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es mortalités d'abeilles peuvent étre attribuées a plusieurs causes : agents pathogénes,

parasites, agents chimiques... Jusqu'a présent, la plupart des travaux réalisés pour

expliquer ces disparitions se sont attachés a l'étude de ces facteurs pris séparément,
sans qu'un seul puisse étre clairement incriminé. Les auteurs des travaux qui sont présentés
ici ont étudié l'interaction d'un agent pathogeéne, le Nosema, et d'un insecticide, l'imidaclopride
sur la santé des abeilles. Ils mettent en évidence que cette interaction, a des concentrations
rencontrées naturellement par les abeilles, induit un taux de mortalité et un stress énergétique
significativement plus élevés que chaque agent seul. Si l'immunité individuelle ne semble pas
affectée aux concentrations testées, l'interaction pathogene/pesticide provoque des effets
immédiats sur la mortalité des abeilles et aussi, a long terme, avec une susceptibilité accrue

de la ruche aux pathogeénes.

Les abeilles jouent un role essentiel
dans la pollinisation des plantes cul-
tivées et la conservation de la bio-
diversité des écosystémes naturels.
Parmi celles-ci, I'abeille domestique
(Apis mellifera) en est un acteur
majeur. Malheureusement, depuis
quelques années, les écosystémes et
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paysages agricoles sont confrontés a
des mortalités massives des popula-
tions d'abeilles domestiques sans que
les causes en soient déterminées. Dif-
férents facteurs de stress ont été
pointés du doigt (pathogénes et pes-
ticides), mais sans vraiment pouvoir
en inculper un précisément. Une

bonne illustration de ce phénoméne
a été apportée par une récente étude
épidémiologique qui n'a pas permis
d’incriminer un seul des 61 facteurs
mesurés (incluant la physiologie de
labeille, des pesticides et pathogé-
nes), favorisant ainsi Uhypothése
d'un syndrome multifactoriel avec
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des interactions entre pathogénes et
pesticides (Engelsdorp et al., 2009).
Un large éventail d'insecticides est
utilisé en agriculture pour controler
les populations d'insectes ravageurs
des plantes. Cependant, a cause de
leurs effets toxiques touchant aussi
lhomme et les insectes non-rava-
geurs, des méthodes alternatives,
plus écologiques, ont été dévelop-
pées. Ces méthodes de controle bio-
logique font appel aux virus,
bactéries et champignons pathogé-
nes. Lintégration des méthodes de
contrdle chimique et biologique a
permis la création d'une « lutte inté-
grée ». Les agents biologiques les
plus utilisés sont les champignons
pathogénes (environ 750 espéces
sont des pathogénes des insectes).
Ces champignons pathogénes utili-
sés avec des insecticides interagis-
sent de maniére synergique et
augmentent significativement la
mortalité des insectes ravageurs.
Parmi ces insecticides, l'imidaclopride
(néonicotinoide) est l'un des plus

Lexpérience a été réalisée sur des abeilles
locales hybrides (Apis mellifera melli-
fera/Apis mellifera ligustica). Des ouvrié-

Les microsporidies de Nosema ont été
isolées a partir de ruches infectées.
Des analyses génétiques ont permis
de déterminer que Nosema ceranae
et Nosema apis étaient toutes deux
présentes. Afin de contrdler le niveau
d’infection, les abeilles ont été nour-
ries individuellement avec une dose

Limidaclopride est présent a des
concentrations atteignant 5 ug/kg
dans le pollen et le miel (Bogdanov,
2006), ce qui représente une concen-
tration d’environ 7 pug/kg dans la
solution d’eau sucrée utilisée pour
nourrir les abeilles. Des études préli-
minaires ont permis de démontrer que
cette concentration est sublétale en
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efficaces a interagir avec les cham-
pignons pathogénes. Ces deux agents
sont ainsi largement employés pour
lutter contre les populations de ter-
mites, de fourmis coupeuses de
feuilles et de thrips.

Le cas de l'imidaclopride (principe
actif du Gaucho®) est particuliére-
ment intéressant puisque cet insec-
ticide systémique est largement utilisé
sur les cultures a travers le monde et
a été présenté comme étant la cause
des pertes de colonies d'abeilles dans
les années 1990. Cependant, malgré
un fort pourcentage de ruche conta-
minées par l'imidaclopride et ses
métabolites (Chauzat et al., 2009), le
niveau d’exposition est considéré
comme sublétal avec trés peu d'effets
directs sur la mortalité des abeilles
(Schmuck et al., 2001 ; Nguyen et al.,
2009). D'un autre c6té, la microspo-
ridie parasitique, Nosema ceranae, qui
fait partie de l'ordre des champignons,
a été associée aux pertes de colonies
mais pas de maniére significative, a
lUexception de travaux réalisés en

res agées d'un jour ont été divisées en
quatre groupes : groupe controle (pas de
traitement), groupe infecté par le

de 200 000 spores (cf. figure 1). Des
doses similaires sont connues comme
étant infectieuses chez les ouvriéres.

Figure 1. Infection expérimentale
d’'une ouvriére avec une solution sucrée
contenant 200 000 spores de Nosema par pl.

intoxication aigué. Une faible,
moyenne et forte concentrations
correspondant a 0,7, 7 et 70 ng/kg
d'imidaclopride ont donc été utili-
sées pour les tests de mortalité et
stress énergétiques (consommation
de sucre). Les effets sur l'immunité
ont été déterminés uniquement
avec la concentration moyenne ren-

Espagne (Higes et al., 2008). Face a
cette absence d’effet significatif de
facteurs isolés, nous avons posé la
question suivante : Les abeilles sont-
elles victimes d'une interaction entre
un organisme infectieux (Nosema) et
un agent chimique propagé par
l'homme (imidaclopride) ? En dau-
tres termes, abeille est-elle affaiblie
par le méme type d'interaction utili-
sée en lutte intégrée contre les insec-
tes nuisibles ?

Grace a une collaboration étroite
entre l'équipe « Biologie et protec-
tion de labeille » et U'équipe « Toxi-
cologie environnementale » du Péle
Abeilles de UINRA d’Avignon, les
effets interactifs entre Nosema et 1i-
midaclopride ont été testés sur la
santé des abeilles a la fois au niveau
individuel et social. Plus spécifi-
quement, cette étude a été déve-
loppée afin de déterminer les
possibles effets sur : 1) la mortalité,
2) le stress énergétique, 3) l'immu-
nité individuelle et 4) U'immunité
sociale.

Nosema, groupe exposé a limidaclopride,
et enfin groupe a la fois infecté par le
Nosema et exposé a limidaclopride.
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(7 ng/kg). Les abeilles ont été
exposées de maniére chronique a
l'imidaclopride en les nourrissant
10 heures par jour avec une solu-
tion sucrée contenant le pesticide.
La mortalité et la consommation
quotidienne de sucre par abeille
ont été déterminées chaque jour.
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Le taux d’hémocyte et lactivité
enzymatique de la phénoloxydase
(PO) ont été mesurés chez les
abeilles agées de 5 et 10 jours en
tant que parametre de 'immunité
individuelle. Le taux d’hémocyte
donne une mesure indirecte de l'im-
munocompétence cellulaire, impli-
quée dans les processus de phago-
cytose et d’encapsulement des para-
sites. La PO joue un role central dans

Dans chaque groupe expérimental,
une augmentation de la mortalité au
cours du temps a été observée,
cependant elle est restée négligea-
ble dans le groupe contréle (envi-
ron 5 %) (modéle linéaire généralisé :
P < 0,001 pour chaque concentration
d'imidaclopride ; cf. figure 2A). De
plus, les différents traitements
(Nosema, imidaclopride, Nosema x
imidaclopride) ont eu un effet signi-
ficatif sur la mortalité des abeilles
(P < 0,001 pour chaque concentra-
tion d'imidaclopride). Il est intéres-
sant de noter qu'aucune différence

&

la réaction immunitaire des inver-
tébrés en catalysant la mélanisation
et donc Uencapsulation de corps
étrangers.

Enfin, Uactivité enzymatique de la
glucose oxydase (GOX) a été analy-
sée en tant que parameétre de l'im-
munité sociale. Cette enzyme,
synthétisée dans les glandes hypo-
pharyngiennes, catalyse l'oxydation
du B-D-glucose en acide D-gluconi-

n'a été observée entre les abeilles
infectées avec Nosema et les abeilles
exposées a l'imidaclopride (excepté
pour la plus faible concentration).
En revanche, la mortalité a augmenté
de maniére trés significative lorsque
les abeilles étaient a la fois infectées
avec Nosema et exposées a l'imida-
clopride (cf. figure 2A). Cest assez
remarquable pour la concentration
la plus élevée ou Nosema et 1'imida-
clopride ont « potentialisé » leurs
effets.

Des profils trés similaires ont été ob-
servés au niveau de la consomma-

que et peroxyde d’hydrogéne (eau
oxygénée). Ce dernier, grace a ses
propriétés antiseptiques, permet la
stérilisation de la nourriture larvaire
et du miel et donc la prévention de
maladies infectieuses (Sano et al.,
2004 ; White et al., 1963). Seules les
abeilles dgées de 10 jours ont été
analysées puisque c’est vers cet age
que le développement des glandes
hypopharyngiennes est maximal.

tion de sucre avec une augmentation
au cours du temps (ANOVA sur mesu-
res répétées, P < 0,001 pour chaque
concentration dimidaclopride ; cf.
figure 2B) et un effet significatif des
traitements (P < 0,001 pour chaque
concentration d'imidaclopride; cf.
figure 2B). Cependant, les abeilles
infectées avec Nosema ont généra-
lement consommé plus de solution
sucrée que les abeilles exposées a
limidaclopride. Ce stress énergéti-
que est devenu maximal lorsque que
les deux traitements ont été com-
binés.
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Figure 2. Effet d'une infection avec Nosema et/ou d'une exposition a limidaclopride sur la mortalité et le stress énergétique des abeilles.
A) Effet sur la mortalité (exprimée en pourcentage cumulé du nombre d'abeilles mortes par cagette et par jour).
B) Effet sur le stress énergétique (exprimé en pl de solution sucrée consommée par jour et par abeille
pendant les 10 heures de traitements a l'imidaclopride). Pour chaque traitement, trois colonies
ont été analysées avec trois réplicas (cagette) par colonie (N = 30 abeilles par cagette).
Chaque lettre indique une différence significative entre les différents traitements (test post-hoc de Bonferroni, P < 0,05).
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Immunite individuelle

Ni le taux d’hémocyte, ni lactivité
enzymatique de la PO n'ont été affec-
tés par les différents traitements
(taux d’hémocyte : F3,349 = 1,3,
P=0,274; PO : F3,352 =1,57, P =

Immuniteé sociale

Au bout de 10 jours, un effet signi-
ficatif des traitements sur lactivité
de la GOX a été détecté (F3,182 =

Discussion

En se focalisant sur les effets des pes-
ticides ou pathogénes seuls, leurs
effets synergiques ont longtemps été
ignorés chez l'abeille. Cette synergie
entre agents pathogénes et doses
sublétales de pesticides est pourtant
bien établie en lutte intégrée contre
les insectes ravageurs. Ainsi, grace a
ce travail nous avons démontré que
les abeilles infectées naturellement
avec Nosema pouvaient étre nette-
ment affaiblies par une exposition a
limidaclopride.

La combinaison des deux agents a
induit le plus fort taux de mortalité
chez les abeilles. L'évolution simi-
laire de la consommation de sucre
suggeére une corrélation entre la mor-
talité et le stress énergétique. Cette
corrélation permet d'apporter quel-
ques éléments de réponse sur la
nature des mécanismes de linterac-
tion entre Nosema et l'imidaclopride.
Les microsporidies sont généralement
dépourvues de mitochondrie et donc
incapable de produire directement
de UATP via la voie de la phosphory-
lation oxydative (Keeling et Fast,
2002; Cornman et al., 2009). Elles
sont ainsi fortement dépendantes de
UATP de leur hote, notamment pour
leur germination trés coiiteuse en
énergie. Cependant, grace a la gly-
colyse, les microsporidies sont capa-
bles de produire de UATP en
assimilant le glucose de I'hote (Kee-
ling et Fast, 2002). Cette dépendance
des ressources énergétiques de l'hote
peut expliquer l'augmentation de la
consommation de sucre chez les
abeilles infectées avec Nosema. Li-
midaclopride par contre n'a pas

0,197 ; cf. figure 3A et B). Cepen-
dant, une augmentation avec l'dge
de lactivité de la PO a été mise en
évidence (F1,352 = 10,9, P < 0,001).
Le phénomeéne inverse a été observé

7,3, P < 0,001 ; cf. figure 4). Alors
que Nosema et l'imidaclopride seul
n‘ont eu aucun effet, leur combinai-

modifié la demande énergétique des
abeilles, ce qui suggére que les
abeilles n‘ont pas d’appétence parti-
culiére pour ce pesticide. Cependant,
lorsque la nourriture (solution
sucrée) était contaminée avec l'imi-
daclopride, l'augmentation de la prise
alimentaire chez les abeilles parasi-
tées s’est accompagnée d'une plus
grande exposition a l'imidaclopride.
Ainsi, bien que l'imidaclopride se
trouve a des concentrations sublé-
tales dans les ruches, une infection
au Nosema peut exposer les abeilles
a des doses létales en augmentant la
consommation de nourriture conta-
minée aux pesticides. Ceci devient
particulierement flagrant avec les
fortes concentrations en imidaclo-
pride, ou Nosema et l'imidaclopride
potentialisent irrémédiablement leurs
effets.

Au dela de leur impact direct sur la
mortalité de U'hote, les organismes
parasites peuvent induire des cotts
importants au niveau de l'immunité.

pour le taux dhémocyte (F1,349 =5,4,
P <0,021). Ces modifications avec l'age
correspondent a des processus physi-
ologiques normaux (Schmid et al.,
2008).

son a provoqué une réduction signi-
ficative de la production de GOX par
les glandes hypopharyngiennes.

Photo 1.

Mortalité d'abeilles
a l'entrée

de la ruche.

Par exemple, une stra-
tégie adoptée par le
parasite, pour optimiser
sa survie et sa réplica-
tion, est de supprimer
lactivité du systéme
immunitaire de U'hote,
notamment réduire ac-
tivité de la PO et la
population d’hémocy-
tes. Cependant, nos
résultats ont montré
que ni lactivité de la
PO, ni le taux d’hémo-
cytes n'ont été affectés par une infec-
tion au Nosema. Antunez et ses
collégues (2009) ont montré que
Nosema apis induit une augmenta-
tion de l'expression du géne codant
pour la PO, mais au niveau enzyma-
tique nous n’'avons pas détecté de
changement dans l'activité. Cette
absence de réponse du systéme
immunitaire peut s'expliquer par une
déficience des mécanismes d'activa-
tion immunitaires et/ou un manque
de stimulation par les microsporidies.
Cependant, nous ne pouvons pas
exclure que d'autres parameétres de
limmunité (comme les peptides
antimicrobiens) soient activés ou
inhibés (Antunez et al., 2009).

Les insectes sociaux, en particulier
l'abeille, possedent d'autres moyens
de défense face aux pathogénes,
comme limmunité sociale, qui
consiste en une coopération entre
les membres de la société pour pré-
venir toute développement de mala-
dies infectieuses. Labeille domestique
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ne posséde qu'un tiers des génes de
lUimmunité identifiés chez les insec-
tes solitaires (Evans et al., 2006). Ce
manque apparent de génes de l'im-
munité peut s'expliquer par une
immunité sociale plus efficace et
moins coliteuse que l'immunité indi-
viduelle. En effet, les défenses col-
lectives sont trés bien développées
chez l'abeille avec notamment des
comportements hygiéniques consis-
tant a détecter et éliminer de la
ruche le couvain malade (Wilson-Rich
et al., 2009). La production d’anti-
septiques dans la nourriture larvaire
et le miel constitue un autre méca-
nisme d'immunité sociale. Cepen-
dant, linteraction entre Nosema et
limidaclopride a affecté ce type de
défense sociale en induisant une

&

chute significative de l'activité de la
GOX. Par conséquence, si la colonie
n'est pas capable de maintenir l'ac-
tivité de la GOX a un niveau suffi-
sant en recrutant plus d'ouvriéres
pour cette tache, une réduction en
antiseptique affecterait non seule-
ment les ouvriéres mais aussi la sur-
vie du couvain. Et méme si la colonie
parvient a répondre au besoin en
antiseptiques par un recrutement
massif d'ouvriéres, cela réduirait le
nombre d'ouvriéres impliquées dans
les autres taches et donc un cotiit
pour la colonie. Les mécanismes par
lesquels la combinaison Nosema/imi-
daclopride induit une réduction dans
lactivité de la GOX ne sont pas
connus. Cependant, il est possible
que linteraction entre ces deux

agents accentue le stress énergéti-
que et le coft lié a la production de
GOX qui ne peut étre compensé par
les abeilles.

Alors que les pathogénes ou insecti-
cides seuls n'expliquent pas la perte
des colonies d'abeilles, leur interac-
tion peut avoir des effets dévasta-
teurs sur leur santé a la fois sur le
court et le long terme. Avec d'un co6té
une dépendance croissante de l'a-
griculture aux pollinisateurs, et de
lautre, un déclin des insectes polli-
nisateurs, plus que jamais, des tra-
vaux sont nécessaires pour étudier
les interactions entre U'emploi de pes-
ticides pour lutter contre les insec-
tes nuisibles et les pathogénes qui
infectent naturellement les insectes
pollinisateurs.
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Figure 3. Effet d'une infection avec Nosema et/ou d'une exposition a l'imidaclopride sur limmunité individuelle.
A) Taux d’hémocytes et B) Activité de la PO aux jours 5 et 10 chez sept a huit abeilles par cagette. Pour chaque traitement,
trois colonies ont été analysées avec deux réplicas (cagette) par colonie (N = 120 abeilles par cagette).
Les intervalles entre le premier et le troisieme quantile et la médiane sont représentés.
Les cercles représentent les 10 % d'individus situés au-dela de l'écart-type.
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Figure 4. Effet d'une infection avec Nosema et/ou d'une exposition

a limidaclopride sur limmunité sociale. Activité de la GOX

au jour 10 chez huit abeilles par cagette. Pour chaque traitement,

trois colonies ont été analysées avec deux réplicas (cagette) par colonie
(N = 120 abeilles par cagette).

Les intervalles entre le premier et le troisiéme quantile et la médiane
sont représentés. Les cercles représentent les 10 % dindividus situés

* indique une différence significative (test post-hoc de Bonferroni,
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