6 me$res.

DL 50 /24h
nmoles/obellle

x to

Dlfférence slgnlllcotlvt
Teststudent

1p< 0,05)

ô7perméthrlne

Prlnclpe oct l f
(cyperméthdne)

0.3&r (003)

qlcymousrr : \,yp€ttn'l€,lr.l] lI

lCPg/ 0.é2r (0012)

Férûlrotfikrn Prlrrclpeocftf 0.97r (008) Orl

bllfhlonr 55Og fénlfrothlon l37r (0,031)
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r.2-Dtscl,ssloN

L'intérêt de déterminer lo toxicité oiguè d'un produit, consiste ô opporter une réponse

ropide sur lo toxicité intrinsèque ô court terme d'un insecticide vis ô vis de l'obeille. Cette

réponse permet effectivement de closser les insecticides dons une échelle de toxicité

relotive selon leur DL50 colculées ou loborotoire. Toutefois comme nous venons de le

voir lo DL50 est sujette ô des voriqtions en fonction de plusieun focteurs. L'exemple des

différentes DLæt24 relevées dons lo litteroture (tob.7) vient confirmer cette voriobilité

oinsl que lo difficulté de comporoison entre les résultots obtenus por différents outeurs.

Tobbou 7: Dlfférentes DL50/24h de lo cyperméihrlne sur Aps mdllfero relevées dors lo lltieroture.

Auteurs D1"æ124h de lo cyperméthrine

(nmole/ob)

BYRDY ef ol(1989)

MURRAY('I985)

NTJTMA & OSAWA('|985)

STEVENSEN et d (1984"

DL50 d'oprès nos trovoux

033

o57

0;12

0012

038

En effet, Les obeilles poroisent plus sensibles oux toxiques è l'éclosion que les obeilles

oduftes (LADAS, 1972 ; MACKENZIE & wlNsToN, 1989) et égolement en vieilllssont

(DELABIE et ot.,l985b ; WAHL & ULM, 1983). Même si les obeilles ô l'éclosion possèdent

plus de vitomines (HAYDAK & VlVlNO, l94il), elles restent ossez pouvres en enzymes de

détoxificotlon et en protéines (SMIRLE & WNSION, 1988). Dons les dix premiea Jouts, les

obeilles ont besoin d'une nouniture rlche en pollen: un délIclt quolitqtif ou quontitqtif du

pollen ô ce stode, peut ougmenter leur sensibllité oux ogresslons externes provoquées

por les insecticides (WAI{L & ULM, 1983). En vieillisont, les obeilles s'oppouvrissent en
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protéines et deviennent plus vulnérobles. Lo physiologie entre les obeilles d'été et les

obeilles d'hiver (CRAILSHEIM, 1986) pounoit ogirsur lo voriobilité de lo D150. Les conditions

d'expérimentotions peuvent modifier lo toxicité d'un produit vis ô vis des obeilles ou

d'outres onimoux d'oilleun,lo toxicité de lo deltométhrine por exemple est invenement

proportionnelle ô lo tempérqture (BOS & MASSON, 1983 ; FAUCON et oL,19860),

Au foborotoire les estimqtions de DL50l24h de lo deltométhrine por ingestion vorient de

0,1 l8 nmoles/obeille (ATKINS ef oL, l98l) ô l,l8 nmoles/obeille (BOS & MASSON, 1983).

Nous venons ousi de démontrer que lo DL50 vorie selon que I'on utillse les insecticides

purs ou sous leur formulqtion commerciole, il est vroisembloble que les odjuvonts de

fobricotion inteMennent en modifiont leur toxicité envers les obeilles. C'est oinsi que lo

comporoison des données de lo littérqture devient difficile ô couse des résultots

disporotes concenont les voleurs de lo DL50 powont provenir des différentes focteurs

comme ceux cités ci dessus entre outres.

BOS & MASSON (1983), DELABIE ef ol(1985o et 1985b) ont démontré que reffet répulsif

des insecticides dépend de leur conditionnement. L'ossociotion pothogène-

insecticide, réolisée dons le codre de nos esqis por l'effet conjoint entre virus de lo

molodie noire (VPC) et 1o cyperméthrine, diminue slgnificotivement lo D150. Lo toxicité

de lo cyperméthrine est omplifieé d'un focteur (k=3,8). MORSE ef ol (.|965) ont noté une

recrudescence de lo loque oméricoine (Boclllus loruæ), et du couvoin socciforme

(outres molodles de l'obeille) suite ô un troitement ou corboryl dons lo région New

Yorkoise. Mois LADAS (o97D o montré que lo DL50 du DDT épondu de foçon topique en

l'obsence d'lnfectlon ô lo 'Nosemo 'étolt blen Inférieure ô lo DL50 chez des obellles

ovec infection. De même GllIlAM (1973) o remorqué que le couvoin plôtré semble être

imputoble ô un stress opporoisont ou sein des colonies d'obeilles, suite Ô une

intoxicqtion sublétole dûe oux Insectlcides répondus lors des troltements sur des

chomps voislns. Alon que ATKINS et ol (1981) ont constoté que chez des colonles

d'obeifles qtteintes de lo loque oméricolne @oclllus loruæ),lo molodle étoit sons effet
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sur lo réoction des odultes ou corlcoryl, ou molothion et ou lindone. Lo discussion entre

chercheurs ou sujet des interoctions probobles existqnt entre les insecticides et les

pothogènes est donc toujours ouverte. Le virus de lo porolysie chronique ou molodie

noire est très fréquemment présent è l'étot lotent dons les colonies. Lo molodie peut se

monifester duront toute lo période d'octivité de lo colonie. Troditionnellement

considèrée comme une molodie de printemps, fovorisée por un déséquilibre

olimentoire (hivernoge sur du miellot, corence en pollen), elle o tendonce, ces

dernières onnées ô prendre de l'ompleur plus tordivement dons lo soison opicole, en

pleine miellée voire ô l'outomne (Enquête CNEVA-LPPRA, non publlée). Nous ne

connoissons pos exoctement por quel processus le virus posse ô trovers lo poroi

intestinole vers I'hémolymphe, pour otteindre enfin les centres nerveux. Mois Ô lo

lumière des trovoux qui ont été effectués ou loborotoire sur lo molodie noire (GIAUFFREÏ

& DUTHO|T. 1966o, 19éÉ/b,1969 ; GIAUFFREr & LAMBERT,1972.) nous powons envisoger

que lo cyperméthrine omplifie l'octlon du virus en deux étopes:

- Hypolhôse sur le méconlsme d'lnletocllon cnhc lo cypelmôlhrlne el lo vlrose

l -Lo poroi intestinole sous l'effet de lo corence olimentoire deviendroit pouvre en

lipides: ceci rendroit posible olon le possoge du virus vers l'hémolymphe. Or, en cos

d'lntoxicotion oux pyréthrinoîdes le métobollsme lipidique se trouve oltéré (BOUNIAS ef

ot, 1985o ; M'DIAYE & BOUNIAS, 1993) et peut provoquer le même phénomène que celui

observé ovec des colonies très otfoiblles sur le tenoin.

2-ll o été montré que les pyréthrinoîdes ogissent d'une monière slgnificotive sur le

système immunitoire en diminuont esentlellement lq teneur en lysozymes et le pouvoir

phogocytoires des cenocytes des insectes (BENZ, l97l ; VAIL ef o1.,1972; BOMAN, 1989 ;

RICHTER & FUXA, 1984), ceci pounoil être lo couse d'une proliférotion du virus Ô l'intérieur
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de l'orgonisme. Y o f-il un outre lieu de coopérotion entre les deux puisqu'ils ottoquent

ensemble le système nerveux, et s'il y o synergie ô quel niveou et comment s'opère-t-

elle ? outont de questions qui demondent effectivement des recherches plus poussées

ofin d'élucider ce phénomène.

En conclusion, ll est importont oujourd'hui de noter que lo DL50 est insuffisonte pour

cerner lo réelle nocivité d'un produit sur les obeilles. 30 obeilles por cogette, ne pourront

jomois simuler les interoctions qui existent entre les différents individus ou sein d'une

ruche et dont dépend le comportement de choque individu. Lo DL50 o été

rêgulièrement critiquée quelle que soit l'espèce; elle ne peut être considérée comme

une constonte biologique ô couse de so voriobilité en fonction de plusieurs focteurs:

l'ôge, lo souche, le sexe, lo tempéroture, lo soison, l'olimentotion et lo méthode

d'odministrotion (ZBINDEN & FLURY-ROVERSI., l98l ; CHANTER & HEYWOOD, 1982). ll est

donc nécesoire de trouver une olternqtive ô lo D150, en porticulier en ce qui concerne

les tests sur l'obellle où le problème est beoucoup plus complexe, cor en plus des

focteurs cités ci-dessus, I'obeille est un onimol sociol où les interoctions entre les

différents individus de lo ruche se produisent tout le long de leur vie, ce dont ilfout tenir

compte, Comment peut-on interpréter lo DL50 qui est colculée sur des obeilles de

printemps qui virent en moyenne 40 joun por ropport ô celle des obeilles d'hiver qui

vivent 5 ô 6 mols en moyenne ?. Les dlrectives telles que celles proposées por lo

Commission des Essois Biologiques restent insuffisontes et font obstroction de plusieurs

focteurs, dont ceux déjô cités , et d'outres que nous verons plus loin. Dons les poges qui

suivent nous ollons oppllquer comme olternqtlve ô lo DL50 une nouvelle méthode qui

présente ses ovontoges et ses inconvénients, mois dont l'originolité est qu'elle Intègre le

focteur Temps' sur toute lo durée de vle des obeilles en cogettes et ne dépend pos

comme lo D150, du choix orbitroire d'une durée llmitée entre l'odministrotion du toxique

et les observqtions de mortolité (BOUNIAS, 1989).
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Figule 25: Coubes de mortollté cumukâe des obellles soumlses ô une ollmentqtlon conflnue ovec

dlfférentEs concentroflons de cpennéftrrlner(O) Témoln ; (Â) 0Ol2 pmoles/|, (O) ; 0,@4 pmoles/I, ;
(A) Op4S pmoles/;, (tr) 0096 pmobs/|, C) 0,1% pmoles/. Chque lot contenont 1@ obellles.
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2-Evciluqlion de kr foxicité c[,r t6nitrolhion et de lq cypeméfhrine selon Bounios

2. l-Résullots

2. l. l-Lq cypertÉtndne

Lq méthode (BOUNIAS, 1989; l99O,foit oppelô I'onologie des courlces de mortolités Ô

cetles d'une cinétique enzymotique obéissont ou modèle mothémotique de Hill.

L'Acodémie des Sciences o odmis lo jrstificotion théorique du foit que lo mort est le

terme d'un processus cinétique et que ce phénomène résulte de l'octlon d'une

'populotion' de systèmes enzymotiques, Afin que lo comporoison soit oisée, les

deux insecticides seront testés oux mêmes doses. Lo présentotion des courbes

mortolité (Fig. 25) obtenues chez les témoins et pour 4 doses différentes de

cyperméthrine. Les obeilles témoins ont survécu Jusqu'ou 42ème jour, celles recevont

OD21pmoles/] 35 joun et enfin pour celles quiont reçu 0,192 pmoles/l lo mortqlité étoit

totole ou boui de 18 Jours. Les propriétés des diverses courbes de mortolité peuvent

être décrites por les 2 poromètres de l'équotion de Hill (nt, TL50)

nt cæfficient de Hillet

TL50: temps de deml-survie ouxquels on peut odjolndre focultotivement:

A: Vitese de mortolité de lo populotion, qui regroupe les deux poromètres précédents

en une seule expresion, oscendonte en fonctlon des doses. L'expression des TL50 en

fonction des concentrotions de lo cyperméthrine, présente l'ollure d'une bronche

hyperbollque (Fig. 26o) descendont osymptotiquement, en première opproximotion,

vers lo voleur 0. Son équotlon peut être déflnie por onologle ovec celle des

méconismes généroux d'lnhibition enrymqtlque. Lo tronsformotion bilogorithmique

condult ô une droite de pente nt et d'obscise Ô I'origlne dT50 (Fig. 26b). Les voleurs

expérlmentoles ont permis de colculer ô portlr de 4 couples de mesures ovec un

coefficient de conélotioh (r= 09S6), nt = (0,545 t 0,12) dT50= 0,028 pmoles/l (dose Ô

loquelle le temps nécesolre pour obtenlr 50% d'lndlvidus morts est réduit de moitlé por

ropport ou lottémoin.
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Iobleou E: Poromètres olgébrlques dérlvonts de l'équoflon de Hlll, oppllquée Ô lo courbe de

mortollté des obellles nounles por du slrop ô dlverses concentrotlons de cyperméthrlne.
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Flgure 27: Vorlotlons du poromètres (Âl-Âo)en fonctlon de lo concentrotlon de cyperméthrlne,
colculés ô portlr de lo couôe de mortollté des obellleo.
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Les voriotions de lo pente ̂  Oob.8) représentont lo vitese de mortolité en fonction des

doses sont illustrées por lo Figure 27. Lo vitesse de mortolité suit une ollure oisément

interprétoble, elle comporte une phose d'occélérotion, un point d'inflexion (peu

morqué, conespondont ou Â moximum) et enfin une phose de rolentisement, A portir

de l 'équqtion (4), sochont que AO= 1)6%fi, Amox-40= 146%fi d'où Àmox= 15!%fi

qui correspondont ô lo vitesse moximole de mortolité des obeilles en fonctlon des

concentrotions de lo cyperméthrine. L'expression des mortolités en fonctlon de lo

concentrotion de lo cyperméthrine, conduisont ou colculdes DL50 ne peut être étoblie

que pour des temps fixés ô l'ovonce. ll est donc posible de colculer outont de voleurs

de DL50 que de voleurs temps, Nos voleurs expérimentoles ont permis de fixer les

temps de colculô l0 jours, l2 joun, l4 jours, l5 et l6 jours Oob,9, Fig, 28), Lo courbe de lq

Figure 28o présente une bronche hyperbolique descendonte Quond lo voleur (t) tend

vers l'infini lo DL50 temps vers 0 et lo mortolité vers læ%, y compris pour le lot témoin. Lo

représentotion semi-inverse (Fig. 28b) permet d'obtenir pour N=5 couples de voleurs et

un ccefficient de conélotion (r= 0,963), lo voleur d'un tend dit: temps limite (T), qui troduit

le déloi nécessoire qu'ilfout ottendre ovont de pouvoir colculer Lo D150. Quond 
'llD150

temps vers 0 l'obscisse ô l'origine donne 1= 5,3 jours, qui représente Ô son tour

I'osymptote verticole de lo figure 28o. lo théorie montre que ce temps t llm correspond

ô lo limite inférieure osymptotique du TL50 quond les doses tendent vers I'infini

(BOUNTAS, r989).
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ToHecnr 9: Vorlotlons des DLSO du lOème ou l6ème Jours et les cæfflclents de corrélotlon (r),
obtents lors du colculde lo régresdon des Problls en fonctlon lo cyperméfhrlne.

Jours ll 2 u b l5

DLSO (pmoles/l) 0017 0æô 0æ14 0,æ13 on12
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Figule 2E: Vorlotlons des DL50 (frrnoles/l) de lo cyperméthrlne en ru.rhltlon conflnue en fonctlon du
temps.(o): Relotlon dlrecte, (b): Tronsformotlon en coordonnées seml-lnverses.
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Flgure 29: Courbes de mortollté cumulée des obellles soumlses ô un nounlssoge contlnu ovec

dlff6rentes concenlroflcns de fénlfrothlon (O) témoln,: O pmoles/l ; (A) 0,Û21 prnoles/1, ; (O) 0O42
pmoleo/|,, 14 gp484p9/1, ; (B):0,1é4 pmoles/|,; (t):0324 pmoles4.
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2.1.2-Le fênihdhion

Lo figure 29 représente les courbes de mortolité obtenues chez le lot témoin et les lots

troités ovec 5 doses différentes de fénitrothion. Sous ces conditions les obeilles

témoins ont survécu jusqu'ou 42ème jour, et celles recevont une forte dose (0,324

pmoles/l) de pesticide jusqu'ou 27 ème jour. Les propriétés des courbes de mortolité

peuvent être décrites por les poromètres de l'équotion de Hill(nt, A, T150, dI50).

L'expression des Tt50 en fonction des concentrotions du fénitrothion, présente I'ollure

d'une bronche hyperbolique (Fig. 30o), Lo tronsformotion en coordonnés

semilogorithmique dons l ' interprétotion opprochée où lo courbe descendroit

osymptotiquement vers lo voleur limite 0 jour, ô portir de lo voleur mesurée chez le lot

témoin. conduit ô une droite (Fig. 30b) de pente nt= O,428; dT50=0,177 pmoles/l de

fénitrothion. Lo voriqtion des viteses de mortolité Oob.l0, Fig.3l) por ropport oux lots

témoins met en lumière des phénomènes que les outres méthodes ne permettent en

oucun cos de déceler: ce sont les fluctuotions dons I'homogénéité des mortolités

Amox-10= 5,30 %ru, d'où Àmqx= 6,46olo/i.

L'expression directe de lo mortolité en fonction des concentrotions du fénitrothion,

conduit ou colcul des DL50 en fonction du temps. Nos données expérimentqles,

permettent de colculer des DL50 pour le fénitrothion ou temps 14 joun, 15 jours 16 jours, 1 7

jours, et 18 jours Oob 11, Fig. 32o). Lo courbe présente une bronche hyperbolique

descendonte. Lo présentotion semi-inverse (Fig. 32b) et le colcul de régresion obtenu

ô portir des données expérimentoles, donnent, pour N=$ couples de points: r=0,936 et le

temps X=7 ,5 jours qui constitue l'osymptote verticole è I'hyperbole de lo courbe des

DL50 (Fig. 32o), en deço duquelle colculde lo DL50 est imposible.



ræ

30
6

3
o
o25
v)

15

7
C(pmoles/l)

10
0,000 0,082 0,164 0,246 0,328

Figure 30: Vorloflon du temps correspondont ô 50% de mortollté OLSO) en foncflon des
concenlrofftcrs du fénllroihkrn.
To: TLSO du krt t6moln
T: IL50 du lotlrolté ô |o dosê |
(o): rebflon dlrecte
(b): rekrtlon bllogtodlfmlque llnéolre

0,5

I

E 0,0
tr

y = 0,75851 + 0,42800x R^2 = 0,885



r04

Tobleou l0: Poromètres olgébrlques dérlvont de l'équotlon de Hlll, oppllquée ô lo courbe de
mortollté des obellles nounles por du slrop de socchorose ô dlverses concentroflons du
férflrofhkrn.
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Figwe 3l: Vorlotlon du poromètre Âo-Âlen fonctlcn de lo concentrqtlon du fénltrothlon, chez les
obellles térnolrs et troltÉes ou fénltrothlon.
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Tobleou I l: Vorlotlons des DL50 du l4ème ou l8ème Jourc et les cæflTclents de corrélotlon s(r),
obtenu lors du colcul de lo régresslon des Problts en foncflon du fénltrothlon.
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Flgwe 32: Vorlotlors des DL50 qrmoles/D du férrltrothlon en nulrlllon conflnue en fonctlon du temps.
(o): Relotlon dlrecte, (b): Tronsformollon en coordonnées sernl Inverses.
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2. 2-Discussion et conclusion

2. 2. l-lntérâ de lo modélisolion

L'évoluotion de lo toxicité des pesticides sur les obeilles bosée sur l'exemple de lo

cyperméthrine et du fénitrothion, montre que lo DL50 est un poromètre qui présente

beoucoup de controintes (ZBINDEN & FLURY-ROVEI?SI, l98l ; BOUNIAS, 1989; CHANTER

& HEYWOOD, 1982). Le choix orbitrqire d'une durée de temps fixé por l'opéroteur,

s'ojoutont ô so décroissonce osymptotique en foncfion du temps confère ô lo DL50

des écorts importonts d'un loborotoire ô I'outre. Les trovoux effectués ô ce sujet por

plusieun chercheun prouvent lo foiblese de lo DL50 comme poromètre de toxicité

pour évoluer le risque encouru por les obeilles ou contoct des insecticides. C'est oinsi

que pour le 'Tetroéthyl-pyrophosphote' lo DL50 prend des voleun ollont de I ô 372,et de

I ô 953 pour l'ossuydurethon-méthyl (ASSOCIATE. COMITEE, ON SCIENIIFIC CRITERIA

FOR ENVIRONNMEMAL SUALITV, 1980). Ces différences proviennent sons doute des

réponses obtenues sur I'obeille en fonction de l'ôge, de lo soison (KUNERT &

CRAIISHEIM. 1988), de l'étot physiobgique et du stode de developpement (BOUNIAS.

1980o, BOUNAIS et ol., 1985b). L'onolyse bosée sur le modèle mothémotique de

l'équotion de Hlll que nous ovons esquissé, foit oppel è lo courbe de survie des

obeilles et permet de colculer une série de poromètres descriptifs non soumis è un

choix qrbilrqire du focleur femps. En outre, les colculs des probits ne prennent en

considérotion ni lo concentrqtion 0 pour le lot témoin ni les limites supérieures des

mortolités otteintes en fonction des doses.

l-Le TL50 déjô utilisé (MOUNENGO, 1979; CHRISIENSEN, 1984) constitue une fonction

hyperbolique, mois en plus ll Inclut lo voleur mesurée en l'obsence de toxique,

exprimé por le dt50: dose ô loquelle le temps nécessoire pour observer lo mort de

50% des individus est rédult de moitlé por ropport ou lot témoin.

2-Le poromètre nt (coefflcient de Hlll) constitue un indice lmportont de toxicité, il est

d'outont plr.s élevé que le toxique occélère ropidement le phénomène de mortolité.
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3-Lo voleur de lo vitesse l, est comme nt, une fonction croisonie des doses dont lo

significotion est bosée sur toute lo durée de vie de I'obeille, ce poromètre consiitue une

sorte de synthèse des deux précédents, ll est focultotif, mois présente I'intérêt de

donner une relotion d'ollure voisine de celle des courbes clossiques de

mortolités/dose. cette méthode descriptive, seroit d'outont plus utile que le produit est

desfiné è troiter les obeilles contre les molodies (NECTOUX, 1990), et permet une porfoite

comporoison entre différents produits en se bosont sur toute lo durée de vie des

obeilles. ll est certoin qu'une colonie d'obeilles troitée por un médicoment supportero

mieux l'effet d'un produit qui entroîne une perte étolée dons le temps (^ foible) lui

permettont d'ovoir suffisomment de temps pour renouveler so populotion, que dons le

cos d'une brusque mortolité (^ forte). Elle permettro oussi de choisir une formulotion

dont les courbes de mortolités présenteront un nt et Â moins élevés. Enfin elle permet

oussl de closser les insecticides selon leur toxicité chronique. Si nous oppliquons cette

méthode ô lo cyperméthrine et ou fénitrothion, nous obtenons les résultots suivqnts

Oob. l2).

Tobleou 12: Récoplfulotlf des nouveoux poromètres lssus de l'équotlon de Hlll, les voleurs

moyennês (x) et les écort types (s) ont été colculés pour N= 5 détermlnotlons.

oPoromèlres nl

(N=4)

dT50 t o

(pmole/l)

t (iours)

(N=4)

^mox ehfi)/t

(N= 4)

Cyperméthrine 05451005 0928r0015 5jt2D 15.8r08

fénitrothion 0,428t031 0D72t0m 7f t tA 63t1  A
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Ces ditférents poromètres permettent non seulement d'évoluer lo toxicité des produits,

mois ousi, de les closser les uns por ropport oux outres selon leur toxicité relqtive.

(nt, Âmox) cypennéthdne > (q, Âtnq) fénitrothion.

dT50 (cyperméthrine) < dISO (fénitrothion)

L'obeille étont un onimol sociol, plusieurs focteurs sont susceptibles de modifier le

comportement des obeilles en coptivité.

2. 2. 2-Uîùttes des dilférenfes technQuæ ulilisôes

-Umiles Infiinsà+re à l'qbeille

q-L'effef de groupe; Plusieurs outeurs se sont occupés de lo survie des obeilles isolées

et groupées. CHAUVIN ('19é0) et SITBON (1967) concluent que l'isolement des obeilles ogit

significotivement sur leur durée de vie, qui diminue por ropport Ô celle de leurs

congénères groupées. Les obeilles isolées depuis lo noissonce meurent plus vite que

celles groupées por dix (ARNOLD, 1970). Plus tord, on o pu montrer ousi que I'obsence

de congénères provoque une diminution dons lo prise olimentoire, et une

ougmentotion de mortolité, surtout pendont les premiers jours de leur sorties des

olvéoles où les échonges ollmentoires sont ô leur moximum entre les nounices et les

obeilles noisqntes (COSIA-LEONARDO & CRUS-LANDIN, 1983). A ce sujet COURIOF &

LECOMTE ('19ôl) offirment que le prolongement de lo vie des obeilles sous l'effet de

groupe, seroit du ô une phéromone ô bose d'ocides ozélolque et pimélique (CHAUVIN,

1960) trouvés dons les extroits d'obeilles owrières. Cette hormone ogiroit en réduisont

les échonges gozeux et en dlminuont lo consommqtlon des réserves llpidlques dÛe ou

stress, dont lo conflrmotion ou niveou des effets biochimiques o été opportée por

JURAND ef oL(1989.
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b-!'eflel reine: ROGER & PAIN (1965) ; ROGER (1974),sont porvenus ô démontrer

l'influence de lo reine sur les obeilles. Elle ogiroit en diminuont lo mortolité des obeilles en

groupe. Lo présence de lo reine diminue l'excitqtion des obeilles occompognotrices et

ougmenteroit signlficotivement leur prise olimentoire en cogette (ROGER, 1974; HAZAN

et o1.,1989) sous I'effet de lo phéromone d'oftroctlon royole (BARBIER & LEDERER, 1960).

Por contre l'obsence de lo reine dons une populqtion d'obeilles entroîne une forte

mortolité, une diminution de lo défense de lo ruche et une moindre récolte du pollen.

Enfin les colonies sont sujettes ô de forts pilloges (DE|âPI3NE & HARBO, 1987).

c-l'qlimenlqlion: ll est vroi que le socchorose est l'oliment le plus odopté pour les

obeilles en cogette (BACHMAN & GORDON, 1977), mois celo nous éloigne des

conditions nqturelles, quond on soit que les obeilles se nounissent principolement de

mielet de pollen.

d-L'odgine des obeilles: Lo prise olimentoire des obeilles et leur longévité vorient selon

lo colonie d'origine: celo seroit dû ô lo voriobilité génétique qui existe entre les individus

des différentes colonies FREE (1980) ; WINSTON & KAIZ (1981) ; CHARLES (1985) ;

KUUNCEVIC & ROTHENBUI,"ER (I989),

e-Les vqriolions sqlsonnières de lo physlologie des qbeilleo: Les obeilles d'été et les

obeilles d'hiver ne présentent pos lo même physiologie (BOUNIAS, 19800; BOUNIAS et ol.,

19850 et b ; Cl?AllJHElM, 1986 ; KUNERT & CRAIISCHEIM, 1988 ; EISCHEN et o1.,1982).

f-Aclivitô excrôtrice G qbeilles: Dons les conditions normoles, les obeilles effectuent

des vols de nettoyoge qu couni desquels s'effectue l'excrétlon ; en coptivité nous

ovons remorqué que les obeilles retlennent très nettement leur excrétqts. De ce foit, leur

ollmentotion boise et leur obdomen morque un gonflement dû ô lo rétention des
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déchets. Nous ossistons donc ô une outo-intoxicotion qui pourroit bioiser les tests de

toxicité chroniques effectués sur les obeilles en coptivité.

-Limiles ll6et qux conditkcns extÛirrenlqles

Les lesfs en lqboroloire ne permettent pos de tenir compte de lo circulotion des

produits dons le végétolet dons le sol, qul peut conduire soit è des dégrodotions plus ou

moins ropides, soit ô une occumulqtion jusqu'ô des concentrqtions dongereuses.

Toutes ces observotions nous qmènent ô prendre des précoutions, quont oux

extropolotions que nous risquerions de foire, lonque nous possons du stode loborotoire

où l'élevoge des qbeilles en coptivité pose toujoun des problèmes (DOUAULT, 1989), ou

stode opplicotion sur le tenoin. L'obeille est un onimol sociol qui devroit être considéré

en tont que groupe, où des interoctions entre les obeilles et lo reine d'une port et les

obeilles entre elles, d'ouires port se possent tout ou long de lo vie d'une ruche.

Déterminer lo toxicité ô long terme è portir d'un effectif d'obeille très réduit, hors des

conditions de vie normoles est une démorche trop rlsquée. Pendont nos recherches

nous nous sommes heurtés ou problème de lo foible homogénéité qui existe ou sein

d'une même ruche. Cette voriobilité proviendroit en gronde portie de lo reine, qui est

fécondée por plusleurs môles duront son vol nuptlol. Autrement dlt lo réserve

spermotique est très hétérogène, choque môle opporte un potentiel génétique

différent, d'outont plw que les môles d'outres colonies ovoisinontes peuvent féconder

une reine qui n'est pos lo leur. L'homogénéité des lots fondée sur l'opportenonce ô une

même colonie reste lorgement critiquoble pour les tests ou loborqtoire. L'une des

solutlons pour qtténuer ce problème d'homogénéité, seroit de se constituer un potentiel

de ruches où tor.rtes les relnes des colonies qul serolent exclusivement destlnées oux

tests d'écotoxicité, soient issues d'une inséminqtion ortificlelle, où choque reine serqit

fécondée pctr un môle et un seul.

A ce monque d'homogénéité,1'obsence de lo reine dons les cogettes expérimentoles
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pose un outre problèrne qui o son importonce, que nous étudierons plus en détoil plus

loin. En réolité le comportement de l'obeille ne peut être disociée de celui de lo reine.

Lo prise olimentoire, lo longévité, le stress, sont des poromètres pormi beoucoup

d'outres qui dépendent directement de lo phéromone royole. ll seroit donc très

Intéresont de voir l'effet de l'lntroduction d'une hormone de synthèse sur lo toxicité d'un

produit en cogettes. L'onolyse toxicologique bosée sur lo méthode de modélisotion,

qui prend en compte les pourcentoges de mortolité ô long terme en fonction des doses

odministrées, se déroule sur toute lo durée de vle des obeilles. Elle permet de

déterminer de nouveoux poromètres toxicologiques qui permettent d'évoluer, de

comporer et de closser éventuellement les produits selon leur toxicité respectives.

Cette clossificqtion ouro I'ovontoge d'être folte sur toute lq durée de vie de I'obeille, en

prenont en considérotion dons le colcul,le comportement du lot témoin, correspond Ô

une concentrcrtion nulle du toxique. Du foit de lo négligence de ce fqcteur, lo DL50

colculée ô portir des probifs reste très tributoire du focteur temps (D150, 24h). Cette

méthode de modélisqtion peut être ousi qppliquée ou colculdes DL50 GOUNIAS, 1989)

dons le cos des Intoxicotlon oiguës por lo représentotion double logorithmique Ln

(M/IOGM) = f (Ln (D-Dd). A titre indlcqtlf les DL50 colculées por cette méthode Oob. 13)

ne présente oucune différence signiflcotlve ovec celles colculées por les probits, donc

c'est une olternqtive voloble oux probits Oob. l3).

Tqblequ 13: DLSO, colcukâes por lo rnéthode dérlvé€ de l'équotlon de Hlll. Les moyennes t les
écort types ont été colculées pour N= 6 déiermlnotlons.

Fénltrothion

DL50/24h

(nmoles/obellle)

I,Û2r0.]0 Nd)0,37t0,æl (f\ts6)
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En protique, cette méthode trouve so limite, dons lq durée de vie des onimoux de

loborotoire: ll seroit proportionnellement plus long (ef éventuellement plus coûleux) de

I'oppllquer ô des individus dont lo durée de vie pounoit durer des onnées. ll est certes

concevoble que suivre lo toxicité sur des onimoux qui ont une durée de vie de 4 ou 5

ons, ne poroise guère protique en toxicologie oppliquée, surtout si les résultots doivent

être rendus ropidement: dons ces conditions lo DL50l24h por les probits reste plus

focilement opplicoble, en contreportie d'une informotion de voleur restreinte.

En conclusion lo déterminotion de lo toxicité oiguë opporte une réponse ropide mois

peu précise sur lo toxiclté Intrinsèque d'un insecticide vls o vis de l'obellle, cette

réponse permet de closer les insecticldes dons une échelle de toxicité relotlve, elle

permet ousi d'évoluer lo toxicité théorlque potentielle oux concentrotions préconisées

en ogriculture. Lo comporoison ovec lo situotion réelle sur le tenoin doit se foire ovec

beoucoup de réserve. Des intoxicotlons oiguês ovec opporition d'une forte mortolité

immédiote, s'observent sur le lerroin, dues souvent ô des erreurs d'opplicotion,

ospersion sur des odventices en fleurs de produils reconnus toxiques pour les

obeilles....). Mois qu'orrive t-il quond les obeilles sont en contoct ovec des doses

infimes d'insecticides ? Est ce que le métobolisme est perturbé bien qu'on n'observe

pos de mortolité ô courl terme ? Est ce qu'ô long terme ces doses sublétoles ont des

conséquences sur l'évolution générole des colonles ? C'est ce que nous essoyerons

de clorifier dons les chopitres suivonts.
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B-ACT|ON DES DOSEti SUBTETATES DE I.A CYPERMEÎIRINE Ef DU FEN]TROIHION SUR tE MEIABOTISME

DE I'ABEILI"E
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Flgure 33: Vorlotlon du torx moyen du glucose dons !'hémolymphe (mmole/l) chez les lots lroltés ô lo

cyperméthrlne et ou fénltrothlon; lee t$6e16(A) ; (o) 0,01 nmole/obellle ; (o) 0,02 nmole/obellle ; (^) 0,O4
nmole/obellle ; (tr) 0,08 nmole/obellle; (I) 0,'lnmole/obellle. les bones verflcoles représentent les écort-types
por-r N=6 détermlnqtlons. Pour choqrr dose et cfroque temps 25 obellles sont socrlflées. Astérlsque (') Indhuent
les dlfférences slgnlllcoflves por ropport ouo< témolrs P<0O5.
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l-Eftd de lo cypemâhdne el du fénilrolhion sur le nÉtobolisme glucidlque de llobeille

Les substonces ingérées por l'obeille lors de son nourrissoge tronsitent por l'opporeil

digestif et oboutisent dons l'hémolymphe. C'est dons ce milieu que les insecticides ont

été injectés ô des doses sublétoles, ofin d'évoluer leur impoct sur le métobolisme

glucidique, enrymotlque et nerveux. On étudiero d'obord I'oction de lo cyperméthrine

et du fénitrothion sur le métqbolisme glucidique et ensuite sur l'octivité cholinestérosique

reconnue comme cible des orgonophosphorés (IBRAHIM et ol., 1974 ; KASTR| &

CHANDRASHEKAR, 1977 ; BRATTSTEN, 1990) et enfin I'oction des deux Insectlcides sur

l'ATPose (No+, K+) dépendonte. Les effets des pyréthrinoidessur les échonges

neurophysiologiques et plus porticulièrement sur lo perméobilité des conoux ô sodium

ont effectivement été conllrmés por de nombreux outeurs: (BURT & GOODCHILD, l97l ;

CAMOUGIS & DAVIS, I 97 I ; CHENG & CUKOMP , 1972; JAC€I.JES. 19æ).

l. l-Rârultots

l. l. l-lo glycémb

Les voriotions du toux du glucose dons l'hémolymphe d'obeille, en fonction de

ditférentes doses de cyperméthrine et de fénitrothion sont résumées dons lo Fig. 33. Le

toux du glucose sous l'effet de lo cyperméthrine injectée dons les muscles thorociques

montre un pic vers 15 minutes ous$ bien pour toutes les doses que pour le lot témoin. Puis

ô 30 minutes, il s'est dégogé une nette hypoglycémie significqtivement différente por

ropport ou témoin (P<0O5) oux doses: 0tr2;O,M; 0O8 et 0,1 nmole/obellle, et dure jusqu'Ô

é0 minutes oprès l'injection. Ensuite, ilopporoit une phose de récupérqtlon dons loquelle

l'obeille tend ô rétobllr le glucose ô son toux normol. Aucune différence slgniflcotlve n'o

été observée entre le groupe témoin et celui oyont reçu 0,1 nmole/obeille de

cyperméthrine. Le même phénomène o été observé sous l'effet du fénitrothion, morqué

por quelques différences por ropport oux courbes obtenues quond il s'ogit de lo lo

cyperméthrine. En effet l'hypoglycémie est moins spectoculoire, seulement lo dose de



g
o
E
E
oo
o
ct
.c
928
F

o
93s
t
E

(D
(t,
o
(U

D E

l--

0 3 0 6 0 9 0  1 2 0 1 5 0 1 8 0
Flgwc 34: Vorlotlon du toux moyen du tréholose en (mmole/l) chez les lots troltés ô lo

cyperméthrlne et ou fénllrothlon: chez les obellles témolrs (A):(O) O,Ol nmole/obellle ; (O) 0,02
nmole/obellte; (^) OO4 nmole/obellle; CI) 0,08 nmole/obelfle; (I) 0,1 nmole/obellle. les bones
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0,1 nmole/obeille de fénitrothion o provoqué une hypoglycémie significotive (P<0,0O'

Aucune différence n'o été observée entre les outres doses (O,O2 : 0,04 ; 0,08

nmole/obeille) et le lot témoin Jusqu'ô 120 minutes, è I'excepfion de 0O4 nmole/obeille

ou temps t=60 mintrtes, où l'on o observé une hyperglycémie (P<0O5) qui ne torde pos Ô

se rétoblir quelques minutes plus tqrd. Au bout de 180 minutes lo dose de 0,02

nmole/obeille induit qussi une hypoglycémle fordive. Enfin 0,1 nmole/obeille de

fénitrothion provoque plus de dommoges ô I'obeille que lo même dose de

cyperméthrine: en foit, oucune phose de récupérotion n'o été notée Ô cette dose

quond ils'ogit du fénitrothion .

l. l. 2-le tréhqlose: Concernont le tréholose oprès les injections de cyperméthrine (Fig.

34) l'ollure des courlces de voriotions du toux de tréholose sont semblobles Ô celles du

glucose, mois lo phose de récupérqtion porol être plus longue oux fortes doses (0,08 et

0,1 nmole/obeille de cyperméthrine) et oucune dlfférence n'o été observée entre 0,01

nmole/obeille et le témoin. A læ minutes les concentrqtions du tréholose otteintes sous

I'effet de lo cyperméthrine qux doses 0O8 et 0,1 nmole/obeille sont significqtivement

(P<OOs) Inférieures ù celles induites por 0,04 et O02 nmole/obeille. L'hypotréholosémie

provoquée por le fénitrothion, montre owsi quelques points différents por ropport Ô celle

obtenue sous l'effet de lo cyperméthrine. En effet, entre 30 minutes et 180 minutes (Fig.

34), lo phose de rétoblissement du tréholose n'est pos oussl morquée qu'en gésence

de cyperméthrine et reste lorgemenf Inférleure ô lo normole. Pour toutes tes doses de

fénltrothion, lo récupérotlon reste très folble, volre obsente. Les poromètres de

régresion llnéoire colculés entre les vorlqtions du glucose et du tréholose pour les deux

insecticides montrent des coefficlents de conélqtion de signifrcotions très voriobles, ce

qui de monière découplée loisse supposer que, dons quelques cos, les voriotions du

glucose et du tréholose se font lndépendemment l'une de l'outre Oob' l4)' Lo lIgure 35

montre nettement une opposttlon des effets respectlfs des deux pestlcldes.
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Figure 35: Voriqtion des pentes de régreslons de lo tréholosémie et de lo glucosémie
en fonction de différentes doses de cyperméthrine et de fénitrothion. Astérisques (')
Indlquent les différences slgnificqtives (P<0.05) en comporoison ovec le lot témoin.
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Les résultqts obtenus ou cours de ces onolyses comporotives entre les lots témoins et

les lots trqités d'une port, et entre les deux lots troités d'outre port, nous permettent de

dégoger les effets des deux insecticides sur lo biochimie de I'obeille et por lo même

occosion, d'onolyser comporotivement I'effet des deux closses d'insecticides,

pyréthrinoïdes et orgonophosphorés, représentés ici por lo cyperméthrine et le

fénitrothion. L'opplicotion de doses sublétoles de ces deux produits pendont 3

heures, se troduit por une hypoglycémie et une hypotréholosémie, 30 minutes oprès

l'injection des Insecticides. Seule lo dose lo plus élevée 0,1 nmole/obeille de

fénitrothion provoque une hypoglycémie significotive olors que pour lo

cyperméthrine l'hypoglycémie et l'hypotréhqlosémie sont induites por toutes les

dosersouf 0,01 nmole/obeille. Le control hormonol du métobolisme lipidique et

glucidique de l'obeille (BOUNIAS & PACHECO ,1979o et 1979b; BOUNIAS, 1985, 198ô, 1987)

oinsi que l'oction des insecticides sur ces mêmes métobolismes (ORCHARD, 1980 ;

BOUNIAS et ot.,19850 ; M'DIAYE & BOUNIAS, 1993) ont foit I'objet de plusieurs études. En

ce qui concerne le mode d'oction biochimique des insecticides, l'interoction de

certoines molécules ovec les cellules neurosécrétrices responsqbles de lo

régulotion de lo glycémie, il semble y ovoir une relotion entre les sécrétions

neurohormonoles et l'induction de cette hypoglycémie (ORCHARD, 1980; BOUNIAS,

198O. BOUNTAS ef ol (1985o) et M'DIAYE & BOUNIAS ('1993) ont noté que l'oction des

pyréthrinoides odministrés ô doses sublétoles étoit slmiloire Ô l'oction odrénergique

de l'AMPc. Des trovoux sur lo bioresméthrlne 'un pyréthrinoide de synthèse' on

conduit ô étoblir une lloison entre les intoxlcotions oux lnsectlcldes et l'hyperoctivité

du système nerveux, ce qul Induit des sécrâions de véslcules quiJoueroient un rÔle

dons lo régulotion neurohonnonoles du mélobolisme (SINGH & ORCHARD, 1982, 1983).

Les pics initioux observés dons le toux du glucose et du tréholose dons

l'hémolymphe d'obeilte oussl bien pour les lots froités et le lot témoin, sont dÛs Ô un

choc ominergique,Induit por le stres suite ô I'injection (BOUNIAS ef ol, 1985o & 1985 b
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(BOUNIAS et ol, l985o, 1985b ; CASCINO et ot.,1989 ; DOWNER, 1982). Lo différence

d'etfefs entre lo cyperméthrine et le fénitrothion, sur les glucides hémolymphotiques

se situer ô deux niveoux.

o-L'effel dose: seule lo plus houte dose 0,1 nmole/obeille et lo plus bosse (0,01

nmole/obeille) ô 180 min de fénitrothion ont pu provoquer de sérieux dommoges,

olors que lo cyperméthrine induit de grôves conséquences. même ô frès foibles

doses @D2:0,04 et 0,08 nmole/obeille)'

b-Lo phose de récupérolion: qui intervient dons le rétoblissement du toux du glucose

est beoucoup plus longue, quond ils'ogit du fénitrothion ( 0.01 et 0,1 nmole/ obeiile)

que lorsqu'il s'ogit de lo cyperméthrine pour les fortes doses. A l'opposé les obeilles

poroissent mieux rétoblir leur toux de tréholose oprès oction de lo cyperméthrine

qu'oprès celle du fénitrothion. Toutes ces observotions ô propos de I'effet de lo

cyperméthrine et du fénitrothion sur le métobolisme glucidique, loisent supposer que

les méconismes mis en jeu ou cours du processus d'intoxicotion por ces deux

insecticides ne sont pos les mêmes. L'hypoglycémie induite por lo cyperméthrine et

le fénitrothion ô des doses sublétoles, peut entroîner de grôves conséquences sur

l 'évolution de l 'obeil le, puisque l 'un des méconismes de détoxicotion des

insecticides (Fig. 36), montre le rôle que joue le glucose dons le tronsport des

insectlcides por des hydroxyloiions succesives ovont leur excrétlon (MYAMOTO &

SATO, 1968). En plus BOUNIAS & MORGAN (1987) démontrent lo corrélotlon signiflcotive

entre lo productivité des ruches et le toux de glucose dons les obeilles noissontes.

Enfin, les obeilles butineuses doivent etfectuer de longues distonces entre les ruches

et les chomps mellifères, souvent chorgées de nectqr et de pollen: si elles viennent ô

monquer d'energie, elles se trouveroient sons oucune posibilité de retour ô lo ruche

et une disporition des colonies pounoit survenir ou terme de ces perturbqtions.
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2-['effet compor6 de lq cypernôthrine et du fénihothion sut l'oclivllô cholinæf&crsique (AchE)

el ATPosique.

2. l-Résullols

2. l. l-Effet des derx Inseclicldes sur l'oclMl6 cholined6rosique

L'oction de lo cyperméthrine ô des doses sublétoles sur lo tronsmission nerveuse dosée

por I'intermédioire de l'ocfivité cholinestérosique est représentée sur lo Figure 37. Les

courbes montrent l'évolution du pourcentoge d'lnhibifion en fonction de lo dose

d'insecticide odministrée oux obeilles. En poriont de l'origine elles décrivent deux

phoses princlpoles:

q-Une phose qscendonle: les pourcentoge d'inhibition décrivent des courbes de fortes

pentes, située entre 0 minutes et é0 minutes pour les dose 0,08 et 0,1 nmole/obeille. Les

courlces des outres doses ne présentent oucune diiférence por ropport ou lot témoin.

b-Plqfeou de sqlurotion: A portir de 60 minutes et jusqu'ô 180 minutes les pentes

s'offoiblissent et les courlces tendent ô décdre un ploteou jusqu'ô lo fln de l'esoi. Duront

ces deux phoses le pourcentoge d'inhibition reste significotivement plus élevé por

ropport ou témoin mois sons déposer les 3l % pour lo plus forte dose de cyperméthrine.

Por contre oucune différence significotive n'o été observée entre le lot témoin et les

doses de 0,01 ; OO2 et 0.04 nmole/obeille. Les ditférences significotives entre les lots

troités (0,1 nmole/qbeille) et les Îémoins opporoisent ô porth de 30 minutes (P< 0,05).

C'est ovec le fénitrothion qu'on observe le pourcentoge d'lnhibition le plus élevé

(ô1,71%) ô 0,02 nmole/obeille, 120 mlnutes oprès Injection. Toutes les doses de

fénitrothion souf 0Ol nmole/obeille provoquent une Inhibition significotive (P<0OS) du %

d'lnhibition sons relqtion dose effet ô portir de 0,02 nmole/obeille entre les divers %

d'lnhibitlon dûs oux dlfférentes doses de fénltrothion, comporés dew è deux. Au botf de

120 minutes, les obeilles sont totolement immobiles et présentent des tremblements dons

tout le corps, excepté pour les lots témoins et celuioyont reçu 0Ol nmole de fénitrothlon

por obeille.
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2. 1.2-Ettels sur l'oclivilé AÏPosique

les courbes de lo flgure 38 représentent l'évolution de I'inhibition de I'octivité ATP

osique en fonction de différentes doses de cyperméthrine et de fénitrothion duront

3 heures. Les obeilles oyont reçu de lo cyperméthrine, montrent une ougmentotion

slgnificotive (P<0,05) du pourcentoge d'inhibition de l'octivité ATPosique, por

ropport ou lot témoin ovec les doses de cyperméthrine suivontes: O.O4 ;0,08 ; 0,1

nmole/obeille ô portk 60 minutes, Aucune différence n'o été observée entre le lot

témoin et les lots oyont reçu 0,0'l et 0,02 nmole/obeille et ce jusqu'ô 120 minutes où

lo dose 0,01 nmole/obeille provoque une inhibition significotive de I'octivité

ATPosique, qui ne lorde pos ô retrouver un niveou ldentique ou témoin. Por contre

les outres doses(Op8 et 0,1) induisent un toux d'inhibition significotivement différent

des témoins jusqu'ô lo fin de l'esoi (P<0O5). A 180 minutes le toux d'inhibition le plus

élevé (42%) est qtteint por lo dose lo plus élevée 0,1 nmole/obeille, qui reste ousi

signiflcotivement différent des toux d'inhibition otteints por 0,04 et 0,08

nmole/obeille. Avec le fénitrothion (Fig. 38) le pourcentoge d'inhibilion suit lo

même ollure que pour lo cyperméthrine, mois les % otteints por les doses @,O2;

0,O4;0O8;0,.| nmole/obeille qu bout de 180 minutes et qui entroînent une difiérence

signiflcotive (P<0,0$ por ropport ou lot témoin restent inférieur (Moximum 32 % pour

lo plus houte dose 0,1 nmole/obeille) ô ceux otteints ovec lo cyperméthdne. Si on

compore les vqleurs moyennes deux ô deux des % d'inhibition otteints ou cours

des troitements por lo cyperméthrine et le fénitrothion. ll opporoit nettement que

l'octivité ATPosique (No+' k+). o été plus inhibée (42%) en présence de

cyperméthrine qu'en présence de fénitrothion (35%).
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2.2-Dûscussion

Lo perturbotion de lo tronsmission nerveuses chez les insectes sous l'effet des

orgonophosphorés se situe princlpolement ou niveou de l'océtylcholinestérose. En

effet BRATSTTEN (1990) ; IBRAHIM et ot. (1974), KASTR| & CHANDRASHEKAR (1977)

remorquent que le pourcentoge d'inhibitlon de l'octivité cholinestérosique est

inféodé ou degré d'empolsonnement dû oux lnsecticides orgonophosphorés. Lo

phose d'intoxiccrtion est suivie por des séquences de tremblements qui envohissent

tout le corps de l'obeille puis por une immobilité générollsée. Cette immobilifé

correspond effectivement ô lo phose d'obottement ou (Knock Down: K.D) que

KASTURI & CHANDRASHEKAR (1977) ont pu observer quond le pourcentoge

d'inhibition de l'octivité chollnestérosique étoit compris entre 50 et 7096. Dons notre

cos, cette période o été observée ô 60% d'inhibition de l'octivité. Quont ô I'octivité

ATPosique, le fénifrofhion présente égolement un effet négotif, mois moindre que

celul induit por lo cyperméthrine.

L'oction des pyréthrlnoides et des orgonophosphorés sur l'octlvité nerveuse, est

toujours dhcutée, Nos résultcrts permettent de comporer les perturbotlons nerveuses

dûes oux deux closses de pesticides, sur quelques voies métoboliques de I'obeille

(Fig. 39). On soit que les pyréthrinoides de synthèse sont copobles, por leur oction sur

I'octlvité électrique de lo llbre nerveuse (NAI?AHASHI, '1980; 
CLARK & MATSUMURA,

1982), d'lnduire des sécrétions neurohormonoles (ORCHARD, 1980 ; NORMAN, 1980 ;

SINGH & ORCHARD, 1982). Lo mise en évldence des modificotlons ou niveou du

métobollsme des glucides esi un élément supplémentoire volldent I'hypothèse d'une

lloison entre l'effet des Insecticides neurotoxlques sur lo physiologie nerveuse et les

troubles du métobollsme glucidique. Des études complémentoires sur un

pyréthrinoide de synthèse lo bioresméthrine ( SINGH,1982; SINGH & ORCI{ARD.,1983)

permettent de relier les perturbotlons bioélectrQues ou niveou du corporo cordloco Ô

des sécrétlons de vocuoles ogissont dlrectement sur lo régulotlon de lo llpémle chez
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lo Blotte. Lo cyperméthrine et le fénitrothion semblent donc interférer ovec les

sécrétions neurohormonoles et le métobolisme glucidique d'une port, et ovec lo

quontité d'ATP synthétisée d'outre port. Cependont comme l'énergie de l'obellle

dépend du glucose en premier lieu, ce dernier subit un effet réguloteur qui seroit

neurohormonol, quoique le siège de cette octivité soit toujours sujef è discussion.

Lo différence entre I'effet des deux insecticides sur les perturbotions métoboliques

que nous venons de voir, nous permet, en effet, de retenir les points essentiels

suivonts:

l -Les méconismes biochimiques d'oction mis en jeu et les monifestotions observés

lors de l'lntoxicotion por des doses sublétoles de lo cyperméthrine et du fénitrothion,

semblent ne pos être les mêmes. Por exemple une forte diurèse o été observée

seulement chez les obeilles troitées Ô lo cyperméthrine.

2-Lo différence entre les conformotions stériques des deux insecticides, peut oussi

Induire une diffêrence de réponse bosée sur lo spécificité des sites d'olfoque.

3-Dons le cos générol, lo cyperméthrine opporoit plus toxique envers les obeilles que

le fénitrothion.

Les obeiltes romènent souvent du nector et du pollen contominés por des doses

tellement infimes qu'elles ne provoquent oucune répulsion. Ces oliments contominés

sont d'obord stockés puis consommés ou fur et Ô mesure por les colonies,

Introduisont générolement des doses qui ne provoquent oucune mortolité brusque ou

mosive ô court terme. Mois est ce que l'introduction dons les ruches de ces oliments

et leur consommotion ô très long terme, n'induisent pos une perturbotion dons

l'évolution générole des colonies et un offoiblissement dont lo résultonte seroit, Ô

terme lo perte du cheptelopicole ? C'est ce que nous ovons esoyé de de mettre en

évidence dons le chopiire quisuit.
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C-ACIPN DU CYMBUSCH (Cyperméthrine l@ m.o/l) SUR DES COLONIES D'ABElll"ES

SUR tE IERRAIN
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l-Résullols

Lo cyperméthrine o été retenue pour tester I'effet des pyréihrino'ides sur l'évolution

générole des colonies d'obeilles sur le terroin. Lo cyperméthrine est introduite sous

forme de produit phytosonitoire (cymbusch: '100 g de motière octive/litre d'éther de

pétrole) ô roison de 30 nmoles/litre de sirop de socchorose/ruche/semoine pendont

l4 semoines. Ensuite les ruches évolueront sons oucun nourrissoge. Lo cyperméthrine o

été choisie pour deux roisons principoles:

o-le principol but de cette recherche étont de voir si des insecticides introduits dons les

ruches ô des doses sublétoles provoquent des perturbotions dons l'orgonisotion

générole des colonies d'obeilles. ll se trouve que lo cyperméthrine o été souvent

détectée dons l 'onolyse des échontil lons (pollen et plontes) de l 'enquête

écopothologique (FLECHE ef o/., I 985).

b-Nous ne pouvions prétendre foire de même pour le fénilrothion dons le codre de

cette thèse. Compte tenu de lo lourdeur de lo mise en ploce et du nombre

d'observotions ô foire, il n'étoit motériellement pos possible de mener de front les deux

expérimentqtions dons des conditions suffisontes de précision.

En ce qui concerne les perturbotions biochimiques, nous nous sommes intéresé oux

éventuelles voriotions de lo glycémie et de lo fréholosémie, oinsi que de I'ATPose,

cibles privilégiées des pyréthrinoides comme nous l'ovons déjè vu. Lessoi o duré toute

lo soison d'été. Pour ce qui est de l'oction de lo cypermêthrine sur lo biochimle de lo

colonie: notre but n'étoit pos de suivre lo glycémie et lo tréholosémie sur un même

groupe d'obeilles duront les l8 semoines (ce qui est d'oilleurs imposible vu lo durée de

vie des obeilles en cette soison 40 jours dons les meilleures conditions), mois plutôt de

voir si une olimentotlon continue ovec des doses sublétoles, entroîneroit des

modiflcotions dons l'évolution de lo progéniture et du comportement de l'ensemble

des colonies en générol.
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l. I -PertuÈolions biochimiques.

l.l.l-[es glucides: Les courbes des figures 40o et 40b, montrent l'évolution des deux

composontes glucidiques (glucose et tréholose) chez les obeilles des lots témoins et

dons le lot troité, oyont reçu en nounissoge continu contenont de lo cyperméthrine è

lo concentrotion de 30 nmoles/l/ruche. Les voriotions du glucose duront les l8

semoines d'essoi présentent des fluctuotions dont I'interprétotions est délicote, Le lot

troité occuse une hyperglycémie significotivement différente por ropport ou lot

lémoin nourri è lo semoine 3. De lo semoine et ce jusqu'è lo semoine 12

l'hypoglycémie reste toujours présente et significotivement différente des deux lots

témoins. A lo semoine l4 ( semoine où nous ovons onêté de nourrir et de troiter pour

loisser les colonies évoluer d'une monière outonome), le lot troité montre une

hyperglycémie Les ruches du lot témoin supplémenté ou sirop de socchorose,

présentent un pic (3,7 mmole/D dons lo glycémie ô lo semoine 10, olors que chez le lot

témoin n'oyont rien reçu, ce pic est protiquement obsent. Chez le lot troité, ce pic

existe mois il n'opporoit qu'ô lo semoine 14. Au delè de lo semoine l4les trois lots ne

présentent plus de différence dons leur toux de glucose. En ce qui concerne le

tréholose,le lot troité présente présente une hypotréholosémie ou semoines 3,6 et I .

Mois I'hypotréholosémie lo plus spéctoculoire est otteinte ô lo semoine l2 (11,5

mmole/obeille. Le lot témoin non nourri ne présente de différence ovec le lot troité

qu'ô lo semoine 12 olors que le lot témoin nourri présente deux pics

d'hypertréholosémie ô lo semoine 3 et 12. Le nourrissoge provoqueroit donc une

orrivée mossive de socchorose dons l'hémolymphe et les glucosidoses le coupent

en glucose et fructose ô portir desquels il se reforme du tréholose. A port cette

porticulorilé, les voriotions ne présentont oucune outre zone intéresonte, sl ce n'est lo

mise en évidence de voriotions soisonnières dons le toux des différents métobolites

chez I'obeille. Au bilon,lo cyperméthdne instolle un déficit glucidique morqué ô lo fois

précoce et prolongé.
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1.1.2-Aclivité ATPosique: Les courbes de lo Figure 4l montrent l 'évolution du

pourcentoge d'iinhibition de l'octiviié ATPosique dons les 3 lots de ruches. Dès lo

première semoine du troitement opporoît une inhibition significotive (P<0,01) dons le lot

troité por ropport oux deux lots témoins qui ne présentent oucune différence entre eux.

Cette inhibition se mointient jusqu'ô l'onêt du troitement ô lo semoine 14. Le pourcentoge

d'inhibition oscille entre 2O7o et 35% , le moximum est otteint è lo semoine 10. Lo

cyperméthrine semble donc offecter d'une monière importonte l'octivité ATPoslque

des colonies troitées.

-f- lot traité nourri

-O- lot témoin nourri

-rF lot témoin non nourri

Juillet Septembre

Flgure 4l: Evolutlon du % d'lnhibltlon de l'octlvlté ATPoslque ô lo sulte du troltement ô lo
cyperméthrlne des cokrnles d'obeilles zur le tenoin.
': dlfférence houtement slgnlllcotlves entre le lot holté et les lots témolns (P<0,01).
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l. 2-Les surfoces olvéoloires.

Lo figure 42o, présente l'évolution des surfoces olvéoloires dons les 3 lots de ruches

pendont l8 semoines d'essoi. L'ollure générole des courbes montre d'obord un pic

quitémoigne d'une stimulotion de lo ponte chez les 3 lots de ruches ô lo semoine 3,

ovec une différence significolive entre les lots témoins et le lot troité jusqu'ô lo

semoine 5 où porodoxolement c'est le lot troité quisemble occuser une stimulotion

quont ô lo surdoce olvéoloire. Aux semoines 8 et 10, et l8 le phénomène s'inverse

nous ovons remorqué une diminution significotive (P<0,0O de lo surfoce olvéoloire

chez le lot troité por ropport oux 2 outres lots témoins. Entre les deux lots témoins

oucune différence n'o été observée. Lo figure 42b nous renseigne sur l'évolution

interne des ruches. L'indice d'occupotion (D indique lo port qu'occupent les codres

de réserves por ropport oux codres è couvoins. L'indice i diminue jusqu'ô lo semoine

6, ce qui signifie que dons lo ruche les codres offectés oux couvoins l'emportent sur

ceux des réserves, troduisont lo Lo forte octivité de ponte de lo reine. Cet indice ne

torde pos è ougmenter dons les trois lots, mois lo différence reste houtement

significotive entre les lots témoins et le lot troité ô portir de lo l6ème semoine, Cette

ougmentotion de l'indice de codres occupés por les réserves vo de poir ovec lo

dlminution de codres ô couvoins (Fig.43). Celo voudroit dire que foce ô lo déficience

de lo ruche en cowoin, les obeilles comblent donc le vide por des réserves en miel

et pollen, d'où l'ougmentofion des codres Ô réserves. fougmentotion du nombre de

codres ô couvoin chez le lot torité por ropport ô ceux des lots témoins ne veut pos

dire une ougmentotion de lo surfoce lovéoloire, mois seulement lo reine réportit so

ponfe sur plus de codre si bien que lo surfoce olvéoloire reste toujours Inférieure de

lo semoine I Jusqu'ô lo fin de I'essoi.
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Por contre dons le codre de cette expérience, oucune différence significotive n'o

été observée entre le lot troité et les lots témoins, sur le nombre de cellules ovortées

recensées sur 7 générotions Oob. l8).

Tqblequ 18: Nombre moyen (x t o) de cellules ovortées, recensées sur 100
olvéoles/ruche, pendont 7 générqtions ou cours de l'essoi sur le terroin dons les trois
lots de ruches troitées et les deux lots témoins.

Lots

Ruches

Troité Témoins nounis émoins non nounis
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l. 3-Comportemenl et oclivilé des obeilles.

Dons les conditions normoles,lo couse princlpole de l'offoiblisement d'une ruche est

le non renouvellement conlinu de lo populotion. Ceci peut être une conséquence soit

oux problèmes d'opprovisionnement nutritlonnels, soit de lo dlsporttion de lo reine,

soit de so boisse de fécondité, ou I'interférence ovec des molodies. Dons le codre

de l'esoi ou bout de 16 semoines 8096 des ruches du lot troité ont chongé leur reine,

contre 40 % dons le lot témoin nouni et 30 % dons le lot témoin non nourd (Fig. 44o).

L'octivité des obeilles (Fig. 44b) n'occuse jusqu'ô lo semoine 7, oucune différence

significotive entre les 3 lots de ruches. Aux semoines 8 et I l, le lot troité présente une

octivité opporente supérieure ô celle des lots témoins, ensuite l'octivité des ruches

troitées devient significotivement inférieure ô celles des témoins. En foit,lo période de

forte octivité du lot troité coincide porfoitement ovec un phénomène de pilloge qui

s'est instollé oux mêmes semoines I et ll. Alnsl beoucoup d'obeilles des ruches

voisines qui venoient piller les ruches troitées devenues très foibles, ont été comptées

pormi les obeilles troitées, cor lo dlstinctlon entre les butineuses des différents lots étoit

impossible, d'où lo 'pseudo forte octivité'du lot troité enregistrée oux semoines I et

I L Lo conséquence directe de ces perturbotions ô long terme est lo mort des ruches

(Fig. Æ). Lo mortolité commence ô lo semoine l0 dons le lot troité et le lot témoin non

nouni. Le lot supplémenté ou sirop n'est otteint qu'ô portir de lo semoine 14 et ne

perdro qu'une seule ruche tout ou long de l'esoi (14 %). Le lot témoln non nounl ouro

perdu 28 % des ruches por contre le lot troité orrivero ô lo fln de I'expérience ovec 7l

% de perte.
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1.4-Vodotions d€s polqnÈtres climoliques dons le site erÉrirpnfol

Lo tempéroture, l'humidité et les précipitollons (Fig.4é et 47) n'ont pos été très dhïérentes

des moyennes enregistrées lors des onnées précédentes, por comporoison ovec les

relevés de lo météorologie notionole bosée ô Nice. Cependont l'humidité o morqué

cette onnée un sout considéroble vers lo l4ème semoine où le toux o qtteint 98% le jour

comme lo nuit ô couse des fortes précipitqtions qui ont eu lieu ô cette même dote (Fig.

47). A port cette porticulorité, on peut dlre que les poromètres climotiques sont restées,

conformêment oux moyennes qui nous ont été communiquées por lo météorologie

nqtionole è Nice.
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l. S-Anolyses pollinicpres

En onolysont le tobleou (l'ob.l9): On osiste ô une inversion ou cours du temps des

espèces végétoles visitées por les obeilles comme en témoigne l'onolyse des pollens

domlnonts. A 1o semqine 5le myrte est dominont, olors que le plontoin et le liene sont

peu présents. A portir de lo semoine 7 ily o inversion des pollen dominonts.

ToHequ 19: Anolyse pollinique effectuée ou loborqtoire pendont l'esoisur le tenoin, sur
le pollen récolté por les obeilles.

Scmolne Pollens domlnonls Pollcns lcolés
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l. 6-Anolyse toxicologlques et pothologiques

Les onolyses toxicologiques du le pollen, ovont l'essoi, n'ont révélé que des troces

de lindone et de soufre ô des toux inférieurs ô 2,4 l0-5 nmole/g de pollen provenont

certoinement des troitements des cultures voisines. Por contre ô oucun moment de

l'expérience nous n'ovons constqté lo présence de cyperméthrine dons le pollen,

donc lo seule et unique source de cyperméthrlne reste effectivement lq nôtre, Mois

on ne peut strictemenf offlrmer que l'htervention d'outres pesticides n'o pu ovoir

lieu. L'onolyse des résidus (Fig. 48o) o révélée, dons les obeilles vivontes, du lindone

ô l'étqt de troces dons les trois lots de ruches entre 0 et 0,@3 nmole/obeille. Quont ô

lq cyperméthrine, elle o été défectée ô 3 reprises: Une fois dons le miel des lots

troités (1.27 lO-3 nmoles/g), deux fois ô roison de 2,1 l0-3 nmoles et 2,6 l0 3

nmoles/obeille dons les obellles troitées, et une fois dons les guêpes (Apivores: qui

se nounissent d'obeilles entre outres) ô un toux très élevé 9,4 lO 3 nmoles/obeille.

Ces guêpes proviennent des nids qui se sont formés outour des ruches. Cette dose

qui est 5 fois plus élevée que chez les obeilles troitées prouve que lo cyperméthrine

s'occumule le long de lo choîne olimentoire d'une port, et d'outre port que lo

cyperméthrine subit une concentrotion ovec un coefflcient (k =5) chrez les

prédoteun.

x2  x2  x5

SIROp.....+ MIEL- ABEILLES _> GL]EPES

Flux dc lo cypermôlhrlnc cl cofflclcnl opporcnls dc lrondcrt

Pqr contre rien n'o été détecté dqns lo clre fobriquée froichement fobriqueé por les

obellles, souf quelques troces de fluvolln cIe (2,6 l0-3 nmoles/g de cire), mols qul

existolent déjô ovont I'essol. L'onolyse toxlcologlque des obeilles mortes n'o été foite

qu'une seule fois sons détecter de cyperméthrine. Aucun signe pothologique ni de
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comportement suspect è l'extérieur des ruches n'ont été été observé dons les trois

lots de ruches sur ke fenoin. Quont ô lo cinétique de dégrodotion de lo cyperméthrine

dons le sirop de socchorose elle o été suivie pendont 5 joun ou loborotoire (Fig. 49o).

Cette courbe est une sigmoide descendontr q'on peut troiter pqr : Co/Ct=116$Q)n + I

dont lo régresion lineoire (Fig. 49b) lo période T50 en Jours de 36 jours.

0

-1
345

Hgurc 49: Clnéthue de dégrodollon de lo cypemélhrlne dons du slrop de socchorose pH 6,8
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y  =  -9 ,3065  +  2 ,6 l l 6x  r=0 ,943
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Pholo 8: Composition du rucher ô lo fin de l'essoisur le tenoin,lot troité nourri (A),lot
témoin nourriou sirop de socchorose (B).



9: Les ruches du lot témoin non nourri (C) oprès l8 semoines d'essoi.
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2. l-RârulsMt6 de lo cyPemÉlhrine

L'obeille subit directement ou indirectement l'oction des insecticides lors des

troitements des cuttures dons les chomps, et même longtemps oprès (CUNCH et ol.'

1973 ; SCHIRO, l98ô; FAUCON etot, 1986b; MANSOUR & AL-JILAU. 1984, 1985; NAION et ol.'

l9gé). COX & WILSON (1984) constotent que les obeilles subissent une répulsion vis è vis

de lo cyperméthrine dons une gomme de concentrotion comprise entre 12 et 48

nmotes/|. FRTES & WIBRAN (1986) ô lo suite d'un troitement Ô lo cyperméthrine en plein

chomps è l0,] mde de motière octive/ho, notent que les résidus de lo cyperméthrine

sont détectés du 6ème ou 8ème Jour oprès épondoge et que lo répulsion dure jusqu'ou

1gème jour. De leur port DELABIE ef oL(1985o) confirment lo répulsivité de lo

cyperméthrine, et estiment que lo quontité réellement émise dons les chomps est

450x10ô fois inférieure ô lo DL50 et ne constotent oucun résidu dons les ruches ni dons le

pollen. Nous n'ovons constoté, pour notre port oucune répulsion Ô lq dose qdministrée

dons nos ruches (30 nmoles/Uruche), Lo totolité du sirop étoit consommé dons les 24

heures qui suivoient.

Mois qu'onive t-ilquont lo teneur en cyperméthrine n'est plus répulsive?.

2. 2-PertuÈofions comportemenloles

Les pyréthrinoides peuvent effectivement offecter les colonies d'obeilles oprès

trqitement ô des doses lorgement inférieures ô celles permises comme celo o été bien

démontré lors de notre expérimentotion sur le terroin et dont les résultqts coincident

ovec ceux de CAZANEVE ef oL (1980), HARIS & TURNBULL (1978), SHIRES ef ol. (1984). Ces

derniens outeurc oprès un troitement ô lo cyperméthdne (cymbush) Ô des doses de 0O2

et 0O4 mole/ho, notent que les colonies d'obeilles subisent des troubles considérobles

dons lo récolte du pollen, des visites des fleurs et enfin induisent une forte mortolité Ô

long terme. De teur côté COX & WILSON (1984) observent qprès un troitement Ô lo

cyperméthrine, que seulement 43% des obeilles butineuses onivent Ô retrouver le
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chemin des ruches. Des modificotions dons lo communicotion entre les obeilles et

notomment lo donse en zig zog qui informe sur lo position exocte d'une source de

nountture, prend un ongle obenont por ropport ou soleil(SHRIKER, 1974>.

2. 3-PerluËolions biochimiques

En ce qui concerne les perturbotions métobollques, nous ovons pu observer une

diminution d'octivité AÏPosique du glucose et du tréholose dons le lot troité. En plus de

cette inhibition nous ovons noté oussi des vorioiions vroisembloblement liées oux

lluctuqtions normoles et ô I'opport hebdomodoire de sirop. KUNERT & CRAILSHEIM (1988)

oinsi que CRAILSHEIM (1985, 1986) constcrtent qu'en l'obsence de toufe intoxicqtion, le

métobolisme glucidique subit des fluctuqtions en fonction des soisons.

2.l|'Êllel de lq cypernethdne sur lecowoin

Quont ô lo surfoce olvéoloire, elle o montré une nette régresion chez le lot troité Ô lo

cyperméthrine. FRIES & WIBRAN (1986) observent qu'un troitement ù lo cyperméthrine Ô

0,04 mole/ho entroîne une dlminution dons lo surfoce du couvoin et que lo

cyperméthrine o dovontoge tendonce ô persister dons le pollen. ATKINS & KELUM.

(1986) ô l'oide de microgouttes déposées directement sur les lorves démontrent que lo

cyperméthrlne posède effectlvement une oction négotive sur les obeilles du stode

loruoire jusqu'ou stode odutte. FERGUSSON (1989) démontre que les pyréthrinoides

introduits ô des doses sublétoles provoquent lo dlminution de lo surfoce olvéoloires por

ropport oux lots témoins. A roison de 4,5 nmoles de cyperméthdne/g de pollen SHIRES

ef oL(l984) obtiennent une dlminution de surfoce du cowoin et de l'octMté des obeilles

dons les ruches ou bout de trols mols. Nos résultots et ceux de lo littéroture montrent que

du foit de lo non répulsivité de lo cyperméthdne ô des doses inférieures Ô lo D150, cette

molécule provoque des troubles dons lo totolité de lo colonle en empruntont le chemin

de lo choîne olimentoire, tel qu'il o été suivl por les onolyses toxlcologlques, ou le
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morquoge rodio-isotopique o, l98RU, dons un outre cos expérimentol (DELVERT-

SAUERNO. 1963).

DAVIS & SHUEL (1988) et WITTMAN (1982) ont effectivement constoté que des

insecticides morqués ou l4C otteignent le couvoin por l'intermédioire des obeilles

nourrices.

et poll,en ) butbtwr;lses + stachn'get ûeiIIP's trourriÆ?'s

* Feîtw * couvo;i,n.

Lo simulotion sur le terroin que nous ovons foite o permis d'une port, de confirmer ce

possoge ô trovers lo choîne olimentoire (ollont jusqu'ô qtteindre les prédoteurs des

obeilles, les guêpes) et d'outre port, de confirmer l'oction nocive des pyréthrinoides sur

le développement générol des colonies.

L'origine de l'olimentotion de lo lorve est double: directe et indirecte, le nounissoge

direct se foit por slmple régurgitotion du miel stocké dons le jobot (HARDY & SKROBAL,

197éD olors que, l'olimentotion indirecte correspond ô l'opport proteique et lipidique qui

provient des sécrétions des glondes hypophoryngiennes et mondibuloires. Lo gelée

royole est strictement réservée oux futures reines. Des études complémentoires sur le

trojet que suivent les insecticides dons le chcuit trophyloxique qvont d'oniver oux lqrves,

ont été effectuées por le morquoge rodio-isotopique des corbomqtes, ou des

orgonophosphotes et pyréthrinoîdes chez l'obeille nourricière. Le jobot, lieu de

stockoge des oliments (DOUAULT ef ol., 1974), est pouvre en certoines enzymes de

détoxificotion des Insectlcldes, les oxydoses (GILBERT & WILKINSON, 1974>. De plus,

DAVIS & SHUEL (1988), oinsl que WITTMAN (1982), remorquent que lo plus importonte

quontité d'insectlcide se retrouve dons le Jobot. Donc, Lo cyperméthrine non

métobolisée est régurgitée directement ou couvqin por lo nounice. Le risque est olors

d'outont plus élevé que les lorves sont nounies por plusieun nourices è lo fois (REMBOID
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& CZOPPELT, 1982). Les nounices sont donc le vecteur principol de l'oliment contominé

jusqu'oux lorves. JOHANSEN ef oL(1983) remorquent que les insecticides provoquent une

régurgitotion plus importonte du miel donné oux lorves. De ce foit lo lorve reçoit non

seulement une nourriture polluée mois ousi distribuée en plus gronde proportion. Lo

réduction des glondes hypophoryngiennes et mondibuloires sous l'effet des

insecticides (BEETSMA et o1.,1975) entroîneroit un oppouvrissement de I'olimentotion en

protides et en lipides, nécessolres ou bon développement du couvqin. Toutes ces

données justifient nos observotions sur I'effet de lo cyperméthrine sur le couvoin (æufs

et lorves) et por conséquent sur lo surfoce olvéoloire.

Mois si les études sur lo toxicologie lorvqire se développent de plus en plus (REMBOI-D &

CZOPPELT, 1982, CZOPPELT & REMBOLD, l98O celles sur I'occumulotion des insecticides

et leur oction sur les ceufs restent foibles. Pourtont l'oction des pyréthrinoides ne peut

être que plus forte sur les æufs, puisque les méconismes enzymotiques de

détoxificotion ne sont déclenchés qu'ô portir du stode loruoire (CZOPPELT & REMBOLD.,

1985), De plus les protéines et lipides étont offectés por les pyréthrinoîdes (BOUNIAS,

1985q, M'DIAYE & BOUNIAS, 1993), un oppouvrisement du vitellus des æufs ou cours de

so formotion chez lo reine n'est pos exclu. Lo cyperméthrine ogiroit proboblement en

inhibont des réguloteurs de croisonce (Ecdysone et hormone juvénile) qui seroient

impliqués dons l'éclosion des æufs (HERBERT ef oL, 198é). Le stode lorvoire est donc

beoucoup plus wlnéroble chez l'obeille mellifère (DAVIS et o1.,1988)oux ogresions des

insectlcides, pouvont ollerJusqu'è l'qffqiblhsement totol du cheptel opicole.

2. s-Prcblèrne posÔ pqr l'occeptollon des plnes

Au coun de nos trovoux, nous ovons été confronlé ou problème de l'occeptotion des

reines por des esoims orphelins. Une lorge recherche o été effectuée por SZABO &

TOWNSEND (1974), SZABO (1974), CURRIE & JA (19æ), FREE ef ol (1990), sur les problèmes

posés por l'lntroducfion des relnes. Un phénomène qui reste jusqu'ô présenl mol
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élucidé. Nous ovons noté que seulement 2l ruches, sur les 4O ou déport, on occepté lo

reine, soit 5t%. RA"JASHAIGRAPA (1979) qtthe l'ottentlon sur ce même phénomène mois

sur Apis cercna en préclsont que souvent les obeilles orphellnes refusent même de

toucher lo reine introduite. De leurcoté CHAUVIN (1969;, SZqBO Q974), FERGUSSON & FREE

(1980), montrent que lo communicqtion entre lo reine et les obellles est phéromonqle. Le

contoct se foit d'obord entre lo reine et le'cortège'des obeilles occompognotdces,

qui tronsmettent l'lnformqtlon ensuite ou reste de lo populqtlon por simple contoct en

choîne. ll se pounoit que lors de l'émergence de lo relne de so coge de tronsport, so

reconnoisonce por lo populotlon demonde un temps de lotence, un déloi (qui seroit

lntéressont ô étudler) nécesoire pour que l'lnformotion puise posser de lo relne ou

reste de lo populotlon, qfln que toute lo ruche s'lmprègne de l'odeur de lo nouvelle

reine. L'ôge des obellles est un outre focteur qui semble entrer en Jeu dons

f'occeptotlon des relnes. En effet PERSHAD (19é6) VABO (1974) concluent ô lo fin de leur

trovoux que les Jeunes obeilles, ôgées de moins de 7 Jours, occepterolent plus

focilement une nouvelle reine, que des obeilles ôgées de 14 ô 2l jours. Selon PHAM ef

ot.(1982,1993) e système olfoctif des obellles est rudimentoire chez les plus Jeunes de I

ô 6 Jours: qutrement dit, ô cet ôge les Jeunes obeilles ont suffsomment de temps pour

s'odopter ô lo nouvelle phéromone royole l'oclde céto-9-décène-2tronsoîque

ldentiflée por BARBIER & LEDERER (1960). Por contre les obeilles ûgées de plus de 6Jours

ourqient des dlfflcultés ô occepter une nouvelle relne: les obellles ô cet tge ont

proboblement déjè flxé l'emprelnte chlmlque phéromonole de leur reine d'origlne, et

olnsl ll devlent très dhTlcile de remplocer cette empreinte por une outre. Donc

I'introduction d'une nowelle reine dons un groupe d'obeilles ôgé poroit être une tôche

qul présente peu de succès.

Lo mqturité sexuelle de lo reine est un focteur qul o son importonce.YAVADA & SMIÏH

(]971) estlment que les obeilles occeptent plus focilement une reine vlerge, et

f'sttroctlon dlmlnuerolt ovec l'ôge des relnes. (BUTTLER & SIMPSON, 1971 ; FREE et ol.,
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1990) signolent que les obeilles orphelines préféreroient une jeune reine qui s'est

développée ou sein même de lo colonie. Nous ovons ousi remorqué que souvent, por

besoin, une populotion peut occepter une reine étrongère ô lo ruche, mois dès qu'une

nouvelle reine émerge, lo reine mère est rejetée. Les ouvrières semblerolent donc plus

sensibles ô lo présence d'une reine qu'elles ont elles même élevée. Ce phénomène

semble s'omplifier en présence de lo cyperméthrine qui provoque une modificotion du

comportement collectif.

Trois focteurs primordioux semblent ogir sur I'occeptotion des reines por des obeilles

orphelines.

a-Lo phéromone ottroctive de lo reine qui ouroit son origine dons les glondes

mondibuloires et sous cutonées (WELTHUIS, 1972; BUTTIR & SIMPSON,1971; FERGUSSON

& FREE, 1980). Lo dimlnution de lo phéromone royole en quolifé ou en quontité peul ovoir

un effet inverse sur le développemenf des glondes mondibuloires des ouvrières (GARY,

196l ; COSIA-LEONARDO, 1980.

P-L'ôge des nuclei (poquets d'obeilles orphelines), puisqu'en obsence de reine, les

ouvrières ont tendonce è développer leurs propres gonodes et Ô pondre.

1L'ôge et L'étot des reines Introduites vierges ou déjô fécondées. ll convient d'en

ojouter qu moins deux outres, ô sovoir:

1-Le dékri nécessoire pour que lo ruche soit imprégnée de lq phéromone émonont

de lo nowelle reine introduite.

T2-Lo roce de lo reine, qulouroit peut être son effet sur le tqux d'occeptotion ?

1l est proboble que lo cyperméthrine fose intervenir lo phéromone Indlrectement en

ogissont sur les glondes mondibuloires de lo reine (BEETSMA et ol., 1975). En les

otrophiont, !e pestlclde provoquerott une déflcience en quontlté et quollté de cette
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phéromone d'où diminution des signoux de reconnoisonce (celo seroit intéressont Ô

vérifier dons des trovoux ultérieurs) ce qui pounoit Induire une recrudescence de

I'ogressivité des ouvrières envers lo reine, suivie souvent, por son rejet hors de lo

colonie. ll est évident que lo vie en groupe ou société, modifie lo physiologie des

individus. ll est por oilleurs possible d'étoblir des liens de couses Ô effet, cor lo populotion

est contrôlée por une phéromone qui ogit sur les obeilles et provoque des modificotions

d'ordre phpiologique et comportementol. Lo figure 50 résume les différentes oltérotions

susceptibles d'être provoquées por lo cyperméfhrine et les conséquences que subit un

cheptelopicole en fin de choîne.

2.6-Comporqison ovec lo sittrstion réelle en chompo

Une des premières locunes des tests ou loborotoire est qu'ils se limitent Ô I'observqtion

d'obeilles isolées. Or, seule lo colonie d'obeilles forme une unité; qu'il s'ogise donc de

lo destruction de quelques butineuses ou de lo mojorité des obeilles d'une ruche, le

dommoge constitue une qtteinte ô l'ensemble de lo société (DOUTT, 1959). Ainsi, si un

certoin nombre d'obeilles meurt por intoxicotion oiguë, les outres peuvent romener Ô lo

ruche des toxiques qui empoisonnent le cowoin ei les ouvrières (MOFFÊ'I et ol., 1972). Ên

outre si lo mortolité n'est pos soudoine et en l'obsence d'hécotombes, les perturbotions

métoboliques enregistrées ou cours de l'essoi sous I'effet de lo cyperméthrine oussi

bien ou loborotoire que sur le terroin, montrent bien les préjudices que subisent les

obeiltes, ce qui ô long terme (5 mois) entroîne lo disporitlon de lo quosi totolité du lot

troité. ll est donc compréhensible que les obeilles puisent s'empoisonner peu Ô peu è

l'lntérieur de lo ruche, d'outont plus qu'elles ne sont plus en groupe restreint Ô l'lntérieur

d'une cogetie, mois dons une société où beoucoup d'outres focteurs vlennent

omplifier l'effet de l'lnsectlcide, comme celo o été détqillé dons les chopitres

précédents. De plus dons les esois de loborqtolre se trouvent réunies les meilleures

conditions pour que les obellles qtteintes por I'intoxicqtion porviennent Ô surmonter
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éventuellement leur hondicops puisqu'elles ont du sirop de socchorose et de I'eou ô

disposition, olors que dons lo noture elles sont soumises oux ogressions extérieures et

peuvent se troîner sur le sol jusqu'ô épuiser leur réserves sons pouvoir gogner leur

ruches. Les tests ou loborotoire onnoncent por défout le risque et sous estiment

beoucoup de focteun externes. En effet on peut penser que les obeilles ne butinent les

fleurs troitées que quelques joun oprès pulvérisotions, il est cependont prouvé que les

pollens contominés por les insecticides, notomment, peuvent rester toxiques 8 mois

dons fo ruche (JOHANSEN,1977). Comme on l'o déjô souligné, l'oction d'un pesticide ne

se troduit pos uniquement por lo mortolité des individus, mois égolement por des effefs

ô long terme qui peuvent se monifester, tel que l'ogresion de lo reine, perturbotion du

comportement et le pilloge qui provoquent des dommoges ossez sérieux oux

colonies. Les effets pernicieux cumulotifs des doses ingérées se monifestent por une

mortolité dons toutes les closses d'ôges et por un omoindrissement du cheptel opicole

ô long terme. ll semble donc très difficile d'extropoler des tests de loborotoire ô lo réolité

du tenoin, et rien ne remplocero l'expérience réelle sur le tenoin. Réciproquement, les

esois de loborotoire devroient permettre de comprendre les méconismes porticuliers

qui interviennent dons le résultot finol observé sur le terroin,

2. 7-Estimqtion c[.r Rlsque

Nous sommes en présence d'un insecticide'lo cyperméthrine'dont nous connoissons

les effets ô long terme et ô gronde échelle, non seulemenf sur les colonies entières,

mois sur plusieurs poromètres biochimiques. Or pour cet même insecticide nous

dlsposons d'esois ô court terme ou loborqtoire, portonts d'une port, sur les mêmes

poromètres biochimlques (glucldes et ATPose), et d'outre port, sur des poromètres de

mortolité. Lo question est donc: dons quelle mesure les essois ou loborotoire se

répercutent-ils sur ceux du tenoin ? que peut on conclure en terme de 'RISQUE' ou de

prédlction d'effets que peuvent enfroîner des doses déflnies de cyperméthrlne ou
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lobolofoire, lorsqu'on posse sur le terqin ?.

Lo première opproche ou loboroloire nous o permis d'éloblir, d'obord, les relqtions

doses-morlolilés qui ont obouti ô lo délerminotion de nouveoux poromèlres de létolité

(nl, Â et dT50) en plus de lo D[50, colculés lors d'un nourrissoge continu è lo

cyperméthrine. Ces derniers se sonl ovérés révélofeurs d'une loxicité chronique: or

cetle chronicilé constilue un des ospecls les plus imporlonls de celle élude

loxicologique ; cor elle permet d'expliquer tes dégôts que provoquetoienl une

intoxicolion similoire quise posseroit sur le lerrqin suile à une occumulolion dons le miel

d'inseclicide qui ne seroil pos ou premier obord morlel pour lo colonie, londis qu'un

nourrissoge conlinu étoté sur plusieurs mois pourroit ovoir de groves conséquences

suile ô l'effel cumulotif dons l'orgonisme. Celo o étê le cos, pout lo cyperméthrine, dons

le codre de nolre essoi. Ensuile les poromèlres biochimiques pour ce même inseclicide

ont monlré qu loboroloire el sur le leroin iusqu'ô lo semoine 12 un élol permonenl de

déficit en énergie esfimé por I'hypoglycémie el l'hypotréholosémie. ll esl proboble que

cetle modificotion dons lo glycémie et lo tréhotosémie enregislrée ou loborqloire selon

une cinélique de 3 heures, reflète une perlurbolion lemporoire dûe ou mélobolisme du

loxique, ou delà de loquelle il inlervienl une récupérolion de cerloines focullés du

métqbolisme glucidique. Néonmoins le glucose reste quond même un lesl précoce

non dépouryue de signol à ptus long ferme, en tonl que signe d'un déficil en ATP.

D'outre porl, les mesures sur le lerroin ont été etfecluées ô portir de prélèvemenls

d'obeilles ocfives: or, un déficit d'ATP est encore déceloble si to glycémie n'o pos

encore éfé oboissé ou dessous d'un seuil critique. En revonche, dès que le déficil

glycémique déposse ce seuil, sons possibililé de reslourolion por le glycogène produil

en prêsence d'ATP, les obeilles cessenl de trovoiller el échoppenl même qux

prélèvements pour onolyse. ll seroil inléressont d'effecluer ces onolyses sur des

onimqux présenlonl des signes d'qffoiblissement groves. Mois tà encore, il se présenle

un obslqcle: celui du volume d'hémolymphe. ll seroif donc indispensoble d'obrewer
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les onimoux dons des conditions définies, de monière ô rétoblir un volume

d'hémolymphe normol, ne foussont pos l'expresslon des concentrotions mesurées.

Quont ô l'octivité AÏPosique, ily o une porfoife concordonce entre les effets provoqués

ou loborotoire et sur le terroin por lo cyperméthrine sur cette enzyme. Ce test

présenteroit, por qilleurs, l'ovontoge de compléter l'onolpe des poromètres de létolité

colculés ou loborotoire, en précisont les troumqtismes biochimiques que subissent les

obeilles succombont ou résistont oux Intoxicotlons. L'extropolqtlon des résultots de

loborqtoire ou tenoin, est une étope très difficile ô opérer, mois Indispensoble pour

estimer le risque encouru por les obeilles dons lo protique. Néonmoins on peut noter que

lo boise de glycémie et de l'octivlté ATPosqiue ô long terme sont osez bien liées ô lo

surfoce olvéoloire, ces correspondonces pourroient foire portie des prédictions

eventuelles Donc lo certitude de lo toxicité de lo cyperméthrine sur les obellles ou

loborotoire, o constitué une présomption des effets ô long terme dons les conditions de

notre esoi, non plus sur un groupe restreinf d'obeilles, mois sur toute lo colonie. Le risque

d'intoxicotion ou loborotolre en complément d'outres techniques d'investigotion

comme les nouveoux poromètres de létolité, nous permettroient d'évoluer les risques

d'intoxicqtion por un produit ovec une meilleure fiobilité. Lo figure 5l résume les étopes

llonts les esois ou loborotoire ovec ceux effectués sur le tenoin.
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De ce trovoil nous pouvons retenir que les obeilles subissent les effets de lo

cyperméthrine et du fénitrothion. En ce qui concerne l'évoluotion de leur loxicité, lo

cyperméthrine et le fénitrothion sont effectivement houtement toxiques pour les

qbeilles. l'emploi de ces deux insecticides en pleine floroison pourroit sqns oucun doute

porter préjudice oux colonies d'obeilles. Foce oux critiques de plts en plus nombreuses

sur lo notlon de lo D150, ll est égolement intéressont de retenir que les nouveoux

concepts toxicologiques obordés icl, sont importonts, cor ils permettent l'étude

toxicologique d'un produit sous un ongle différent. Les poromètres que nous proposons

tiennent compte de l'ospect chronique, ou des consêquences susceptibles de ne se

monifester qu'ô long terme, controirement ô lo D150. Toutefois, des oméliorotions sont ô

opporter quont ou mointien des obeilles en coptivité, où plusieun focteurc semblent

poser des problèmes sur leur survie en cogettes, tels: L'isolement, I'olimentotion,

l'obsence de reine, les difficultés d'excrétion et une incopocité ou vol. Lo toxicité oiguë

s'intéresse ô lo notion de vie ou de mort de l'obeille duront un temps fixé ou préoloble

(24, 48 ou 72 heures), cependont l'obeille peut subir des perturbqtions biochimiques ou

contoct des insecticides sons pour outont succomber. Lo cryptotoxicité, qui se bose sur

l'étude de certoins composés hémolymphqtique(glycémle) d'une port, et de l'octivité

de certoines enzymes (ATPose, AChE) d'outre port, peuvent révéler les perturbotions qui

surviennent lors d'une intoxicotion sons qu'il y oit pour outqnt mort immédiqte. Lo

cyperméthrine et le fénitrothion ogisent d'une monière slgnificotive sur le métobolisme

glucidlque. Le glucose et tréholose dons l'hémolymphe subisent une chute brutole qui

peut se révéler dongereuse por lo lloison directe qui existe entre glucldes et fournlture

d'ênergie (AIP), outont pour l'obeille en tont qu'indivldu que pour toute lo populqtion.

L'élude de l'oction de lo cyperméthrine sur I'ATPose o montré effectivement une

Inhibitlon responsoble de lo dlminutlon d'énergle pour le bon déroulement des réoctions

biochimiques couplées ô l'hydrolyse de I'ATP. L'océtylcholinestérose, utilisée comme



1&

morqueur pour juger les troumotismes subis por l ' insecte ou contoct des

orgonophosphorés, montre une inhibition ossez importonte pour provoquer une

diminution de motilité, liée ô une perturbotion dons lo lronsmission nerveuse. Lo

cyperméthrine, introduite ô des doses sublétoles dons des colonies d'obeilles, entroîne

des modificqtions biochimiques qui inhibent le métobolisme énergétique et protidique,

se répercutont sur I'octivité globole de lo ruche. Ceci se monifeste, en effet, por des

oltérotions observées ou niveou de lo surfoce du couvoin et de lo fécondité de lo reine,

tondis que les relotions obeilles/reine sont égolement offectées ô long terme por une

dose sublétole de cyperméthrine.

* Quelques voies ouverles è de fufuiæ invesligolions

ll seroit intéressont d'opprofondir certoins résuttqts, comme perspectives de recherches

pouvont foire suite ô ces lrovoux, el notomment étudier d'une foçon plus détoillée l'effet

conjoint de lo cyperméthrine et du virus de lo molodle noire ou d'une outre pothologie

bien connue. Por un morquoge rodio-isotopique, ensuite, essoyer de suivre lo

pénétrotion de lo cyperméthrine et du virus ô l'intérieur de I'qbeille, ofln de déceler les

sites et le mode d'octlon, oussl bien différentiels que commun pour enfin donner une

explicotion, et confirmer s'il y o effectivement synergie ou un simple effet odditif des

deux toxicités. Ce sujet ô été pris en considérqtion por le loborotoire et des études sur

I'effet conjoint entre le llndone et le vins de lo molqdle nolre ont déjô été lqncêes.

Les futures recherches devroient ousi porter sur le problème de I'occeptotion des

reines. ll seroit Intéressont d'étudler l'introduction des relnes étrongères non pos

directement dons les ruches, mois plutôt dons un lnsectorium où se trouveroient

seulement des codres ô couvoin, de monlère ô ce que les obeilles noissontes qui

n'oient pos encore fixé l'emprelnte chimique phéromonqle d'une relne, soient

directement en contoct ovec lq nouvelle reine. Le pourcentoge d'occeptotlon seroit

certolnement plus importont.



r66

De ces recherches il découle lo nécesité d'opporter quelques modificotions quont è

l'étude de lo toxicité sur les obeilles. Les lots de 30 obeilles por cogette ne compensent

qu'imporfoitement lo perturlcoiion de I'effet de groupe, que subisent les obeilles, sons

oublier lo reine et ses effets sur l'équilibre de lo populotion. llseroit intéresont d'étudier lo

toxicité en I'obsence et en présence de lo phéromone royole synthétique ofin d'évoluer

l'incidence qu'elle pounoit ovoir sur l'équilibre d'une populqtion restreinte en cogette.

En outre, dès que le test dépose 24 heures, le problème de lo défécotion s'instolle, En

effet, dons les conditions normoles, les obeilles sont obligées de sortir de lo ruche ef de

déféquer en vol. En coptivité, elles se privent d'excréter, leur obdomen gonfle et leur

olimentotion diminue. Cecijoue sons qucun doute un rôle sur lo toxicité de l'insectlcide,

puisqu'une outo-intoxicotion vient s'y greffer. C'est pour celo qu'oujourd'hul nous

proposons deux méthodes d'évoluotlon de lo toxicité, (en we de l'homologotion des

produits phytosonitqires): lo première ou loborqtoire et l'outre sur le tenoin. Celle du

loborotoire pourro s'ojouter lo D150, por de nouveoux poromètres toxicologiques en

subchronique (dI50, nt, et éventuellement ^) qui se boseront sur toute lo vie de I'obeille,

mois ovont tout les recherches devroient s'orienter vers l'éloborotion d'un nouveou

système de cogettes quipermettroit de pollier les controintes que nous venons de citer,

puisque. ll poroîtroit opportun d'envisoger un système de cogettes expérimentoles

munies d' une chombre de vol d'excrâion (Fig. 52), surtout pour des tests dépossonts les

72 heures.

On pourroit oussi pollier leffet de groupe et l'effet reine qulfont défout dons les esois en

cogettes, por un système de 'microsociété'. En résumé: ou lieu de se limiter ô des

cogettes de 30 obellles chocune, ll seroit plus lntéressont d'entreprendre les tests ou

loborqtoire dons une enceinte close, ovec une oire de vol, Cette procédure ne feroit

plus oppel ô des cogettes mois utlllseroit des ruchettes ou sein desquelles les effets de

beoucoup de focteun blologiquement préjudlciobles seront qtténués
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ptoi coulissante

Figure 52: Prototype de cogette ovec chombre de vol et d'excrétion

Lo toxicité ou loborotoire devro se compléter por le test en plein chomps comme nous

I'ovons présenté le long de cette thèse. Ce test prendro en compte d'un coté, I'ospect

cryptotoxicologique essentiellement biochimique troduisont l 'étot interne

physiologique, et d'un oufre coté,l'évolution générole des colonies d'obeilles bosée sur

l'étude de lo fécondité de lo reine,lo surfoce olvéoloire et enlln l'octivité des obeilles. En

dépit de lo lenteur et des efforts que cette méthode requiert, les informotions oinsi

fournies lo rendent précieuse et prometteuse.

Enfin, ou terme de ces recherches il nous poroîT copitol de signoler que les tests de

toxicité chronique devroient être oxés sur les perturlcqtions que peuvent induire les

inseclicides sur lo reine ef so fécondité. En effet, lo dépopulotion des colonies en

obsence d'occidents groves qul seroient dûs ô une mouvoise monipulotlon des

pesticides ou ou non respect des normes étoblies por lo commission d'homologotion,

reste l'intoxicotion progressive de lo reine. ll est vroi que les ouvrières sont oussi en

Clwrnbre de vol
et d'excrétion

oo
ô-

oo
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contoct qvec les insecticides, mois souvent è une dose tellement infime qu'on ne peut

suivre son effet ou delô de 40 jours (ôge moyen des obeilles de printemps), olors que

l'ôge moyen d'une reine se situe entre 4 et 5 ons. C'est ou niveou de lo reine et de so

progéniture que devroient s'orienter les recherches sur les effets ô long terme des

insecticides, puisqu'elle est lo seule ô subir un effet cumulotif en cos d'intoxicotion

chronique oux insecticides.
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Annexe I

Evolution du tréholose et du glucose en (mmole/l) chez l'obeille oprès intoxicotion ô lo
cyperméthrine et ou fénitrothion
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Tobleou l: Vorlotlon du glucose (mmole/l)dons l'hémolymphe d'obellle sulte ô une Into{cotlon
ou fénltrothlon et ô lo cyperméthrlne. les moyennes (x) et écort-Vp* (o ) sont donnés pour
N=6 détermlnotlons pour choque sérle. (') Indlquent les dlfférences slgnlflcottues ô (P<0O5),
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Iobleou 2: Vorlotlon du Tréholose (mmole/l)dons l'hémolymphe d'obellle sulte ô une
lntoxlcotlon ou fénltrothlon et ô lo cyperm6thrlne. bs moyennes (x) et écort-tyces (o ) sont
donnés pour N=6 détermlnotlons pour choque érle. (') Indlquent les dlfférences slgnlflcotlves
(P€.05).

temps (mln)

temps(mn)

(3é8)

æ.æ
(6,e6)

Bp
(5,78)

n,l3
(4.17>

2p
Qg)

2rl0
(427)

(6 É)

g
(430)

I5,54'
(205)

l0/o'
(oAe)

l5,5()'
(0ée)

18,70'
(636)

o A5)

np
(492)

l8,EO'
(3,r2)

lo,Eo'
(l3e)

16,60'
(345)

t6Æ
(r,r2)

(1,45)

nÆ
(1,e6)

17fi'
(0,49)

E,80'
(35D

10r0.
(3,43)

r2â
(3É0)

(333)

aâ
(o32>

15,30'
(2,73)

10,25'
(r8e)

0,3'
(0,43)

va
(323)

(6,5ô)

3qF
(e.60)

%N
(886)

X,p
(r039)

24fi
QÆ>

%fi
(586)

OOI Om 004 0m 0,1 témoln

(020

æ,æ
(315)

%p
(2,12>

4æ
(s,%)

26
(6.%)

2p
(s2s)

(063)

30Æ
(0,45)

r320
023)

l3,EO'
QA5)

10,60'
(o2l)

l2æ'
025)

(r20)

31.50
(356)

13,æ
(025)

l3/o'
(023)

l0/0'
Q25)

l tp0 '
(430)

QA5)

s5É0
Qb5>

13,60
(0,r2)

13,80'
(0,12)

1020'
Q34>

I1,60'
(2A5)

(233)

{n
(3/O

np
(0t6)

l0,a(l'
(3,r2)

12'
(0,46)

ilr0.
(08ô)

023)

æ,(D
(2A5)

afr
(3és)

2ô30
(2A5>

%fi
(2.78>

%fi
(0,45)



r88

Annexe 2

Evolution de lo surfoce olvéoloire chez le lot troité ô lo cyperméthdne et les lots témoins

pendont I'essoisur le terroin
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Annexe 3

Poromètres décrivonts l'évolution générole des ruches
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NC: nombre de codres ô couvoin
f(%): Fréquence de chongement des reines en %
TR: lot troité
TS: lot témoin nouni ou sirop de socchorose
TE: lot témoin no nouni
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Annexe 4

Poromètres cllmotlques relevés sur le site expérimentol
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RESI]ME

L'étude conparative de Ia toxisité de deux classes d'insecticides, les pyrethrinoides et les

organophosphorés, représentés respectivement par la cyperméthrine et le fénitrothion rur

I'abeille mellifère ( Aprs mellifera mcllifero. Z) est développée en 3 parties appuyées sur une

synthèse bibliographique générale.

La première partie expose les régultats des essais au laboratoire visant à évaluer la toxicité

létale de ces deux insecticides, à I'aide d'un nouveau concept algébrique, dérivé de l'équation

de Hill comme alternative à la DL50. Ces nouveaux paramètres permettent une évaluation

précise de la toxicité des substances étrangères, et peuvent être utilisés pour compare3 et

classer les composés relativement à leur paramètres calculés. l,B cyperméthrine semble être

plus toxique que le fénitrothion relativment à ces paramètres.

La seconde partie présente I'analyse de I'impact de la cyperméthrine et du fénitrothion nr

le métabolisme glucidique (glucose & tréhalose) et enz5znatique [ATPase (Na+, K*) &

Acetylcholinésterase (ÀChE)l qui se trouvent afrectés par ces deu: insecticides. Cependant

I'action négative de la qperméthrine (AChE) est à prendre avec.précaution

Le troisième chapitre porte su! fétude en plein champs dee perturbations qui sunriennent

dans le métabolisme glucidique et enzSrmatique, dans la surface alvéolaire, dans I'activité

des abeilles, dans le comportement et enfin dans Ia disparition de la majeure partie dec

nrches traitéee avec une dose sublétale de cyperméthrine.


