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RESUME

Un élevage expérimental de larves d’abeille Apis mellifera a été réalisé en exposant
certaines d’entre elles a des périodes faim allant jusqu’a 4 jours. Ce travail s'est intéresse 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
spécifiques au tissu adipeux et aux glandes salivaires. Un échantillonnage aléatoire a été
effectué a partir d’un lot de larves témoins (non affamées) et un lot expérimenté (affamées
pendant 4 jours). Les larves, préalablement fixées au Bouin aqueux, numérisées puis mesurées
par analyse d'image. Des coupes histologiques sont ensuite confectionnées et mesurées

suivant certains paramétres morphométriques.

Tous les parametres 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 non affamées (L5=69xL1). 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 oenocytes) au niveau du tissu adipeux avec négativité des colorations
topographiques (Hématoxyline-éosine, Trichrome de Masson) et histochimiques (APS). Chez
le lot traité, 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 diminution de ’activité cellulaire est aussi observée au niveau des
glandes salivaires, qui s’accroit au fur et a mesure que la période de faim s’allonge, synonyme

d’un arrét ou réduction de la sécrétion phéromonale.

Mots-clés : Larve d’abeille, tissu adipeux, Trophocyte, Oenocyte, Glandes salivaires.



Abstrat

An experimental breeding of Apis mellifera bee larvae was carried out by exposing some of
them to hungry periods of up to 4 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 the salivary glands. Random
sampling was carried out from a batch of control (non-starved) larvae and one experimented batch
(hungry for 4 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 slower evolution of larvae (L5 = 13xL1) than non-starved larvae (L5 = 69xL1). 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)
and histochemical (APS). In the treated batch, these cells show a decrease in their cytoplasmic area;
this predicts that there is depletion of the reserves without stopping cell activity (slowing down). A
decrease in cellular activity is also observed in the salivary glands, which increases as the hunger
period becomes longer, synonymous with a halt or reduction in pheromon secretion.

Key-words: Larvae of honeybee, Fat body, trophocyte, oenocyte, salivary glands
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2HPT
9-ODA
API
APS
BP

EO
EGF
EGFr
FB
HOB
HMP
HVA
JH
LDs
LEA
Oe
ORNSs
MRJP
PGMR
QMP
Qx
R-9-HDA
RER
REL
RNC
S-9-HAD
SC

SN
SNC
™

2-heptanone

Acide 9-oxo-(E)-2-décénoique
Acétate isopentyl

Acide Périodique de Schiff
BroodPheromon

EthyleOleate

epidermal growth factor
epidermal growth factor reseptor
Fat Body

Arahydroxybenzoate de Méthyle
4-hydroxy-3-méthoxyphényléthanol
Alcoolhomovanillylique
Hormone juvénile

Lipidic Droplets

Linolenic Acide

Oenocyte

Olfactory Receptor of Neurons

major royal jellyprotein

Phéromone de la glande mandibulaire de la reine

Queen MandibularPheromon

Quintaux

Acide (R)-9-Hydroxy-2(E)-Décénoique
Réticulum Endoplasmique Rugueux
Réticulum Endoplasmique Lisse

Ratio Nucléo-Cytoplasmique

Acide (S)-9-Hydroxy-2(E)-Décénoique
Surface Cellulaire

Surface Nucléaire

Systeme Nerveux Centrale

Trichrome de Masson
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Introduction

Les abeilles sont un maillon essentiel de la biodiversité. Elles permettent la
pollinisation avec ce transport de grains de pollen qui féconde tous genre de plantes. L apport
de ces insectes pollinisateurs aux principales cultures mondiales est évaluée a 70%, en terme
pondéral, cela représente 35 % de la production mondiale de nourriture, une bouchée sur trois

en moyenne (Gallai et al ; 2008).

L’abeille social ou Apis mellifera, a pu étre domestiqué par I’homme pour que ce
dernier puisse profiter de ses produits, tels que le miel, la propolis, la gelée royale et la cire
(Van Engelsdorp et al ; 2010). Malheureusement, les pratiques de I’homme n’arrangent rien.
L’agriculture intensive a reduit la variété et le nombre des fleurs, provoquant un déséquilibre
alimentaire chez les abeilles. Certaines espéces n’ont plus a leur disposition les plantes dont

elles se nourrissent traditionnellement.

Malgré cela, I’abeille tente bien que mal a survivre en faisant intervenir tous les
acteurs de la colonie, a savoir; La reine, les ouvriéres et les faux-bourdons que chacun
posséde des particularités et doit alors assumer des taches bien distinctes. Néanmoins, le role
que jouent les individus immatures (larves) a été toujours écarté. Cette caste pourrait
constituer un élément clé dans la régulation de colonie d’abeille. Connaitre les phénoménes
physio-comportementaux du couvain nous donnerait une autre vision sur le fonctionnement
de la colonie elle-méme. Chez les larves d’insectes, le tissu adipeux est la source principale
des protéines trouvées dans I’hémolymphe. Il y’a un échange constant entre ce tissu et
I’hémolymphe durant toute la période de développement de la larve (Cruz-Landim ; 1983.
Marx ; 1987).

Ce présent travail tente de relever le comportement de certaines cellules adipeuses en
exposant des abeilles immatures (larves) a des périodes de faim. Des coupes histologiques
seront faites avec des mesures morpho-métriques qui ciblent essentiellement les trophocytes

et les oenocytes. Ce manuscrit sera organisé comme sulit :

v' Une premiére partie est consacrée aux rappels bibliographiques actualisés sur la
régulation sociale chez 1’abeille domestique Apis mellifera.

v" Une deuxiéme partie sociale consacrée aux matériels et méthodes utilisés dans
I’exploration des données expérimentales.

v' Puis une derniere partie pour la discussion des résultats et conclusion.
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Revue Bibliographique

I. Généralités sur I’abeille :
I.1. La répartition géographique d’Apis mellifera :
I.1.1. Dans le monde :

L’espéce Apis mellifera présente une aire de répartition naturellement large, qui
s’étende jusqu’a 1’Afrique sub-saharienne, le Nord de 1’Europe et I’Asie centrale (Ruttner.,
1988 ; Smith., 1991 ; Shepared et Meixner., 2003 ; Arias et Shepard., 2005 ; Whitfield et
al ., 2006). A I’heure actuelle 29 sous-especes ont été reconnues et décrites sur la base de
caractéres morphologiques, comportementaux, écologiques, et de distributions géographiques
(Ruttner., 1988 ; Engel., 1999 ; Shepard et Meixner., 2003 ; Shaibi et al., 2009).

L’origine évolutive d’Apis melliféra reste encore un sujet trés controversé. Néanmoins,
il avait été¢ admis que cette espece était issue d’une abeille venue du moyen orient. Une étude
plus récente suggere cependant plut6t une origine africaine (Han et al., 2012).

D’aprés des ¢études  morphométriques, génétiques, physiologiques et
comportementales, les sous-espéces de 1’abeille domestique se répartissent en quatre lignées
évolutives : Africaine, ouest-méditerranéenne, nord-méditerranéenne, Turquie et Caucase
(Mgnus et al., 2014). (Fig : 01)

y Apis
mellifera

Apis cerana
Apis florea
Apls dorsata

Apis \ 4 Etc.
mellifera . |

Apis S
mellifera
¥

Figure 01: Répartition du genre Apis dans le monde
( carte par free vector maps)

1.1.2. En Algérie :

Parmi les nombreuses races, appartenant aux especes Apis mellifera, deux sous-

especes sont présentes en Algérie :



Revue Bibliographique

A. Apis mellifera intermissa (Buttel-reepen) :

C’est une race d’abeille un peu grosse. Elle se localise entre 1’Atlas et la méditerrané
au nord, et la cote atlantique a 1’ouest. Elle est en position intermédiaire entre les abeilles
tropicales africaines et les races européennes (Fayet., 2013).

L’origine de cette abeille tellienne (Buttel-reepen., 1906) est la Libye, la Tunisie,
I’Algérie et le Maroc, mais elle est plus répondue en Algérie. Elle est trés agressive, tres
nerveuse, trés essaimeuse, mais aussi trés féconde et trés bonne récolteuse de pollen et de
propolis (Ruttner., 1975).

B. Apis mellifera sahariensis (Beldensperger 1922) :

Cette abeille comme son nom I’indique vit dans le désert du Maroc et dans les régions
intérieures de I’ouest d’Algérie. Elle est plus petite que la tellienne, peu essaimeuse, fait peu
de cellules royales et les reines vierges sont ¢éliminé pendant I’essaimage. Par ailleurs la

colonie n’est pas trés défensive et peu nerveuse (Fayet., 2013)

1.2. Anatomie de ’abeille adulte :

Le corps de l'abeille se compose d’une téte avec les organes sensoriels et les pieces
buccales, d’un thorax composé de 3 segments : prothorax-mésothorax-métathorax. Portant les

ailes et les pattes, le thorax forme avec 1’abdomen le tronc (Tab : 01) (Girdwoyn., 1876).

Tableau I: Récapitulatif de I’anatomie externe de ’abeille.

Sis | Organe Description Reférences
= Deux yeux composes (facettes) : grands, tres
Les yeux allongés et ovales. (Girdwoyn., 1876)
° = 3 yeux simples (ocelles) : demi-sphériques
b Les antennes Insérées entre_les oc_zelles et I’appareil buccal, brisés (Hamet., 1859)
— del2 oul3 articulations.
L’appareil Compos¢ d’une levre supérieure, des mandibules,
buccal d’une levre inférieure, des palpes et d’une langue. (Girdwyn., 1876)
- 2 paires membranaires attachées sur le segment
« | Lesailes paire g
- postérieur du thorax.
| -
g Les pattes Sont au nombre de six, réparties en trois paires : les
- pattes antérieures, médianes et postérieurs.
(Biri., 1989)

Abdomen Comporte 7 segments visibles en contient les
organes internes ainsi que le dard.
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Toutes ces parties sont couvertes d’une matiére cornée nommée chitine qui est une
Substance organique azotée qui constitue I’exosquelette ou tégumentaire des insectes

(Maeterlinck., 1901).

téte thorax abdomen

-~ f—>

1
| |
\ |
|
|
|
|
| |

ceil composé

antenne

rostre A de polen

Figure 02: Morphologie de I’abeille.(www.wixe.com)

il existe 3 types d’abeilles dans une ruche : la reine, la femelle ouvricre et le male ou
faux-bourdon. Ces 3 castes présentent des particularités anatomiques liées a leur physiologie.

Il existe donc des différences marquées entre les trois castes d’abeilles :

» C’est I’individu le plus grand de la colonie mesurant 18 a
22 mm de long et son thorax atteint environ 4,2mm
(Albouy et Le Conte., 2014).

> elle se reconnait facilement par son abdomen allongée bien

développé et volumineux qui dépasse largement les ailes au

repos ( Collins et Pettits., 2013).

elle présente des yeux plus petits que les ouvriéres ou les

males et une langue plus courte (Leimar et al., 2012)

Les trois paires de pattes sont similaires (Killani., 1999)

La reine
Y

A\

Elle mesure 12 & 13 mm et son thorax atteint 4mm de
diametre (Ravazzi. G., 2007)

sa téte est triangulaire, sa trompe est bien développée et
longue pour la collecte de nectar.

L’abdomen est ovale, allongg¢, et composé de 6 segments.
Les ailes sont bien développées et s'étendent sur le toute la
longueur corps. (Killani., 1999)

Les pattes postérieures présentent une corbeille destinée a
ramasser le pollen (Girdwoyn., 1876)

® \

ouvriere

L,
vV VYV VvV V¥V

» 1l mesure généralement 15 mm, son thorax atteintSmm et
les ailes sont aussi longues que le corps. (Darrouzet et
Corbara., 2016)

» Sa Téte est arrondie, les yeux composés sont tres grands et
les yeux simples sont trés rapprochés les unes aux autres.
ses machoires et trompe sont plus petites. les antennes ont
14 articles (Girdwoyn., 1876)

» 8 segments sont visibles sur I’abdomen. il ne posséde pas
d’aiguillon (Birri., 1989)

Faux-bourdon
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1.3. La colonie d’abeilles :

Une colonie d’abeilles, dans laquelle plusieurs dizaines de milliers d’individus
interagissent et vivent ensemble, est un bon exemple de systeme complexe. En effet, une des
caractéristiques notables des abeilles de 1’espece Apis, et qu’elles vivent en colonie suivant un
comportement eusocial (Winston., 1987).

Cette organisation sociale dépend des multiples interactions des individus spécialisés
d’ages et de castes différents. Des phénoménes complexes émergent de ces interactions au
niveau du systeme (la colonie), permettant son auto-régulation et son auto-adaptation comme
par exemple : Le changement de spécialité suivant les besoins de la colonie (Seeley., 1995),
La thermorégulation du nid (Sumpter et Broomhead., 2000) et La sélection des meilleures

sources de nectar disponibles (Dornhaus et al., 2006) (Seeley et Visscher., 1988).

1.3.1. Les individus de la colonie :

Une colonie d'abeilles se compose genéralement de couvain (ensemble des abeilles
immatures) et de trois types d'abeilles adultes: les ouvriéres, les faux bourdons et une reine

dont chaque membre a une tache précise a accomplir.

A. Le couvain :

Les trois types d'abeilles adultes passent par trois stades de développement avant
d'émerger comme adultes: ceuf, larve et nymphe. Les trois stades sont appelées collectivement
“couvain”. Les ouvrieéres s’occupent des immatures pour assurer le renouvellement de la
colonie donc Les immatures sont complétement dépendants de 1’apport en soins des
nourrices dont Les larves indiquent leurs besoins aux ouvrieres pour optimiser leur

développement.

B. Lareine:

Dans une colonie d’abeilles il n ya qu’une seule reine, c’est la meére unique qui est
totalement investie dans la reproduction. Une reine se distingue facilement des autres
membres de la colonie, Son corps est normalement beaucoup plus long en particulier pendant
la période de ponte lorsque I'abdomen est tres allongée. Elle peut pondre jusqu’a 2 000 ceufs
par jour au printemps, et deux millions au cours de sa vie qui dure de trois a cing ans (Albouy
et Le Conte., 2014).

La reine est entourée par des ouvriéres qui lui prodiguent les soins nécessaires, en la

nourrissant avec une nourriture riche lui permettant d’assurer ses rdles principaux. Son
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premier role de pondeuse est indispensable a la survie de la colonie. A I’intérieur de son
abdomen se trouvent deux ovaires de taille importante ainsi qu’une spermathéque ou réserve
de spermatozoides faisant de la reine une puissante « machine a pondre ». Son deuxieme role,
permet la cohésion de la colonie par le biais des phéromones régulant la physiologie et le

comportement des ouvriéres (Winston et Punnett., 1982).

C. Le faux-bourdon :

Les abeilles méles, sont les plus grandes abeilles de la colonie, ils sont présents dans la
ruche a partir du printemps jusqu’en début d’automne. Les faux bourdons deviennent
sexuellement matures environ une semaine apres I'émergence et meurent instantanément lors
de I'accouplement, Leur principale fonction est de féconder la reine vierge.

Le faux bourdon accomplit aussi quelques petites taches quotidiennes, aide a ventiler la

ruche, participe a la transformation du nectar en miel (Ravazzi. G., 2007)

D. Les ouvrieres :

Les ouvriéres sont les plus petits et constituent la majorité des abeilles qui occupent la
colonie, elles sont des femelles sexuellement non développés mais peuvent toutefois pondre
des ceufs non fécondés. Au cours de leur vie, les ouvricres peuvent s’engager dans différentes
fonctions afin d’assurer le développement de la colonie, par le soin au couvain, la défense de
la colonie ou le butinage (Wilson., 1971). La vie d’une ouvriére est de 40 jours environ, mais
peut s’allonger de automne jusqu’au printemps suivant, c¢’est-a-dire 4 ou 5 mois (Biri. M.,
2002).

Chez les especes hautement eusociales, une réparation des taches existe entre les
ouvriéres, qui sont organisées autour d’une division de ’ensemble des travaux nécessaires au
développement de la colonie (Seeley., 1982; Wilson., 1971). Les ouvriéres participent aux
taches a D’intérieur du nid quand elles sont jeunes puis s’engagent dans les activités
extérieures quand elles vieillissent. La répartition des taches repose sur le principe de
polyéthisme temporel ou d’age (Harvell., 1994; Nicholas et Calderone., 1998).

Le développement comportemental peut étre accéléré, retardé ou inversé en fonction

du contexte social et des besoins directs de la colonie (Amdam., 2011).
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Figure 03 : Polyéthisme d'age des ouvriéres (Adapté de Wilson, 1971).

Ce polyéthisme d’age révele 4 grandes classes qui se chevauchent

chronologiquement :

v

Les nettoyeuses de cellules : Ces abeilles émergentes (0-3 jours) ne peuvent pas voler
ou piquer et sont considérées comme immatures (Winston., 1987). Ces jeunes abeilles
travaillent au nettoyage des cellules.

Les nourrices : Les nourrices prennent soin du couvain en le nourrissant avec une
sécrétion riche en protéines, produite par deux de leurs glandes (mandibulaire et
hypopharyngienne), qui permet la croissance des larves .elles prennent également les
soins necessaires de la reine pour sa survie. Le stade de nourrice dure environ de 1’age
de 4 a 12 jours (Seeley., 1982).

Les abeilles d’age intermédiaire (MAB Middle-Aged Bees) : Les MAB s’occupent
de taches a I’intérieur du nid de I’4ge de 12 a 21 jours en moyenne (Johnson., 2008b;
Seeley., 1982). Les MAB participent a environ 15 taches, allant de la construction du
nid et son entretien, en passant par la réception du nectar et son traitement, a la
défense du nid (gardiennes) (Johnson., 2008a; Johnson., 2008b).

Les butineuses : Une fois la transition vers le butinage effectuée, les abeilles ne
s’occupent plus des taches d’intérieur (Winston., 1987) mais de la recherche de

ressources dont la colonie a besoin (propolis, eau, pollen et nectar).
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Le stade nourrice et le stade butineuse sont les deux stades les plus stables et distincts
dans la vie d’une abeille (Ament et al., 2010) et la transition de la tache de nourrice vers celle
de butineuse s’accompagne de profondes modifications physiologiques, notamment

endocriniennes, métaboliques et neuronales (Robinson., 2002).

1.3.2. La physiologie de I’abeille :

Les glandes mandibulaires, hypopharyngiennes et ciriéres sont tres développées chez
les nourrices puis leur taille diminue et elles se résorbent au moment du passage au stade
butineuse (Winston., 1987). Ces glandes produisent les éléments nécessaires a la nutrition du
couvain (bouillie larvaire, gelée royale) et a I’entretien et la construction du nid (cire).

D’autres changements accompagnent le développement comportemental des abeilles,
comme la perte de 40% du poids des abeilles lors de leur transition vers le butinage. Cette
perte de poids provient en partie d’une baisse de moitié des réserves lipidiques contenues dans
les corps gras (Wilson-Rich et al., 2008). De plus, La disponibilité en nourriture pour chaque
individu dans la colonie conduit a des changements dans leur capacité a stocker des éléments
nutritifs a I’intérieur de leur corps, et engendre des changements dans leur physiologie et leur

développement comportemental (Ament et al., 2010).

1.3.3. Les hormones:

La maturation comportementale des abeilles est liée a plusieurs hormones. Le taux
d’hormone juvénile augmente avec 1’dge des abeilles, mais également avec le développement
comportemental des abeilles, les butineuses ont des taux plus élevés de JH dans leur
hémolymphe que les nourrices. La JH est produite dans les corpora allata, une paire de
glandes sécrétrices localisées a proximité du cerveau, une ablation de ces glandes engendre un
retard de la maturation des abeilles (Sullivan et al., 2000).

L’autre hormone la vitellogenine (\VVg), une hormone produite dans les corps gras des
abeilles, a été identifiée comme inhibant la maturation des abeilles (Amdam et al., 2003).
Quand la production de Vg est stoppée, les abeilles ont une maturation comportementale
accelérée (Nelson et al., 2007). Donc la JH et la Vg semblent interagir chez les abeilles en
s’inhibant réciproquement (Page et Amdam., 2007).

Une neuro-hormone, I’octopamine, a aussi un role dans les mécanismes de transition
entre nourrices et butineuses. Cette neuro-hormone se retrouve en plus forte quantité dans le

cerveau (Wagener-Hulme et al., 1999), des butineuses, que dans ceux des nourrices. Des
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traitements a 1’octopamine engendrent un butinage précoce des nourrices (Schulz et

Robinson, 2001).

1.3.4. La génétique :

Les différences raciales interviennent aussi dans la maturation des abeilles. Les deux
races A. m. ligustica et A. m. mellifera, qui sont les plus éloignées génétiqguement (Whitfield
et al.,, 2006a), ont des maturations comportementales trés différentes. Les ouvrieres des
colonies d’A. m. ligustica ont un développement comportemental rapide alors que les abeilles

des colonies d’A. m. mellifera ont une maturation plus longue (Brillet et al., 2002).

1. La communication chimique chez I’abeille :

L’organisation sociale de la colonie est flexible et les différentes régulations sociales et

la vie de la société d’abeilles sont surtout guidées par des phéromones (Alaux et al., 2010b).

Une phéromone est définie comme une substance secrétée a 1’extérieur d’un individu
et recue par un ou plusieurs individus de la méme espéce qui, en réponse, modifieront leurs
comportements et/ou leurs physiologies (Karlson et Luscher., 1959). Le mode d’action des
phéromones dépend de leur nature chimique et de leur volatilit¢ ou de leur solubilité,
propriétés qui conditionnent leurs durées de vie (Slessor et al., 2005a).

Deux groupes de phéromones ont été décrits, les phéromones incitatrices (releaser) et
modificatrices (primer). Une phéromone incitatrice déclenche immédiatement une réponse
comportementale de I’individu récepteur, alors qu'une phéromone modificatrice modifie a
plus long terme la physiologie (systemes endocrinien, reproducteur...) chez I’individu
receveur (Wilson et Bossert., 1963).

Reine, faux bourdons, ouvrieres, larves: tous produisent des phéromones qui organisent
les rapports sociaux au sein de la colonie. Les échanges constants des phéromones se font lors
d’échange de nourritures ou trophallaxie (Riondet. J., 2013).

A. Les phéromones de la reine :
La reine diffuse des phéromones royales pour réguler 1’homéostasie et le
développement de la colonie :
v la QMP (Queen Mandibular Pheromone) : Cette phéromone produite par les
glandes mandibulaires de la reine est composée de 5 molécules :
v"les deux enantiomeres (R+S) du 9-hydroxydec-2-enoic acid (9-HDA)
v le methyl p-hydroxybenzoate (HOB)
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v" 4-hydroxy-3-methoxyphenylethanol (HVA)
v le 9-ODA ((E)-9-oxodec-2-enoic acid) (Barbier et Lederer., 1960; Butler et al.,
1962; Pain., 1961).

La QMP attire fortement les jeunes ouvrieres et stimule le soin a la reine de la part des
ouvriéres qui la nourrissent, la nettoient. La QMP retarde 1’age des abeilles au butinage
(Pankiw et al., 1998a), les abeilles restent donc plus longtemps aupres de la reine, a lui
prodiguer des soins. de plus, il a été établi qu’elle inhibe partiellement les ovaires des
ouvriéres (Hoover et al., 2003), elle inhibe la production de JH (Kaatz et al., 1992; Pankiw
et al., 1998a) et a I’inverse augmente les taux de Vg des ouvriéres (Fischer et Grozinger.,
2008).

La QMP favorise la construction de cellules au format ouvriéres (Ledoux et al., 2001), et
elle inhibe la construction de cellules de males et de reines jusqu’a un certain stade de
développement de la colonie (Winston et al., 1990). La QMP engendre la cohésion de I’essaim

lors de I’essaimage (Winston et al., 1989).

v" La QRP (Queen Retinue Pheromone) : cette phéromone est un mélange de la QMP
avec quatre composés : I’alcool coniféryle, 1’oléate de méthyle, I’hexadecan-1-ol et
’acide linolenique. Elle induit a une attraction plus forte des ouvriéres vers la reine
(Keeling et al., 2003).

B. Phéromones d’ouvriere :

v" Phéromones d’alarme : sécrété par les abeilles, surtout les gardiennes, lors d’un
comportement de défense de la colonie pour protéger la ruche. il existe quatre
phéromones d'alarme principales:

e [’isopentyl 5 acetate (IPA) (Boch et al., 1962).

e le cis-11-Eicosenol retrouvé dans la glande a venin (Pickett et al., 1982).

e le 2-heptanone qui est produit par les glandes mandibulaires (Shearer et Boch.,
1965).

e le 3-methyl-2-buten-1-yl acetate produit uniqguement dans les glandes a venin des
abeilles africanisées (Hunt et al., 2003).

v' Phéromone de Nasanov : c’est une phéromone d’orientation et d’organisation,
sécrétée par les ouvriéres pendant I’essaimage (Morse et Boch., 1971) pour attirer les
ouvriéres sceurs de facon organisée et calme (Free., 1987; Winston., 1987). Cette

phéromone permet également de trouver une source d’eau ou de nourriture (Winston.,
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1987). elle est formé de sept composés : geraniol, nerol, (E,E)-farnesol, (E)-citral,
(2)-Citral, Acide Geranique, Acide Nerolique, produits par la glande de Nasonov des
ouvrieres.

v' L'oléate d'éthyle « EO » : une phéromone produit par les butineuses, elle ralentit la
progression naturelle des ouvrieres vers le stade butineuse (Leoncini et al., 2004).
L’EO fait également parti des composés émis par la reine (Keeling et Slessor., 2005)
et le couvain (Le Conte et al., 1990) maniére inhibe la maturation comportementale
vers le stade de butineuse .

C. Les phéromones de couvain :

Par I’émission de différentes phéromones, le couvain module le comportement des
ouvriéres pour améliorer sa nutrition :

v La premiere phéromone de couvain identifiée est le Glyceryl-1,2-dioleate-3-palmitate,
cette phéromone permet de regrouper une grappe d’ouvriéres autour d’une cellule
royale (Koeniger et Veith., 1983a; Koeniger et Veith., 1983b).

v" BEP = Brood Ester Pheromone (Pheromone du couvain composée d’ester) :

une autre phéromone produit par le couvain composée d’un mélange de 10 esters éthyliques et
méthyliques agissant sur la physiologie et le comportement des ouvriéres (Le Conte et al.,
1990). Cette phéromone est sécrétée par les glandes salivaires de larves (Le Conte et al.,
2006), principalement de vieilles larves (4 a 5 jours) (Maisonnasse et al., 2010). Ces glandes
ont été aussi connues pour leur réle dans la sécrétion de la soie, nécessaire a la construction
d'un cocon qui précede le stade de nymphe (Silva-Zacarin et al., 2003).

L’émission de la BEP induit a une augmentation de la quantité de gelée royale déposée
dans les cellules par les ouvriéres (Le Conte et al., 1995a) et augmente le taux des protéines
des glandes hypopharyngiennes des ouvrieres pour améliorer la production de la nourriture
larvaire (Mohammedi et al., 1996; Peters et al., 2010). De plus, Cette phéromone induit la
reconnaissance de 1’age des larves par les abeilles nourrices (Le Conte et al., 1994) et a la fin
du cinquiéme stade larvaire elle induit I’operculation des cellules par les ouvriéres (Le Conte
etal., 1990).

v le E-p-ociméne : (3(E)-3,7-dimethyl-1,3,6-octatriene), elle est plus volatile que la
BEP c'est-a-dire quelle est facilement dispersée dans la colonie, et est principalement
émise par de jeunes larves (L1, L2, L3) (Maisonnasse et al., 2010).
le E-R-ocimene accélere la maturation comportementale des ouvriéres (Maisonnasse

et al., 2010) et inhibe les ovaires des ouvrieres (Maisonnasse et al., 2009) .
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I11. Reproduction et développement du couvain :

I11.1. Accouplement et féecondation :

Les reines des abeilles melliféres sont polyandres et s'accouplent avec plusieurs faux-
bourdons durant un vol nuptial. Ces derniers atteignent leur maturité sexuelle environ deux
semaines aprés leur émergence (Winston M., 1987 ; Ellis et al., 2015) et meurent
généralement pendant ou peu aprés 1’accouplement (Baer., 2005).

Ce processus d'accouplement initie de nombreux changements comportementaux,
physiologiques et moléculaires qui faconnent la fertilité de la reine et son influence sur la
colonie. Par exemple, la réception de sperme de faux-bourdon peut moduler I'activation des
ovaires de la reine, la production de phéromones, et le comportement subséquent des
ouvriéres (Brutscher et al., 2019).

I11.2. La ponte :

Une fois que la reine termine son dernier vol nuptial et retourne a la ruche, elle
commence a stocker le sperme dans sa spermatheque, un organe spécialisé trouvé chez des
nombreux insectes pour faciliter le stockage des spermatozoides, et commence la ponte (Ellis
et al., 2015 ; Brutscher et al., 2019).

Quarante-huit heures aprés 1’accouplement, la mére commence a pondre des ceufs en
deux sortes : il y a ceux qui renferment des spermatozoides et ceux qui en sont dégarnis, les
premiers produisent des femelles tandis que les autres ne donnent uniquement naissances qu’a
des males ou faux bourdons (Girdwoyn., 1876). Ce phénomene est appelé la parthénogenése
arrhénotoque (Vandame., 1996). Une reine peut pondre jusqu'a 2000 ceufs par jour au
printemps alors que les ouvriéres pondent des ceufs qu’en absence de la reine et des jeunes
larves (Linksvayer et al., 2011 ; Leimar et al., 2012)

111.3. Le développement :

Le temps de développement est différent pour chaque caste d’abeilles et varie en
fonction de facteurs environnementaux comme la chaleur et I’humidité. Toutes les castes
effectuent huit stades de développement différents pour atteindre 1’état adulte : un stade ceuf,
cing stades larvaires, durant lesquels un maximum d’énergie sera emmagasiné, un stade
nymphal, durant lequel aura lieu la métamorphose qui conduira a 1’émergence et le stade
adulte durant lequel seront effectuées les différentes taches au sein de la colonie. Le

développement pouvait durer entre 14 et 17 jours pour la reine, 16 et 26 pour les ouvriéres, 20
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et 28 jours pour les males (tab 02) (Winston., 1987 ; Charpentier., 2013).

Tableau |l : Temps de développement moyen des trois castes d’abeilles (Donzé., 1995 ;
Rembold et al., 1980 ; Winston., 1993 ; Jay., 1964).

. . Durée de chaque stade (jours)
Stade de développement du couvain d’abeilles - -
Reine Male Ouvriere
Stade ceuf 3.0 3.0 3.0
1
2
4 3 4.6 6.3 55
.g "
© ,
- Non operculé
(72}
(3}
ie]
g 5 Operculé avant et pendant le tissage du cocon 14 2.1 15
Operculé apres !e tissage du cocon ou 15 95 99
prénymphe
Stade nymphale 4.6 8.9 8.0
Stade imago ou pré-émergent 0.9 1.2 0.8
Temps nécessaire pour un développement total (jours) 16.0 24.0 21.0
A. L’ceuf :

L'ceuf éclot au bout de 3 jours. Il est blanc, translucide, ovale et possede une extrémité
plus pointue par laquelle il s’adhére a la paroi de la cellule (fig 04) (Biri M., 2011).

L’ceuf est enveloppé de deux membranes : la premiere est transparente et se nomme
chorion. Tandis que la seconde, ou inférieure, est trés-fine et forme la membrane du jaune
d’ceuf dont le contenu intérieur est un liquide tenant en suspension de petites cellules, des
corpuscules de graisse jaune. La partie concave de 1’ceuf se nomme ventricule ; et la partie
convexe s'appelle dos. Dans le pdle supérieur des ceufs se trouvent des micropyles ou
ouvertures par lesquelles les spermatozoides pénetrent dans D’intérieur de ’ceuf et le
fécondent (Girdwyn. M., 1876).

Les ceufs des ouvriers sont pondus dans des petites cellules tandis que les cellules plus grandes

sont réservées aux ceufs des faux-bourdons (Ellis et al., 2015 ; Brutscher et al., 2019). Toutes ces



Revue Bibliographique

cellules sont déja nettoyées et préparées par les ouvriéres pour élever la nouvelle couvée
(Blackiston. H., 2015).

Figure 04 : la forme de riz des ceufs et la facon dont la reine les a positionnés « debout »
dans la cellule (Blackiston. H., 2015).

B. Larve:
En plus des abeilles adultes, les larves d'abeilles sont la base de développement et
renouvellement des colonies (Tavares et al., 2017 ; Suzhen Qi et al., 2020).

Figure 05: Larves enroulées dans ses cellules (john clayton).

La larve éclot de 1’ceuf trois jours aprés la ponte. Elle est a peine visible a 1’ceil nu.
D’abord plus petite que I’ceuf, et couchée au fond de I’alvéole dans une gouttelette de gelée
royale, elle ressemble a un minuscule ver, annelé, blanc, a peine incurvé, sans pattes ni yeux

(fig 05) (Prost et Le conte., 2005). La larve mesure environ 106 mm, son poids est de 0,1 mg
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(Vandame., 1996). La durée de vie larvaire d’abeille dépend de sa caste. En moyenne, elle est
de 5 jours et 1/2 pour une reine et 6 jours pour une ouvriére. Lorsqu’il s’agit d’un male, la
durée est de 6 jours et 1/2 (Prost et Le conte., 2005).

v Différenciation des castes :

La différenciation entre reine et ouvrieres se fait généralement pendant le
développement post-embryonnaire, et est régulée par un nourrissage différentiel des larves
(Haydak., 1970).

Jusqu’au troisieme jour de développement, toutes les larves sont nourries par les
nourrices a la gelée royale produite par les glandes hypopharyngiennes des nourrices. Les
larves destinées a €tre reines seront encore nourries par cette gelée jusqu’au huitieme jour. Les
larves destinées a étre ouvriéres seront par contre nourries avec du pollen, du miel et des
sécrétions glandulaires, il s’agit du « pain de 1’abeille » (Barchuk et al., 2007). De plus, les
larves de reine potentielles recoivent 10 fois plus de nourriture que les larves d'ouvriéres
(Bienenforsch. Z., 1966). En seulement cing jours, elles sont 1 570 fois plus grandes que
leur taille d'origine. A ce moment, les abeilles ouvriéres scellent les larves dans la cellule avec
un coiffage poreux de cire d'abeille beige. Une fois scellées, les larves tournent un cocon

autour de leur corps (Blackiston. H., 2015).

En raison de ce régime d'alimentation différentiel, les deux types de larves suivent
deux trajectoires de développement trés différent, bien qu'elles aient exactement le méme
bagage génétique. Ce processus de différenciation des castes implique deux types d'altérations
du modele de développement :un type, que nous pouvons appeler altération incrémentielle,
qui affecte la croissance générale du corps ou d'organes spécifiques, en particulier les ovaires.
Tandis que L'autre type peut étre considéré comme des altérations de I'état du caractére qui se
traduisent par la présence ou l'absence de structures spécifiques entieres, telles que I'appareil

de collecte de pollen sur les pattes postérieures, les glandes cireuses (Barchuk et al., 2007).

Comme autre possibilité, une étude récente de (Kamakura 2011) ont montré que la
royalactine, une protéine majeure de la gelée royale (MRJP), influence la croissance et le
développement des larves et est nécessaire au développement complet d'un phénotype de
reine. La royalactine (également connue sous le nom de MRJP1 monomeére) affecte
quantitativement les taux de croissance et de déeveloppement des larves par I'activation de la
voie du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF) (Egfr) (Kamakura. M., 2011;
Brutscher et al., 2019).
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Le stade larvaire n'est que le premier stade du développement de la reine. Apres
environ 6 jours de développement, les larves se nymphosent et les reines passent environ 8
jours a se développer en pupes avant d'émerger en tant que reines adultes (Yao Yi et al.,
2020).

C. Nymphe :

Les stades pré nymphal (métamorphose) et nymphal se sont des périodes critiques de
transformation intense susceptibles de perturbations environnementales (Groh et al., 2004 ;
Diego et Walter., 2020).

Les organes sensorials imaginaires (antennes et yeux), appendices locomoteurs (pates
et ailes) , et presque tous les autres organes sont développé a partir de zéro . Tandis que les
les systémes nerveux et digestifs sont simplement réorganisés (Myser., 1954 ; Oertel., 1930 ;
Farris et al., 1999 ; Diego et Walter., 2020).

Les transformations en cours sont cachées sous les coiffes de cire. Cette petite créature
commence a prendre les traits familiers d'une abeille adulte. Les yeux, les jambes et les ailes
prennent forme. La coloration commence par les yeux : d'abord rose, puis violette, puis
noire. Enfin, les poils fins qui recouvrent le corps de l'abeille se développent. Aprés 12 jours,
I'abeille maintenant adulte se fraye un chemin a travers la coiffe de cire pour rejoindre ses
sceurs et ses fréres (fig 06) (Blackiston., 2015).

Figure 06 : Les cellules ouvertes révélent un ceuf et des nymphes en développement.

(dr.Edward ross -california academy of sciences-).
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Les nymphes, immobiles, ne se nourrissent pas, ne grandissent pas et aucun
changement extérieur de forme n’est observé. Les organes internes subissent par contre des

remaniements importants (Winston., 1993)
D. L’imago :

Gould & Gould, 1993 signalent que 1’adulte naissant, appelé aussi imago, présente
une cuticule molle qui peut mettre plusieurs heures a sécher et durcir. Dans ce stade, le
développement des glandes hypopharyngiennes et mandibulaires commence, la maturité est
atteinte trois jours aprés la naissance. Dix jours plus tard, ¢’est au tour des glandes ciriéres de
se développer. Vingt jours apres, des genes spécifiques impliqués dans le systeme olfactif et
de mémorisation sont exprimés dans la téte de la butineuse ; ils lui permettent d’effectuer son

role de récolte de la nourriture pour la colonie (fig 07) (Alaux et al., 2009).

il il
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Figure 07: Diagramme des différents stades de développement en fonction de I’age de

I’ouvriere en jour.

L1, L2, L3, L4 et L5 = stades larvaires 1, 2, 3, 4 et 5 ; LS = redressement de la larve qui tisse
le cocon ; PP = immobilisation de la larve aprés tissage du cocon ou prénymphe ; Pw =
Nymphe aux yeux blancs ; Pp = Nymphe aux yeux roses ; Pr = Nymphe aux yeux rouges
marrons ; Pd = Nymphe aux yeux marrons foncés ; Pdl = Nymphe aux yeux marron fonceé et a
la cuticule claire ; Pdm = Nymphe aux yeux marron fonce et a la cuticule de couleur
intermédiaire ; Pdd = Nymphe aux yeux marron fonce et a la cuticule foncee ; ADU =
Ouvriére adulte ou imago. (Jay., 1962 ; Rembold et al., 1980).

IVV. Physiologie de la larve :
IV.1. Le corps gras :

Le corps gras chez les insectes joue un rdle essentiel dans le stockage et 1’utilisation de
I'énergie, Il est le dépot de stockage central pour 1’excés de nutriments. En outre, il est un

organe d'une grande activité biosynthétique et métabolique (Law et Wells., 1989). Les
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cellules du corps gras non seulement contrlent la synthese et l'utilisation de I'énergie des
réserves de graisse et de glycogene, mais synthétisent également la plupart des protéines
d’hémolymphe et les métabolites circulants. De grandes quantités de protéines pertinentes,
telles que les protéines de stockage utilisés comme des acides aminés pour la morphogenese,
les lipophorines qui sont des lipoproteines responsable pour le transport des lipides dans la
circulation (hémolymphe), ou la Vitellogenine nécessaire pour la maturation de 1'ceuf, sont
sécretées par le corps gras (Keeley LL., 1985).

Pour effectuer de multiples fonctions métaboliques pour répondre aux besoins des
changements physiologiques de I'insecte au cours du développement, le corps gras doit étre en
mesure d'intégrer des signaux d'autres organes. Un grand nombre de ces fonctions sont
hormono-reglementé, et donc le corps gras est la cible organe de plusieurs hormones
(Schooley et al., 2005). En plus de son réle de stockage et d'utilisation des nutriments, le
corps gras est un organe endocrine (Hoshizaki DK., 2005), qui produit plusieurs peptides
antimicrobiales (Ferrandon et al., 2007), et participe a la détoxification du métabolisme de
I'azote (Keeley LL., 1985).

Le corps gras est un organe diffus qui remplit la cavité corporelle et se
compose de cellules mésodermiques appelées trophocytes ou cellules
adipeuses, Outre les trophocytes, les abeilles contiennent des cenocytes, un autre
type de cellule d'origine ectodermique disséminé dans tout le corps adipeux
(Martins et al., 2011). De plus, le corps gras présente d'autres spécialités
cellulaires, telles que les cellules urinaires (urocytes), les cellules d'hémoglobine,
les mélanocytes et les cellules chromatiques, Le corps gras est divisé en une partie
vitale, entoure les visceres et occupe la cavité abdominale des insectes et une partie
de paroi (Rangel et al., 2015).

Dans une étude de Zara et Caetano, ils montrent trois types de cellules différents : le
trophocyte, la cellule d’urate et I’oenocyte. Le trophocyte est le type cellulaire le plus
abondant dans le corps gras, ces cellule sont arrondies et présentent des noyaux de tailles et de
formes variables, plusieurs sphéres lucides aux électrons, gouttelettes lipidiques et certains
granules d’éosinophiles peuvent étre observés dans leur cytoplasme.

Les cellules d’urate, apparemment plus abondantes a c6té de ventricule, sont réparties
parmi les trophocytes dans toute la cavite corporelle, sont reconnaissables a leur morphologie

Iégerement polygonale, présentent un noyau central avec une grande quantité
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d’hétérochromatine et plusieurs petites vésicules lucides peuvent étre observées dans leur
cytoplasme.

Le dernier type cellulaire sont les oenocytes, présente une forme arrondie bien qu’ils
puissent étre légerement déformeés en raison de la pression exercée par les cellules voisines,
ils présentent un noyau arrondi et grand, situé au centre avec une grande quantité
d’hétérochromatine, le cytoplasme semble floculé semblable a des petites vacuoles (Zara et
Caetano., 2004).

Le corps gras périphérique de l'insecte est situé juste sous la cuticule et
s'étend sur la majeure partie du corps (Lowe et al., 2013) et des études ont prouvé
qu’un niveau ¢élevé d'accumulation des protéines sous forme de vitellogénine en tant
que constituant majeur du corps adipeux des abeilles (Nilsen et al., 2011). Le corps
gras est plus important chez les insectes immatures, en particulier les insectes
holométaboliques et chez les larves d'Apis mellifera (Da Cruz Landim., 2008).

Les changements de nutrition aux stades embryonnaires ont un effet clair sur la
structure cellulaire du corps gras, ainsi qu’il y a des différences histologiques entre les stades
larvaires (de L1 jusqu’au L5). La caste et 1’dge d’abeille jouent aussi un role dans la

différenciation histologique du corps gras (Dalal MA., 2018).
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Le but de cette étude est de suivre le comportement du tissu adipeux (aspect
histologique) lors d’un trouble alimentaire survenu pendant une période de sevrage. Nous
avons pris comme modele animal le couvain d’abeilles Apis mellifera intermissa.

Les manipulations expérimentales ont été réalisées sur terrain et au niveau du
laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Chlef (DSP Chlef), entre la période de février et avril
2020.

. Matériel :

I. 1. Materiel Biologique :

Il faut rappeler que 1’insecte est choisi pour ses qualités adaptatives et sa période post-
embryonnaire plus ou moins courte (6 a 7 jours). Pendant cette durée la larve d’abeille subit 5
mues. Les prélevements se sont fait pendant cette période ou les larves seront privées de toute
source de nourriture.

I. 2. Matériel non biologique :
I. 2.1. Equipement et instruments :

Etuve réglée a 60°C
Microtome de type Lab-Kite
Appareil photo numérique FUJIFILM
Bec benzéne

Agitateur

Plaque chauffante
Microscope photonique motic
Lames et lamelles

Pipette pasteur

Eprouvette graduée
cristallisoirs en verre

Balance de précision
Micropipette

Bécher

Thermométre

Trousse de dissection

Bain marrie

N N N N N N N N N N N U N N U N NN

Barre de Leuckart.
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I. 2.2. Produits et solution histologique :
Tableau I11: Produits chimiques utilises

Produits

histologiques

Constitution de
Hématoxyline-

gosine

Constitution du
Trichome de
MASSON

Constitution de I’Acide
Périodique de Schiff

=  Bouin
agqueux

= Ethanol

= Paraffine

= Xyléne

= Cyclohexane

= Gélatine

= Hijsto-kit

Hématoxyline de
Mayer
éosine

Acide acétique,
Acide
phosphotungstique
Fuchsine acide,
Hématoxyline de
Mayer

Orangé G

Ponceau

Vert lumiére

= Acide Chlorhydrique,
= Acide périodique

= Charbon actif

®  Fuchsine basique

= Méta bisulfite de

sodium

1.2. 3. Programmes informatiques :
v XLSTAT 2017

v Excel 2010 de Microsoft
v" AXxio Vision 4.8 de CARL ZEISS
v ImagelJ 1.47u de National institutes of health. USA

I. 3. Protocole expérimental :
Avant toutes manipulations, il faut préparer au préalable les cadres de couvain a

prélever. Un élevage de colonie d’abeilles est fait dans des conditions naturelles (fig. 08).

Certaines conditions doivent étre maintenues avant la récupération des larves a savoir,

I’importance de la colonie (40 a 60000 d’individus), I’age de la reine pondeuse, 1’absence de

symptomes pathologiques. Les cadres sont retirés de la ruche et confinés dans un incubateur

obscure ou T= 36°c et I’humidité = 60 %. Ces larves sont privées de nourriture pour les

différentes périodes de (00h, 12h, 24h, 48h et 4jours). Apres; elles seront prélevées

directement a partir des alvéoles ou elles seront pesées, photographiées et plongés rapidement

dans le liquide fixateur (Bouin aqueux).
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Figure 08 : Préléevement des cadres de couvain.

Les larves sont divisées en deux lots :

v"Un lot témoin récupéré immédiatement aprés que le couvain soit retiré de la ruche (to)
ou (N > 100). Ce lot est consideré comme un lot de larves non affamées.
v" Un lot expérimenté, aprés des périodes successives de privation de nourriture allant

jusqu’a (t4j) ou (N < 100) pour chaque peériode.

Le pesage des larves affamées (500 larves) se fait délicatement grace a une pince
souple et sur une balance de précision (fig. 09).
Des photographies sont tout de suite prises sous loupes binoculaires tout en respectant

les mesures de calibration (fig. 09).



Matériel et méthodes

Figure 09 : Pesée des larves et prise de photographies sous la loupe binoculaire.

1. Méthodes :

I1. 1. Technique histologique :

Elle représente une des techniques les plus classiques qui permet d’obtenir des coupes
histologiques minces (Martoja et al., 1967 ; Gabe., 1968). Elle comporte les étapes

suivantes :

I1. 1.1. Fixation histologique :
La fixation est une opération qui a pour but de stabiliser et de conserver I'échantillon

dans un état le plus proche possible de I'état in vivo. Elle doit se faire immédiatement apres le
prélévement, par immersion dans un volume au moins dix fois plus importante que le volume
de tissu a fixer. Le fixateur utilisé est le Bouin aqueux pendant 3 jours, il permet la
préservation de toutes les structures cellulaires. Les larves sont ensuite lavées pendant 24

heures a I’eau courante afin d’éliminer I’excés de liquide fixateur (fig. 10a).

I1. 1.2. Déshydratation :
Les larves sont plongées dans des bains d’alcools de degré croissant (50°, 70°, 90°,

100°) de 90 minutes chacun. Le but de cette étape est 1I’élimination de 1’eau des tissus et la

remplacer par 1’¢thanol (fig. 10b).

I1. 1.3. Eclaircissement :
L’éclaircissement a pour but d’éliminer completement les traces d’alcool, pour cela la

larve est plongé dans deux bains de butanol de 90 minutes chacun (fig. 10b).
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Figure 10: Fixation, deshydratation et éclaircissement des larves d’abeilles

I1. 1.4. Inclusion :
Dans cette étape le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine. La larve est plongée

dans la paraffine fondue en étuve réglée a la température de fusion (60°). Elle consiste a
mettre les larves dans trois bains, un premier bain dans du butanol a part égale et qui est
miscible a la paraffine, ensuite deux bains de paraffine pure pondant 6 heures chacun (fig.
11a).

I1. 1.5. Mise en bloc :
Aprés la préparation des matériels utilisés pour la mise en bloc, la larve est prélevé du

milieu d’inclusion a I’aide d’une pince chauffée puis immergée dans la paraffine liquide
contenue dans des moules spéciaux (barres de Leuckart) placée sur une plaque en verre.
Avant le durcissement de la paraffine, on place une étiquette du c6té opposé a celui ou

s’effectuera la coupe, en indiquant le stade de la larve et son numéro (fig. 11b).

Figure 11 : Inclusion et la mise en bloc.

I1. 1.6. Confection des coupes et étalement :
Les blocs solides de paraffine contenant les larves sont coupés grace a un microtome

de type LAB-KITS. Des coupes de 5um d'épaisseur sont étalées, sur des lames en verre en



Matériel et méthodes

utilisant ’eau gélatinée a 0,4%. Elles sont ensuite séchées pour que le ruban adhére sur la
surface des lames. Chaque lame porte le numéro et le niveau de la coupe (figure 12).

Figure 12: la microtomie et I’étalement des coupes histologiques.

I1. 1.7. Coloration :
Les colorations entreprises dans le cadre de notre travail sont :

v Trichrome de Masson (coloration topographique).
v' Hématoxyline éosine (coloration topographique).

v Acide Périodique de Schiff ou APS (coloration histochimique).

Avant la coloration, les larves sont débarrassées de leur milieu d’inclusion sur une
plaque chauffante puis traité avec un solvant de la paraffine (cyclohexane). Les lames sont
ensuite transférées dans 1’alcool (Ethanol) de degrés décroissants: (100°, 90°, 70°, 50°) et

enfin dans un bain d’eau distillée.

A. Coloration topographique

Les coupes ont été colorées par le trichrome de Masson dont le but est de visualiser les
différents structures tissulaires. Les noyaux apparaissent colorés en noir, les cytoplasmes en
rose et les fibres de collagénes en vert ou bien en bleu.

La deuxiéme coloration concerne 1’hématoxyline-éosine. C'est une coloration
topographique composée d’un colorant nucléaire et cytoplasmique (hématoxyline et 1’éosine).
L’hématoxyline est un colorant cationique, dit également basique, qui a une affinité pour les
éléments cellulaires chargés négativement dits basophiles. Il colore notamment les noyaux en
bleu/violet, en se fixant sur les acides nucléiques. L’¢osine est un colorant anionique, dit

également acide, qui a une affinité pour les éléments cellulaires chargés positivement dits
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éosinophiles. 1l colore le cytoplasme en rose et les autres eléments cellulaires basiques en

rose/rouge plus ou moins vifs selon leur acidophilie.

B. Coloration histochimique

Cette coloration permet la mise en évidence des polysaccharides, des glycoprotéines et
glycolipides qui se colorent en rose par I’acide périodique de Schiff (APS). La réaction APS

se réalise en deux phases :

v' La libération des différents groupements a fonction aldéhyde par ’acide périodique a 1%.

v Larévélation de ces groupements par le réactif de Schiff a base de fuchsine basique.

I1. 1.8. Déshydratation et montage :
La déshydratation s’effectue par le passage successif des lames dans des bains

d’alcools croissants (50°,70°, 90°, 100°) puis dans un bain de cyclohexane.

Le montage se fait classiquement entre lame et lamelle tout en utilisant I’histo-Kit.

I1. 1.9. Iconographie :

Les coupes sont observées au microscope photonique a différents grossissements puis
analysées afin mettre en évidence des éventuelles altérations histologiques et/ou
histochimiques.

I1. 2. Etude morphométrique :

L’étude biométrique des larves d’abeille témoins et traitées est complétée par une
é¢tude morphométrique pour mieux exploiter nos résultats. Cette étude est réalisée a ’aide

d’un outil informatique, ImageJ 1.47u de National institutes of health. USA

% Results " . e
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Figure 13 : Etude morphométrique des
larves d’abeilles grace a I’ImageJ 1.47.
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En plus du paramétre poids, deux autres mesures ont pu étre effectuées directement sur

les iconographies récupérées, a savoir la taille et la surface (fig. 13)

Les coupes histologiques des larves d’abeille témoins et traitées ont aussi subit une
étude morphométrique. Cette étude est réalisée a 1’aide d’Axio Vision 4.8 de CARL ZEISS
(fig. 14). Ces mesures ont étés effectuées sur la base de quelques parametres cellulaires des

structures du tissu adipeux et des glandes salivaires :

v' Les surfaces cellulaire et nucléaire des cellules adipeuses (trophocytes et oenocytes),
leur ratio nucléo-cytoplasmique et leur nombre ont été effectués: 30 mesures chacune,

v' Les surfaces cellulaire et nucléaire des cellules épithéliales des glandes salivaires, leur

ratio nucléo-cytoplasmique ont été effectues: 30 mesures chacun,
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Figure 14: Etude morphométrique des cellules oenocytaire a 1’aide d’un outil
informatique, Axio Vision 4.8 de CARL ZEISS.

11.3. 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 témoin (larves non affamées t=0)
et traité (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 parametres morpho-métriques.
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Pour chaque série d’analyse, la moyenne et I’écart type sont calculés. Les paramétres

statistiques sont donnés par les relations suivantes :

Yoxni
N

Moyenne =

Ecarttype = \/?

v" ni : désigne la fréquence.
v" Xi : lavaleur individuelle.

v N : effectif.

La variance o 2 : est la moyenne des carrés des €carts types entre les valeurs de 1'échantillon et

la moyenne arithmétique

5, 2ni(g — %)% + Xy (o — xp)?

6
(Na—Nb) — 2
Ecarttype
SEM = ——
VN —1
N-1 : désigne le degré de liberté (ddl)
Xa —Xb

t =
J6%2/Na+82/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 :

v" Peu significative si P < 0,05 (*).

v" Significative si P < 0,01 (**).

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

v’ Hautement significative si P < 0,0001 (****),
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Résultats et Interprétations

1. Résultats :

I1.1. Morphométrie des larves :

Les larves récupérées sont pesées et mesurées sous loupe binoculaire. Les mesures sont
faites grace au logiciel ImageJ. 200 mesures sont faites sur des larves non affamées (témoins) et
des larves affamées pendant 4jours (traitées), respectivement (to et ts;).

Nous avons pris comme paramétres morphomeétriques, le poids, la taille et la surface
larvaire (Tableau V). Dans 1’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, la larve est positionnée sur le flan avec prise de la mesure du périmeétre, 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 est faite sur I’image de la larve (2D), elle

exprime le volume de la larve réelle.

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

Poids (mg) Taille (mm)  Surface larvaire (mm?)
Moyenne 0,044 9,763 18,731
Témoins Ecart type 0,028 2,358 8,581
(to) Min 0,002 3,483 2,507
Max 0,123 14,886 39,378
Moyenne 0,039 11,439 24,569
Traitées Ecart type 0,025 2,511 11,217
(L)) Min 0,008 4,581 3,055
Max 0,103 15,592 51,245

Nous tentons de comparer en premier lieu la distribution de nos deux échantillons par le
Test de Kolmogorov-Smirnov. Les résultats (annexe 1) montrent que :

N’ayant pas de différence significative entre le poids et la surface des larves témoins et
expérimentées, nous considérons que nos deux échantillons sont distribués de la méme maniere,
ce qui rendra la comparaison des differents parametres plus crédible.

En vue d’établir la relation qui existe entre les différents paramétres morphométriques,
nous calculerons le coefficient de corrélation simple (Pearson) pour les larves non traitées
(N>50) et celui de Spearman pour les larves affamées (N<50). Les courbes de régression sont

illustrées et annexées deuxiéme.
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Matrice de corrélation (Pearson) : Matrice de corrélation (Spearman) :
Témoins (to) Témoins (ts)

Variables  Poids Taille Surface Variables Poids Taille Surface
Poids 1 0,690 0,794 Poids 1 0,788 0,878
Taille 1 0,935 Taille 1 0,905

Surface 1 Surface 1

Il parait que tous les paramétres morphométriques présentent un rapport positif entre eux-
mémes. Effectivement, chez les témoins, 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, sauf qu’elle est

moins forte pour les paramétres (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 non traitées et expérimentées a son influence sur la

croissance de la surface et de la taille a des proportions différentes.

Pour les larves non traitées le poids du dernier stade larvaire L5 (Pmax/Pmin = 69 fois)
évolue d’une maniére rapide par rapport aux larves affamées (13 fois). Cette évolution est peut
étre due a I’abondance de 1’alimentation chez ces larves par contre les larves expérimentées

utilisent leurs réserves nutritives pour leurs besoins énergétiques.

Cinétique de I’évolution de stades larvaires (L5 = X.L1)
(X) Témoins (to) Traitées (t4)
Poids (gr) 69 13
Taille (mm) 4 3
Surface (mm?) 16 17

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 maniere que le poids, cette 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 22.
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Figure 15 : Comparaison des différents paramétres morphométriques entre larves non
affammeées et affémées 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=0,564) entre le poids des larves affamées et non
affamées.

v" Une augmentation significative (p=0,002) de 17,17 % de taille au profit des larves
affamées.

v' Une augmentation statistiqguement significative (p= 0,021) de 31,17 % de la surface

larvaire toujours au profit des larves traitées.

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, caracteéristique de ce stade post-embryonnaire chez les insectes.

Par conséquent, 1’évolution du poids n’est pas la méme chez ces larves, elle est plus
lente chez le groupe expérimenté par contre la taille et la surface évoluent plus rapidement

chez ce groupe.

Il parait que les larves affamées déploient toute leur énergie a la mue, conséquence de
I’augmentation des parametres (taille et surface) au profit de 1’augmentation du poids

(diminution des réserves lipidiques).

11.2. Résultats histologiques :

La partie histologique s’intéresse a la comparaison entre la structure topographique et

histochimique du tissu adipeux pariétal et péri-visceral qui entoure les glandes salivaires et le
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tractus digestif chez les larves d’abeille Apis melliffera intermissa non affamées et celles qui ont

subi une période de faim allant jusqu’a 4 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 collagenes colorés en vert par la coloration au trichome de Masson.

v" Les glycoprotéines de structure par la coloration a 1’acide périodique-Schiff (APS).

11.2.1. Histologie des larves témoins :

a) Au faible grossissement

L’observation des coupes histologiques a faible grossissement des larves d’abeille
témoins  colorées a 1’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 tantét interstitiel (hémocoele) tantdt formé d’un agglomérat de

cellules qui constituent le tissu adipeux de la larve.
b) Au fort Grossissement

v Tissu adipeux

Il est formé pour sa majorité en adipocytes ou cellules dites trophocytaires. Ces cellules
ont un aspect globulaire avec un cytoplasme a apparence vacuolaire c’est-a-dire trés riche en

vacuoles cytoplasmiques et autres cavités, leur noyau a une forme polylobée.

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).
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v" Glandes salivaires

Il s’agit d’un épithélium glandulaire unistratifié, les cellules sont cubique reposant sur
une lame basale. Leurs noyaux sont sphériques a chromatine condensée, le tout baigne dans un

cytoplasme basophile. La lumiére des glandes est visible avec des granulations dedans.

11.2.2. Histologie des larves expérimentées :

Au niveau tissulaire, la structure adipeuse est responsable du stockage et de la synthese
de la majorité de protéines et métabolites sécrété dans 1’hemolymphe. Apres la période de
privation de nourriture de 4 jours, nous avons pu observer avec l’analyse histologique et

histochimique les points suivant :

v Absence presque totale de la coloration verte, signe de présence des fibres de collagénes
et cela dans tout le tissu adipeux,

v Réduction de la surface cytoplasmique chez les différents types de cellules (oenocytes et
trophocytes).

v Dégranulation graduelle des trophocytes.

v Diminution de la taille des glandes salivaire avec réduction de la lumiére et aplatissement

de I’épithélium glandulaire.
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Planche I : Coupes histologiques du Tissu adipeux de larves d’abeille domestique témoins

Figure 1 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa non affamée.
Coloration a I’APS. G. 400.

Dans cette figure, on peut observer que le

tissu adipeux est constitué d’un nombre
important de trophocytes (Tr) entourant
une cellule oenocytaire (Oe). L’aspect
unistratifié¢  des cellules épithéliales
(fleches vertes) de la glande salivaire, ainsi
que la lame basale (fleches jaunes) avec
des secretions dans le lumen (Lu).

N.B. :

Figure 2 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa non affamée.
Coloration au TM G. 1000.

Au Fort grossissement, nous pouvons
observer les oenocytes avec leur noyau a
aspect globulaire  (trait rouge), le
cytoplasme acidophile qui apparait plus
opaque. Les trophocytes apparaissent +/-
petites, avec un cytoplasme plus clair et un
noyau polylobé (trait bleu)

Pour les mesures morphométriques, nous avons pris dans le cas des oenocytes la surface

cellulaire (SC, contour jaune), la surface nucléaire (SN, contour rouge) et le rapport nucléo-

cytoplasmique (RNC = SN/SC-SN)
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Planche 11 : Coupes histologiques des glandes salivaires de larve d’abeille domestique témoins

Figure 1 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa non affamée.
Coloration au TM. G. 400.

Les glandes salivaires apparaissent en une
seule couche de cellules épithéliales (fleche
bleue), avec une lame basale (fleche jaune).
Ces cellules tapissent une lumiere
optiquement vide (Lu). Il est cité que le
tissu adipeux (TA) soit séparé de
I’hémolymphe (He) par une lame basale
(Wiviane et al., 2014) qui n’apparait pas
vraiment dans cette photo.

Figure 2 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa non affamée.
Coloration a I’APS. G. 1000.

Les cellules de la glande salivaire au fort
grossissement ont une forme plus ou moins
cubique avec un noyau central. Ces cellules
ne sont pas vraiment jointives mais il existe
beaucoup de jonctions entre-elles (fleches
bleues). Le cytoplasme est acidophile
sécrétant des acides gras libres tels que les
phéromones dans le lumen qui apparait

granulé.
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Planche 111 : Coupes histologiques du Tissu adipeux de larve d’abeille domestique affamée de 4
jours

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

A faible grossissement, nous pouvons
remarquer le tégument (cuticule (fleches
jaunes)), 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)

Figure 2 : Coupe histologique de larve Figure 3 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa affamée de 4 d’Apis mellifera intermissa affamée de 4
jours. Coloration a I’APS. G. 1000. jours. Coloration a I’'HE. G. 400.

Au fort grossissement, on peut voir le nombre réduit des oenocytes (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 des glandes salivaires de larves d’abeille domestique

affamée de 4 jours

Figure 1 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa affamée de 4
jours. Coloration a ’'HE. G. 400.

Dans cette figure nous pouvons bien
distinguer les cellules épithéliales de la
glande salivaire ou les noyaux (fleches
bleues) prennent une position basale, avec

réduction de la taille de ces cellules

Figure 2 : Coupe histologique de larve
d’Apis mellifera intermissa affamee de
54jours. Coloration a I’'HE. G. 1000.

Au plus fort grossissement les cellules
glandulaires s’aplatissent avec réduction de
la surface cytoplasmique. Il y’a aussi
dégranulation des trophocytes (Tr) et
épuisement des réserves énergétiques. La
lumiére  (Lu) glandulaire  apparait
optiquement vide.
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11.3. Morphométrie des coupes histologiques :

Les coupes histologiques nous ont permis de faire des mesures sur deux structures (le
tissu adipeux et les cellules épithéliales des glandes salivaires.

11.3.1. Morphometrie du tissu adipeux :

Le tissu adipeux est composé de deux sortes de cellules; les oenocytes d’origine
ectodermique, considérées comme cellules associées au tissu adipeux, et les trophocytes
d’origine mésodermique. Chaque type de cellule a un role bien déterminé dans le développement

de la larve.

a) Morphométrie des Oenocytes :

La mesure d’une trentaine de cellules est faite a partir des lots témoin et traité. Les
parametres surface cellulaire, surface nucléaire et le ratio nucléo-cytoplasmique (Tableau V) sont
traités statistiquement afin d’établir la relation entre eux dans un méme groupe (lot) et entre les
groupes.

Tableau V : La morphomeétrie de certains parametres nucléaires des cellules oenocytaire des
larves témoins (to) et expérimentées (ts)

La surface de la Surface Le rapport nucléo-
cellule (um?  nucléaire (um? cytoplasmique

Moyenne 2448,031 452,568 0.185

Témoins Ecart.type 604,803 403,451 0.052
Min 1531,400 129,280 0.08

Max 3767,070 2483,000 0.286

Moyenne 1595,599 342,496 0.283

Traités Ecart.type 377,860 103,102 0.092
Min 1096,570 130,630 0.104

Max 2669,430 548,300 0.459

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
par apport aux larves contréles :

v' Une diminution hautement significative (P < 0,0001) de 53,42 % de la surface des
cellules (2448,03 + 604,8 um? vs 15956 + 377,86 um?),

v Une diminution non significative (P > 0,05) de 10,38 % de la surface nucléaire (378,078
+127,713 um2 vs 342,496 + 103,102 um2).
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v Une augmentation tres significative (p <0,05) de 52,9 % du ratio nucléo-cytoplasmique
(0,185 £ 0,052 vs 0,283 + 0,092)
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Notons qu’aprées les périodes de faim, les cellules oenocytaires ont subi une diminution
dans leur taille sans que leurs noyaux ne changent. Et si le rapport nucléo-cytoplasmique
augmente cela veut dire que la surface cytoplasmique a diminuée. Il est connu que les oenocytes
sont impliquées dans la production et le stockage des lipides et les lipoprotéines (abondance des
REL et des vacuoles de stockage). Une telle diminution dans la surface du cytoplasme laisse
prédire qu’il y a épuisement des réserves sans qu’il y’ait arrét de I’activité cellulaire

(ralentissement).

b) Morphométrie des Trophocytes

La mesure d’une trentaine de cellules est faite a partir des lots témoin et traité. Les
parametres surface cellulaire, surface nucléaire et le ratio nucléo-cytoplasmique (Tableau VI)
sont traités statistiquement afin d’établir la relation entre eux dans un méme groupe (lot) et entre

les groupes (inter-groupes).
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Les mesures que nous avons effectuées sur la surface des cellules trophocytaires (SC),
leur surface nucléaire (SN) et le ratio nucléo-cytoplasmique (RNC), chez les larves traitées

montrent par apport aux larves controles :

Tableau VI : La morphométrie de certains parameétres nucléaires des cellules trophocytaires des
larves témoins (to) et expérimentées (ts)

La surface de la Surface Le rapport nucléo-
cellule (um?  nucléaire (um?) cytoplasmique

Moyenne 2151,399 371,665 0.18

Témoins Ecart type 581,043 106,530 0.04
Min 1347,600 153,250 0.11

Max 3581,370 562,590 0.30

Moyenne 1285,217 355,408 0.27

Traitées Ecart type 423,216 162,186 0.16
Min 743,810 146,910 0.37

Max 2682,970 953,960 0.06

v" Une diminution trés significative (P < 0,0001) de 67,39 % de la surface des cellules
(2151,399 + 581,043 pm? vs 1285,22 + 423,216 pm?)

v Une diminution non significative (P > 0,05) de 4,57 % de la surface nucléaire (371,665
+ 106,530 pm2 vs 355,408 + 162,186 pum2).

v' Une augmentation hautement significative (p < 0,05) de 76,32 % du ratio nucléo-
cytoplasmique (0,216 + 0,068 vs 0,382 + 0,109).
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Mémes observation sont faites sur les trophocytes, avec diminution dans la taille
cellulaire et augmentation du ratio nucléo-cytoplasmique sans qu’il y’a changement dans la taille
des noyaux. Parmi le réle des trophocytes, nous pouvons citer 1’entreposage des gouttelettes
lipidiques dans le cytoplasme, des granules protéiques et du glycogéne. Une telle diminution
dans la surface du cytoplasme signale aussi 1’épuisement des réserves énergétiques sans que

I’activité cellulaire soit interrompu (ralentissement).
¢) Rapport trophocytes-oenocytes

Les cellules oenocytaires sont considérées comme des cellules associées au tissu adipeux,
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 tissu adipeux (Tableau V1I).
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Tableau VII : Le rapport entre les cellules oenocytaires et les cellules trophocytaires chez les

larves témoins et les larves affamées de 4 jours

Type de cellule Nombre de cellules

Témoins (to) Traitées (ts)
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 témoins et les larves affamées a bien doublé.

11.4.2. Morphomeétrie des cellules épithéliales des glandes salivaires :

Pour cette partie, nous espérons faire le lien entre 1’activité des glandes salivaires et le
comportement des larves durant les différentes étapes de 1’expérience témoins (to, toan, tash, tagh,
t4j). La mesure d’une trentaine de cellules est faite a partir des lots témoin et traité. Les
parametres surface cellulaire, surface nucléaire et le ratio nucléo-cytoplasmique (Tableau VIII)

sont traités statistiquement afin d’établir la relation entre eux.

Tableau VII11 : La morphométrie de certains paramétres des cellules épithéliales des glandes
salivaire des larves témoins (to) et expérimentées (toan, tagh, tagn, tsj)

La surface de la cellule (um2)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Témoins ty 1220,890 2749,170 1776,422 351,716
Traitées tyn 1218,460 5402,360 1986,395 964,433
Traitées tsgn 420,780 2033,090 1287,682 400,579
Traitées tygn 689,030 4886,930 1653,386 978,667
Traitées 14 362,110 1199,890 736,271 213,978

Surface nucléaire (um?)

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Témoins ty 202,780 455,890 318,878 59,259
Traitées ton 170,930 1169,750 393,332 229,822
Traitées tsen 85,760 1044,640 250,866 176,381
Traitées tgn 96,920 1628,460 393,552 318,690
Traitées t4 67,780 292,490 173,886 61,999

Le rapport nucléo-cytoplasmique

Variable Minimum Maximum Moyenne Ecart-type
Témoins tp 0,080 0,358 0,232 0,069
Traitées tosn 0,128 0,446 0,247 0,075
Traitées tsgn 0,061 3,320 0,338 0,577
Traitées tygn 0,139 0,880 0,328 0,181

Traitées t4 0,170 0,484 0,312 0,082
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Ces mesures entre les larves témoins et traitées montrent qu’il y’a :

v' Une diminution hautement significative (P < 0,0001) de 67,39 % de la surface des
cellules (2151,399 + 581,043 um? vs 1285,22 + 423,216 um?)

v" Une diminution hautement significative (P > 0,05) de 4,57 % de la surface nucléaire
(371,665 + 106,530 um2 vs 355,408 £ 162,186 um2).

v' Une augmentation trés significative

Surface Cellulaire (um?)

Ratio Nucléo-Cytoplasmique

(p < 0,05)

de 76,32 % du ratio nucléo-

cytoplasmique (0,216 = 0,068 vs 0,382 + 0,109).
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Figure 18: La morphométrie de certains
parametres des cellules épithéliales des
glandes salivaire des larves témoins (tp) et

affamées pendant (toan, tash, tasn, ).

Nos observations montrent que la taille des cellules épithéliales au niveau des glandes

salivaires diminue au fur et 8 mesure que la période de faim s’allonge. Cette diminution concerne

aussi bien la surface cellulaire que la surface nucléaire, par contre le rapport nucléo-

cytoplasmique augmente. Et si le RNC augmente avec réduction du noyau, cela entraine

automatiquement la diminution accrue de la surface cytoplasmique. Pour ce qui est du réle des

glandes salivaires chez les larves d’abeilles, il est cité qu’elles interviennent dans la sécrétion de
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certaines phéromones qui inciteraient les ouvrieres a adopter le comportement adéquat selon la
situation et la quantité émise par la larve. Cette diminution dans la taille des différents
compartiments cellulaires est le signe d’un arrét ou réduction de la sécrétion de ces phéromones.

La production phéromonale diminue d’une fagon accrue chez les larves d’abeille affameées

pendant quatre jours.
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I. Discussion :

Notre étude a pour but d’¢lucider le comportement de certaines cellules adipeuses en
exposant des abeilles immatures (larves) a des périodes de faim, allant jusqu’a 4 jours. Des
coupes histologiques ont été faites avec prise de mesures morpho-métriques qui ciblent
essentiellement les trophocytes et les oenocytes.

Tous les parametres 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 (témoins et traitées). Il se trouve que I’évolution pondérale des larves
affamées n’est pas la méme que les larves non affamées, le poids du dernier stade larvaire (L5)
est 69 fois plus grand que le premier stade (L1). Chez les larves affamées le poids évolue
lentement (x13). Il 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.

C'est la mue qui permet la croissance de l'insecte. Il s'agit d'une croissance discontinue.
Chaque espece présente genéralement 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, l'insecte se nourrit
abondamment - son poids augmente - et qu'a I'approche de la mue, il arréte de s‘alimenter - alors,
son poids diminue. Mues et croissance sont généralement liées, mais peuvent ne pas I'étre dans
certaines conditions. C'est le cas du Collembole en écomorphose, qui mue alors qu'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 J., 1997). L'insecte peut méme devenir de plus en plus
petit tout en muant: on rapporte le cas d'un petit Coléoptére, 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 et Bruce., 2000).

Toutefois, il semble que I’évolution linéaire (taille, surface) soit beaucoup plus influencée
par d’autres facteurs que 1’alimentation. Chez le criquet, les modifications de taille 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).
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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 I’augmentation des parametres (taille et surface) au profit de I’augmentation du poids

(épuisement des reserves énergetiques trouvées dans le tissu adipeux).

L’exploration du tissu adipeux a travers les coupes histologiques, nous laisse supposer
deux hypothéses 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 du au renouvellement
continu de la matrice pendant cette période post-embryonnaire, qui se caractérise par
I’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 phénomeéne d'exuviation (Michel. L., 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 1’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
oenocytes) au niveau du tissu adipeux. Les coupes histologiques montrent clairement 1’existence

des autres structures vitales telles que le tractus intestinal, les glandes salivaires et le téegument.

Selon divers auteurs, le tissu adipeux des insectes a une origine mésodermique, 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 d'insecte, il
est plus abondant dans I'abdomen. Chez les insectes holometaboles, le tissu adipeux est divisé en
partie périphérique, qui est située juste au-dessous du tégument et la partie peri-visceral, qui est
formée par des lobes dans I’hémocoele. La partie périvisceral est attachée ou dissociée de

I'organe viscéral (Haunerland et Shirk., 1995. Roma et al., 2010).

Chez les Dipteéres, 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).
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Les trophocytes stockent des gouttelettes de lipide cytoplasmique (LDs) et des granules
protéiques et le glycogene. 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 oenocytes dispersées dans le FB
(Martins 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 morpho-métriques effectuées sur ces cellules, a partir de deux lots de larves
(ttmoins et affamées pendant 4 jours) ont révélé qu’aprés les périodes de faim, les cellules
oenocytaires et trophocytaires ont subi une diminution dans leur taille sans que leurs noyaux ne
changent. Le rapport nucléo-cytoplasmique a augmenté avec la réduction probable de la surface
cytoplasmique.

Une variété de fonctions metaboliques 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).

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 témoins et les larves affamées a dupliqué, montrant par-la,
I’activité intense des cellules oenocytaires lors de la privation de nourriture. Il se peut que ce

comportement soit une réaction normale au stress oxydatif, suggéré d’ailleurs par quelques
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auteurs, en impliquant aussi les oenocytes dans les réactions immunitaires et dans I'élimination

de substances toxiques (Lycett et al., 2006).

La morphométrie des glandes salivaires a dénoté les mémes caractéristiques de la
littérature, a savoir, que ces glandes vont en paires, et que leur structure est légérement courbée,
elles longent la paroi dorsale du corps larvaire. En outre, I'épithélium glandulaire est unistratifié
avec des cellules cubiques a gros noyaux sphériques et a chromatine condensée dans un

cytoplasme basophile (Richardi et al., 2015).

Nos observations montrent que la taille des cellules épithéliales des glandes salivaires
diminue au fur et & mesure que la période de faim s’allonge. La diminution de la taille des
difféerents compartiments cellulaires est le signe d’un arrét ou réduction de la sécrétion

phéromonale attribuée a ces glandes (Le Conte et al., 2006).
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I1. Conclusion et perspectives :

Dans le cadre de cette ¢tude, nous avons exposé des larves d’abeille de tout age a des
périodes de faim allant jusqu’a 4 jours, afin d’observer le comportement de certaines cellules
adipeuses. Des coupes histologiques ont été faites avec prise de mesures morpho-métriques qui
ciblent essentiellement les trophocytes et les oenocytes.

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

morpho-métrique. Nos résultats montrent, donc, que :

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 non affamées (L5=69xL1). 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 révélent la présence des deux types de cellules (trophocytes et
oenocytes) au niveau du tissu adipeux avec négativité des colorations topographiques
(Trichrome de Masson) sans doute due a la période de fixation non encore bien établie.
Chez le lot traité, 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 diminution de D’activité cellulaire est aussi observée au niveau des glandes
salivaires, qui s’accroit au fur et a mesure que la période de faim s’allonge, synonyme

d’une réduction ou d’un arrét de la sécrétion phéromonale.
En perspectives, il serait utile d’élargir cette ¢tude par :

» Confection de nouvelles coupes histologiques avec les autres periodes de développement
de I’abeille, a savoir ; la nymphe et I’imago ;

» Mesure des mémes parametres morpho-métriques dans des conditions a générer un stress
oxydatif.

» Utilisation d’autres colorations a révélation lipidique.
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