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Résumé

Résumé

Un élevage expérimental de larves d’abeille Apis mellifera intermissa a été realisé en
les exposant a des périodes de faim allant jusqu’a 5 jours. Ce travail s'est intéressé a I'étude de
la croissance, du développement et des transformations physiologique de ces larves. Il
présente les croissances linéaire et pondérale ainsi que les changements histologiques
specifiques du corps gras, du tube digestif moyen et du tégument. Un échantillonnage
aléatoire a été effectué a partir de quatre lots de larves (affamées pendant 12h, 48h, 4 et 5
jours). Les larves, préalablement fixées au Bouin aqueux, sont numeérisées puis mesurées par
analyse d'image. Des coupes histologiques sont ensuite confectionnées et mesurées suivant

certains paramétres morphométriques.

Tous les paramétres externes (poids, taille, surface) présentent un rapport positif entre
eux, avec une évolution pondérale des larves affamées de 4j plus lente (L5=13xL1) que celle
des larves moins affamées (L5=669xL1). Les périodes de faim ont beaucoup plus

d’influence sur I’évolution du poids des larves que sur leur taille et leur surface.

Nos résultats histologiques montrent la présence des deux types de cellules
(trophocytes et cenocytes) au niveau du corps gras avec négativité de coloration de Trichrome
de Masson, concernant le collagéne. Chez les lots qui ont subi une période de jelne plus
longue, ces cellules présentent une diminution dans leur surface cytoplasmique qui laisse
prédire qu’il y a épuisement des réserves sans qu’il y’ait arrét de P’activité cellulaire
(ralentissement). Une continuité de ’activité épithéliale est aussi observée au niveau du
mésentéron, méme dans les conditions de jelne prolongé. Par contre le rabdorium et/ou la
matrice péritrophique est interrompue d’un endroit a un autre. Une augmentation de
I’épaisseur de la cuticule (et exuvie) ce qui ralentira le phénoméne de mue de croissance

chez ces larves d’abeille affamées

Mots-cles : Abeille, larve, corps gras, trophocyte, cenocytes, tube digestif moyen, cuticule.
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Abstract

Résumé

An experimental breeding of larval honeybee Apis mellifera intermissa was carried out
by exposing some of them to hungry periods of up to 5 days. This work was interested in
studying the growth, development and physiological transformations of these larvae. It
presents the linear and weight growths as well as the histological changes specific to the fat
body and Mid-gut ant cuticle. Random sampling was carried out from a batch larvae (hungry
for 1h, 48h, 4 and 5 days). The larvae, previously fixed to the aqueous Bouin, were digitized
and then measured by image analysis. Histological sections are then made and measured
according to morphometric parameters.

All the external parameters (weight, size, area) show a positive relationship between
them, with a weight change slower of hungry larvae of 4j (L5 = 13xL1) than that of less
hungry larvae (L5 = 669xL1). Times of hunger have much more influence on the evolution of
larval weights than on their size and surface.

Our histological findings reveal the presence of two types of cells (trophocytes and
oenocytes) in the Fat body with negativity of topographic (Hematoxylin-Eosin, Masson
Trichrome).

In batches that have undergone a longer period of fasting, these cells exhibit a decrease
in their cytoplasmic surface area, which predicts that there is depletion of reserves without
stopping cell activity (slowing down). Continuity of epithelial activity is also observed at
mesenteric level, even under prolonged fasting conditions. On the other hand, the rabdorium
and / or the peritrophic matrix are interrupted from one place to another. An increase in the
thickness of the cuticle (exuviae) which will slow down the phenomenon of growth moult in
these hungry honeys bee larvae

Key-words: Larvae of honeybee, Fat body, Trophocyte, Oenocyte, Midgut, Cuticle.
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Abréviations

Abréviations

APS Acide Périodique de Schiff

BEP Brood Ester Pheromone

CGP Corps gras pariétal

CGPe Corps gras péri-viscéral

Cu Cuticule

Ex Exuvie

He Hémocoele

Histo-kit Kit histologique

HE Hématoxyline-éosine

L1 Premiere stade larvaire

LDs Lipide cytoplasmique

Lu Lumiére

Oe Oenocyte

PGMR Phéromone de la glande mandibulaire de la reine
QMP Phéromone mandibulaire de la reine
REL Réticulum Endoplasmique Lisse

S Segment

TD Tube Digestif

™ Trichrome de Massonne

Tr Trophocyte
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Introduction

Les insectes constituent le groupe zoologique le plus important de notre planéte. Parmi
eux nous trouvons I’abeille, qui est percue comme un animal mystérieux et utile, elle a
toujours suscité I’intérét des plus grands naturalistes, depuis Aristote de 1’antiquité jusqu’a

Von Frisch au siécle dernier, dont les travaux ont été couronnés par un prix Nobel en 1973.

L’abeille est une espéce clé et tous les scientifiques s’accordent aujourd’hui pour dire
que sa disparition entrainerait de graves problémes pour la nature et donc pour 1’homme
(Garenry ., 1998). Les abeilles constituent une ressource fantastique au niveau mondial ; elle
a une importance économique et environnementale. En agronomie, la pollinisation assurée par
les abeilles augmente le rendement qualitatif et quantitatif de nombreuses plantes cultivées
(Free ., 1970).

Chez les larves de cet insecte, le tissu adipeux est la source principale des protéines
trouvées dans 1’hémolymphe. Il y a un échange constant entre ce tissu et I’hémolymphe avec
les phases alternées de sortie et l'absorption de protéines (Cruz-Landim ., 1983. Marx.,
1987). Des études d’ultrastructure ont montré que quelques protéines de ce tissu ne sont pas

synthétisées dans ses cellules, mais stockées puis consommées dans 1’hémolymphe (Wyatt .,
1980).

Ce présent travail tente a élucider le role des cellules adipeuses en exposant des
abeilles immatures (larves) a des périodes de jelne. Des coupes histologiques seront faites
avec des mesures morphométriques qui ciblent essentiellement trois structures (le corps gras,

le tube digestif, le tégument). Ce manuscrit sera organisé comme suit :

v Une premiére partie est consacrée aux rappels bibliographiques actualisés abordant la
biologie et la communication sociale chez I’abeille domestique Apis mellifera.

v" Une deuxiéme partie consacrée au matériel et les méthodes utilisés dans I’exploration
des données expérimentales.

v Une derniére partie pour discuter les résultats obtenus et pour conclure.

Promotion : 2016-2017
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I. Biologie et anatomie d’abeille

L’abeille fait partie de I’ordre des Hyménopteére regroupées dans la super famille des
Apoidea (Medori et Colin ., 1982 ;Michener ., 2000). Elle est phylogénétiquement
beaucoup plus proches des fourmis que des guépes (Johnson et al., 2013) qui sont apparus il
y a 45 millions d’années nettement avant ’homme (Daniel ., 1983). Cependant, certains
paléontologues découvrirent leurs fossiles dans les ambres de la baltique depuis plus de 60

million d’années (\Winston ., 1993).

Les premicres abeilles seraient apparus lors de I’Eocéne, suivis par les premiers
individus du genre Apis pendant 1’Oligocéne (Kotthoff et al., 2011; Engel et al ., 2009).Les
plus anciens fossiles du genre Apis, datent de 1’Oligocéne-Miocéne pour I’Europe et du

Miocéne pour 1’Asie, I’ Afrique de ’est et les Etats-Unis (Engel et al ., 2009).

C’est Linné, en 1758 qui décrit pour la premiére fois 1’abeille occidentale comme Apis
mellifera qui vient du latin « mellis » miel et « ferre » porter. Le terme mellifica serait plus
approprié puisque 1’abeille ne fait pas que transporter le miel mais elle le produit a partir du

nectar des fleurs butinées (Guerzou et Nadji., 2002; Terzo et Rasmont ., 2007).

Les plus anciens fossiles du genre Apis, datent de 1’Oligocéne-Miocéne pour 1’Europe
et du Miocéne pour I’ Asie, I’ Afrique de I’est et les Etats-Unis (Engel et al ., 2009).

L’espeéce Apis mellifera comprend de nombreuses sous-especes, distinguables par des
caracteres morphologiques et biologiques, ainsi que par leur répartition géographique (Le
Conte ., 2011 ; Ruttner ., 1968). Parmi ces sous-especes, on trouve Apis mellifera intermissa

et Apis mellifera sahariensis (Biri ., 2010).

I.1. Répartition géographique des abeilles :

1.1.1. Dans le monde :

L’aire de répartition originelle d’Apis mellifera est le Kazakhstan et 1’est de la Russie
et le Moyen-Orient jusqu’a I’ Afghanistan (Ruttner ., 1988). Son aire de répartition naturelle
recouvre aussi ’Europe: 1’Afrique et le Proche-Orient: mais suites aux importations dues
notamment aux migrations humaines (figure 01), Apis mellifera est actuellement présente
dans le monde entier (Bertrand ., 2013).Les autres espéces d’abeilles du genre Apis sont
réparties en Asie, et en particulier dans le sud-est asiatique, sous des climats tropicaux
(Ruttner ., 1988)

Promotion : 2016-2017
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A[MS mellifica

Figure 01 : Répartition

1.1.2. En Algérie :

d’Apis mellifera dans le monde (modifié Prost ., 2005).

L’abeille Algérienne appartenant normalement a la race africaine est représentée en

Algérie par deux races: Apis mellifera intermissa décrite par Buttel-Reepen en 1906 (Ruttner

., 1968) et Apis mellifera sahariensis (Haccour ., 1960). La premiére est la plus répandue et

son aire de répartition s’étend a toute I’ Afrique du Nord: Maroc, Tunisie, Algérie (Grissa et
al., 1990; Barour et al .,2011 ; Loucif et al .,2014), et Lybie. (Le Conte ., 2011) plus
précisément, elle est rencontrée au nord du Sahara algérien (figure 02) (Adam ., 1953 ;

Bendjedid et Achou ., 2014). La seconde race est localisée au sud du Maroc et de 1’ Algérie

Plus précisément, elle est rencontrée au sud-ouest de I'Algérie (Béchar, Ain Sefra) (figure 02)

(Baldensperger ., 1932).

iNntermissa

sahariensis
i, XVl .
. - S
: T a ff-‘---""‘
- ".‘ ._.p" !.
] LT - v
L] a~~ [

|

Figure 02 :

La localisation d’Apis mellifera en Algérie

(Lobreau-Callen et Damblon ., 1994)
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I.2. Anatomie générale de I’abeille adulte :

1.2.1. Morphologie externe :

Du point de vue morphologique, le corps d’abeille se divise en trois parties : la téte,
thorax et I’abdomen (figure 03). Il est entouré par une cuticule, une membrane externe de
nature chitineuse dure formant un exosquelette recouvert de poils et renfermant différents

organes vitaux (Ravazzi ., 2007; Biri ., 2010).

) weux simples
aile
ankérieure

ankennes

reckum

WELX

aiguillan .
COMposes

& wenin

intestin chaine mandibule
NErveElse

panier L jabok
3 pollen

Figure 03: Morphologie externe de I'abeille femelle adulte (Hannebelle ., 2010).
1.2.1.1. La Téte :

C’est une capsule ovoide (Le conte ., 2011) qui présente deux yeux de trés grande
taille, placés de chaque c6té de la téte et trois ocelles. Ce sont trois petits yeux situés au centre
de la téte (Figure 03). Aussi les antennes qui permettent la communication et les pieces
buccales (Gustin ., 2008 ; Clément., 2010).

1.2.1. 2. Le Thorax :

C’est la partie la plus dure du corps (Riondet ., 2013).1l assure la locomotion de
I’abeille car il porte trois paires de pattes et deux grandes ailes et deux petites (Figure 03)
(Clément ., 2010), les ailes antérieures et postérieures s’accrochent grace a des crochets (Pohl
., 2008).Le thorax contient des muscles puissants et trois paires d’orifices respiratoires appelés
stigmates (Le conte ., 2011).

1.2.1. 3. L’abdomen :

C’est la partie la plus grosse de 1’abeille (Figure 03), Il est composé de 7 anneaux
mobiles qui peuvent s’allonger suivant le besoin (Freres et Guillaume ., 2011). Il renferme
les systemes respiratoire, circulatoire, digestif, et un certain nombre de glandes. Il se termine

par I’appareil vulnérant, I’appareil reproducteur et le rectum (\Winston ., 1993).
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1.2.2. Anatomie interne :

1.2.2.1. L’appareil respiratoire :

L’abeille posséde un appareil respiratoire bien développé constitué de trachées
s’ouvrant sur la surface du corps au niveau de stigmates. Les échanges gazeux se feront

directement entre le milieu extérieur et les organes par simple diffusion (loiriche ., 1979).
1.2.2.2. L appareil circulatoire:

Le systéme circulatoire de ’abeille (figure 04) est un systeme ouvert caractérise par
I’absence de vaisseaux proprement dit et les organes baignent directement dans
I’hémolymphe. Il constitué uniquement d’un cceur dorsal et d’une aorte reliant la téte a

I’abdomen (\Winston ., 1993).

1.2.2.3. L’appareil digestif et excréteur :

Le systeme digestif de 1’abeille (figure 04) se compose de trois parties : 1’intestin
antérieur, l’intestin moyen et l’intestin postérieur (Adam ., 2010). L’intestin antérieur
comprend le pharynx, 1’cesophage, le jabot, 1I’estomac proprement dit (Biri ., 2010). D’origine
épidermique, I’intestin antérieur est constitué d’un épithélium aplati, recouvert d’une cuticule
chitineuse (Faucon ., 1992). L’intestin moyen ou ventricule assure la digestion, et
I’absorption, I’intestin postérieur composé du duodénum et du rectum. Le rectum est

également extensible pour pouvoir stocker les excréments.

Le systeme excréteur de 1’abeille (figure 04) n’est pas composé de reins, mais de

tubes de Malpighi annexés au niveau du pylore (\Winston ., 1993).

1.2.2.4. Le systeme nerveux :

Le syst¢tme nerveux de I’abeille (figure 04) est constitué de deux ensembles
complémentaires : Le systeme nerveux central .,avec le cerveau et la chaine nerveuse ventrale

(les ganglions) et le systéme nerveux stomatogastrique (Le conte ., 2011).
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Figure 04 : Schéma de I'anatomie interne de I'abeille adulte (Paillot et al., 1949).

1.2.2.5. Systeme endocrinien :

Le Systeme endocrinien comprend les hormones qui interviennent dans la régulation

de la physiologie de 1’abeille a de multiples niveaux (hormone juvénile, hormone de mue, ...).
L’hormone juvénile intervient notamment dans 1’évolution du systéme immunitaire chez
I’abeille (Amdam et al., 2005). Aussi, il sécrétée pendant le stade larvaire et impliquée dans

le maintien des caracteres larvaires. L’hormone de mue ou I’ecdysone pour le contrdle de la

mue et de la métamorphose (Pedigo ., 2002).

1.2.2.6. Systemes glandulaires :

Le systeme glandulaire de ’abeille est complexe et varie en fonction de I’age et du

role de I’individu dans la ruche. Les principales glandes indépendantes sont présentées dans le

tableau ci-dessous (tableau I).

Malgré de nombreuses recherches, il reste encore chez I'abeille des glandes dont le

réle est inconnu (Prost ., 2005).
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Tableau I: Principales glandes chez I'abeille et leurs fonctions (Spurgin ., 2010)

Glande Localisation Fonction
Une paire au niveau de la | Dissolution des sucres, transformation de la
Glande salivaire | téte et une paire dans le | cire, fabrication des cellules pour le couvain
thorax
Glandes Base des mandibules Reine : production de phéromones, hormones
mandibulaires d’attraction sexuelle
Ouvriéres : gelée royale, ferments, agents
anti- agglomérant pour la transformation de la
cire et de la propolis, phéromone d’alarme.
Glandes Dans la téte Sécrétion gelée royale pour le couvain, la reine
Hypophrygiennes et les faux bourdons, ferments, stockage de
substances en réserve chez les abeilles d’hiver
Glande de Entre la derniére et Phéromone de marquage
Nasanov I’avant-derniére écaille
Dorsale

1.2.3. La colonie d’abeille :
1.2.3.1. Organisation sociale d’une colonie:

Les abeilles domestiques sont des insectes eu-sociaux, ¢’est-a-dire qu’un individu seul
ne peut pas survivre sans la colonie entiere. En effet, trois castes structurent la société des
abeilles : la reine, les ouvriéres et les faux bourdons (figure 05) (Clement ., 2009).

Une colonie d’abeille compte environ 50.000 et 60.000 individus, parfois plus
(Paterson ., 2008), dont une seule reine, et 0 a 6 000 males (présents uniquement d’avril a
septembre) (Martin et al., 2001).Toutes ces castes d’abeilles sont nécessaires au bon

développement de la colonie (Alberti et Hanel ., 1986 ; Martin et al .,2001).

Le nombre de cette population est variable en fonction de différents facteurs tels que le
climat, la sous-espéce des abeilles et la quantité de ponte de la reine, en fonction de la taille et
du stade de développement de la colonie (Le Conte ., 2011), et aussi selon la saison et selon

1’état de santé de colonie (Frerés et Guillaume ., 2011)
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%

Faux- bourdon Reine ouvriére

Figure 05. Schéma des trois castes de ’abeille (Rasolofoarivao ., 2014).

a) La reine ou la mere :

C’est la seule femelle fertile dans la ruche (Marchenay et Bérard ., 2007).Elle est
indispensable a la vie de la colonie (Frerés et Guillaume ., 2011).

Elle est plus grosse, et surtout beaucoup plus longue que les autres abeilles (figure 05),
elle est de couleur brune foncée (Bellerose ., 1883).Elle pése entre 178 et 298 mg (\Winston .,
1993; Wendling ., 2012).Elle est facilement reconnaissable par son abdomen et son thorax
qui est plus développés que ceux des ouvriéres (Le conte ., 2011). Elle mesure en moyenne

16 mm de long et son thorax atteint 4,5 mm de diamétre (Biri ., 2010).

La reine a une durée de vie trés longue par rapport a celle de 1’ouvriére, elle est de

quatre a cinq ans (Frerés et Guillaume ., 2011; Fluri ., 1994).

La reine ne butine pas et ne construit d’alvéoles, pas plus qu’elle ne s’occupe de sa
progéniture .La ponte est sa seule occupation pour en assurer la descendance (\Winston
1987., Marchenay et Bérard ., 2007).La reine a outre son role de reproduction (la ponte des
ceufs), un role de réguler les activités de la colonie par la sécrétion de phéromones(Biri .,

2010; Vandame ., 1996).

La reine provient d’un ceuf fécondé¢ similaire a celui d’une ouvriere, mais pondue dans
une cellule royale accrochée au rayons, La larve de reine est nourrie uniqguement avec de la
gelée royale (dont la composition complexe permet aux ovaires de se developper)
(Marchenay et Bérard ., 2007), et nait seize jours aprés incubation dans une cellule ou

alvéole royale. (Prost ., 2005).
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La jeune reine atteint sa maturité sexuelle a cing ou six jours. Elle entreprend alors un

vol nuptial, parcourant jusqu’a 3 km pour atteindre un rassemblement de males. Jusqu’a vingt
males, les plus vigoureux et rapides, la fécondent (Le conte ., 2011). Elle pond de 1500 a
2000 ceufs par jour soit 200 000 ceufs par an (\Winston ., 1993).

b) L’ouvriére :

C’est une femelle stérile (Seeley ., 1983), dont I’appareil génital est atrophié (Clément
., 2009; Biri ., 2002). C’est la plus petite abeille de la ruche, une ouvriére mesure en moyenne
10 a 12 mm de long pour 4 mm de diamétre de thorax (Biri ., 2010; Ravazzi ., 2007).Elle
pése entre 81 et 151 mg (\Wendling ., 2012), son corps est moins long que celui de la reine,
son abdomen est moine proéminent et elle affiche souvent une couleur plus foncée et plus
marquée. Les ouvriéres ont moins de poils que la reine avec une anatomie adaptée au
transport du pollen et de miel (Peacock ., 2008). Elles sont les plus nombreux individus de la
ruche (Prost ., 2005).

Sa durée de vie est trés variable selon la période de I’année. et forte différente selon
que c’est ’hiver ou I’été (Frerés et Guillaume ., 2011).environ de 15 & 70 jours pour les
abeilles d’été et de 170 a 243 jours pour celles d’hiver (Fluri ., 1994).

La reine est indispensable a la vie de la ruche, mais du point de vue de I’apiculteur,
I’ouvriére se révele tout aussi importante (Ravazzi ., 2007), car elles accomplissent tous les
travaux de la ruche. La distribution des différentes taches a I’intérieur de la ruche se fait en
fonction de la démographie (polyéthisme d’age). Les jeunes ouvriéres occupent des simples
travaux a D’intérieur de la ruche (Seeley ., 1983), elles s’occupent entre autres, de la
construction des batisses, du nettoyage des alvéoles aprés la naissance des abeilles, de la
nourriture des larves, de ’accumulation des réserves de miel et de pollen, de la transformation
dans leur jabot du nectar et du miel, etc (Philippe., 2007).et les plus agées sont des butineuses
(Seeley., 1983).

A noter que les ouvriéres sont diploides qui résultent d’ceufs fertilisés. (\Wendling.,
2012). Et nait environ 21 jours, apres incubation dans les alvéoles (Pham-Délegue., 1999;
Caron., 1999).
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c) Lemale:

Appelés encore « faux-bourdons », c’est la troisiéme catégorie d’abeilles faisant partie de
la colonie (Biri ., 2002 ; Frerés et Guillaume., 2011), qui n’apparaissent que de maniére
saisonniere (Ruepell et al ., 2005).

IIs sont facilement reconnaissables, dont la taille est plus imposante que les ouvriéres,
et dont le corps est plus grands, plus larges et plus lourds que celui des ouvriéres et ne
possedent pas de dard (\Winston ., 1993 ; Clement., 2009). Ils se caractérisent par un corps
massif (diametre thorax de 5,5 mm) et peuvent atteindrel2 a 14 mm de long (Biri., 2010). lls
pésent entre 196 et 225 mg (Wendling., 2012 ; Winston., 1993).

Les faux-bourdons ont une durée de vie assez courte, plus ou moins 3 mois car ils sont
mis a mort a I’approche de 1’automne .dans la période qui varie suivant les conditions
climatiques et météorologiques (Frerés et Guillaume., 2011).

IIs sont principalement une fonction de reproduction pour assurer la fécondation de la
reine. (Vandame ., 1996; Paxton., 2005 ; Gregory ., 2011). lls peuvent également participer
a la ventilation de la ruche en cas de forte chaleur pour maintenir une bonne température au
couvain. (Fréres et Guillaume., 2011; Belzunces et al., 1996).

A noter que les males sont haploides, dérivent d’ceufs infertilisés (non-fécondés),
pondus par les reines ou les ouvriéres (Gempe et al., 2009), et nait environ 24 jours apres
incubation dans les alvéoles (Marchenay et Bérard ., 2007).
1.2.3.2. La détermination des castes :

La détermination du sexe male ou femelle est liée a la fécondation de I’ceuf pondu
(figure 06). La reine reconnait les différents types de cellules, male ou femelle, a 1’aide de ses
pattes antérieures (\Winston ., 1993), et pond en conséquence. Si c’est une cellule de femelle
(reine ou ouvriére), elle contracte sa spermathéque et pond un ceuf diploide (2n=32). Au
contraire, lorsque c’est une alvéole de faux-bourdon, plus large, elle ne contracte pas sa

spermathéque et pond un ceuf haploide (n=16), cela engendrera un méle (Adam ., 2010).

L’alimentation et I’hormone juvénile sont des facteurs clés qui orientent le
déterminisme des castes a partir d’'une méme larve (Bruneau ., 2006). La qualité et la
quantité de nourritures données aux larves semblent étre les facteurs déterminants (Le conte .,
2011). Les larves de reines sont nourries exclusivement de gelée royale pendant toute leur
vie larvaire. Les larves d’ouvricres et les larves de males regoivent une nourriture qui contient
plus de miel et de pollen, moins de gelée royale, au fur et a mesure qu’elles grandissent (L e

conte ., 2011).

Promotion : 2016-2017



’! l I I Synthése Bibliographique | 11

P o
- s A
Vg e
- \
32 checacnomes (30 - XX} KMM
Onwrdes
Sm ¥ chromonscemes
Q D o

Ovule o Ocuf varge
wo..f._r«_u faonds °"“"~:""*
‘:h‘v-a-i"los x) 32 chromosceses (X0 + XX 32 20 = XX»
Y 22 S
Lacve §6 chroamoscmmes) Lacve 32 Earve (52 «f 1]
.
Nourstascmere 3 Ls geloe royale

Nc-.rm:nn%le:m;-ﬂn

Figure 06: Détermination des castes chez I’abeille (Dessart ., 1975).

I1. Développement et communication chez I’abeille :

I1.1. Le cycle de développement :

Les abeilles sont dites insectes holométaboles ou a métamorphose compléte. Elles sont
complétement différentes a 1’état larvaire et a 1’état adulte (Biri., 2010).Le cycle de
développement d’une abeille adulte, quelle que soit sa caste est identique et passe par trois
étapes : le stade de I’ceuf, le stade larvaire et le stade nymphal (figure 07). Mais La différence
entre les castes se fait sur la durée de chaque étape (Prost ., 2005 ; Von Frisch ., 2011).

Figure 07 : De I'ceuf a I'abeille adulte (Tourneret ., 2013).

a : ceuf fraichement pondu. b, ¢, d: développement de la larve.

e : stade nymphal. f: imago préte a sortir.
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Ces durées connaissent de grandes variations dépendantes notamment de sous-espéces

d’abeilles également en fonction de la nutrition du couvain (Winston., 1993).Ainsi,

dépendantes de facteurs génetiques et climatiques (Le Conte., 2011).

Tableau I1: Durées de développement du couvain d’abeilles (Spurgin., 2010).

Durée (jours)
Stade
Reine Ouvriére Faux-bourdon
Euf 3 3 3
Larve 8 6 10
Nymphe 4 12 11
Total 16 21 24

11.1.1. Le couvain ouvert :

C’est la premiére phase de couvain, représentée par l'ceuf, et les premiers stades

larvaires (\Wendling ., 2012).

I1.1.1.1. Le stade ceuf :

L'ceuf est blanc, translucide, cylindrique, de forme ovale allongée (figure 08) (Biri .,
2002).11 mesure 1-1,5 x 0,5 mm et peése entre 0,12 a 0,22 mg. (Alberti et Hanel ., 1986 ;
Winston ., 1993).11 Posséde une extrémité plus pointue par laquelle il adhere a la paroi de
I’alvéole. Il est ainsi possible de distinguer, en fonction de leur position sur le fond de la
cellule, un ceuf de 1 jour de celui de 2 ou 3 jours (Biri ., 2010). 1l est, au début, placé
verticalement sur le fond de 1’alvéole par I’extrémité postérieure lors de le ponte, puis il

s’incline peu a peu jusqu’a se coucher complétement a fin du 3™ jour. (Medori et Colin.,

1982 ; Ravazzi., 2007).
. &

Figure 08: photo des ceufs (Le Conte ., 2011).
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11.1.1.2. Les premiers stades larvaires :

La larve est un boudin blanchéatre a la peau tres fine, sans yeux ni pattes (apodes), éclot
de I’ceuf aprés les trois jours d’incubation (Albouy ., 2012 ; Le conte ., 2011). Elle est
compose de treize segments, Trois thoraciques et dix abdominaux (Figure 10) (Faucon.,
1992). Entourée d’une cuticule inextensible (Medori et Colin ; 1982). La larve du premier
stade (L1) pese 0,1 mg (Alberti et Hanel ., 1986; Winston ., 1993).

La larve dépend totalement des adultes pour sa suivie. Son role se réduit a absorber de
la nourriture pour grossir le plus rapidement possible (Albouy ., 2012), d’ailleurs son poids
est multiplié par 10 au cours du premier jour de vie larvaire, par 100 au deuxiéme jour, et par
1000 au troisieme jour (Faucon ., 1992) et par 1 800 en sixieme jours (Le Conte ., 2011).

Les larves se trouvent au fond des alvéoles, couchées sur un c6té et enroulées de telle
facon que la zone anale rejoigne la téte. Elles baignent dans la gelée larvaire et sont nourries

par des ouvrieres post-émergence agées de 3-15 jours (Figure 09) (Brouwers et al., 1987).

Figure 09: Couvain au stade larvaire (Spurgin ., 2010).

Pendant les trois premiers jours, toutes les larves sont nourries avec la gelée royale par
les ouvriéres nourrices. (\Von Frisch ., 2011), une substance trés nutritive produite par des
glandes de la bouche des ouvriéres. (Albouy ., 2012). A partir du quatriéme jour, certaines
larves choisies par les ouvriéres continuent a étre alimentées par la gelée royale. Elles
deviendront des reines. Les autres larves sont les futures ouvriéres et sont nourries avec du
miel ou du pollen (\Von Frisch ., 2011) Deés le sixieme ou septieme jour, les larves atteignent

leur maturité et deviennent capables de se nourrir toutes seules (Biri ., 2010).
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L’appareil digestif de larve (figure 10) n’est formé que d’un seul intestin moyen clos

aux deux extrémités (Medori et Colin ., 1982), qui lui permet de digérer les aliments fourmis
par les nourrices. Les résidus de la digestion ne sont rejetés sur le fond de la cellule que peu
de temps avant la nymphose, quand la larve a déja cessé de se nourrir. Il n’y a ainsi aucun
risque que les déjections polluent les aliments (Ravazzi ., 2007). Elle vide son intestin au
moment de la mue nymphale lorsque 1’intestin moyen se prolonge par I’intestin postérieur
(Medori et Colin ., 1982).

L’appareil excréteur de la larve il est composé de quatre tubes de Malpighi (figure10)
disposés deux par deux de chaque c6té du ventricule. Ils débouchent a la jonction du
ventricule et de ’intestin postérieur, mais ne s’ouvrent qu’a la fin du sixiéme jour (Faucon .,

1992).

Le systeme nerveux (figurel0) de la larve comprend un cerveau, un ganglion sous

cesophagien et une chaine nerveuse ventrale (Faucon ., 1992).

Intestin moyen

Oesophage

Chaine ventrale
Glandes séricigénes

Intestin postérieur

Figure 10 : Anatomie interne d’une larve d’abeille (Faucon ., 1992).

Le corps gras, ou tissu adipeux, remplit la majeure partie de 1’espace libre a I’intérieur
de la larve. Il donne a la larve sa couleur blanc créme (Faucon ., 1992). Il est composé
principalement d’adipocytes (les cellules trophocytaires) qui ont un réle dans la synthese et le
stockage des protéines (Rollo et Camargo-Mathias., 2006), des lipides, du glycogéne et de
I’acide urique, il compose aussi de cellules urate (cenocytes) qui ont un réle d’excrétion par
accumulation (d’acide urique et de sels de phosphate de calcium ou de magnésium) ou un role

de réserve d’azote (Faucon ., 1992 ; Paes de Oliviera et Da Cruz-Landim ., 2003).
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Durant le temps de sa croissance, la larve doit subir des mues pour se développer

(Medori et Colin ., 1982 ; Girdwoyi ., 1876) c’est a dire, la larve rejette son squelette externe
(cuticule) a cinqg reprises (figure 11) (Pelletier et al., 1994). L1 subit 5 mues successives
(Martin ., 1994). Les quatre premiéres mues larvaires correspondent a des mues de
croissances et se déroulent approximativement 1 fois toutes les 24 heures chez les ouvrieres
(Rembold et al., 1980).

a 4

Epicuticule

Exocuticule _§ ——— — =" lmr s
R | Lt
Endocuticule e n T IR A

Epiderme | J a

Figure 11: Les étapes successives de la mue (Lamy ., 2000).

a) : Tégument au repos.
b) : début de la cuticule se sépare de 1’épiderme et commence sa lyse (apolyse).
c) : sécrétion de la nouvelle cuticule et résorption de 1’ancienne

d) : exuviation et fin de synthése de la nouvelle cuticule.

A la fin du cinquiéme stade larvaire, une réserve de nourriture est constituée au fond
de ’alvéole. Cette alvéole est alors scellée d'un capuchon de cire produite par les ouvricres,

c’est I'opercule. (Pelletier et al., 1994).

11.1.2. Le couvain opercule :

C’est La deuxiéme phase de couvain (\Wendling ., 2012).
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11.1.2.1. Le cinquiéme stade larvaire (post-operculation) :

Aprés I’operculation de 1’alvéole, La larve du cinquiéme stade, commence a se
dérouler par un mouvement en spirale, puis elle se met a tisser son cocon qu'elle applique
contre la paroi de la cellule (Jay., 1964; Donze .1995; Pelletier et al.,1994). Elle
commence a filer son cocon quand les provisions sont épuisées. Aprés elle se couche sur le
dos, en arc de cercle et reste ainsi immobile (Tasei et Picart ., 1972), c’est le stade pre-
nymphal (Jay ., 1963 ; Donze., 1995). Ce cocon est présent 48 heures apres 1’operculation. Sa
paroi est épaisse, ne laissant voir qu’au fort grossissement une structure fibreuse (Chauvin .,
1958).

La cinquieme mue larvaire termine 1’état larvaire par le passage a 1’état de nymphe
(Rembold et al., 1980). Cette mue correspond a une métamorphose qui va transformer la

prénymphe en nymphe (Donze ., 1995).

11.1.2.2. Le stade nymphal :

Appelée aussi le stade pupal, c’est le stade intermédiaire entre le stade larvaire et le
stade adulte (\Winston., 1987), caractérise par de grands changements de structure, la plupart
des tissus larvaires sont détruits, c’est I’histolyse (Medori et Colin ., 1982). La nymphe
posséde de nombreuses caractéristiques morphologiques de I’adulte : téte, yeux, antennes,
piéces buccales, thorax, pattes, et abdomen. Initialement blanchétre (figure 12), se pigmente
progressivement, reste immobile, la cuticule se sclérose (Biri ., 2010), ne s’alimente pas, ne
grandit pas (Winston ., 1993) il se termine par une 6°™ et derniére mue, appelée mue

imaginale, fait passer la nymphe au stade adulte (Biri ., 2010).

Figure 12: photo de nymphe (Spurgin ., 2010).
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I1.1.2.3. L’adulte naissant :

Appelée aussi imago donnant a I’insecte son aspect définitif (figurel3) (Medori et
Colin ., 1982), il détruit I’opercule avec ses mandibules afin de sortir de la cellule (Pedigo .,
2002).

Figure 13 : Jeune Abeille sortant de I’alvéole (Alphandery ., 1992).

11.2. La communication chimique chez Apis mellifera:

Le terme de communication se définie comme un échange d’information entre
individus. Pour les étres humains, c’est une partie majeure de leurs interactions sociales. Ils
communiquent par la parole, 1’écrit, les signes, et par beaucoup d’autres moyens culturels et
technologiques. 1l y a certain espéce que I’homme utilise aussi des odeurs corporelles pour

communiquer comme les insectes (Wilson ., 1971; Wyatt ., 2003).

Les abeilles communiquent entre elles en coordonnant plusieurs types de signaux:
tactiles, chimiques, vibratoires, auditifs et visuels (Pascal ., 2009). Le mode de
communication le plus répandu est chimique et s’appuie sur des odeurs particulieres, les
phéromones (\Winston ., 1987). Ce sont des substances sécrétées par un individu mais a
I’extérieur de celui-ci sont recues par un deuxiéme individu de la méme espéce. Elles
provoquent chez ce dernier une réaction définie (karlson et Butenandt ., 1959; Karlson et
Luscher ., 1959).

Les phéromones qui induisent des comportements chez les abeilles qui les pergoivent sont
dites incitatrices (ou primer). D’autres dites modificatrices (ou releaser), sont capables de

modifier la physiologie de I’individu qui les pergoit (figure 14) (Le conte ., 2011).
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phéromone
Stimulation
I?ffets Effets
modificateurs initiateurs
Physiologie comportement
(géne, hormone)

Figure 14: les phéromones incitatrices et modificatrices
(Modifiée d’aprés Wyatt ; 2003)

Ces phéromones peuvent étre classeées selon les glandes qui les sécretent, leur
composition chimique ou les individus qui les produisent (la reine, les males, les ouvrieres

adultes et le couvain) et selon le comportement.
I1.2.1. Selon P’individu :

a) Phéromones de la reine :

Les phéromones royales sont produites par les glandes mandibulaires. Elles induisent chez
les ouvrieres des comportements spécifiques et vont modifier profondément leur physiologie.
Plus d’une trentaine de composés chimiques ont été identifiés dans la phéromone sécrétée par
les glandes mandibulaires. Les principaux constituants sont : 1’acide 9-céto-2-décenoique,
I’acide 9-hydroxy-2- décénoique, et deux composés organiques, 1I’hydroxybenzoate de
méthyle et I’hydroxyméthoxyphényléthanol (Le conte ., 2011; Pham-Délegue ., 1999).

La phéromone royale mandibulaire (PGMR ou QRP = Queen Retinue Pheromone)
possede plusieurs actions incitatrices, comme 1’attraction des ouvriéres pour permettre le
comportement de cour (Slessor et al., 2005). Elle inhibe 1’élevage de nouvelles reines par les
ouvrieres (Winston et al., 1990. Melathopoulos et al., 1996). Chez les ouvrieres, elle stimule
la production de la phéromone de Nasanov, ainsi que le butinage et la production de cire. Elle
inhibe en partie la construction des cellules royales pour réguler 1’essaimage (Le conte .,
2011). Mais aussi, la PGMR a des actions modificatrices comme 1’inhibition des ovaires des
ouvrieres (Slessor et al., 2005). Elle module également le taux de I’hormone juvénile chez les

ouvrieres (Kaatz et al., 1992).
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b) Phéromones des ouvriéres :

Les ouvrieres émettent différentes phéromones incitatrices pour agir dans I’orientation,
I’alarme et la défense, ils sont sécrétés par la glande de Nasonov et la glande a venin (Boch et

Shearer ., 1964 ; Le conte ., 2011).

c) Les phéromones de méle :
Il semblerait que les méles produisent des secrétions phéromonales a partir de leurs
glandes mandibulaires. Leur fonction serait d’attirer les autres males dans les sites de

rassemblement (Pham-Délegue ., 1999).

d) Les phéromones du couvain :

Le couvain émet des phéromones, qui permettent aux ouvrieres d’apprécier son age, sa
caste, ses besoins. En effet, ceufs, larves, et nymphes émettent des phéromones dont les
quantités et les proportions varient en fonction de 1’age des larves. Sur la base de ces signaux
chimiques, les nourrices peuvent adapter leurs soins (Le conte ., 2011).

Ces phéromones ont également un effet stimulateur sur les glandes hypophrygiennes
des nourrices, et un effet inhibiteur sur le développement de leurs ovaires ou retarder 1’age au
butinage de leurs nourrices (Riondet ., 2013). Ce phénoméne montre que les larves
influencent la physiologie des nourrices pour optimiser les soins qu’elles prodiguent : en

fonction des besoins de la colonie (Le conte ., 2011).

La premiére phéromone de couvain a étre identifiée est le Glyceryl-1,2-dioleate-3-
palmitate (Koeniger et Veith., 1983), aussi la BEP (BEP = Brood Ester Pheromone,
Phéromone du couvain composée d’ester) est un phéromone du couvain, elle composée d’un
mélange de 10 esters éthyliques et méthyliques agissant sur la physiologie et le comportement

des ouvrieres (Le Conte et al .,1990).
11.2.2. Selon le comportement :

Les phéromones jouent ont leur réle dans le comportement d’attraction sexuelle,

d’alarme et de défense, de marquage de piste, d’agrégation sexuelle (Pain ., 1971).

a) Les phéromones attractives sexuelles :

La substance attractive sexuelle est localisée dans la téte des reines et plus précisément
dans les glandes mandibulaires trés développées. Ces glandes sont riches en lipides (Pain .,
1971).
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Les males d’Apis mellifera sont attirés par une fraction phospholipidique et une fraction

acide gras (Gary ., 1962). L’acide gras a été identifi¢ comme acide céto-9 décene-2
transoique, et acide hydroxy-9 décéne-2 oique (Butler et Fairey ., 1964). lls ont été dressés a
réagir a différents parfums, ils peuvent distinguer ceux-ci et notamment 1’odeur de 1’acide
céto-9 déceéne-2 oique ainsi que le parfum de la glande de Nassanoff. Le réflexe d’extension
du proboscis est le test utilisé pour conditionner ces insectes (\Vareschi et Kaissling ., 1970).

b) Les phéromones d’alarme :

C’est Butler, en 1967 a proposé d’appeler les phéromones d’alarme : phéromones
d’alerte, pour les distinguer des substances purement défensives, ces phéromones elles sont
émises par les glandes de I’aiguillon et les glandes mandibulaires (Maschwitz ., 1964), Les
phéromones de la glande a venin produites par les gardiennes provoquent le recrutement de

soldats pour la défense de la colonie (Le conte ., 2011).

La glande a venin est annexée a 1’aiguillon. Lors de la piqire 1’abeille se retire en
laissant 1’aiguillon fixé dans le tégument de la victime et le venin est injecté par la contraction
des muscles du sac. L’insecte meurt, son abdomen étant déchiré. Une phéromone d’alarme est
émise dans la chambre de 1’aiguillon lorsqu’une ouvriére pique ou qu’elle sort simplement
son dard .celle-ci attire les autres ouvriéres et les incite a attaquer (\Winston ., 1993) Cette
phéromone a été étudiée par (Boch et al., 1962) a partir d’une trentaine d’aiguillons, ils ont

identifi¢ la phéromone d’alarme a 1’acétate d’iso-amyl.

Chez les ouvricres, une autre substance d’alarme a été localisée dans les glandes
mandibulaires (Maschwitz ., 1964) elle a été identifiée a I’heptanoue-2 (Shearer et Boch .,
1965).

C) Les phéromones de recrutement :

Les ouvrieres peuvent attirer I’attention de leurs congénéres en exposant leur glande de
Nassonov, situé sur la face supérieure de leur abdomen .,et en battant des ailes de maniére a
disperser autour d’elles une molécule odorante attractive (Paterson ., 2008). Les phéromones
de la glande de Nasanov sont émises a 1’entrée de la colonie ou lors de ’essaimage pour
attirer et orienter les abeilles (Williams et al., 1981 ; Free ., 1987 ; Butler et al., 1969;
Shmid ., 1999 ; Le conte ., 2011).
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Boch et Shearer, en 1964 ont montré que dans cette glande contient plusieurs

constituants phéromonaux : un alcool, le géraniol dont la quantité¢ varie avec 1’°4ge des

ouvrieres, et deux acides : géranique et nérolique.
d) Les phéromones d’agrégation :

Chez les abeilles sociales, des phénoménes entrent encore en jeu pour maintenir la
cohésion permanente des populations. Elles sont produites par la reine, mais peuvent aussi
provenir des ouvrieres, des males et du couvain. (Pain ., 1971)

La cohésion d’un essaim d’abeilles est assurée par les ouvrieres elles-mémes (free et
Butler ., 1955) mais aussi et surtout par la reine. La phéromone responsable a été trouvée
dans les glandes mandibulaires. Il s’agit de deux acides : I’acide céto-9-décéne-2-oique et
I’acide hydroxy-9-décene-2-oique. (Butler et Simpson ., 1967).

Cette phéromone qui induit le comportement de cour des ouvriéres, est également
impliquée dans 1’attraction des ouvricres lors de 1’essaimage et dans la stabilisation de la

grappe d’abeilles (Butler et al., 1964 ; Le conte ., 2011;).

e) Les phéromones de surface :

En 1965, Wilson appelle phéromones de surface toutes les odeurs qui sont absorbées a
la surface du corps des insectes, sur le tégument cireux, on considere qu’elles sont pergues par
chimioréception de contact. La source de 1’odeur attractive est localisée dans 1’abdomen, plus
particulierement dans les glandes de Koschewnikow situées dans la chambre de 1’aiguillon

(Butler et Simpson ., 1965).

Les glandes abdominales sub-épidermiques dorsales pourraient aussi produire un
parfum attractif (phéromone) (Renner Met Baumann ., 1964). Cette phéromone empéche le

développement des ovaires chez les ouvrieres (Pain., 1961 ; Slessor et al., 2005).
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. Matériel

La réalisation de nos manipulations a été départagée entre le service d’ana-pathologie
du laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Chlef (DSP Chlef) et le laboratoire de zoologie de

I’université Djilali Bounaama de Khemis Miliana, entre la période de mars et juin 2017.

I. 1. Matériel Biologique

Le but de cette étude est de déterminer les changements histologiques survenus lors
d’un traitement (le jedne) de larves d’abeille (Apis mellifera intermissa).

Apis mellifera intermissa est également appelée Apis mellifera caffra ou encore abeille
tunisienne ou abeille punique (Biri ., 2010), ou abeille tellienne. C’est une grande abeille, trés
noire (figure 15) se Caracterisée par une bonne adaptation pour survivre aux conditions
climatiques souvent extrémes de 1’Afrique de Nord. Il est Trés agressive, nerveuse, tient mal

au cadre, Essaime énormément, méme jusqu’a I’automne et Utilise beaucoup de propolis (L&

conte ., 2011).

L<insecte est choisi pour ses qualité adaptatives et sa période post-embryonnaire plus

ou moins courte (6-7 jours).

Classification systématique d’apis mellifera intermissa

Embranchement : Arthropodes

Sous embranchement : Mandibulates
Classe : Insectes

Sous classe : Ptérygotes

Ordre : Hyménoptéres

Sous-ordre : Apocrites

Section : Aculéates (Neopteres)
Famille : Apidés

Genre : Apis

Espeéce : mellifera

Sous-espece : intermissa

Figure 15:Photographie d’abeille apis mellifera
(Piroux ., 2014).

(Buttel-Reepen ., 1906; Marchenay et Laurence ., 2007).
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I. 2. Mateériel non Biologique:

Les appareils utilisés: Incubateur, Microscope photonique Motic, Microtome de type
Leica, Loupe binoculaire Motic, Automate de type Leica, Etuve réglée a 60°C, Balance de
précision, Bain marie, Plaque chauffante, Agitateur, Appareil photo numérique Fujifilm.

Les outils utilisés : Pinces, Spatules, Verrerie, Papier Filtre, Lames et Lamelles,
Cassettes, Micropipette, Bécher, Eprouvette graduée, Pipette pasteur, Moules et Support de

lames, Bécher, support des lames, Passoire.

Les produits chimiques utilisés : dans le cadre de notre travail sont regroupés dans le
tableau suivant.

Tableau I11: Produits chimiques utilisés

Constitution de

Produits . . Constitution de trichome de | Constitution de I’acide
Hématoxyline-
histologiques . MASSON périodique de Schiff
eosine

*» Bouin aqueux | *® Hématoxyline | ** Acide acétique, < Acide Chlorhydrique,
+» Ethanol de Mayer ¢ Acide phosphotungstique | *%* Acide périodique
+» Paraffine % éosine ¢ Fuchsine acide, ¢ Charbon actif
& Xyléne *» Hématoxyline de Mayer | ** Fuchsine basique
¢ Cyclohexane *» Orangé G «» Meéta bisulfite de
% Gélatine » Ponceau sodium
¢ Histo-kit *»* Vert lumiére

Les programmes informatiques utilisés :

“» XLSTAT 2017

«»* Excel 2010 de Microsoft

«» AXxio Vision 4.8 de CARL ZEISS

«* Image J 1.47u de National institutes of health. USA
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1. Méthodes d’études :

11.1. Manipulation sur les larves :

Les cadres de couvain sont choisies a partir de ruches d’élevage (figure 16). Certaines
conditions doivent étre maintenues avant la récupération des larves (colonie importante:
40000 a 60000 d’individus, I’age de la reine pondeuse, absence de symptOmes
pathologiques). Les cadres sont confinés dans un incubateur et dans I’obscurité ou T= 36°C et
I’humidité est de 60%). Ces larves sont privées de nourriture pendant toute la période de

prélevement (12h, 48h, 4j, 5j). En suite ; elles seront prélevées directement a partir des

alvéoles, pesees, photographiées et plongés rapidement dans le fixateur (Bouin aqueux).

Figure 16 : Prélevement des cadres de couvain.

11.2. Etude histologique :

Nos échantillons sont soumis aux techniques histologiques classiques qui comprennent
les étapes suivantes et qui sont: la fixation, la déshydratation, I'inclusion, la coupe, la
coloration et le montage qui est suivie de I’observation en microscope optique (Martoja et
Martoja ., 1967; Gabe ., 1968).

a) Préparation des coupes histologiques :
1. Fixation Histologique

L’intérét de la fixation est de conserver les structures, d’immobiliser les constituants
tissulaires/cellulaires des larves et de prévenir 1’autolyse cellulaire et la putréfaction
bactérienne post-mortem ce qui facilite la technique histologique et les colorations ultérieures
(Kalem ., 2013).
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Dans la présente étude, nous avons laissé nos échantillons dans le fixateur chimique

pendant 3 jours, il s’agit du Bouin aqueux. Les larves sont ensuite lavées pendant 24 h a I’ecau

courante afin d’éliminer 1’excés de liquide fixateur (Fiche technique 01).

2. Lacirculation
C’est une étape qui consiste a faire pénétrer la paraffine au sein du tissu, Elle
s’effectue en trois phases, réalisée par un automate. Ce dernier est constitué de 12 cuves
disposées en cercle (Figure 17). Les larves sont introduites dans des cassettes puis dans

I’automate et cela apres leur identification.

Figure 17 : Automate de circulation.

= Déshydratation
Cette étape permet 1’¢élimination de 1’eau des tissus afin de les préparer a une inclusion
dans un milieu hydrophobe (la paraffine). Elle s’effectue par le passage d’échantillon contenu
dans des cassettes par 5 cuves remplies d’alcool a teneur croissante (50° ,70°, 90°,96°,100°)

de 2 heures chacun. L’alcool est dilué a partir de 1’alcool 100° (Fiche technique 02).

= Eclaircissement
Cette étape est parfois appelée clarification se fait par un passage des larves dans 5 cuves
de xylene de 2 heures chacun, elle permet 1’élimination totale de traces d’alcool et pour

assurer une bonne imprégnation de la paraffine.

= Imprégnation
Derniére étape, s’effectue par passage des échantillons dans deux cuves de paraffine fondue a
60°C pendant 2 heures chacun pour but d’assure I’entré progressif de paraffine dans les

larves.
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3. Inclusion et confection des blocs de paraffine

Les échantillons ont été sur des cassettes a I’aide d’une pince souple, puis placés dans
des moules en inox de taille adaptée, et préalablement rempli de paraffine préchauffée.
L’ensemble est refroidi afin de solidifier le prélévement suivant 1’orientation choisie. Le bloc

sera démoulé afin d’obtenir un masse ferme et facile a découper (Figure 18).

Figure 18: Inclusion et mise en bloc.
4, Confection et étalement des coupes

La confection est réalisée a 1’aide d’un microtome de type Leica. L’installation du bloc
est faite sur le porte objet pour le rabotage qui commence en ajustant 1’échelle a I'épaisseur
choisie (15 ou 20um), la coupe obtenues (longitudinales et transversales) sont fines (2 a 4um)
et contiennent le tissu larvaire. Le ruban de coupes est recueilli a I’aide d’un pinceau et d’une
aiguille montée, puis déposées dans un bain marie a 40°C.
Les coupes sont ensuite étalées sur des lames en verres. On met le coté brillant sur le verre et
on le colle avec I’eau gélatinée (Fiche technique 03), La lame sera égouttée et mise a I’étuve a
37°C pendant 48 heures ou a température ambiante pendant 48heures pour qu’elle seéche et

s’adhére a la lame (Figure 19), Chaque lame porte le numéro et le niveau de la coupe.

Figure 19 : Confection et étalement des coupes.

a- confection des coupes  b- Etalement des coupes au bain marie  c- séchage a I’étuve.
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b) La Coloration :

L’intérét de la coloration est d’augmenter le contraste entre les structures, afin de
mettre en évidence les divers constituants présents dans la coupe histologique. Cela permet
I’analyse de I’architecture du tissu, des cellules, de leur noyau, de leur cytoplasme et des
constituants extracellulaires (Figure 20). Puisque les colorants sont en solution aqueuse, les
coupes doivent d’abord subir les étapes suivantes : le déparaffinage et I’hydratation.

» Déparaffinage :

Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants hydrophiles
puissent pénétrer. Les coupes sont placées dans deux bains de cyclohexane ou bien deux biens
de xyléne ou cyclohexane pendant 15 minutes chacun.

» Hydratation :

L’hydratation permet I’apport de 1’eau aux tissus, les coupes sont passées dans des

bains d’alcool a concentration décroissante (100°, 96°, 90°, 70°, 50°), 2 minutes pour chacun,

puis rincées a I’eau distillée.

» Colorations des coupes :
Les colorations entreprises dans le cadre de notre travail sont la coloration topographique de

Trichome de MASSON et I’hématoxyline €osine, et la coloration histochimique d'acide

périodique de Schiff (APS).

Figure 20 : coloration des lames.

= Coloration topographique
C’est une coloration destinée a donner une image topographique générale du tissu,
dans le but de faciliter I’identification des différentes zones tissulaires, ainsi que la destination
des structures cellulaires et matricielles. Elles sont destinées a donner une image de la
topographie générale de tissu (Cannent ., 2006).
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Trichrome de Masson (TM) :
C'est un traitement tricolore des coupes ou Coloration histologique trichromique

associant une coloration nucléaire par 1’hématoxyline, une coloration cytoplasmique par un
mélange de colorants acides (Fuschine-Ponceau et I’orangé G) et une autre du collagéne par le
vert lumiére ou le bleu d’aniline (Fiche technique 04) (Ganter et Jollés ., 1970. Siou. ;
Guffroy ., 1990).

Les résultats : le collagéne coloré en bleu ou en vert, le cytoplasme en rose a rouge, les
noyaux en bleu foncé ou brun.
Hématoxyline-éosine :

Cette coloration permet de visualiser la morphologie des cellules noyau et cytoplasme.
C’est la plus simple des colorations combinées qui s’effectue avec deux colorants, un colorant
nucléaire basique, hématoxyline qui contient de 1’hématéine (substance basique) et un
mordant métallique (sels d’aluminium ou de fer) et un colorant d’éosine, c’est une substance
plutét acide qui colore les protéines cytoplasmiques et les fibres en rose, dans une gamme
d’intensité plus ou moins vive, selon 1’acidiphilie des différents éléments (Fiche technique 05)
(Siou ; Guffroy ., 1990).

Les résultats de cette coloration sont : les noyaux sont colorés en bleu violet et les
cytoplasmes en roses (Stevens et Yong ., 2006).

= Coloration histochimique :
Acide Périodique de Schiff (APS) :

La coloration APS est une coloration utilisée en histologie (Fiche technique 06) pour
mettre en évidence les chaines glucidiques (polysaccharides, les glycoprotéines et
glycolipides) qui se présents dans certains tissus conjonctifs ainsi que dans le mucus. Le
mécanisme est le suivant: un agent oxydant, I’acide périodique rompt les liaisons entre 2
carbones de certains groupements chimiques en faisant apparaitre des aldéhydes. Ces

aldéhydes sont visualisés par le réactif de Schiff en rouge (Ganter et Jollés ., 1970).

c) Montage des coupes :
Le montage entre lame et lamelle se fait a I’aide de 1’histo-kit qui améliore
I’observation des lames et de les conserver (Figure21).
d) Observation des coupes et acquisition des images :
Apres séchage de 1’histo-kit, les lames sont observées grace au microscope optique
Motic aux différents grossissements. Les images obtenues sont numérisées a 1’aide d’un

appareil photo de type Fujifilm (Figure 21).
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Figure 21: Montage (a gauche) et observation (a droit) des coupes.

11.3. Etude morphometriques :

a) Etude morphologique pondérale :

Il y’a nécessit¢ de mesurer les paramétres morphométriques externes avant de
procéder a I’histologie. Pour cela, les prélevements des larves affamées (300 larves) se fait
délicatement grace a une pince souple sur une balance de précision (figure 21) afin de faire la

pesée et cela pour chaque période de faim.

Des photographies sont tout de suite prises sous loupes binoculaires tout en respectant

les mesures de calibration (figure 22).

Figure 22 : Pesée et photographié les larves.
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Les mesures sont effectuées aprés étalonnage par un micrometre grace au logiciel

d’axio-vision. Les parametres morphologique et pondérale pris en considération sont (Poids,

Taille, surface) (figure 23).

Fichier Editer Vues Acquisition Functions Annotation Measure Evaluate Applications Tools Fenétres Aide =
(= L} E Q|8 ® 4 D @ L) il A @ L= =
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Figure 23 : Mesure la surface des larves sur Axio-vision.
b) Etude morpho-histologique :

Pour I’étude histologique, des relevés morphométriques ont été pris sur certains
parameétres cellulaires, a savoir les cellules intestinales, la cuticule et les cellules du corps
gras. Toutes les photos histologiques sont prises par le méme appareil a différents

grossissements. Nous avons ainsi effectué des mesures concernant :

¥’ Les surfaces cellulaires et nucléaires des cellules de corps gras (trophocytes et cenocytes),

leur ratio nucléo-cytoplasmique et leur nombre ont été effectués: 30 mesures chacune,
¥’ L’épaisseur de I’exuvie et de la nouvelle cuticule (cuticule attachée et détachée lors des

mues) a été effectuée: 30 mesures chacune.

AN

Les surfaces cellulaire et nucléaire des cellules intestinales, leur ratio nucléo-

cytoplasmique ont été effectués: 30 mesures chacun
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Toutes ces mesures sont possibles grace a I’image J, qui est un logiciel morphométriques

convertisseur de toutes données physiques de 1’image en données scientifiquement

exploitables (Figure 24).

[ Dscri6a2ipg (6)(333%) || Results )| 4
1972005 71 ym (19134791 K[ File Edit Font Results ' Fie Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
s o CLOJ Ol <12 5/ Al O] 5o 4]0 ]
| =63.06, y=112.33, value=211,111.173

974.951 120.551
124953 42514

Figure 24 : Mesure morphometrique des cellules intestinales des larves sur I’image J.
11.4. Etude statistique

L’analyse statistique a été réalisée avec XLSTAT. En utilisant les différents tests de
comparaison entre deux échantillons (Test de Kolmogorov-Smirnov) afin de vérifier la
distribution de nos échantillons. L’utilisation des tests non paramétriques de Mann-Whitney
pour la comparaison des moyennes entre les 2 populations traitée (larves affamées t=12h) et
traitée (larves affamées t= 4 jours) avec un niveau de signification statistique fixé a p <0,05.
Et aussi les tests de corrélation simple entre les différents parameétres morpho-métriques.

Pour la comparaison des variances, nous avons utilisé le test non paramétrique de

comparaison de K échantillon similaire au test ANOVA (test de Kruskal-Wallis).

Pour chaque série d’analyse, la moyenne et 1’écart type sont calculés. Les parametres

statistiques sont donnés par les relations suivantes :

le-ni
N

Ecarttype = \/?

Moyenne =
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v" i : désigne la fréquence.
v" xi : la valeur individuelle.
v N : effectif.

La variance 0 2 : est la moyenne des carrés des écarts types entre les valeurs de

I'échantillon et la moyenne arithmétique

I (= x0)? + Y (xg — xp)?

2
J (Na—Nb) -2
Ecarttype
SEM = ———
VN — 1
N-1 : désigne le degré de liberté (ddl)
Xa —Xb

t =
J8% /Na + 562 / Nb

Pour une ddl de (Na + Nb) - 2 et a 5% d’erreur, la valeur de t nous donne le degré de

signification P, la différence entre deux moyennes est :

¥’ Peu significative si P < 0,05 (*).

¥’ Significative si P < 0,01 (**).

¥’ Trés significative si P < 0,001 (***).

¥’ Hautement significative si P < 0,0001 (****),
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I.1. Morphométrie des larves :

Les larves récupérées sont pesées et mesurées sous loupe binoculaire. Les mesures
sont faites grace au logiciel Axio vision 4,8. 300 mesures sont faites sur des larves affamées

pendant 12 heures et des larves affamées pendant 04 jours, respectivement (tion et t4).

Nous avons pris comme parametres morphométriques externes, le poids, la taille et la
surface larvaire (tableau V). Dans I’état normal, la mesure de la taille chez les larves est prise
en étirant la larve en position dorsale et en tracant un trait fictif reliant les extrémités buccale
et anale. Dans notre cas, toutes les larves sont positionnées sur leurs flans avec prise de la
mesure du périmétre, cette mesure est divisée par deux (pour que I’erreur soit distribuée sur

tout notre échantillon et considérée comme nulle).

Pour la surface, une mesure faite sur I’image de la larve (2D), elle exprime le volume

de la larve réelle (tableau 1V).

Tableau IV : Mesure de certains paramétres morphométriques des larves d’abeille.

Poids (mg)
Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 0,001 0,736 0,043 0,060
Traitées t4 0,008 0,103 0,039 0,025
Taille (mm)
Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 1,913 17,271 8,711 3,787
Traitées t4 4,581 15,592 11,439 2,511
Surface larvaire (mm?)
Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 0,859 56,719 17,853 15,323
Traitees ts 3,055 51,245 24,569 11,217

Nous tentons de comparer en premier lieu la distribution de nos deux échantillons par

le Test de Kolmogorov-Smirnov. Les résultats montrent que :

La distribution de nos échantillons est significativement différente. Les p —values de
tous les parameétres sont inférieurs a 0.05. Nous considérons donc, que les deux lots de larves
ne sont pas distribués de la méme maniére, puisque le deuxiéme lot (traitées t4j) a subit une

période de faim plus longue.
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En vue d’établir la relation qui existe entre les différents paramétres morphométriques,

nous calculerons le coefficient de corrélation simple (Pearson) pour les larves traitées de 12
heures (N>50) et celui de Spearman pour les larves affamées de 4 jours (N<50). Les courbes

de régression sont illustrées (annexe 1).

Matrice de corrélation (Pearson) : Matrice de corrélation
Traités (tion) (Spearman) : Traites (t4j)
Variables Poids Taille Surface Variables Poids  Taille Surface
Poids 1 0,701 0,721 Poids 1 0,788 0,878
Taille 1 0,978 Taille 1 0,905
Surface 1 Surface 1

Il parait que tous les paramétres morphométriques présentent un rapport positif entre
eux. Effectivement, chez le lot 12h, il existe une forte corrélation entre la taille des larves qui
évoluent dans le méme sens que la surface. Cette corrélation diminue quand il s’agit du poids
et la surface et encore plus entre le poids et la taille.

Nous trouvons presque la méme corrélation chez les larves affamées de 4 jours, sauf
qu’elle est moins forte pour les parametres (taille et surface).

Cela veut dire que plus on fait sevrer les larves, plus on aura des larves
disproportionnées. L’augmentation du poids des larves expérimentées a son influence sur la
croissance de la surface et de la taille a des proportions différentes.

Pour les larves traitées de 12 heures, le poids du dernier stade larvaire L5 0,736 (max)
évolue d’une maniére rapide (Pmax/Pmin = 669 fois) par rapport aux larves affamées (13
fois) (Tableau V). Cette évolution est due a 1’alimentation non encore épuisée chez ces larves
par contre les larves expérimentées de 4 jours, utilisent leur réserves nutritives pour des
besoins énergétiques.

Tableau V: Cinétique de I’évolution de stades larvaires (L5 = X.L1).

X) Traitées (tizn) Traitées (t4j)
Poids 669,09 13,09
Taille 9,03 3,40

Surface 66,03 16,77

L’augmentation du poids des larves traités a 12 h et 4 j influence sur la croissance de la

surface et la taille a des taux trés différents.

Lorsque le poids des larves augmente, la taille et la surface augmentent aussi.

Cependant la surface et la tailles ne varient pas de la méme maniére que le poids, cette
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évolution est pareille pour les deux groupes de larves. Les périodes de faim ont beaucoup

plus d’influence sur I’évolution du poids des larves que sur leur taille et leur surface.

Nous avons utilisé le test de Mann-Whitney pour la comparaison des moyennes des

différents paramétres larvaires, cela a abouti a la figure 25.

Surface .
NS Poids ok xx Taille
30.00 - ]
0.05 - | 14.00
25.00 -
12.
0.04 - | L 00 T
| 20.00 - 10.00
0.03 -
15.00 - 8.00
| 6.00
0.02 10.00 -
4.00
0.01 7 >.00 - 2.00
000 T 1 000 = T 1 OOO
p 12h P4 St12 Stdj T12 T4

Figure 25 : Comparaison des différents paramétres morphométriques entre larves
affamées de 12h et affamées de 4jours.
Les mesures que nous avons effectuées sur le poids, la taille et la surface des larves

affamées montrent par apport aux larves non affamées :

v Une différence non significative (P > 0,05) entre le poids des larves affamées del2h et
affamées de 4 jours.

v" Une augmentation significative (p < 0,05) de 31 % de taille au profit des larves
affamées de 4 jours.

v' Une augmentation statistiquement significative (p < 0,05) de 38 % de la surface
larvaire toujours au profit des larves traitées de 4 jours.

Cette augmentation dans la taille et la surface est normale chez les larves méme s’il n
y’a pas d’apport alimentaire, et c’est due a la multiplication des cellules non encore

totalement différenciées, caractéristique de ce stade post-embryonnaire chez les insectes.

Par consequent, I’évolution du poids n’est pas la méme chez ces larves, elle est plus
lente chez le groupe expérimenté de 4 jours par contre la taille et la surface évoluent

plus rapidement chez ce groupe.
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Il parait que les larves affamées déploient toute leur énergie a la mue, conséquence de

I’augmentation des parameétres (taille et surface) au profit de I’augmentation du poids

(diminution des réserves lipidiques).

I.2. Résultats histologiques:

La partie histologique s’intéresse a la comparaison entre la structure topographique et
histochimique du corps gras pariétal qui est adossé a I’épiderme et péri-viscéral qui entoure le
tractus digestif chez les larves d’abeille Apis mellifera intermissa affamées de 12 h et celles

qui ont subi une période de faim allant jusqu’a 5 jours.

Pour cela, nous avons utilisé des colorations topographique et histochimique pour

mettre en évidence :

v Les noyaux des cellules colorés en bleu/violet, le cytoplasme en rose et les autres
éléments cellulaires (vacuoles) = basiques en rose/rouge par la coloration a
I’hématoxyline éosine.

v Les collagénes colorés en vert par la coloration au trichome de Masson.

v" Les glycoprotéines de structure par la coloration a I’acide périodique-Schiff
(APS).

1.2.1. Histologie des larves soumises a de courtes périodes de jene (12- 48h) :

a) Au faible grossissement ;

L’observation des coupes histologiques a faible grossissement des larves d’abeille
témoins colorées a I’hématoxyline-€0sine montre qu’elle est contournée d’un tégument
chitineux parfois détaché, d’un tube digestif traversant toutes la longueur de la larve et rétréci
aux extrémités buccale et anale. Quelques organes (glandes salivaires, tube de Malpighi)
baignent dans un environnement tantot interstitiel (hémocoele) tantét formé d’un agglomérat

de cellules qui constituent le tissu adipeux de la larve.

b) Au fort Grossissement :

v' Corps gras
Il est formé pour sa majorité en adipocytes ou cellules dites trophocytaires. Ces
cellules ont un aspect hexagonale avec un cytoplasme a apparence vacuolaire ¢’est-a-dire trés

riche en vacuoles cytoplasmiques et autres cavités, leur noyau a une forme polylobée.
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Un deuxieme type de cellule plus large apparait dans ce tissu, il s’agit de cellules plus

foncées a la coloration topographique, c’est-a-dire que leur cytoplasme est acidophile. Leur
nombre et trés réduit par rapport aux trophocytes. Leur noyau est central avec opacité

périphérique (distribution de la chromatine).

v Cuticule et exuvie
La cuticule est une couche externe sécrétée par I'épiderme, elle ne comporte pas de
cellules et constitue I'exosquelette de la larve. La cuticule est formée de plusieurs couches
(épicuticule, exocuticule, endocuticule et 1’épiderme). L’endocuticule est une couche fine et
flexible, constituée d'un mélange de protéines et de chitine (mucopolysaccaride) donnée par la
coloration d’APS.

Au moment de la mue, I'endocuticule se liquéfie sous l'action d'enzymes d’apolyse.
Ceci permet a la larve de se detacher plus facilement de son ancienne peau. Aprés la mue, la
cuticule, souple et élastique, se durcit au contact de I'air. Une grande partie de la matiére lysée
(liquéfiée) par le phénomene d'apolyse est recyclée (notamment les acides aminés des
protéines) pour reformer la nouvelle cuticule. C'est ce qui reste qui sera expulsé sous forme

d'exuvie.

La cuticule qui le recouvre est plus ou moins épaisse. Une abondante pigmentation
noire masque le contenu cellulaire. La richesse en calcium est proportionnelle a la quantité de

pigments et il n'existe pas de concrétions visibles au microscope photonique.

v" Tube digestif
Le tube digestif est limité par un épithélium simple et est composé de trois segments,
un segment antérieur ou stomodeum, un segment médian ou mésentéron et un segment
postérieur ou proctodeum. Dans notre cas, I’appareil digestif de la larve d’abeille n’est formé

que d’un seul intestin (moyen) clos a deux extrémités.

L’intestin moyen a un role dans la digestion et 1’absorption. En effet, les cellules
constitutives sécretent des enzymes digestives protéolytiques (Malone et Gatehouse., 1998), et
sont extrémement importantes pour la digestion du pollen qui est la principale source de protéines
dans le régime des abeilles (Brodschneider et Crailsheim., 2010). Ces cellules peuvent aussi
absorber les produits de la digestion. La paroi du tube digestif moyen est d’origine
endodermique, elle est composée de trois couches : couche musculaire, lame basale, cellules

épithéliales (Chapman., 1978). L'épithélium est composé de différents types de cellules,
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comme les cellules cylindriques, régénératrices, endocrines et caliciformes. Les cellules

cylindriques sont le type de cellules prédominantes, elles forment un bord-rabdorium strié sur

leur surface supérieure (Cruz-Landim et Cavalcanate., 2003).

1.2.2. Histologie des larves soumises a de longues periodes de jelne (4j-5)) :

Au niveau tissulaire, la structure adipeuse est responsable du stockage et de la

synthése de la majorité de protéines et métabolites sécrété dans 1’hemolymphe. Apres la

période de privation de nourriture qui durera jusqu’a 5 jours, nous avons pu observer avec

I’analyse histologique et histochimique les points suivant :

v
v

AN

Négativité du marquage au Trichome de Masson au niveau du corps gras.
Augmentation de la surface cytoplasmique chez les différents types de cellules
(cenocytes et trophocytes).

Dégranulation graduelle des trophocytes.

Aplatissement des cellules épithéliales du tube digestif avec discontinuité du
rabdorium et réduction de la lumiére trophique.

Epaississement progressif de la cuticule et de I’exuvie au cours du phénomeéne de

jedne.
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Planche I : Coupes histologiques du Corps gras et du tégument chez la larve d’abeille Apis
mellifera intermissa affamée de 12h.

Figure 1 : Coupe longitudinale de larve d’Apis
mellifera intermissa affamée de 12h Coloration a

I’APS. G. 100.
A faible grossissement, nous pouvons remarquer

le tégument (cuticule) (fleches jaune), tissu
adipeux pariétal (fleches rouges) et péri-viscéral
(fleches vertes), tube digestif (TD) avec le bol
alimentaire dans la lumiére (Lu), Coelum de

I’hémolymphe (fleches noires), les segments (S)

. - r

£ NI

.“ ’
~ A

Figure 2 : Coupe histologique au niveau du corps "
gras chez la larve d’Apis mellifera intermissa n
affamée de 12h Coloration au TM. G. 1000. N

Au Fort grossissement, nous pouvons observer = . \
les cenocytes avec leur noyau a aspect globulaire M
(trait rouge), le cytoplasme acidophile qui "
apparait plus opaque. Les trophocytes & &
apparaissent +/- petites, avec un cytoplasme plus =% - .

clair et un noyau polylobé (trait bleu) :

Figure 3 : Coupe histologique au niveau du
Tégument chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affamée de 12h Coloration au TM. G.
400.

A faible grossissement, nous pouvons observer
que l’exuvie commence a se détacher de la
nouvelle cuticule au niveau du pli inter-
segmentaire (fleche noire), le corps gras pariétal
étant aussi collé a I’épiderme dans des endroits
(CGP), le corps gras péri-viscéral (CGPe) est
accolé a la paroi du Tube Digestif.
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Planche 11 : Coupes histologiques du Corps gras et du tégument chez la larve d’abeille Apis
mellifera intermissa affamée de 12h.

Figure 1 : Coupe histologique au niveau du Tube
Digestif Moyen chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affamée de 12h Coloration au TM. G.

400.
Au grossissement moyen, nous pouvons observer

les cellules épithéliales cylindriques du TD
(fleche noire) avec leur noyau central (N) se
logeant dans une sorte de vacuole, d’ou le nom de
I’épithélium vacuolaire, le cytoplasme acidophile
qui apparait granulaire et plus opaque, il sécréte
les enzymes protéolytiques dans la lumiére (Lu).
A coté nous observons le Tube de Malpighi
(TM).

Figure 2 : Coupe histologique au niveau du Tube
Digestif Moyen chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affamée de 12h Coloration a I’HE. G.
400.

Toujours au grossissement moyen, nous pouvons
observer la lame basale (fleches rouges) des
cellules intestinales avec un c6té apical couvert
de secrétions du mucus appelées rabdorium
(fleches jaunes) qui a un role dans la protection
des cellules épithéliales.

Figure 3 : Coupe histologique au niveau du
Tégument chez la larve d’Apis mellifera

intermissa affamée de 12h Coloration a I’APS.

G. 1000.

Au Fort grossissement, nous pouvons observer la
séparation de D’exuvie (fleche bleue) de Ia
cuticule nouvellement formée (fleche verte) riche
muccoglycannes et en hydrocarbones
tissu adipeux pariétal (CGP) comme support.
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Planche 111 : Coupes histologiques du Corps gras et du tégument chez la larve d’abeille Apis
mellifera intermissa affamée de 4 jours.

Figure 1 : Coupe longitudinale de larve d’Apis
mellifera intermissa affamée de 4j Coloration a
I’APS. G. 100.

A faible grossissement, nous pouvons
remarquer le tégument (cuticule (fleches
jaune), tissu adipeux pariéetal (fleches rouges)
et péri-visceral (fleches vertes), tube digestif
(TD) avec le bol alimentaire dans la lumiére

(Lu), Coelum de I’hémolymphe (fléches

noires)

Figure 2 : Coupe histologique au niveau du Figure 3 : Coupe histologique au niveau du
corps gras chez la larve d’Apis mellifera corps gras chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affameée de 4 jours. Coloration a intermissa affameée de 4 jours. Coloration a

I’APS. G. 1000. I’HE. G. 400.

Au fort grossissement, on peut voir le nombre réduit des cenocytes (Oe) entourées par les
trophocytes (Tr), le cytoplasme de ces derniéres est riches en granules protéiques, gouttelettes
lipidiques et du glycogéne, le tout est contenu dans des vacuoles cytoplasmiques (fleches
blanches)
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Planche 1V : Coupes histologiques du Tégument

et du Tube Digestif chez la larve d’abeille

Apis mellifera intermissa affamée de 4 jours.

Figure 2 : Coupe histologique au niveau du Tube
Digestif Moyen chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affamée de 4j Coloration a I’HE. G.

400.
Toujours au grossissement moyen, Nous pouvons

observer D’aplatissement de  1’épithélium
vacuolaire avec une augmentation
statistiquement significative de leur activité. Le
cytoplasme devient plus pigmenté (fleches
rouges) et le rabdorium en discontinu (fleches
jaunes). Les cellules du corps gras aux noyaux
plus actives (CG)

Figure 1 : Coupe histologique au niveau du
Tégument chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affamée de 4j Coloration au TM. G.
400.

Au grossissement moyen, il y’a épaississement
des lames cuticulaires (fleche verte) et exuviales
(fleche bleue). Plus la période de jeline s’allonge
plus il y’a de dépots hydrocarbonés au niveau de
ces structures. Les cellules du tissu soutien (corps
gras) s’accroissent, elles sont contenues dans
I’hémocoele (He).

Figure 3 : Coupe histologique au niveau du Tube
Digestif Moyen chez la larve d’Apis mellifera
intermissa affamée de 4j Coloration a I’'HE. G.

1000.

Au fort grossissement, le rapport nucléo-
cytoplasmique des cellules intestinales augmente
et le cytoplasme devient plus pigmenté (fleches
rouges) et le rabdorium se découpe d’un endroit
a un autre (fleche jaune).
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1.3. Morphomeétrie des coupes histologiques

Résultats et Interprétations | 43

Les coupes histologiques nous ont permis de faire des mesures sur trois structures (le

corps gras et les cellules épithéliales du tube digestif et le tégument).

1.3.1. Morphométrie du corps gras

Le corps gras est composé de deux sortes de cellules; les cenocytes d’origine
ectodermique, considérées comme cellules associées au corps gras, et les trophocytes
d’origine mésodermique. Chaque type de cellule a un rdéle bien déterminé dans le
développement de la larve.

a) Morphométrie des cenocytes

La mesure d’une trentaine de cellules est faite a partir de 4 lots de larves, toutes
soumises a des périodes de jene. Les parameétres surface cellulaire, surface nucléaire et le
ratio nucléo-cytoplasmique (Tableau V1) sont traités statistiquement afin d’établir la relation
entre eux dans un méme groupe (lot) et entre les groupes.

Tableau VI : La morphométrie des cenocytes du corps gras chez des larves soumises a
différentes périodes de faim (tizn, tash, tsj, tsj)

La surface de la cellule (um2)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 261,193 1779,766 735,320 423,825
Traitées tash 1188,546 4361,465 2093,460 753,618
Traitées ts 1096,570 2669,430 1595,599 377,860
Traitées ts; 739,498 4262,517 2365,790 881,624

Surface nucléaire (um?)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 38,474 411,539 113,851 92,195
Traitées tash 150,700 600,213 302,638 104,423

Traitées ts 130,630 548,300 342,496 103,102
Traitées ts; 130,077 869,357 360,597 165,146
Le rapport nucléo-cytoplasmique

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 0,096 0,482 0,193 0,092
Traitées tasn 0,080 0,378 0,183 0,069

Traitées t4 0,104 0,459 0,283 0,092
Traitées ts; 0,065 0,430 0,204 0,099
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Les mesures que nous avons effectuées sur la surface des cellules oenocytaires (SC),

leur surface nucléaire (SN) et le ratio nucléo-cytoplasmique (RNC), chez les larves traitées

montrent :

v" Une augmentation hautement significative (P < 0,0001) de 222 % de la surface des
cellules (735,32 + 423,82 um? vs 2365,79 +881,62 pm?),

¥v" Une augmentation hautement significative (P < 0,0001) de 216 % de la surface
nucléaire (113,85 + 92,2 um2 vs 360,6 £ 165,17 umz2).

v" Une augmentation significative (p < 0,05) de 47 % du ratio nucléo-cytoplasmique
(0,19 £ 0,09 vs 0,28 £ 0,09).
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Figure 26 : La morphométrie de certains

parametres des cellules Oenocytaires

chez des larves soumises a différentes

périodes de faim (tizn, tash, tsj, ts))

Notons qu’apres les périodes de faim, les cellules cenocytaires ont subi une

augmentation dans leur taille, leurs noyaux et leurs rapport nucléo-cytoplasmique. Cela veut

dire que la surface cytoplasmique a diminuée. Il est connu que les cenocytes sont impliquées

dans la production et le stockage des lipides et les lipoprotéines (abondance des REL et des

vacuoles de stockage), et aussi la synthése des hydrocarbones de surface. Une telle diminution

dans la surface du cytoplasme laisse prédire qu’il y a épuisement des réserves et produits sans

qu’il y’ait arrét de 1’activité cellulaire (ralentissement).
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b) Cellules trophocytaires
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La mesure d’une trentaine de cellules est faite a partir des lots expérimentés. Les
parametres surface cellulaire, surface nucléaire et le ratio nucléo-cytoplasmique (Tableau V1)

sont traités statistiquement afin d’établir la relation entre eux dans un méme groupe (lot) et

entre les groupes (inter-groupes).

Tableau VII : La morphométrie de certains parameétres nucléaires des cellules
trophocytaires chez des larves soumises a différentes périodes de faim (tizh, tash, t4j, tsj).

La surface de la cellule (um?)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 1483,410 4807,847 2497,719 750,800
Traitées tash 1554,983 2732,939 2118,788 288,576
Traitées t4 1018,923 2170,080 1452,704 293,622
Traitées ts; 1266,723 3955,192 2360,961 679,510

Surface nucléaire (um?)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 335,982 1993,281 754,854 294,386
Traitées tash 283,896 1381,923 887,298 211,136
Traitées t4 213,478 660,604 366,444 111,022
Traitées ts; 277,530 1785,668 952,529 381,789

Le rapport nucléo-cytoplasmique

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 0,202 1,291 0,472 0,224
Traitées tash 0,163 1,183 0,754 0,232
Traitées ts 0,154 0,666 0,350 0,121
Traitées ts; 0,123 1,963 0,771 0,407

¥v" Une diminution hautement significative (P < 0,001) de 72 % de la surface des cellules

(2497,72 + 750,80 um2 vs 1452,70 + 293,62 um?)

v" Une augmentation trés significative (P < 0,01) de 26,18 % de la surface nucléaire

(754,85 + 294,38 um2 vs 952,53 + 381,79 um2).

v" Une augmentation hautement significative (P < 0,01) de 69 % du ratio nucléo-
cytoplasmique (0,47 £ 0,224 vs 0,77 £ 0,4).
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Les observations faites sur les trophocytes, montrent qu’il y’a diminution de la taille
cellulaire et augmentation de la surface nucléaire et du ratio nucléo-cytoplasmique, ce qui
induirait inévitablement la réduction de la surface cytoplasmique. Parmi les rbles des
trophocytes, nous pouvons citer I’entreposage des gouttelettes lipidiques, des granules
protéiques et du glycogene. Une telle diminution dans la surface du cytoplasme signale aussi
I’épuisement des réserves ¢énergétiques sans que 1’activité cellulaire soit interrompu

(ralentissement).
c) Rapport trophocytes- cenocytes

Les cellules cenocytaires sont considérées comme des cellules associées au corps gras,
leur présence dans ce dernier est tributaire de son environnement, ce qui nous pousse a
chercher la relation entre ces cellules et les cellules trophocytaires. Un rapport entre les deux
types de cellules est fait par un dénombrement aléatoire de trente zones du corps gras
(Tableau VIII).
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Tableau VII1 : Le rapport entre les cellules oenocytaires et les cellules trophocytaires
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chez les larves expérimentées 12h et les larves affamées de 4 jours

Type de cellule Nombre de cellules
Téraitées (tizn) Traitées (t4))
Oenocytes (Oe) 1,34 2,77
Trophocytes (Tr) 22,41 22,84
Rapport Oe/Tr 0,06 0,12

Le résultat montre bien que le rapport entre la présence des cellules oenocytaires et les
cellules trophocytaires chez les larves testées aux différentes périodes de jeline a bien doublé.

1.3.2. Morphométrie des cellules épithéliales du tube digestif

Pour cette partie, nous espérons voir le comportement des cellules épithéliales du tube
digestif des larves d’abeille durant les différentes étapes de I’expérience (tizn, lagh, tsj, t55). La
mesure d’une trentaine de cellules est faite a partir des 4 lots. Les parametres surface
cellulaire, surface nucléaire et le ratio nucléo-cytoplasmique (Tableau IX) sont traités
statistiquement afin d’établir la relation entre eux dans un méme groupe (lot) et entre les

groupes.

Tableau IX : La morphométrie de certains parametres des cellules épithéliales du Tube
Digestif chez des larves soumises a différentes périodes de faim (tizn, tash, taj, tsj).

La surface de la cellule (um2)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 332,248 1321,435 639,575 250,488
Traitées tash 1245,270 17772,435 2755,945 2892,888
Traitées ts 2248,957 4605,656 3122,228 736,235
Traitées ts; 778,831 4067,120 2375,928 737,945

Surface nucléaire (um?)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 48,945 752,043 163,747 160,846
Traitées tash 229,794 822,580 395,333 144,515
Traitées t4 316,950 887,975 553,766 146,052
Traitées ts; 143,558 956,253 492,501 215,645

Le rapport nucléo-cytoplasmique

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 0,090 2,904 0,400 0,522
Traitées tash 0,016 0,506 0,228 0,104
Traitées t4 0,104 0,408 0,225 0,069
Traitées ts; 0,115 0,595 0,265 0,105
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Ces mesures entre les larves témoins et traitées montrent qu’il y’a :

¥v" Une augmentation hautement significative (P < 0,0001) de 300 % de la surface des
cellules (639,57 + 250,48 um? vs 3112,22 + 736,23 pm?)

v" Une augmentation hautement significative (P < 0,0001) de 200 % de la surface
nucléaire (163,74 + 160,84 pm? vs 492,5 + 215,64 pm?).

¥ Une diminution non significative (P > 0,05) du ratio nucléo-cytoplasmique (0,4 + 0,52
vs 0,22 + 0,06).
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Figure 28 : La morphométrie de certains
parametres des cellules du tractus
digestif chez des larves soumises a

différentes périodes de faim (tizn, tash, tsj,

Nos observations montrent que la taille des cellules épithéliales au niveau du tube

digestif des larves augmente au fur et a mesure que la période de faim s’allonge. Cette

augmentation concerne aussi bien la surface cellulaire que la surface nucléaire, par contre le

rapport nucléo-cytoplasmique diminue d’une maniére non significative. Cela entraine une

augmentation considérable de la surface cytoplasmique. Pour ce qui est du rdle du tube

digestif chez les larves d’abeilles, il est cité qu’il intervient dans la sécrétion de certaines

enzymes protéolytiques et 1’absorption. Cette augmentation de la taille des différents

compartiments cellulaires est le signe d’une activité¢ non interrompue. L’activité intestinale
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continue d’une facon non interrompue chez les larves d’abeille soumises a une période

de jedne de cing jours.

1.3.3. Morphométrie de I’exuvie et de la cuticule des différents lots de larves:

Pour cette partie, nous espérons faire le lien entre 1’évolution de la cuticule au cours

des mues et 1’apparition des oenocytes exprimée en ratio onocyte/trophocytes au cours des

différentes durée de je(ine (tizn, tasn, tsj, tsj) chez les larves d’abeilles. La mesure d’une

trentaine de cellules est faite suivant les paramétres (épaisseur de 1’exuvie, épaisseur de la

cuticule et rapport Oenocyto-trophocytaires) (Tableau X). Ces mesures sont suivies par une

analyse de corrélation simple afin d’établir le lien entre ce rapport et la mue.

Tableau X : La morphométrie de I’exuvie et de la cuticule chez des larves soumises a
différentes périodes de faim (tizn, tash, tsj, tsj) et sa relation avec le rapport Oenocyto-

trophocytaires.

Epaisseur de I’exuvie (um)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 1,842 7,015 3,650 1,075
Traitées tash 2,430 16,137 8,632 4,021
Traitées t4 5,009 13,467 8,680 2,504
Traitées ts; 5,816 12,347 9,003 1,659

Epaisseur de la cuticule (um)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Traitées tizn 3,841 9,040 6,102 1,464
Traitées tash 3,339 18,468 10,583 3,980
Traitées t4 4,206 21,670 10,578 4,697
Traitées ts; 4,812 13,476 9,109 2,392

Rapport Oe/Tr

Variable Moyenne
Traitées tizn 0,06
Traitées tash 0,07
Traitées ts; 0,12
Traitées ts; 0,08

Ces mesures entre les larves témoins et traitées montrent qu’il y’a :

¥v" Une augmentation hautement significative (P < 0,0001) de 145 % de I’épaisseur de
I’exuvie (3,65 £ 1,07 um vs 9,003 £ 1,66 um)

v" Une augmentation trés significative (p < 0,05) de 49 % de ’épaisseur de la cuticule

(6,102 £ 1,46 pm vs 9,109 £ 2,39 um).
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Figure 29 : La morphométrie des parametres cuticulaires chez des larves soumises a
différentes périodes de faim (tizn, tash, tsj, tsj)

Nos observations montrent que 1’épaisseur de 1I’exuvie et de la cuticule nouvellement
formée augmente au fur et a mesure que la période de faim s’allonge. Nous dirons que cette
augmentation est si significative qu’elle pourra entrainer une certaine rigidité de la cuticule

et une raideur entre les plis inter-segmentaires, ce qui ralentira le phénoméne de mue.

Pousser par notre curiosité, et vu que c’est les cenocytes qui sont responsables des
secrétions cuticulaires (hydrocabones), il était essentielle de faire le lien entre le rapport des
cellules cenocytaires et trdophocytaires déja calculé et le dép6t des secrétions cuticulaires. La
figure 30 montre bien que ces secrétions (Ex, Cu) augmentent avec 1’augmentation du rapport

oeno-trophocytaire (Rot) ou avec I’augmentation du nombre des cenocytes.

14

Epaisseur (um)

4

2
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Figure 30 : Relation entre le dépot cuticulaire (Epaisseur de I’exuvie (Ex) et de la

cuticule (Cu) et le rapport oeno-trophocytaire (Rot) pendant les périodes de jelne.
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I. Discussion

Notre étude a pour but d’élucider le comportement de certaines cellules adipeuses en
exposant des abeilles immatures (larves) a des périodes de faim, allant jusqu’a 4 a 5 jours.
Des coupes histologiques ont été faites avec prise de mesures morphomeétriques qui ciblent
essentiellement trois structures a savoir ; le corps gras (cellules trophocytaires et oenocytaires,
le tube digestif moyen et le tégument (exuvie et cuticule).

Tous les parameétres morpho-métriques externes (Poids, taille, surface) présentent un
rapport positif entre eux. Plus le poids augmente plus la taille et la surface augmentent, et cela
chez les deux lots de larves (traitées 12heures et traitées 4 jours). Il se trouve que 1’évolution
pondérale des larves pendant les différentes périodes de jetine n’est pas la méme, le poids du
dernier stade larvaire (L5) est 669 fois plus grand que le premier stade (L1) chez les larves
affamées de 12h. Le poids de celles qui ont subi un jeGne plus long évolue lentement (x13). I
est clair que les périodes de faim ont beaucoup plus d’influence sur I’évolution du poids

des larves que sur leur taille et leur surface.

Cest la mue qui permet la croissance de l'insecte. Il s'agit d'une croissance
discontinue. Chaque espéce présente généralement un nombre fixe de mues (deux a six en
moyenne) séparées par des stades. Chaque stade correspond a une forme et conserve des
dimensions fixes. La croissance en longueur des larves se traduit par une courbe en escalier.
La croissance en poids se traduit par une courbe continue, mais sinueuse puisque, entre deux
mues, I'insecte se nourrit abondamment - son poids augmente - et qu'a I'approche de la mue, il
arréte de s'alimenter - alors, son poids diminue. La Mue et la croissance sont généralement
liées, mais peuvent ne pas I'étre dans certaines conditions. C'est le cas du Collembole en
écomorphose, qui mue alors gu'il ne s'alimente pas. C'est aussi le cas de la larve de Tineola
(teigne) qui, bien nourrie, fait 4 mues larvaires en 26 jours de développement alors qu'en cas
de jeune, son développement dure 900 jours avec 40 mues (Raccaud-Schoeller ., 1997)
L'insecte peut méme devenir de plus en plus petit tout en muant: on rapporte le cas d'un petit
Coléoptere, Tro-goderma, qui mesurait 8 mm au moment de sa mise a jeun et 1 mm apres
cing ans de jedne (il pesait alors 1/ 600e du poids initial) (Huryn Alexander et Bruce
wallace ., 2000).

Toutefois, il semble que 1’évolution linéaire (taille, surface) soit beaucoup plus

influencée par d’autres facteurs que I’alimentation. Chez le criquet, les modifications de taille
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et de forme sont engendrées par d’autres facteurs dont le CO2 et la thermophotosaison, les

larves ont eu une croissance linéaire normale (Nicholas et al., 1979).

La croissance pondérale et la croissance linéaire sont progressives au cours de la vie
larvaire. Apparemment les larves affamées consacrent toute leur énergie a la mue,
conséquence de 1’augmentation des parametres (taille et surface) au profit de I’augmentation

du poids (épuisement des réserves énergétiques trouvées dans le tissu adipeux).

L’exploration du tissu adipeux a travers les coupes histologiques, nous laisse supposer
deux hypotheéses concernant 1’existence de toutes les composantes de la matrice extra-

cellulaire pendant la période larvaire :

v' L’absence de la coloration topographique propre au collagéne est di au
renouvellement continu de la matrice pendant cette période post-embryonnaire, qui se
caractérise par 1’abondance des secrétions enzymatiques lors des mues alternées et
rapprochées chez les larves d’abeilles. Effectivement, le liquide exuvial, riche en
enzymes (chitinases et protéases) a pour fonction de digérer une grande partie de
I'endocuticule de I'ancienne cuticule par apolyse, ce qui facilitera le phénomene
d'exuviation (Michel ., 2010).

v La durée de fixation (dans le Bouin aqueux) des larves durant une période test allant
de 2 a 5 jours a probablement endommagé la matrice extracellulaire, ce qui a rendu
son observation difficile. Quoique la coloration a I’Hématoxyline-éosine a fait
ressortir la topographie des cellules adipeuses. Pour ce qui est de la littérature, aucune
durée de fixation précise n’est mentionnée (Le Conte et al., 2006 . Yoshiko et
Reijiro ., 1988).

Nos résultats histologiques révélent la présence des deux types de cellules
(trophocytes et cenocytes) au niveau du tissu adipeux. Les coupes histologiques montrent
clairement I’existence des autres structures vitales telles que le tractus intestinal, tube de

Malpighi, les glandes salivaires et le tégument.

Selon divers auteurs, le tissu adipeux ou corps gras chez les insectes a une origine
mesodermique, il est formé de différents types de cellules groupées en rubans ou en lobes, et
délimitées généralement par une lame basale. Quoique ce tissu soit distribué partout dans la

cavité de corps dinsecte, il est plus abondant dans I'abdomen. Chez les insectes
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holometaboles, le tissu adipeux est divisé en partie périphérique, qui est située juste au-
dessous du tégument et la partie perivisceral, qui est formée par des lobes dans 1’hémocoele.
La partie périvisceral est attachée ou dissociée de I'organe viscéral (Haunerland et Shirk .,
1995. Romaet al., 2010).

Chez les Diptéres, le tissu adipeux est formé par les trophocytes, qui sont des cellules
a cytoplasme riche en mitochondries et en REG (Raikhel et Lea., 1983. Martins et al.,
2011a).

Les trophocytes stockent des gouttelettes de lipide cytoplasmique (LDs) et des
granules protéiques et le glycogéne. Chez la femelle moustique, les trophocytes changent leur
morphologie et la capacité de biosynthese selon la demande énergique des cellules (Cardoso
et al., 2010. Martins et al ., 2011b). Chez certains ordres d'insecte, on a montré que les
trophocytes peuvent étre associé avec des cellules ectodermiques, appelées cenocytes

dispersées dans le FB (Martin et Ramalho-Ortigao., 2012).

La cellule oenocytaire est large a aspect globulaire, elle est plus grande que les
trophocytes mais présente en plus petites quantités. Son cytoplasme est acidophile, mais
basophile pour la partie périnucléaire, le noyau est central avec distribution de la chromatine a
la périphérie. Quant aux trophocytes, elles présentent des granules cytoplasmiques acidophiles

avec une apparence vacuolée et un noyau polylobé (Richardi et al., 2015).

Les mesures morphométriques effectuées sur ces cellules, a partir de quatre lots de
larves (affamées pendant 12h, 48h, 4 et 5jours) ont révélé qu’apres les périodes de faim, les
cellules oenocytaires et trophocytaires ont subi respectivement une augmentation, une
réduction dans leur taille avec augmentation de la surface nucléaire. Le rapport nucléo-
cytoplasmique a augmenté avec la réduction probable de la surface cytoplasmique.

Une variété de fonctions métaboliques a été assignée a ces cellules, y compris
I’approvisionnement et le stockage de substances nutritives, 1'élimination de substances
toxiques (homéostasie) et la une participation dans la réaction immunitaire. Le stockage de
lipide est essentiel, et méme critique pour le développement d'insectes, assurant ainsi la survie
pendant la nymphose et pendant des périodes ou des sources alimentaires sont indisponibles,
aussi bien que la fourniture des composants du vitellus qui garantissent le bon développement
des ceufs (Arrese et Soulages ., 2010). De plus, les réserves de lipide peuvent aussi étre
mobilisées par le tissu adipeux en réponse a la demande d'énergie d'autres organes, tels que

les muscles de vol et des ovaires (Canavoso et al., 2001).
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Une telle diminution dans la surface du cytoplasme laisse prédire qu’il y a
épuisement des réserves sans qu’il y’ait arrét de ’activité cellulaire (ralentissement).

Ainsi, Le rapport trouvé entre la présence des cellules oenocytaires et les cellules
trophocytaires chez les larves affamées de 12h et 4j a dupliqué, montrant par-la, 1’activité
intense des cellules oenocytaires lors de la privation de nourriture. 1l se peut que ce
comportement soit une réaction normale au stress alimentaire, suggéré d’ailleurs par quelques
auteurs, en impliquant aussi les oenocytes dans les réactions immunitaires et dans

I'élimination de substances toxiques (Lycett etal ., 2013).

La morphométrie du tube digestif moyen (mésentéron) chez la larve d’abeille révele
une augmentation de la taille des cellules épithéliales. L’activité intestinale continue d’une
facon non interrompue chez ces larves soumises a une période de jelne de cing jours.
Pour ce qui est du role du tube digestif chez les larves d’abeilles, il est cité qu’elles
interviennent dans la sécrétion de certaines enzymes protéolytiques et 1’absorption. Cette
augmentation de la taille des différents compartiments cellulaires est le signe d’une activité

non interrompue.

Les larves d'abeilles deviennent avec 1’age de moins en moins sensibles a 1’infection
(Bamrick ., 1967). 11 a été proposé que c’est la matrice péritrophique (PM) qui agit comme
une barriere efficace (Gregorc et Bowen., 1998). La matrice péritrophique, bordant
I'épithélium du mésentéron, est une couche organisée composée de glycoproteines et de
chitine (Tellam et Eisemann ., 2000). Cette matrice intervient aussi bien dans la
compartimentation des processus digestifs, que dans la protection de I'épithélium
mésentérique contre les toxines ingérées, les particules alimentaires abrasives et les agents
pathogénes (Hegedus et al., 2009). 1l a été trouvé que tout blocage de la formation de la
matrice péritrophique retarde le développement larvaire et augmente la mortalité vis-a-vis

baculovirus (Wang et Granados., 2000).

Cependant, les agents pathogenes des insectes ont développé leurs propres outils pour
perturber l'intégrité de cette matrice pérotrophique, pour exemple, plusieurs baculovirus et
bactéries entériques entomopathogenes codent pour les métalloprotéases, qui dégradent cette
composante matricielle,ce qui augmentera la perméabilité des particules, permettant ainsi au
pathogéne d’attaquer 1'épithélium sous-jacent (Peng et al.,, 1999. Hajaij-Ellouze et al.,
2006).
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Nos observations montrent que 1’épaisseur de I’exuvie et de la cuticule nouvellement
formée augmente au fur et a mesure que la période de faim s’allonge. Nous dirons que cette
augmentation est si significative qu’elle pourra entrainer une certaine rigidité de la cuticule
et une raideur entre les plis inter-segmentaires, ce qui ralentira le phénoméne de mue.
Chez ces larves affamées le nombre de cellules oenocytaires augmente, ce qui entraine
une augmentation de I’épaisseur de la cuticule. C’est ce qui a été rapporté par la littérature
(Young et Schal ., 1997).

La cuticule qui recouvre toute la surface corporelle des insectes ne participe pas
uniquement a la défense contre les agents pathogénes et les facteurs environnementaux, mais
elle a également un role indispensable dans la construction et maintien des caractéristiques
morphologiques externes et locomotives pendant tout le développement de [I’insecte

(Moussian et al., 2005).

La cuticule est un matériau de composite complexe comprenant principalement de
fibres de chitine et protéines (Andersen et al., 1995. Moussian., 2010). Au niveau de la
procuticle, les fibres de chitine sont disposées en lames antiparalléles et se superposées,
formant des feuilles de fibrilles qui sont empilés d'une maniére hélicoidale, ce qui maintient la
structure de la cuticule, son élasticité et sa stabilité (Moussian ., 2010). Chez les insectes
terrestres, la teneur en chitine est positivement corrélée a la taille du corps, suggérant une
relation étroite avec extension et expansion de la cuticule (Merzendorfer et Zimoch ., 2003.
Lease et Wolf ., 2010).

Chez les larves des Iépidopteres la cuticule est souple, elle exerce une légére pression
au niveau des plis inter-segmentaires pour stabiliser le long corps cylindrique de la larve
(Carter et Locke., 1993. Brackenbury 1997. Lin et al. 2009).
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I1. Conclusion et perspectives :

Dans le cadre de cette é¢tude, nous avons exposé des larves d’abeille de tout age a des
périodes de faim allant jusqu’a 5 jours, afin d’observer le comportement de certaines
structures. Des coupes histologiques ont été faites avec prise de mesures morphométriques qui
ciblent essentiellement le corps gras ( trophocytes et cenocytes), les cellules épithéliales de

I’intestin moyen (mésentéron) et le tégument (cuticule et exuvie).

Pour ce faire, nous avons utilisés des approches histologique, histochimique voire

morpho-meétrique qui ont abouti aux résultats suivants :

v Tous les paramétres externes (Poids, taille, surface) présentent un rapport positif entre
eux, avec une évolution pondérale des larves affamées plus lente (L5=13xL1) que
celle des larves moins affamées (L5=669xL1). Les périodes de faim ont beaucoup
plus d’influence sur I’évolution du poids des larves que sur leur taille et leur
surface.

v" Nos résultats histologiques révelent la présence des deux types de cellules
(trophocytes et oenocytes) au niveau du tissu adipeux avec négativité des colorations
topographiques (Hématoxyline-éosine, Trichrome de Masson) et histochimiques
(APS) sans doute due a la période de fixation non encore bien établie. Chez les lots
expérimentés plus longtemps, ces cellules présentent une diminution dans leur surface
cytoplasmique qui laisse prédire qu’il y a épuisement des réserves sans qu’il y’ait
arrét de ’activité cellulaire (ralentissement).

v"Une continuité dans I’activité des cellules épithéliales mésentériques méme dans les
conditions de jeGne prolongé. Par contre le rabdorium et/ou la matrice
péritrophique est interrompue d’un endroit aun autre.

v' Une augmentation de 1’épaisseur de la cuticule (et exuvie) ce qui ralentira le

phénomene de mue de croissance chez ces larves d’abeille affamées
En perspectives, il serait utile d’¢largir cette étude par :

» Confection de nouvelles coupes histologiques avec des périodes de fixation variees ;
» Mesure des mémes parametres morpho-metriques dans des conditions a genérer un
stress alimentaire.

» Utilisation d’autres colorations a révélation lipidique.
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Annexe 01: Les courbes de régression des différents paramétres morpho-métriques des
larves non affamées et affamées de 4 jours.

1. Larves affamées de 12 h.
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FEiches techniques

FICHE TECHNIQUE N° 01
l FIXATION AU Bouin agueux \l

Composition de Bouin aqueux

% Solution aqueuse saturée de 1’acide picrique 30ml.
%+ Formol commercial 10ml.
“» Acide acétique 02ml.

Fixer 72 heures, puis laver dans I’eau courante pendant 24 heures.

FICHE TECHNIQUE N° 02

PREPARATION DE DILUTION DES ALCOOLS ETHYLIQUES POUR

L’HYDRATATION ET LA DESHYDRATATION

Volume d’alcool absolu (éthanol | Alcool obtenu Volume d’eau distillé ajouté
C2H50H) (ml) (ml)
50° 107,44
70° 47,75
100 90° 13,25
95° 6,5
100° 0

FICHE TECHNIQUE N° 03

PREPARATION DU LIQUIDE D’ETALEMENT, L’EAU GELATINEE (0.4%)

La préparation se fait a chaud par la mélange de :
< Gélatine 0.4g.
< Eau distillée 100ml.
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FEiches techniques

FICHE TECHNIQUE N° 04

E COLORATION AU TRICHROME DE MASSON D

Réactifs
1. Hématoxyline de Mayer.

Fuchsine Ponceau
Alcool chlorhydrique.
Vert lumiére ou Bleu d’aniline.

Acide phosphotungstique

o U A W N

Solution aqueuse a 1% d’acide acétique

Préparation des réactifs :

1. Hématoxyline de Mayer (solution préparée) : filtrer avant utilisation.

2. Fuchsine de Ponceau : Préparer a froid.

+“» Fuchsine acide 0,1g.
% Ponceau 0,2g.
% Eau distillée 300ml.

Apreés dissolution, on ajoute :

“» Acide acétique

0,6ml.
M Conservation illimitée.
3. Alcool chlorhydrique :
+“ Acide chlorhydrique 37% 0.75ml.
< Alcool 70% 100ml.
4. Vert lumiéere 1% (solution acétique) :
“» Vert lumiere 0,1g.
*+ Acide acétique 01ml.
< Eau distillée 100ml.

B Conservation illimitée.
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Acide phosphotungstique 3% :
Acide phosphotungstique 39.
Eau distillée 100ml.

Eau acétifiée 1% :
Acide acétique 01 ml.
Eau distillée 99ml.

Mode opératoire

1.

2.

© ©o N o O

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Déparaffiner les coupes suivi par 02bain de cyclohexane, 15min de chacun.

Hydrater dans 1’alcool a degré décroissant (100°, 96°, 90°, 70°, 50°), 2 min de chacun.
Laver a I’eau distillée pendant 10 min.

Coloration nucléaire par I’Hématoxyline de Mayer pendant 12min.

Laver a I’eau courante 1ou 2 ringages.

Laver dans I’alcool chlorhydrique pendant 02 seconds (quelques mouvements).
Différencier a I’eau courante 05 min (laisser bleuir les coupes dans 1’eau courante).
Rincer dans I’eau distillée

Colorer par Ponceau de Xylidine 1% pendant 03 min.

Laver a I’eau distillée pendant quelques seconds.

Colorer par 1’acide phosphotungstique pendant 07 min.

Coloration de collagene par le vert lumiere 03 min ou bien par bleu d’aniline 08 min.
Laver a I’eau acétique de 1% pendant 02min.

Déshydrater dans 1’alcool a degré croissant (50°,70°,90°, 96°, 100°) 02 min de chacun.
éclaircir par le passage des lames dans un bain de cyclohexane pendant 02 min.

Monter avec un milieu de montage (Histo-kit).

Résultats :

Le trichrome de Masson est colorant nucléaire permet de colorer le tissu conjonctif en

particulier les fibres de collagenes (de type I) en verts ou en bleu par le remplacement de verte

lumiere en bleu d’aniline. Les noyaux sont colorés en bleu nuit, et le cytoplasme en rose a

rouge.
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FICHE TECHNIQUE N°05

ﬂ COLORATION A L’HEMATOXYLINE-EOSINE

\

Réactifs
1. Hématoxyline de Mayer (solution préparée) : filtrer avant utilisation..
2. Eosine.

3. Solution aqueuse a 1% d’acide acétique.
Mode opératoire
1. Déparaffiner les coupes suivi par 02bain de xylene, 15min chacun.
2. Hydrater dans I’alcool a degré décroissant (100°, 96°, 90°, 70°, 50°), 02 min de chacun.

3. Laver a I’eau distillée pendant 05 min.

. Colorer par I’Hématoxyline de Mayer pendant 04 min.

. Laver a I’eau courante pendant 2min.

. Laver a I’eau courante pendant 02 min.

4
5
6. Laver a I’eau acétique de 1% pendant 02min.
7
8. Colorer par I’Eosine pendant 02 min.

9

. Déshydrater dans 1’alcool absolu 02 min.
10. Eclaircir par le passage des lames dans un bain d’xyléne pendant 02 min.

11. Monter avec 1’ Histo-Kkit.
Résultats :

Les noyaux sont colorés en bleu violet et les cytoplasmes en roses.

FICHE TECHNIQUE N° 06

COLORATION A L’ACIDE PERIODIQUE DE SCHIFF

Réactifs :

1. Hématoxyline de Mayer.
2. Réactif de Schiff.
3. Acide Périodique.
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Préparation des réactifs :

FEiches technigues

1. Acide périodique en solution aqueuse a 1% :
*» Acide périodique 01g.
%+ Eau distillée 100ml.

2. Reéactifs de Schiff
Dans 200ml d’eau distillée bouillante, on dissolue :

*» Fuchsine basique 01g.

Laisser refroidir et filtrer, ajouter :

%+ Meéta bisulfite de sodium 02g.
*+ Acide Chlorhydrique 1 normale 01g.

Laisser la solution se décolore en I’agitant de temps a I’autre (pendant 24h), on ajoute :
%+ Charbon actif 0,5g.

Agiter, laisser reposer puis filtrer.

Mode opératoire :

Déparaffiner les coupes suivi par 02 bain de cyclohexane pendant 15 min de chacun.
Hydrater dans I’alcool a degré décroissant (100°, 96°, 90°, 70°, 50°), 2 min de chacun.
Laver a I’eau distillée pendant 05 min.

Colorer par I’acide Périodique pendant 10 minutes.

Ringage dans un bain d’eau courante pendant 10 minutes.

Traitement par le Réactif de Schiff en barrel fermé et a 1’obscurité pendant 18 min
Laver a I’eau distillée pendant 03min.

Colorer par I’Hématoxyline de Mayer pendant 30 seconds.

© © N o g b~ w DR

Ringage dans un bain d’eau courante pendant 30 seconds

10. Déshydrater dans 1’alcool a degré croissant (50°,70°,90°, 96°, 100°) 02 min de chacun.
11. éclaircir par le passage des lames dans un bain de cyclohexane pendant 02 min.

12. Monter par 1’ Histo-Kit.

Résultats :

Les noyaux sont colorés en bleu nuit, le cytoplasme en rose et les résidus
polysaccharidiques en rose fuchsien a rouge vifs.
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RESUME

Un élevage expérimental de larves d’abeille Apis mellifera intermissa a été réalisé en les
exposant a des périodes faim allant jusqu’a 5 jours. Ce travail s'est intéressé a I'étude de la croissance,
du développement et des transformations physiologiques de ces larves. Il présente les croissances
linaire et pondérale ainsi que les changements histologiques spécifiques au corps gras, au tube
digestif moyen et au tégument. Un échantillonnage aléatoire a été effectué a partir de quatre lots de
larves (affamées pendant 12h, 48h, 4 et 5 jours). Les larves, préalablement fixées au Bouin aqueux,
sont numérisées puis mesurées par analyse d'image. Des coupes histologiques sont ensuite

confectionnées et mesurées suivant certains paramétres morphométriques.

Tous les parameétres externes (poids, taille, surface) présentent un rapport positif entre eux,
avec une évolution pondérale des larves affamées de 4j plus lente (L5=13xL1) que celle des larves
moins affamées (L5=669xL1). Les périodes de faim ont beaucoup plus d’influence sur

I’évolution du poids des larves que sur leur taille et leur surface.

Nos résultats histologiques révelent la présence des deux types de cellules (trophocytes et
cenocytes) au niveau du corps gras avec négativité des colorations topographiques (Trichrome de
Masson). Chez les lots qui ont subi une période de jelne plus longue, ces cellules présentent une
diminution dans leur surface cytoplasmique qui laisse prédire qu’il y a épuisement des réserves
sans qu’il y’ait arrét de Dactivité cellulaire (ralentissement). Une continuité de Dactivité
épithéliale est aussi observée au niveau du mesentéron, méme dans les conditions de jedne prolongé.
Par contre le rabdorium et/ou la matrice péritrophique est interrompue d’un endroit a un autre.
Une augmentation de 1’épaisseur de la cuticule (et exuvie) ce qui ralentira le phénoméne de mue

de croissance chez ces larves d’abeille affamées.

Mots-clés : Larve d’abeille, Corps Gras, Trophocyte, Oenocyte, Tube Digestif Moyen, Cuticule.
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