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Résumé

Au cours de leur activité de butinage, les abeilles sont soumises au contact de nombreux polluants dont
les produits phytopharmaceutiques ou pesticides. Les pesticides peuvent induire des effets Iétaux ou
des effets sublétaux délétéres qui compromettent la survie des colonies d’abeilles. La caractérisation
des effets des pesticides peut s’effectuer a priori, c'est a dire dans un cadre réglementaire avant
homologation du produits phytopharmaceutique, soit a posteriori, c’est dire dans le cadre de recherches
développées aprés homologation. Cependant, le cadre réglementaire est marqué par une carence en
méthodes toxicologiques validées et reconnues pour évaluer ou prédire la toxicité des pesticides pour
les abeilles. Le développement de telles méthodes nécessite de connaitre au mieux la physiologie des
abeilles et de savoir caractériser les effets délétéres. Deux exemples sont ici traités pour illustrer le
développement de méthodes d’évaluation de la toxicité en se fondant sur des travaux de recherche
fondamentaux sur la neurotoxicité et la reprotoxicité des pesticides.

Mots-clés : Abeilles, Pesticides, Produits phytopharmaceutiques, Effets sublétaux, Méthodes
toxicologiques, Neurotoxicité, Reprotoxicité

Abstract: Effects of low doses of pesticides on the nervous system and the reproduction of
the honey bee

During their foraging activity, the honey bees are in contact with numerous pollutants including
phytopharmaceutical products or pesticides. Pesticides can induce lethal or adverse sublethal effects
that jeopardize the fate of the honey bee colonies. The characterization of pesticide effects can be
achieved either in a regulatory frame before the registration of the phytopharmaceutical product or in the
frame of an academic research conducted after registration. However, the registration procedure is
marked by a lack of toxicity methods that are validated and widely recognized to assess or predict the
toxicity of pesticides to bees. The development of such methods requires a better knowledge of honey
bee physiology and the capability of characterizing adverse effects. Two examples are treated here for
exemplifying the development of methods to assess the toxicity to bees on the basis of a fundamental
research on neurotoxicity and reprotoxicity of pesticides

Keywords: Honey bee, Pesticides, Phytopharmaceutical products, Sublethal effects, Toxicity tests,
Neurotoxicity, Reprotoxicity

Introduction

Au cours de leur activité de butinage, les abeilles sont exposées a une multitude de polluants dont les
pesticides. Les pesticides peuvent agir seuls ou en association avec d’autres pesticides ou d’autres
stresseurs, tels que les agents pathogénes, pour induire des toxicités létales ou des effets sublétaux
délétéres. Les effets sublétaux délétéres peuvent se produire dans une échelle qui s'étend de la
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molécule a la population. Cependant, quelle que soit la nature des effets induits, les impacts globaux
des pesticides résultent d'altérations physiologiques, souvent discrétes, qui sont initiées par l'interaction
d’'un toxique avec sa ou ses cibles biologiques.

Les recherches sur les impacts des pesticides sur les abeilles incluent non seulement la caractérisation
des effets délétéres mais aussi la détermination des modes d’action biologiques, par lesquels ces effets
sont induits, et le développement de méthodes d'études de la toxicité. Elles sont illustrées ici par des
travaux au niveau neural sur la caractérisation des modes d’action des toxiques qui conduisent au
développement de méthodes d'investigation de la toxicité ainsi que par des travaux sur les impacts des
pesticides sur la fertilité des males et des reines d'abeilles

1. Un exemple d’innovation : le développement d’'une méthode de criblage in
vitro pour comprendre la toxicité des insecticides, améliorer I’évaluation des
risques encourus par les abeilles et trouver des alternatives

De nombreuses études en laboratoire et sur le terrain ont prouvé la sensibilité des pollinisateurs a
I'égard des insecticides, y compris a des niveaux d’exposition faibles. Afin de mieux anticiper la toxicité
des produits phytosanitaires et de contribuer a I'élaboration de solutions alternatives, les chercheurs de
l'unité de recherche Abeilles et Environnement du centre Inra PACA ménent depuis plusieurs années
des travaux sur les canaux ioniques neuronaux des abeilles. Les résultats de leurs études ont servi de
base a I'élaboration d’un test in vitro qui permettra d’évaluer la toxicité de molécules chimiques pour les
pollinisateurs. Ce test élaboré en collaboration avec le CNRS de Montpellier et une université
canadienne, a fait 'objet du dépdt de deux brevets d’invention (Collet et al., 2014 ; Collet et al., 2015).

1.1 Les canaux ioniques au coeur de l'innovation

La sensibilité de I'abeille domestique Apis mellifera vis-a-vis des produits phytosanitaires est une
question qui mobilise fortement les scientifiques de I'lnra et d’autres structures de recherche. Au sein de
lunité de recherche Abeilles et Environnement basée a Avignon, des chercheurs spécialistes en
neurophysiologie et en toxicologie ont étudié, chez I'abeille domestique, le fonctionnement des canaux
ioniques qui sont les principales cibles des insecticides neurotoxiques. Les canaux ioniques contrélent
les transports d'ions au travers des membranes de plusieurs types cellulaires, particuliérement des
neurones, ou les canaux sodiques (cible principale des insecticides pyréthrinoides) sont a I'origine du
signal nerveux (Collet et al., 2016 ; Kadala et al., 2014 ; Kadala et al., 2011). Plusieurs autres types de
canaux ioniques, quant a eux impliqués dans la neurotransmission synaptique sont ciblés par des
insecticides (les récepteurs-canaux a l'acétylcholine, au GABA, ou au glutamate). En perturbant le
fonctionnement de ces canaux, les insecticides peuvent compromettre des processus physiologiques
tels que l'olfaction ou la gustation, indispensables a la survie de l'insecte. D'autres canaux directement
impliqués dans l'activation des muscles, déterminants pour toutes les taches que doivent réaliser les
abeilles, sont touchés par certains insecticides (Collet, 2009). Les recherches ont par exemple montré
qu’a une dose faible ne causant pas la mort, un insecticide pyréthrinoide (qui altere le fonctionnement
des canaux sodiques), ou un insecticide néonicotinoide (qui perturbe le fonctionnement des récepteurs-
canaux a l'acétylcholine), pouvaient provoquer un déficit locomoteur chez de jeunes abeilles, persistant
plusieurs heures aprés I'exposition (Charreton et al., 2015).

Dans le cadre du projet Bee-Channels (ANR-13-BSV7-0010) financé par 'Agence Nationale de la
Recherche, dont l'objectif est de contribuer a l'amélioration des méthodes d'évaluation de la
neurotoxicité des insecticides pour les abeilles, les chercheurs ont réussi a mettre au point un test in
vitro qui pourrait s’avérer utile dans le contexte du plan de réduction des insecticides Ecophyto 2 lancé
par le Ministere de 'environnement, de I'énergie et de la mer. Ce travail a été réalisé en collaboration
avec des chercheurs de I'équipe Pharmacologie de la transmission synaptique & neuroprotection a
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IInstitut des Biomolécules Max Mousseron, (anciennement rattachés au CRBM de Montpellier) et de
I'équipe Neurosciences moléculaires et cellulaires I'Université Laval a Québec. Ce programme de
recherche a aussi pour objectif d’élaborer une stratégie prédictive en reliant les effets observés in vitro
et ceux observés in vivo, notamment par des approches de toxicologie classique mais aussi par des
méthodes permettant d'identifier des effets sublétaux délétéres (Charreton et al., 2015).

1.2 Une innovation Inra au service des abeilles

A Tlinstar de I'approche utilisée depuis quelques années en pharmacotoxicologie humaine pour prédire
in vitro les risques cardiotoxiques des médicaments candidats (test hERG), le nouveau test mis au point
par les chercheurs peut révolutionner le domaine de la toxicologie des pollinisateurs. Les chercheurs
ont réussi a induire I'expression in vitro des canaux sodiques neuronaux d'abeille afin de tester leur
fonctionnalité apres exposition aux insecticides (Collet et al., 2015 ; Gosselin-Badaroudine et al., 2015).
Cette méthode a également été éprouvée sur d’autres canaux impliqués dans le transport du calcium,
un ion clef dans la régulation des processus neuronaux (Cens et al., 2015 ; Cens et al., 2013 ; Collet et
al., 2014 ; Gosselin-Badaroudine et al., 2016) et actuellement, I'expression d'autres types de canaux
ioniques est a I'étude. Grace a ce procédé, il est possible de quantifier I'altération des canaux en
étudiant divers paramétres du signal nerveux. L'ensemble de ces effets fournit une indication prédictive
sur I'effet neurotoxique in vivo des substances testées. Des molécules candidates pourraient étre ainsi
passées au crible via une méthode robotisée afin de sélectionner des insecticides efficaces contre les
insectes ravageurs des cultures mais respectueux des pollinisateurs.

1.3 Proposer une évaluation du risque toxicologique plus pointue et prédictive

La réglementation européenne impose des tests toxicologiques traditionnels (mortalité) mais ne se
penche a I'heure actuelle que trés peu sur les effets déléteres plus subtils, que I'on qualifie d’effets
sublétaux. Ces effets sublétaux correspondent a des modifications plus ou moins dramatiques des
fonctions physiologiques, mais ils ne causent pas la mort directe de l'abeille, qui est cependant
fragilisée dans un environnement hostile (prédation, hypothermie, hypoglycémie...). Les travaux décrits
ci-dessus participent de I'élaboration d’'une approche toxicologique intégrée allant de la cellule a
I'organisme entier et qui permettra de détecter des effets délétéres difficiles a mettre en évidence chez
linsecte (Figure 1). Le test fonctionnel in vitro présentera également I'avantage de réduire le nombre
d’expérimentations nécessaire sur les abeilles vivantes en criblant les molécules in vitro bien en amont
des tests toxicologiques classiques, en respectant ainsi la « régle des 3 R: Réduire, Raffiner,
Remplacer » encadrant les procédures d’expérimentation animale. Pour plus d'informations :
http://www.spe.inra.fr/Toutes-les-actualites/Test-in-vitro-sur-la-nocivite-des-insecticides-pour-les-
abeilles
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in vitro in vivo Figure 1: Détecter des effets délétéres;
approche toxicologique intégrée allant de la
cellule (A) a l'organisme entier (B).
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2. Déclin des abeilles : impact des pesticides sur les reproducteurs ?

La caractérisation des effets des pesticides sur la fertilité chez I'abeille domestique a été initiée en 2010
pour répondre a un questionnement issu des professionnels qui constataient, en paralléle des
effondrements de colonie et des surmortalités, des problémes de longévité et de dysfonctionnement
des reines au sein des colonies. Si les ouvriéres ont fait 'objet d’'une attention particuliére, trés peu
d’études se sont intéressées aux effets de ces insecticides sur les reproducteurs, individus clés de la
colonie En effet, chez l'abeille domestique, les effets et mode d’action des pesticides sont tres
largement étudiés chez les ouvrieres mais trés peu chez les reproducteurs surtout a cause de la
difficulté a les élever ou les obtenir en nombre suffisant.

Pour développer cette thématique, nous avons considéré de nombreuses stratégies qui tiennent
compte soit des effets directs des pesticides sur les reproducteurs mais également des effets indirects
qui pourraient étre induits par une qualité altérée de la reproduction. Nos études ont nécessité une mise
au point des techniques d'élevage des méles adultes en conditions semi-controlées et en conditions de
laboratoire (Ben Abdelkader et al., 2014) que nous sommes les seuls aujourd’hui a maitriser mais
également de mieux cerner I'élevage des reines en conditions de laboratoire. C'est a partir de ces
techniques d’élevage que nous avons pu envisager de développer des approches de biologie cellulaire
et de biochimie pour déterminer la qualité du sperme au travers de différents paramétres cellulaires et
physiologiques dans le but de pouvoir évaluer les impacts de différents stresseurs abiotiques et
éventuellement biotiques sur la qualité des semences. Cette thématique a regu (i) les soutiens du
département SPE de I'INRA, de la Région PACA, de 'AUF (Agence universitaire de la Francophonie)
ainsi qu'un financement sur fonds européens de gestion et d'aide a I'agriculture (11-42R) et (ii) d'un
parrainage par la société Apiculture-Remuaux qui nous ont permis jusqu’a aujourd’hui de développer et
d’assoir cette thématique.

Les insecticides systémiques comme les néonicotinoides et le fipronil font I'objet d'une intense
polémique pour les effets létaux et sublétaux qu'ils induisent sur les pollinisateurs dont I'abeille
domestique. Pour vérifier ces hypothéses chez les reproducteurs, nous avons élevé des males (faux-
bourdons) en conditions semi-controlées, de la naissance jusqu'a la maturité sexuelle. Durant cette
période, les méales ont exposé quotidiennement au fipronil via un sirop contaminé a une faible
concentration environnementale, de 0,1 pg/L (0,1 ppb) mimant les conditions naturelles ou les males
sont nourris par une alimentation récoltée par les butineuses. Les résultats montrent que le fipronil
altére la fertilité en affectant la concentration, le taux de survie et le métabolisme des spermatozoides
dans les semences des males sexuellement matures (Kairo et al., 2016).

Nous nous sommes intéressés aux conséquences que pouvait avoir une baisse de fertilité des males
sur le potentiel reproducteur de la reine, élément clé pour la colonie. En effet, la reine, en s’accouplant
au début de sa vie avec de nombreux males, doit constituer un stock de spermatozoides a partir duquel
elle devra produire 'ensemble des ouvrieres et assurer, ainsi, la pérennité de sa colonie. De jeunes
reines vierges ont été inséminées artificiellement et, aprés deux semaines d’élevage en laboratoire, la
qualité de remplissage de la spermathéque a été déterminée. Ces résultats révélent que ces jeunes
reines non exposées au(x) pesticide(s) mais inséminées par des semences provenant des méles
exposés, présentent une diminution de 30% du nombre de spermatozoides viables stockés dans leur
spermatheque pour fertiliser les ceufs (Kairo et al., 2016). Une telle diminution du potentiel reproducteur
de ces reines pourrait étre un facteur explicatif de la défaillance des reines observée dans les
exploitations apicoles qui se traduit généralement par des pertes ou des renouvellements prématurés
des reines et/ou par des effets sur la production des ouvriéres, perturbant le bon développement des
colonies.

Les effets induits chez le méle par le Fipronil en conditions (i) de laboratoire ou (ii) semi-controlée sont
identiques et de méme amplitude. Cela indique que les effets observés en conditions de laboratoire
sont prédictifs des ceux observées en conditions semi-contrélées et que les deux approches
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d’exposition pourraient étre prises en considération pour servir de base a des tests réglementaires de
reprotoxicité chez 'abeille.
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