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Quoique dotée d'un systéme nerveux relativement simple, une abeille en
contention apprend trés rapidement a reconnaitre une odeur associée a une source
alimentaire (Takeda, 1961, Bitterman et col., 1983).

L'extension du proboscis, déclenchée de facon réflexe par l'application d'une
solution sucrée sur l'antenne ou les tarses (stimulus inconditionnel), peut étre
obtenue par présentation d'une odeur (stimulus conditionnel), initialement non
signifiante, aprés association de ce stimulus conditionnel et du stimulus
inconditionnel.

Parmi les différentes méthodes utilisées pour comprendre les mécanismes
nerveux de cet apprentissage, la neurochimie et la neuropharmacologie se sont
penchées sur le role des neurotransmetteurs dans le conditionnement. Les amines
biogénes ont fait I'objet de nombreux travaux concemant leur intervention dans les
processus de mémorisation (Mercer et Menzel, 1982; MacMillan et Mercer, 1987,
Michelsen, 1988).

Cependant, le role de I'acétylcholine n'a pas été appréhendé, bien que celle~ci
soit présente en grande quantité dans le cerveau des invertébrés (Breer, 1987). Des
études histochimiques ont démontré la présence d'acétylcholinestérase dans le
systéme nerveux et sa localisation a été précisée. L'utilisation d'a-bungarotoxine
marquée a permis la localisation des récepteurs nicotiniques dans le cerveau
d'abeille, notamment au niveau des corps en champignons (Kreissl et Bicker, 1989).
La présence de ces récepteurs a été confirmée par une étude pharmacologique. Cette
approche a également montré l'existence de récepteurs muscariniques mais ceux-ci
sont moins nombreux que les récepteurs nicotiniques (Huang et Knowles, 1990) et
leur localisation n'a pas été définie. Tous ces résultats semblent indiquer une
participation du systéme cholinergique dans les fonctions cérébrales.
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Nous nous sommes intéressés a son implication dans les processus de
mémorisation. Des mesures d'activité de l'acétylcholinestérase, enzyme de
dégradation de l'acétylcholine, ont été prises en relation avec le conditionnement
(Gauthier et col, 1992). L'effet du blocage des récepteurs cholinergiques
muscariniques a été recherché sur l'apprentissage et les différentes étapes de la
mémorisation.

MATERIEL ET METHODE

Les abeilles sont prélevées a l'entrée de la ruche. Les individus sont maintenus
en contention dans de petits cylindres a l'aide d'un mélange cire-collophane, la téte et
les pattes antérieures restent libres. Aucune anesthésie n'est pratiquée. Les abeilles
sont soumises a un jeune pendant une période de deux heures avant le début des
expérimentations.

1. Conditionnement

La procédure de conditionnement est analogue a celle utilisée par Mercer et
Menzel (1982).

La source odorante est délivrée avec une seringue contenant du papier imbibé
de 10 ml d'extrait de vanille. La stimulation odorante (stimulus conditionnel: SC)
est appliquée durant 6 s au niveau d'une antenne. Trois secondes aprés le début de
la stimulation, une goutte de solution de saccharose a 40 % est mise en contact avec
la méme antenne pendant 3 secondes (stimulus inconditionnel=SI). L'extension du
proboscis est récompensée par de I'eau sucrée que l'abeille peut prélever pendant 3 s
apres la fin de la stimulation odorante. Sont éliminés tous les individus qui ne
présentent pas une extension du proboscis lorsque le SI est présenté au niveau des
antennes et ceux qui répondent a 'odeur avant le conditionnement.

sSC
stimulation Si *IllllllllllllllllIllIIlIIlllIlIIIllllllIIlIIlI|IIl*llIIIIIIIlI|llII!IlllllIIIIHIlllllllllllllllllllllll
olfactive
atimulation récompense
gustative alimentaire
Os 3s 6s Os

Figure 1: procédure de conditionnement.

60




2. Mesure de l'activité de I'acétyicholinestérase

Les abeilles sont conditionnées en cinq essais séparés par un intervalle de cinq
minutes. Les animaux ayant répondu par une réponse conditionnée lors des deux
demiers essais au moins de la séance d'apprentissage constituent le groupe GL
(abeilles conditionnées avec succes). Les animaux n'ayant pas atteint ce critére
constituent le groupe BL (conditionnés sans succes). Dans le groupe controle, les
stimulations olfactives et gustatives ne sont pas appariées et sont séparées par un
intervalle de 5 minutes.

Une fois le conditionnement effectué, la moitié des abeilles de chaque groupe
est sacrifiée et leur cerveau est prélevé et congelé (-80°c). L'autre moitié est gardée
pendant une semaine dans une cage avec de l'eau et de la nourriture puis les abeilles
sont sacrifiées et leurs cerveaux préleves.

L'activité de 1'acétylcholinestérase est alors mesurée dans chaque lot.

3. Injection de la scopolamine

Un essai unique de conditionnement, réalisé selon la procédure décrite dans la
figure 1 est utilisé dans ces expériences. Lors de I'épreuve de rétention, le stimulus
conditionnel seul est présenté. Le pourcentage d'animaux répondant par une
extension du proboscis a l'odeur est calculé.

La scopolamine (scopolamine hydrochloride, SIGMA) est préparée dans une
solution Ringer contenant 0,2 g de KCl, 0,2 g de CaCL2, 4,0 g de sucrose, 9,0 g de
NaCl dans un litre d'eau distillée (Mercer et Menzel, 1982). La concentration de la
solution est de 0,5 mg/kg d'abeilles. La solution Ringer servira aussi pour les
groupes témoins.

Une dissection est faite au niveau de l'ocelle médian: la lentille ainsi que la
partie de cuticule qui I'entoure sont enlevées, jusqu'a l'obtention d'une ouverture
permettant le passage de l'aiguille d'une microseringue Hamilton (N 7102). Les
abeilles disséquées sont isolées pendant 30 minutes, la surface de cerveau exposé
étant protégée par un morceau de coton imbibé de liquide physiologique. 0,25 ml de
solution sont injectés pendant une période de 1 minute environ.

Effet de la scopolamine sur le réflexe d'extension du proboscis

L'expérience porte sur 2 lots de 30 individus, un lot recevant du Ringer et un
lot recevant de la scopolamine. Trente minutes aprés la dissection, chaque abeille
est testée avec le stimulus inconditionnel, seules celles qui répondent par une
extension du proboscis sont conservées.

Les abeilles sont testées avec le stimulus inconditionnel 1 minute et 10 minutes
apres l'injection. "
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Injection avant le conditionnement

Les abeilles sont réparties en 8 lots de 47 individus, 4 lots recevant du Ringer
et 4 lots recevant de la scopolamine. Les abeilles sont conditionnées a l'aide d'un
seul essai 20 mn, 15 mn, 10 mn ou 5 mn aprés l'injection (fig 2a). La réponse
conditionnée est testée 60 mn aprés le conditionnement.

Injection aprés le conditionnement

Les abeilles sont réparties en 8 lots de 32 individus. Les abeilles sont
conditionnées a l'aide d'un seul essai. Cing, dix, quinze ou vingt minutes apreés le
conditionnement, l'injection de scopolamine ou de Ringer est effectuée (fig 2b). La
réponse conditionnée est testée 60 mn apres le conditionnement.

a: injection avant le conditionnement

conditionnement
1 essal test

L temps (mn)
60 B

injection

b: injection lors des 20 minutes qui suivent le conditionnement

conditionnement
1 essai

test
5 1015 20 * temps (mn)
-
60
injection

c: injection 20 minutes apres le conditionnement

test

ENTYY VYR e

-20 5 10 1520 25 30
conditionnement injection
1 essai

Figure 2: Différents protocoles d'injection de la scopolamine
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Injection 20 minutes apres le conditionnement
Les abeilles sont réparties en 14 lots de 35 individus, 7 lot recevant du Ringer

et 7 lots recevant de la scopolamine. Les abeilles sont conditionnées a l'aide d'un
seul essai. L'injection est réalisée 20 mn apreés le conditionnement. Le pourcentage
de réponses conditionnées est mesuré immédiatement avant l'injection. Le taux de
réponses conditionnées est mesuré 5, 10, 15, 20, 25, 30 ou 60 mn apres l'injection

(fig 2c).

RESULTATS
1. Activité de I'acétylcholinestérase

L'apprentissage induit a court terme une diminution de l'activité de
l'acétylcholinestérase chez les animaux conditionnés avec succes (Figure 3). Cette
modification est amplifiée au bout d'une semaine. On observe également une baisse
de l'activité au bout d'une semaine chez les animaux qui ont été conditionnés sans
succeés. La mémorisation accentue la chute de I'activité enzymatique. On n'observe
pas de de modification de I'activité enzymatique dans le groupe controle.

20

AChE (umol/mn/g Tissu)

Time 0 Time 1

Figure 3: Activit¢ de I'AchE mesurée immédiatement (Time 0) ou
une semaine (Time 1) aprés le conditionnement chez des animaux
ayant ¢été conditionnés avec succeés (GL), sans succés (BL) et chez les
controles. )

*p<0,003; **p<0.005; ***p<0,0001.
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2, Effet de la scopolamine
Effet de la scopolamine sur le réflexe d'extension du proboscis

La réponse inconditionnelle d'extension du proboscis consécutive a la
stimulation gustative de 'antenne, a été testée avant et aprés injection de Ringer ou
de scopolamine. La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus sur des
animaux témoins, montre que le réflexe d'extension du proboscis n'est pas affecté
par l'injection de scopolamine. En effet, le taux des réponses inconditionnelles n'est
pas modifié par rapport a celui obtenu avant 1'injection de la drogue.

Effet de la scopolamine injectée avant le conditionnement

Dans une seconde étape, l'injection de scopolamine a été pratiquée de 5 a 20
minutes avant le conditionnement. Les animaux sont ensuite testés 1 heure apres
l'essai de conditionnement.

Aucun effet significatif de la scopolamine n'a pu étre détecté sur la rétention a
long terme de l'apprentissage, quel que soit le délai respecté entre l'imjection du
produtit et le conditionnement (fig 4).

§ 100 7
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Figure 4: Injection avant le conditionnement. Une injection de
Ringer (clair) ou de scopolamine (foncé) est réalisée 20, 15, 10 ou 5
minutes avant le conditionnement et les abeilles sont testées 1 h
apres.
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Il faut cependant noter une légére baisse du taux de réponses conditionnées
lorsque le moment de l'injection est proche de celui du conditionnement. Ceci est
probablement dii au traumatisme causé par l'injection elle-méme, puisque ce
phénoméne peut étre observé aussi bien a la suite d'une injection de scopolamine
que de Ringer.

Effet de la scopolamine injectée apres le conditionnement

Un demnier ensemble d'expériences a été réalisé en pratiquant une injection de
scopolamine au cours des 20 minutes qui suivent la séance de conditionnement.
Deux situations expérimentales ont alors été distinguées.

100 7

-

B scopolamine
O ringer

Temps (mn)

pourcentage de réponses conditionnées

+20 +15 +10 +5

Figure 5: Injection aprés le conditionnement. Une injection de
Ringer (clair) ou de scopolamine (foncé) est réalisée 5, 10, 15 ou 20
minutes aprés le conditionnement et les abeilles sont testées 1 h
apreés l'essai.

- Dans un premier groupe, les injections de scopolamine sont réalisées 5 a 20
mn apres le conditionnement, et les abeilles testées 1 heure aprés l'essai.

Dans cette situation expérimentale, aucune différence n'a pu étre observée entre les
effets de I'injection de scopolamine et celle de Ringer (fig. 5).

- Dans un second groupe, I'injection du produit est réalisée 20 mn apres le
conditionnement et la réponse de l'animal est testée juste avant cette injection
(témoins) et 5 & 60 minutes aprés l'injection (fig 6 et 7). Dans ce cas, un effet net de
l'injection de scopolamine peut étre observé.
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Figure 6: Effet du Ringer injecté 20 minutes apres le conditionnement. Une

injection de Ringer est effectuée sur 7 groupes d'abeilles 20 minutes apres le
conditionnement. Les réponses conditionnées sont testées 1 minute avant

I'injection (clair) et 5,10, 15, 20, 25, 30 et 60 minutes apres.

*p <0,05
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Figure 7: Effet de la scopolamine injectée 20 minutes aprés le

conditionnement.Une injection de scopolamine est effectuée sur 7 groupes

d'abeilles 20 minutes apres le conditionnement. Les réponses conditionnées

sont testées 1 minute avant l'injection (clair) et 5, 10, 15, 20, 25, 30 et 60

minutes apres.

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005,
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L'effet de la scopolamine sur le taux de réponses conditionnées varie en
fonction du délai qui sépare le moment de l'injection de celui du test. Plus le délai
est important, moins l'effet de la scopolamine est marqué. Une heure apres
I'injection, le taux de réponses conditionnées est comparable entre les lots témoins et
expérimentaux. Ainsi, I'influence de la drogue sur la réponse conditionnée disparait
25 mn apres l'injection.

11 faut néanmoins noter un effet de I'injection du Ringer sur le taux de réponses
mesuré 5 minutes apres l'administration du produit (fig 6). Cet effet du solvant est a
déduire de l'effet propre de la drogue pour le groupe testé a 5 minutes. L'injection
en elle méme n'a plus d'effet sur les autres groupes au dela de 5 minutes.

DISCUSSION ET CONCLUSION

L'ensemble de ces résultats permet de conclure que le systéme cholinergique
intervient dans le conditionnement olfactif chez I'abeille.

L'apprentissage induit, dans de brefs délais et a plus long terme une diminution
de l'activité cholinestérasique. Ces observations sont en accord avec des données
plus anciennes de la littérature chez le vertébré, montrant une amélioration des
capacités mnésiques par administration d'anticholinestérasiques comme la
physostigmine (Deutsch et Leibowitz, 1966).

Le blocage des récepteurs muscariniques par la scopolamine réalisé en pré-
essai ou immédiatement aprés l'apprentissage n'a pas d'effet sur la rétention a long
terme. Ces résultats permettent de supposer que ces récepteurs n'interviennent pas
lors de l'acquisition ou de la consolidation de l'information. L'injection de
scopolamine 20 minutes aprés l'apprentissage, alors que la trace mnésique est
stabilisée, diminue les performances en rétention, vraisemblablement par blocage
des processus de rappel. Ce résultat est & rapprocher de celui obtenu par njection
intracérébrale de dopamine (Mercer et Menzel, 1982). Bien que les interactions
centrales entre les systémes de neurotransmetteurs ne soient pas connues chez
I'invertébré, une régulation de l'activité du systéme cholinergique par des neurones
dopaminergiques pourrait étre envisagée.

Un prolongement de ce travail consiste a étudier le role des récepteurs
nicotiniques dans l'apprentissage.

Les données fournies par la littérature sur le vertébré montrent la complexité
des effets de la scopolamine sur la fonction mnésique ( pour revue, voir Collerton,
1986).

Lorsque la scopolamine est injectée en pré ou en post-essai, les effets
amnésiants dépendent de la dose utilisée, de la nature de I'épreuve comportementale,
mettant en jeu la mémoire de référence ou de travail, du degré de maitrise de la
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tache. Des effets moins spécifiques sur l'attention, 'habituation ou la sensibilisation
ne sont pas exclus.

Dans ce contexte, il serait intéressant de reprendre ces expériences sur l'abeille
en utilisant des épreuves comportementales plus complexes, basées sur les capacités
d'orientation spatiale par exemple, afin de prendre en compte ces paramétres.
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