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|. Les problemes de fertilité dans le regne animal

1. Introduction

/ITPSRTXH FROQWWWSERK MIQ-kWUH GTXQH FRXUVH j OTLQQ
de nouvelles technologies dont un des résultats est la production croissante de nouvelles
substances chimiques destinées a des usages variés (industrie, agriculture, consommation
FRXUD QWMNMKRXUGTKXL LO HVW HVWLPp TXH VXEVWDC(
produitesGDQV Of8( DORUV TXH PRLQV GH GITHQWUH HOOH\
GDQV OH FDGUH GX UqJOHPHQW HXURSpPHQ 5($&+ GDQV
(ECHA 2016) /HV LPSDFWV HQYLURQQHPHQWDX[ OLpV j OY1XVD
G 1L Q TeslgpaWsantes concernant les conséquences sur la santé humaine et animale.
(QWUH DXWUHV OfYH[SRVLWLRQ PXOWLSOH j GHV VXEVWI
décennies, peut engendrer des troubles de la fonction de reproduction. Ces troubles de la
fonction de reproduction sont définis, par les autorités de régulation, comme des effets
GpOpWqUHV SRXYDQW UpVXOWHU GYDOWpUDWLRQV GH OD
anomal de la descendance (EC 19919.D X JPH QW D W L R Qroub2z§ lc@bstat€&sH FHYV
chez de nombreuses espéces, ne peut étre attribuée a une cause génétique telle que
OYDSSDULWLRQ GH PXWDWLRQV FDU HOOH HVW DXVVL RI
WHPSV GH JpQpUDWLRQ HVW UHODWEeYhRiHe VA qasel Y p  FR
HQYLURQQHPHQWDOH GXH j OTDXJPHQWDWLRQ GX QRPEU}
OTHQYLURQQHPHQW HV WSBar® &ndSRakkebdak H93)UCependant] kip H
les polluants environnementaux ont une part de responsabilité importante dans les troubles
reproductifs observés, ils ne représentent pas les seules causes de ces troubles. En effet, les
agents infectieux touchant le tractus génital des individus masculins et féminins ainsi que
les facteurs physiques tels que les agents ionisants, les champs électromagnétiques ou
encore la température ont aussi une capacité non négligeables a affecter les fonctions
UHSURGXFWULFHYVY 4XHOOHV TXYHQ VRLHQW OHV FDXVFE
perpétuel augmentation depuis le milieu du®®Xsiécle, deviennent peu a peu une
préoccupation majeure car ils sont intimement lies alHdleM-U QRQ VHXOHPHQW GH
mais aussi de la faune sauvage (INSERM 2012, Habert et al. 2014).
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2. La fertilité humaine

/ID IHUWLOLWp KXPDLQH HVW Gomue QdsHolpR® ¥ dbteDiff & W L W X
grossesse aboutissant a une naissance vivdrile. VW pULOLWp FRUUHVSRQG
biologique & procréer tandisxqgH OLQIHUWLOLWp HVW FDUDFWpPULVpH
Aussi, appréhender les troubles de la fertilité masculine et féminine devient un véritable

enjeu sociétal (Slama and Leridon 2014) .

2.1. T<e f"—<«Z<—%

Dans les pays développés ou des moyens de contraception sont facilement disponibles,
OHV FRXSOHV GpVLUHQW UDUHPHQW SOXV GH pdtX HQID
étreaussiLPLWp SDU GHV SUREOQqPHV GILQIHUWLOLWYpP /TLQIF
a procréer au-dela de 12 mdisR Q V p F X W artét db B danvfadgedtion, quand elle était
utilisée (Slama and Leridon 2014). Ainsi, un couple sur quatre ne parvient pas a procréer
au bout de ces 12 mois (Slama et al. 201B)HO R Q X Q H rgaNixaGoH Memtiale 2
la Santé (MS) FRQGXLWH GDQV OHV DQQpHYV OflERdHUWLOL
GfRULJLQH IpPLQLQH GDQV % Heg chDeV mReDIARS3A ed GD Q'
cas. Pourles20 GHV FDV pWXGLpV UHVWDQW VRLW XQH JURVVE
VRLW OD VRXUFH GH OfLQ gdédg WHO 11992). QH SRXYDLW rWUH +

2.1.1. Infertilité féminine

/HV FDV GLQIHUWLOLWDP IpPLQLQH SHXYHQW &tRSOLTXH
infertilité peuvent résulter de dysfonctionnements hormonaux ainsi que de pathologies des
tissus essentiels au potentiel reproducteur des femmes. Ainsi, des altérations fonctionnelles
GH OfD[H KWVKRSWKIXODPRUH GHV RYDLUWUhHohetr& BHu @& XWpU X
glandes mammaires peuvent affecter la fertilité féminine (Olooto et al. 2012, Habert et al.
2014).

12



2.1.2. Infertilité masculine

La détérioration temporelle de la fertilité masculine a été soulevée, pour la premiere
fois, dans le milieu des années 1970 (Nelson and Bunge 1974). Depuis 1940, la
concentration en spermatozoides aurait chuté drastiquement dans les pays industrialisés. La
concentration en spermatozoides serait passée de plus de 100 millions par millilitre de
sperme a environ 50 millions (Carlsen et al. 1992, Auger et al. 1995, Sharpe and Irvine
2004, Rolland et al. 2013) (Fig. 1). Cette diminution continue est une préoccupation
DODUPDQWH GX IDLW TXYfHQ GHVVRXV GH PLOOLRQV GH
nécessaires pour concevoir commencenV §DOORQJHU 'H SOXV 09206 |
VXSpULHXUH GH (corfcen@dtidiRen Spebhfatorbides anormalement basse) a 15
millions de spermatozoides. La probabilité de concevoir devient trés faible en dessous de 5
millions et nulle en dessous de 1 million (Habert et al. 2014). Cette baisse de concentration
peut étre aggravée dans les cas ou la viabilité, la mobilité, les structures membranaires et
0Y%$'1 GHV VSHUPDWR]RWGHV VRQW DXVVL DOWpUpV &HS
QIHVW SDV OH VHXO V\P SWHe? UneGakgraefitatdn dwtivx @elcswmperP DV F )
du testicule, des hypospadiaP DOIRUPDWLRQ FRQJpQLWiEaue teRUUHVS
OTXUgWUH VXU OD IDFH LQIpULHXUH GX Spdldéscertdv GHV
GIXQ RX GHV GHX[ Vediodi)Ld &galémentGEiaip dbsénde ces derniéres
décennies (Sharpe and Irvine 2004, Slama and Leridon 2014) (Fig. 1).

13
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Fig. 1: Evolution du nombre de spermatozoides et des anomalies des organes gétgitaas masculins au
cours des derniéres décennies en Europe (Auger et al. i¥@%e and Irvine 200Rolland et al. 2013).

22. f—efe tTf Zice t"—<Z<«—%

Les facteurs environnementaux tels que les infections et X E¥WDQFHYV GYRUL
anthropique constituentdescdldHV PDMHXUHV GH OfLQIHUWLOLWDpP

2.2.1. Les agents infectieux

Les agents infectieux, pour la plupart sexuellement transmissibles, ont la capacité
GILQWHUIpUHU DYHF OD IRQFWLRQ Qks hhttSiesRalesiEé¢ LR Q G|
Clamydia trachomatiset Neisseria gonorrhoeaest les virus tels que le virus de
OfLPPXQRGPILFLHQFH KXP DL Q Hier@estsimplelids¢2 (HEM-2), TKHU S q
ceux des hépatites B et C, et le papillomavirus, sont des c&u§dsQIHUWLOLWp LPS
(Pellati et al. 2008NSERM 2012) /HV LQIHFWLRQV GH OYDSSDUHLO JpC
pour 15 % dans les cadld Q |H U W L O (RélatirCaV FORZ).L Q H
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2.2.2. Les substances chimiques

Les substancesGfRULJLQH DsQniv padiBudremeémt incriminées dans les
troubles de la reproduction. Les polluants atmosphériques, les meétaux lourds, les
pesticides, les polluants organiques persistants, les phtalates, les phénols, les solvants, etc.,
VRQW GHV VXEVWDQFHV GYRULJLQHV GLYHUVHV HW RPQL
conséguence, contaminent quotidiennement les organismes humains et animaux. Ces
VXEVWDQFHV RQWtérerDla FAD@i@nF dewrppradyicbion soit en affectant
directement les tissus et les organes de la reproduction soit par des perturbations du
systeme endocrinien régulant la reproduction (INSERM 2012, Habert et al. 2014). Dans ce

dernier cas, ces substances sont appelées « perturbateurs endocriniens repretoxiques

Ainsi, les substances reprotoxiques peuvent avoir des effets directs sur les organes
reproducteurs et les gameétes. Parmi ces effets, les xénobiotiques peuvent générer des
HVSqgFHV UpDFWLYHV GH OTR[\JgQH SRXYDQWmmBXVHU XQ
déséquilibre entre les molécules oxydantes et les composés antioxydants des cellules dont
les gametes. Une faible quantité de ces espéces réactle©JR[\JqgQH HVW QpFHV
phénomene de capacitation des spermatozoides qui correspond a leur capacité de
fertilisation. Cependant, une quantité trop importante de ces composés oxydants peut
HQJHQGUHU GHY DOWpUDWLRQV GHVdésddlidd DepniindleS.ODV P L
Ces maodifications peuvent ainsi compromettre la génération des gametes, la capacité a se
PRXYRLU GHVY VSHUPDWR]JRwWGHY OD IXVLRQ GHV JDPgWL
conduisant a une baisse du nombre de spermatozoides asso@Q&eL QIHUWLOLWp PD
(Agarwal et al. 2003).

Une partie des XEVWDQFHY UHSURWR[LTXHYVY VRQW GHV SHUW
qualifié un perturbateur endocrinien comme étant « une substance exogéne ou un mélange
qui altére la/les fonctions(s) du systéme endocrinien et, par voie de conséquence, cause un
HITHW GpOpWqUH VXU OD VDQWp G1TXQptpQl&itnsi(&HO VD GHV
2002). Ces perturbateurs peuvent modifier les concentrations hormonales et/ou avoir une
action sur les tissus cibles en rentrant FRPSpWLWLRQ DYHF OUKRUPRQH
altérant les voies métaboliques régulées par les hormones (Habert et al. 2014). Les
perturbateurs endocriniens regroupent de nombreux composés chimiques. Parmi les plus
connus, il est possible de citer certains plastifiants (phtalates, Bisphénol A (BPA)), des
pesticides (organochlorés, e.g. dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)), les produits de
combustion (dioxines, hydrocarbures aromatiques polycycliques), des médicaments et
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hormones de synthéses ou encore les produits chimiques synthétiques tels que les
polychlorobiphényles (PCB). Ces substances sont particulierement dangereuses, pour

E HD X F R X Sellés] HUQf¥it Wiél leurs propriétés volatiles et lipophiles induisant une
bioaccumulation importante le long des chaines trophiques. De plus, les perturbateurs
endocriniens peuvent, dans beaucoup de cas, engendrer des effets a faibles doses et/ou
LQGXLUH GHV HIIHWV UHWDUGpPV $LQVL XQH H[SRVLWLRC
] OTkJHe, DAk véla a parfaitement été démontré avec le diéthylstilbd3ES) (

(Laronda et al. 2012). De plus, certains effets peuvent se transmettre sur plusieurs
générations par le biais de mécanismes (i) génétiques, impliquant des modifications dans la
VPTXHQFH GH{iOFSLWpRYWLTXHY QYILQGXLVDQW SDV GH PF
G1%$'1l PDL\haageémMents structuraux qui se traduisent par des modifications
IRQFWLRQQHOOHV GHINBERV2URA)YVVLRQ JpQLTXH

1.3. Effets des facteurs environnementaux sur les populations

Les effets délétéres induits par des expositions de populations humaines a des facteurs
environnementaux ont pu étre mis concrétement en avant par des études épidémiologiques.
Une étude conduite en argentine, entre 1995 et 1998, sur des travailleurs dans une des
régions agricoles les plus productivBsX PRQGH D SHUPLYV GYpWDEOLU XQt
TXDOLWpP GH FHW HQYLURQQH @ rhaswlite\(Olioedd €. B0 D LR Q G
méme, une exposition au chlordécone, un insecticide organochloré utilisé dans les
bananeraies aux Antilles, a montré des effets reprotoxiques dont une augmentation des
cancers de la prostate chez la population indigéne (Multigner et al. 2016). Des populations
indiennes vivant au bord des grands 1@ $Pp UL T X H pXdRnes fortement
industrialisées, présentaient dans les années 2000, des proportions de moins de 30% de
naissances masculines. Un constat similaire a pu étre effectué pour la descendance de
WUDYDLOOHXUV GIXVLQHV SURGXLVDQW GX SORPE HW ¢
Seveso en ltalie, apré®@ TpPLVV LR Q G ®xa@t de K Didxind-sRit@ Wune explosion
consécutive aO D V X U F K D X¥dtedr cBifnXj@ daps une usine. Un sex-ratio anormal
pourrait étre expliqué par une sensibilité accrue des embryons males ou des
spermatozoides Y aux facteurs environnementaux (Habert et al. 2014). Parmi les
QRPEUHXVHYV pWXGHV pSLGpPLRORJLTXHV H[LVIEBQWHV F

reprotoxiques des substances chimiques répandus dans notre environnement restent rares.
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3. Les troubles de la reproduction animale

Des atteintes de la fonction de reproduction ont également été observées dans les
populations animales exposées de facon aigué ou chronique a des polluants présents dans
leur environnement. Un lien entre le déclin des populations animales et les troubles de la

reproduction a pu étre mis en évidence des les années 1960.

Dans les années 1960, le pesticide organochloré DDT a ainsi été accusé de contribuer
DX GpFOLQ GHV SR SKXadowWlbe2) Dars ER arviéed XOBO, il a été montré
gue cette méme substance induisait des effets reprotoxiques sur les alligators en Floride se
traduisant par une diminution de la taille du pénis et des testicules chez les méles et des
morphologies ovariennes anormales chez les femelles (Guillette and Guillette 1996). Une
féminisation des poissons a été observée dans plusieurs régions du monde au sein
desquelles il y avait une forte activité industrielle prospere (Sumpter 2002). Au bord du lac
MichiJDQ XQH EDLVVH GH OD SRSXODWLRQ G&dWuWneYLVRQV
FRQWDPLQDWLRQ DX[ 3&% FRQWHQXV G Qpoxhskat ¥t 8 RLVVRCQ
1983). Ces quelques exemple§ I ITHWV UHSURWRI[LTXHV GH SROOXDOQ\
LOOXVWUDWLRQ GH OfHQVHPEOH GHV DOWpPUDWLRQV Gt
animales vertébrées. Toutefois, ces affections peuvent également toucher les invertébrés
GRQW OHV DUWKURSRGHYV 'HV H[HPSOHV GYH[SRVLWLRQ
chimiques ont pu montrer, chez quelques espeéces, (i) une modification comportementale
dans le choix du partenaire sexuelX XQH EDLVVH GX VXKkuigit @ DFFRXS
Flexner 2007, McCallum et al. 2013), (ii) une baisse de la fertilité (Bauer and Nordin 1989,
Seth et al. 2004, Brennan et al. 2012, Misra et al. 2014), aedd&ii¢ffets sur la production
de la descendance se traduisant, chez celle-ci, par des altérations de la viabilité, de la
fertilité ou du sex-ratio (Bauer and Nordin 1989, Laycock et al. 2012, Tassou and Schulz
2013, Costa et al. 201Rigeault et al. 2015, Xiao et al. 2015). Toutefois, les atteintes des
fonctions de la reproduction chez les arthropodes restent pauvrement étudiées. Plus
SDUWLFXOLqQUHPHQW WURS SHX GYpWXGHV VH VRQW LQ
reproduction chez les insectes pollinisateurs, pour lesquels, un déclin associé a de

nombreux facteurs environnementaux est reporté (Biesmeijer et al. 2006, Potts et al. 2010).

17



. Tf,t<ZZ% trefe—c*—1t
1. Généralités

1.1. Origine

Les abeilles sont des insectes hyménoptere§pparition des abeilles sur terre
remonterait| PLOOLRQ)V] ®TDQ Q HHWKetlelapparDidhpelst étroitement
liée a celle des plantes a fleurs (angiospermes) avec lesquelles une relation mMaksteW
instaurée. Les abeilles, par leur activité de butinage pour récolter le pollen (apports en
protéines, lipides et minéraux) et le nectar (apports en glucides), sont des acteurs majeurs
de la pollinisation des fleursSHU P HW W Da@3ster @ Lrépkoductiofi sexuée 1dX Q H
grande partie des végétaux. Au fil des millénaires, la coévolution des plantes atftlass
abeilles a contribué a une diversité exceptionnelle des espéces au sein de ces desix groupe
Il existe environ 20 000 especeS 1 D E HIa3 OeHdonde dont la diversité peut se
caractériser par leur morphologie (taille, couleur, longueur de la langue) qui est liée a
divers degrés de spécialisation concernant les choix floraux et leur mode de vie (solitaire,
grégaire ou social)/ {DEHLOOH @pifrhkelifardl ], el la famille deg\pidae qui
est caractérisée par la présence de corbeilles a pollen sur les pattes postésteunes, e
espece pollinisatrice polylectique dite eusociale (Winston 1987). Son nom prend son
origine dans sa capacité a produire et stocketrth JUDQGH TXDQWLWp GH PLHO
une des vertus qui lui a valu, depuis pres de 9000@fsrWUH XWLOLVpH SDU O¢fK
animal de production (Roffet-Salque et al. 2015). Naturellement, cette espece couvre une
]JRQH JpRIJUDSKLTXH UDVVHPEODQW O¢YfY(XURSH Of$IULT)>
GIKDELWDWYV GH FRQGLWLR&Atte ast® ok lggogtdphiddaVestdl IO R
OTRULJLQH G H-eSpecey (ddes)pveserRaxitvehacune des caractéristiques propres
GX IDLW GH OHXU DGDSWDWLRQ |j (B H)Q Qdpenda@iQldP HQW (
pratigues apicoles résultant du déplacement des abeilles a travers le monde et de la
sélection, en YXH GYREWHQL WstigGed \We FobodubdtiohVv mmtétessantes, ont
considérablement modifié les aires de répartition des différentes races et ont été

accompagnee§ufie forte hybridation de ces dernieres.
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De par son activité de butinage et le service de pollinisation des plantes a reproduction
HQWRPRSKLOHV TXYfHOOH HIIHFWXH OYDEHLOOH GRPHVW
XQH LPSRUWDQFH DJURQRPLTXH HW pFRQRPLTXH SRXU (
économique de la filiere apicole francaise, la valeur économique des produits et services de
ODSLRXEBWWXWHPpH j SOXV GH (Fig. 13D(ErarReAyriMzf 20X2A) R V
De plus, cette activité de butinage dans un rayon de plusieurs kilométres autour de la
ruche, HW OJH[SRVLWLRQ DX[ SROOXDQW V¥ RH@I g Ui RQUBITHP H Q W |
role de bioindicateur de haute sensibii@@H OD TXDOLWp GHAIMGITARYLURQQ
mellifera peut étre utilisée comme indicateur par (i) la présence de résidus dans les produits
de laruche et les abeilles, (IRQ VXLYL GH GEfyppopulatng etRi@etEdd de la
modulation de biomarqueurs qui sont définis comme des changements observables ou
mesurables au niveau moléculaire, cellulaire, physiologique ou comportemental pouvant
révéler une exposition des organismes aux polluaddtd pVHQWYV GDQW OTHQYL
(Bogdanov 2006, Badiou-Beneteau et al. 2013, Carvalho et al. 2013, Barganska et al. 2016
Wegener et al. 20163LQVL OTDEHLOOH GRP HViWgeFVMXH G BLSDOW PW KWV F

la biologie et les causes du déclin sont largement étudiées.
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Fig 3: Valeur économique des « produits et servite& H OfDSLFXOWXUH IUDQoDLVH H(
(FranceAgriMer 2012)

1.3. Une espéce en déclin

Un déclin global des insectes pollinisateu3R QW O § D E H, [a@t® bbseriéCesL 1q U H
derniéres décennies. Celii-peut se traduire par des déclins et des extinctions de
populations locasvoire totales (Neumann and Carreck 26tts et al. 2010, Nieto et al.

2014, Goulson et al. 2015).HV FROR QL K Ydon®$§tliesl tddtGcbhfrontées a un
phénomeéne de surmortalité dad Kp P LV S KmpuMdnt @R ttkGuire par des pertes
annuelles de plus de 50% (Neumann and Carreck 2010, Seitz et al. 2016) (Fig. 4). Les
premiers cas de surmortalités furent décrits des 1975 apres le constat de nombreuses pertes
GH FRORQLHVY GDQV pWDWYV GHV 86% &H PDr@laBieVWpULH
de disparition des abeilles » (Wilson and Menapace 1979). Dans les années 2000, ce
phénoméne fut de nouveau observeé et était associé a une disparition massive et brutale des
ouvriéeres de laruch@ DOJUp OYDERQGDQFH GH FRXYDLIQuHW GH U
QRPPp &&' &RORQ\ &ROODSVH 'LVRUGHU RX V\IpGBURPH G
les colonies victimes du CCD, il ne reste que la reine entourée de quelques abeilles en
nombre insuffisant pour assurer les taches nécessaires au maintien de la colonie (Oldroyd
2007, Neumann and Carreck 2010HV UDLVRQV GH OYHIIRQGUHPHQW G
ont fait ITREMHW GILQWHQVHV UHFKHOd KétherdrésVseBitehtQ L q U H

incriminer de nombreuses causes telles que (i) les nosémoses, infections fongiques
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provoquant des diarrhées et/ou un stress énergétiqu®) {iiH F W R\&ida Dastrustdt

TXL HQ VH QRXUULVVDQW GH OYKpPRO\PSKH GHV DEHLOGO
propagation de nombreux virus tels que le virus de paralysie aigué (IAPaEli Acute

Paralysis Virus)et le virus des ailes déformées (DW\Deformed Wing Virus (iii) les

activités humaines qui se traduisent par la perte ou la modific&IfIK DELWDWYV GHV F|
DOLPHQWDLUHY OLpHV DX[ PRQRFXQuwixcertdivis ¥ ctoides WL O LV
systémiques (néonicotinoides et phénylpyrazaeg§y) les variations climatiques. Méme

si chacun de ces facteurs@D FDSDFLWp Goftali@s pdstehteSGHIMDEHLOOH YV
O 1D V V RIE pDsiéwrfRkf@cteurs reste la piste privilégiée pour expliquer les disparitions
importantes de colonies (Oldroyd 2007, Neumann and Carreck 2010, vanEngelsdorp and
Meixner 2010, Goulson et al. 2015). Entre autrdssO VITHV W D ¥gcombifasbhsGLY HU V
de ces facteurs pouvaient induire des effets synergiques engendrant des taux de mortalité
beaucoup plus importants que ceux induits par les facteurs pris séparéfassuciation
insecticide/fongicide (Deltaméthrine + Prochloraze) (Colin and Belzunces 1992), ou
diveres associations insecticide/parasitetNoéema ceranae+ Imidaclopride ou
Thiaclopride ou Fipronil) en sont des exemples illustratifs (Alaux et al. 2010, Vidau et al.

2011, Aufauvre et al. 2012). De plus, dans les interactions toxico-pathologiques, le
pathogéne peut sensibiliser les abeilles a une exposition ultérieure au pesticide et
réciproguement(Aufauvre et al. 2012). Cependanti, lss effets létaux et les effets
sublétaux tels que les altérations des fonctions motrices, cognitives, immunitaires e
métaboliques ont été largement investigués chez les ouvrieres (Desneux et al. 2007, Higes

et al. 2010, Neumann and Carreck 2010, vanEngelsdorp and Meixner 2010, Pisa et al.
2015) WUQgV SH XeGohpMtétasddas aux effets des différents stresseurs et leur
combinaison sur les individus reproducteurs de la colonie (reines et faux-bourdtans) et

fonction de reproduction.
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Total Summer Loss (%)

28888

Total Winter Loss (%)

28888

Fig. 4: 5pVXOWDW GH420159QrTes pértinnuellesG H F R O RéilleslAuxG&83 Unis
(Seitz et al. 2016)
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2.1. Les différentes castes

8QH FRORQ LsHdoagshduesLedStTbhstitueée de plusieurs dizaines de milliers
A@ndividus et présente une organisation complexe avec différentes :chstesne,les
faux-bourdons et les ouvrieres (Fig. 5). Tous les individus passent par différents stades
° X4, larves, pupeet adultes /HV VWDGHV L& Rib&y xtplp¥s) coxdtituent le
couvain dont la durée de développement varie selon lacaste MR XUV SRXU OYRXYU
jours pour la reine et 24 jours pour le fatkR XUGRQ /fRXYULqUH HW OD U
GY°XIV IHUWLOLVpV L aGdisHrctmX ént® L'&r@ Rew Quiiére se fait
essentiellementSDU OfTDOLPHQWDWeéWwIQopehidat XeH dank Uné roidre
mesure, par la taille de la cellule dans laquelle ces individus sont élevés. La larve destinée
a devenir une future reine est nourrie a la gelée rofsf@RUV TXH OfRXYULQqUH |
gelée nourriciére. Le faux-bourdsedistingue par son caractére haploide. lllestVX G{1XQ
°Xl QRQ IHUWLOLVp SRQGX QWigstonX98H). Bladtupdrde ks askey OD U
a des fonctions qui lui sont propres. La reine, seule femelle reproducticeDFFRXSOH D
début de sa vie et peut avoir une durée de vie de plusieurs années. Elle rythme la vie de sa
colRQLH SDU OHV SKpURIP&R eHagsufexl§ Hetetnitd QUFRRID GD QW MX V'
°Xl1V SDU MRXU ORUVTXH OHYV (WRQG1987). Re&VialkR QW |ID
bourdons, reproducteurs male¢ RQW SURGXLWYVY GX SULQWHPSYV j OD Il
les reines vierges des autres colonies. Ills permettent ainsi la propagation des genes de leur
colonie. lls peuvent avoir une durée de vie de 2 mois et représentent plusieurs centaines
GILQGLYLGXV DX VHLQ GH OD FRORQLH ,0V VRQW FKDVV|
défavorables au maintien ou au développement de la colonie (Winston 1987, Boes 2010)
Les ouvrieres, individus femelles ayant des organes reproducteurs atrophiés, constituent la
grande majorité des individus de la colonie. Elles assurent les différentes taches de la
colonie principalemetv DVVRFLpHYVY j] OHXU FKDQJHPHQW GH SK\V
Ainsi, les jeunes abeilles occupent les taches de construction, de nett@®ydd¢Q WUHWLHQ
GIDOLPHQWDWLRds X |dsRakeiPsl Qlus ageasTRFFXSHQW GHV W
extérieures de défense du nid et de récolte des ressources nécessaires a leurcsaryie (ne
pollen, propoliset eau) dans un rayon pouvant allstr X V T X {j autoiN le la colonie
(Steffan-Dewenter and Kuhn 2003). Elles vivent autour de 6 semaines au printemps et en
été et M X V Pldigurs mois lorsque la colonie hiverne (Winston 1987, Page and Peng
2001).
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Fig. 5: Les différentes castes de la colonie sur un cadre de couvain (Photo : ¥t)Poqu

2.2. Le cycle biologique

$ OD VRUW.L HrsGud |€3 ehtitYodddeviennent favorables, la célor {DEEHLOOH
V 1 D F Wek Yotrieres accumulent des réserves, la reine recommence a pondre et la
colonie se développe. A cette période, les faux-bourdons font également leur réapparition.
Lorsque les colonies deviennent trop populeuses suite a la forte croissance de la population
dfRXYULqQUHV GH QRXYHOOHV UHLQHV VRADW ape®© KAYpHYV /
moitié de ses ouvriere) RUV G X S URFH YV padnaller faddevunée &ubel ¢dlonie.
Au sein de la colonie initiale, une nouvelle reine émerge avant de réaseols de
fécondation aux alentours du®f®jour de sa vie et prendre sa place de matriarche. Ainsi,
IH SURFHVVXV GfHVVDLPDJH SHXW DLQVL rWUHEeRRQVLGPL
VXSHU RUJDQLVPH TX{ld\L¥¢ delx cblBni@Rigsudd dé faBsEddibn de la
FRORQLH PgUH SRXUVXLYHQW OHXU GpYHORSSHPHQW |
appréhenderont avec une baisse graelu leur population suite a un ralentissement de
OIDFWLYLWp GH *RudARt dard €3 DesEriek @nigraHdékes a la belle saison. I
IDXW SUpFLVHU TXH OH SURFHVVXV GYHVVDLPDJH QYHVW
reines. Celui-ci est également engagé lorsque la colonie renouvéle sa reine moins

performante ou trop agée par supersédure (Winston 1987, Seeley et al. 2006).

24



2.3. Lareproduction sexuée

2.3.1. Un mode de reproduction singulier : la polyandrie

/ITDEHLOOH uUnihade dd ceprbidudtion singulier dit polyandrique. La jeune reine
VIDFFRXSOH DYHF GH QRPEUHX][ P kehtty dah& hWrgeh®@ @eH FRQ
stockage, la spermathéque. Une partie des semences de tous les faux-bourdons avec
lesquels la reine copuleg stockée dans la spermathéque méme si tous les méles ne
contribuent pas de facon égale a la production de la descendance (Laidlaw and Page 1984
Moritz 1986, Haberl and Tautz 1998, Kraus et al. 2003). En effét, OTRU G Lattlbn6 HV FR S
QILQIOXHQFH SDV OD IUpT XeHasart &atun@ean@adge Al ptepnizibDoQ F H
dernier méle (Schluns et al. 20060 H YR O X P HV@E PENDHHF R IBWUDsXat &). F H U
2004). Ainsi, les faux-bourdons plus gros, produisant une plus grande quantité de semence,
seraient Gafantage représentés dans la descendance (Schluns et al. 2003, Schluns et al.
2004). De plus, certaines colonies produisent des méales avec un succes reproducteur plus
LPSRUWDQW TXH Kfdbsxatvadl R003F Re3 R@lesHoht également engendrer
une plus forte proportion de descendance (Kraus et al. 2003). De ce fait, bien que le cycle
de vie G XQH FRORQ icentid MaAsuteeP re@dktteur des males semble étre le
SULQFLSDO PRWHXU GH OD VpOHFW(KRGs &) &.\2008).- ABDH FKH]
la diversité du sperme stocké, issue de la sélection naturelle, permet une diversité
génétique intra-coloniallpp OHYpH &HWWH GLYHUVLWp JpQpWLTXH D>
résultats une meilleure adaptabilité aux variations environnementales, une meilleure
SURGXFWLYLWimeileur® ¥ekilienxelfAd@ ldux stress (Baer and Schmid-Hempel
1999, Tarpy and Page 2002, Tarpy 2003, Mattila and Seeley 2007, Oldroyd and Fewell
2008). Cependant, bien que présentant de nombreux bénéfices, la polyandrie peut avoir un
co(t non négligeable. En effet, les vols de fécondation augmentent le risque de prédation et
nécessitent une dépense énergétique importante pour la reine (Baer and Schmid-Hempel
1999, Hosken and Stockley 2003). Les accouplements successifs peuvent également
engendrer un risque de blessure pour cettd @LqUH HW O TH|[ Sk VddqugWe GTDYD!
contracter une infection sexuellement transmissible (Hosken and Stockley 2003, Yue et al.
2007, Roberts et al. 2015).
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2.3.2.Les reproducteurs

2.3.2.1. Le faux-bourdon anatomieet développement

Lefaux-ERXUGRQ SOXV JURV TX®EMXs® moRhoMdidueraert pat e/ FD UL
yeux et un thorax trés développés qui lui donnent de bonnes aptitudes de vol et
GIRULHQWEHWRMXVML SRXU SDUWLFXODULWpP GIrWUH GpS
appareil reproducteur qui occupe une grande partie de son abdomen (Fig. 6). Les organes
reproducteurs comprennent une paire de testicules reliés chacun a une vésicule séminale
par un canal déférent. Les vésicules séminales sont, chacune attachées a la partie apicale

d 1 X @ldndes a mucus, elle-méme reliée par un canal éjaculateur fixé au bulbe de

O 1HQ G R S K 6 (Dadé Y993 J

Bulbe de

Glande
amucus

Glande
{ amucus

Vésicule
séminale

Fig. 6 : Les organes reproducteurs du faux-bourdéy). §SSDUHLO UHSURGXFametgedt GTXQ LC
(VSHUPDW Raygni @ad \end@rg migré des testicules vers les vésicules sémin@@shppareil

UHSUR G X FWihiduk &pT X6 DX P R L(@3ticules! &rgphids et vésicules séminales remplies de
spermatozoides) ; eC( (YHUVLRQ GH O fHVQEERSKDOIARQY GIWKQ PkOM@adéeH[XHOOHTF
1999).
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/IH WHPSV GH GpYHORERKRIGERW GHXQIPXX[j] OTpPHUJHQFE
GH MRXUV MR X U &5 biXrs AWdtaGeHarvadreV, et 14,5 jours au stade
nymphal) (Page and Peng 2001). Les faux-bourdons sont prospermatogéniques: le
développement des testicules et la spermatogenese démarrent a la fin du stade larvaire pour
VIDFKHYHU DYDQW OQlfgpCdpendah la Hinatitité SefuRie Xqui peut étre
définie comme la capacité a éjaculer du sperviéj PEOH DWWHLQWH TXYj SDU
pour les males les plus précoces (Ruttner 1968). Au stade larvaire, les testicules sont
composés de 200 tubes séminiferes qui contiennent les spermatogonies. La
spermatogenése va commencer 10 jours apres la ponte, des le stade nymphal. Chez la jeune
nymphe mdle OHV VSHUPDWRF\WHV YRQW VY{DFFURVWUH SDU I
spermatides. Chez la nymphe de 3 jours, la transformation en spermatides est presque
totalement achevée et commence alors le processus de spermiogénése. A cette étape, la
VSHUPDWLGH Vi{pWLUH HW OH IODJHOOH VH IRUI&NH SRXU LC
IODJHOOH GH —P HQYLURQ HWOGTPPXQH WRXMOR VI HRWL
faux-bourdon, les spermatozoides, entierement formés, vont entamer une migration des
testicules vers les vésicules séminales via le canal déférent. Les testicules, de 5 a 6 mm de
diametre chez le méle nouveau-né (Figg 6 YRQW VIDWURSKLHU DX SUR]
séminales qui seront complétement remplies entre™1@ & le 7™ jour aprés imago
(Fig. 6B). Cependant, a cet age, le fabbl R XUGRQ QYHVW SDuwreSlésW | VH
VSHUPDWR]RWGHY HW WRXW OfRUJDQLVPH GRLYHQW HC
physiologique ou les glandes du tractus génital jouent un rble essentiel. Les
VSHUPDWR]RWGHY YRQW DLQVL VH UHWURXY Héteurél LHQ W p\
OD TXHXH GDQV OD O XP legtteHe GO at lev15 VA oeiXd® s v AT X
moment, les spermatozoides, au repos jusque-la, se détachent plus facilement de leur point
GYDQFUDJH HW OHXU DFWLYLWp DMJIBUH @atHte géxielldé® kO HV
(Ruttner 1968).

$X PRPHQW GH OYDFFRXSOHPHQW XQH pYDJLQDWLRQ G
a une externalisation de la paroi interne (Fig. 6C). Les vésicules séminales se contractent e
FRPSULPHQW OH VSHUPH GDQV OD SDUWLH DSLFDOH GH
membrane de cloture se rompt et le sperme est propulsé dans le canal éjaculateur suivi du
mucus protecteur (Ruttner 1968). Un faux-bourdon éjacule de 0,5 a 1,75 ul de sperme,
constitué des spermatozoides et du liquide séminal. Le sperme contient une concentration
de 7 a 10 millions de spermatozoides par microlitre (Ruttner 1968, Verma and Shuel 1973,
Collins and Pettis 2001).
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2.3.2.2. Lareine :anatomie et développement

La reine, seule femelle fertile de la colonie se distingue des ouvrieres par un abdomen
VXUGpYHORSSp TXL UHdcuttdu/B S PL & SHDEHRYDUHBY RFFXSH
GH OfHVSDFH GH FHW DSSDUHLO ,0V VRQW ppelBsFXQ FR(
ovarioles dans lesqueM RQW SURGXLWYV FRQWLQXHOOHPHQW OHV °
reine. La partie antérieure des ovaires est constituée de filaments attachés ensemble. Les
RYDULROHYVY TXL VH IRUPHQW j SDUWLU GH FHV IleODPHQW
SDUWLH SRVWpULHXUH GH OYRYDLUH TXL VYfRXYUH VXU
ODWpUDX[ VH UHMRLJQHQW SRXU IRUPHU OYRYLGXFWH Pp
Au niveau de la valve vaginale, un canal relie le vagin a la spermatfieue HVW OfRUJD
GH VWRFNDJH GHV VSHUPDWR]JRWGHYV /D VSHUREWKqTXH
FRQVWLWXpH GI1XQ V\VWgPH GH WUDFKpHVY HW HVW VXUPF
des réles est de produire le liquide indispensable a la conservation du sperme. Un organe
musculeux constitué par une pompe et la valve spermathécale régule la libération des
VSHUPDWR]RWGHV SRXU IHUWI(EIQ D\(Dhtde OOBY. ° X1V DYDQW OD

- Canal de la
=— | Ovariole | | CEuf I Pompe et spermathéque
vaire Valve
Glande
ey . spermathécale
e
2 . Spermathéque
3 5 z 3 . 35 : Vagin
PR i 7 g - 3 =
¢ > + S
Y s EG s S
7_% ; \ = Anus
- A~ = =
— - el = —: \-‘é
S T T AR e B 5 t\‘\-:} o —
Valve
Oviducte médian | vaginsie AR

Oviducte latérale I"aiguillon

Fig. 7: Les organes reproducteurs de la reine (Dade 1994).
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Le tempsGH GPYHORSSHPHQW GIXQH UHLQH GH Of°XI j Ofy
MRXUV MR X UV 6 [bMrs\awsia@eHarvadrE\et 7 jours au stade nymphal). Si les
organes reproducteurs se développent au stadkSKDO OD UHLQH QYHVW SD
sexuellement mature a la naissance. La maturité sexuelle est atteinte 5 a 6 jours aprés
O 1 p P HUQdd@I& lorrespond a la durée de maturation des glandes mandibulaires qui
produisent les phéromones royales, indisQVDEOHY DX PDLQWLHQ GH OfRU.
OD FRORQLH $ sDuUwLU GH FH PRPHQW OD UHLQH VXELW
de la part des ouvriéres pour la pouskeRUV GH OD FRORQLH DILQ TXTHOO
fécondation. Ceuxi UpDOLVpY OD UHLQH UHQWUH j VD poRORQLH |
plusieurs années, dans le meilleur des cas. En effet, sa longévité au sein de la colonie est
étroitement liée a sa capacité a maintenir son influence sur la caltbtWle SRQGWBH GHV °
IHUWLOLVpV 6D FDSDFLWfmanj palili@iie, Ued fasteiuvs Iinitavit d@

O DFWLY L WspntGaHquarkit® Wt Ha qualité du sperme stocké lors des vols de
fécondation (Harbo 1979, Szabo and Heikel 1987, Winston 1987, Page and Peng 2001,
Lodesani et al. 2004)(Q OYDEVHQFH GH VSHUPDWR]RWGHYVY GLVSR
°XIV QRQ IpFRQGpY KDSORWGHYVY TXL GRQQHURQW j WHUF
patrimoine génétique de leur me@RUV GH OYDFFRXSOHPHQW

~

233. if... ‘7 fefe—

ORUVTXTHOOH DWW H aug WentoDrsRID #%ourlde/sa weHI i Xeith® ot
GH VD FRORQLH awrXuwheViididiie ReXrBa@sidd maximum lors de 1 a 3 vols
de fécondatiorfWoyke 1962, Tarpy et al. 2012). Le nombre de vols nupt@fXQH UHLQH
est lié a OTDFTXLVLWLRQ GshatQde GpemtatdrbidasXpdlr rempbr
spermathéque (Woyke 1962, Schluns et al. 2005). Un vol nuptial a une durée estimée de 5
a 30 min (Koeniger 1986). Les accouplemeMsXFFHVVLIV V{HdéHEWEXHQW G
précises nommeées aires de congrégation des males dans lesquelles se concentrent plusieurs
milliers de faux-bourdons pouvant étre issus de plusieurs centaines de colonies (Baudry et
al. 1998). Apres avoir parcourtM XV T X 1| NP SRXU DWaVidiheQ&3tUH FHYV
poursuivie par plusieurs centaines de males attirés par ses phéromones royales,
principalement O § D F-bx®42-decénoiqué¢d-ODA), HW OHV PRXYHPHIQIWWY TXTF
(Koeniger 1986). Les copulations successives, de quelques secondes chafihe| HF W X H Q W
SDU pYHUVLRQ GH OfYHQGR&EK I@m@X¥V O R URKigitargeQdh W DO

29



UHLQH /YfpYHUVLRQ FRPSOgWH HVW IDYRULVpHe&DU OHYV
propulsent le sperme dans les oviductes latéraux. La séparation avec la reine a pour
FRQVpPpTXHQFH OfpFODWH Ritl Qare, syhonelnls S d@tpelit € depnigt W D O
qui tombe au sol alors que la reine poursuivra son ballet avec un nouvel élu (RAig. 8).
OfLVVX GTXQ YRO GH IpFRQGDWLRQ OHV RYLGXFWHV FR
dont seulement une infime partie sera conservé® {LVV XH GH OfHQVHPEOH GH
millions de spermatozoides migrent vers la spermatheque dans laquelle ils seront conservés

en attendantG | r Wilisés. Suite & ces accouplements, la reine pondra toute sa vie (1 a 3

ans) et ne retournera plus se faire féconder (Roberts and Mackensen 1951, Woyke 1962,
Koeniger 1986).

Spermatheque

Qvaire

i

Semence  Oviducte

3 Endophallus

Fig. 8 6 F K p RriacCofiplement entre la reine et un faux-bourdon (Winston 1987).
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2.3.4.Migration des spermatozoides vers la spermathéque

Au moment des copulations successives des faux-bourdons avec la reine, les
spermatozoides des différents males sont propulsés dans les oviductes latéraux dans
lesquels un mélange com@eFH | VIRSpUHU $ F Huwu€uberedicrrenc® Q\ L
simultanée ou incapacitation entre les différents éjaculats pour accéder a la spermatheque
(Franck et al. 2002, Shafir et al. 200D PLJUDWLRQ GHV VSHUPDWR]RwWGH
48h, ELHQ TXH OD PDMRULWp G ¢§ttseEnwldfdvardsed PU JO HIBER @I@D Q
des ouvriéres autour de la reine (Woyke 1979, Woyke and Jasinski 1980, Woyke 1983)
Cette MJUDWLRQ HVW OH IUXLW GH FRQWUpemwttaRRQN P XVF)>
déplacement passif du sperme, et de mouvements actifs des spermatozoides qui sont attirés
par les sécrétions glandulaires de la spermatheque (chimiotaxie) (Ruttner and Koeniger
1971, Gessner and Ruttner 1977, Tofilski 2014). Ces mécanismes de transfert aboutissent
au stockage des meilleurSHUPDWR]J]RWGHYVY HW OfH[mOsVRuR@r GH FH>
and Koeniger 1971, Gessner and Ruttner 1977, Collins 2000, Gencer and Kahya 2011). Au
sein de la spermathéque, les spermatozoides des différents méles vont achever de se
mélanger les uns aux autres et sont conservés dans un état H&IIDWWHQGDQW C
XWLOLVpV SR X Uufsl(Hlgan dnd Pede)1984 Mallerl and Tautz 1998, Franck et
al. 1999).

2.3.5.Détermination du sexe

2.3.5.1. i”—(Z('f—(‘o tTte a—"o

Aprés avoir stocké une quantité de semence suffisante suite a ses vols de fécondation, la
UHLQH GpPDUUH VRQ DFWLYLWp GH SRQWH (OOH GpSRVI
200 °XI1V S Windo® 1987). Les femelles sohtV V X H V ufS&ridig Par un
spermatozoide alors quéilvV PkOHV VRQW OD FRQVpPTXHQUHRONGX GpVYFh
fertilisé selon un mode de reproduction appelé parthénogénése arrhénotoque. La reine a la
FDSDFLWp GH FRQWU{OHU OD IHUWLOLVDWLRQ GHV °XIV
(Ratnieks and Keller 1998).D ITHUWLOLVDWLRQ G feX&)ibévation] gavlaOH UpV
pompe spermathécal& 1 XQ IDLEOH YROXPH GH OLTXLGH.E&QWHQDC/(
VSHUPDWR]RWGHY VRQW GpSRVpV VXU OH PLFURS\OH GH ¢
valve vaginale avant que celui-ci ne soit déposé RIQ G G T X Q ¢Y'u 2@ YOuikax H
1999, Baer et al. 2016).
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2.3.5.2. Déterminationgénétique du sexe

'TXQ SRLQW GH YXH JpQpWLTXH OD GpWHUPLQDWLRQ G
possédant 6 a 18 alleles. Chez les individus diploides (femelles), les chromosomes de la
méme paire possedent un alléle différent de ce gene. Les femelles sont donc hétérozygotes.
/f°X] QYDSDYWXEL GH IpFRQGDWLRQ KDSORWGH QH Gj
REOLJDWRLUHPHQW XQ PKOH ,0 SHXW DUULYHU TXTXQ °;
FHW °XlI GRQQHUD XQ PkOH GLSORwGH PDLV FH PKkOH UHF
est obligatoirement éliminé. Ce cas de figure se rencontre dans les cas de consanguinité.
Lorsque un male qui, de par son haploidie, produit des spermatozoides tous identiques a
son propre code génétique, féconde une jeune reine qui a un alléle semblable au sien, la
moitié de leur descendance donnera alors des males diploides détruits au stade larvaire. I
est évident que cette situation est un désavantage pour la colonie qui présentera une
SURGXFWLRQ PRLQV LPSRUWD @¥¢HasGde dorsanguinit®) sabt D EH L
naturellement limités par la polyandrie (Woyke 1986, Tarpy and Page 2002).

2.3.6.Les spermatozoides

2.3.6.1. Structure et motilité

Les spermatozoides, produits par les testicules, sont de longs filaments de 250 um de
longueur et 0,65 um de large, comprenant une téte et un flagelle Afig. @D WrWH G{XQ
longueur de 10 um, contient le noyau de 5,3 um de long et présente a son extmémité u
acrosome, de 3,5 um de long, trés riche en enzymes @jigL&fonction GH ODFURVRP
est de permettre la fusion des membranes cytoplasmi@uéesVSHUPDWR]JRwWGH HW G
(réaction acrosomique) suite a la reconnaissance des deux gameétes. Le flagelle, de forme
cylindrique, représente le reste du spermatozoide et permet ses déplacements. Il est
principalement constitué de plusieurs structures allong2edérivés mitochondriaux et
O 1D [ R (Fig.PoE)). Les dérivés mitochondriaux, usines a énergie de la cellule, sont situés
de maniéere excentrée dans le flageleommencent dans la région du céne du noyau pour
V 1 pvé leQaag du flagelle sans toutefois parvenir a son extrémité. lls fournissent |
PDMHXUH SAIWP wédessaeeHh 1@ fildé des spermatozoides employant les voies
PpPWDEROLTXHVY GH OD JO\FRO\WH HW GX F\FOH GH .UHEV
(Blum and Taber 196%Collins et al. 2006 Al-Lawati et al. 2009) /Y{D[RQgPH SDUW
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axiale et motrice du flagelle HVW DFFROpH DX[ GpULYpV PdsWRFKRQ
constitué de 9 doublets de microtubules sur sa périphérié XiQublet en position

centrale (Fig. 9D) (Lensky et al. 1979, Woyke 1984, Da Cruz-Landim 2009). Les doublets

en périphérie sont associés entre eux par des bras de dynéine qui sont de véritables moteurs
PROpFXODLUHYV /Onfdavtiol D&Y LbRag ded bynéing I H | | Hde Waxdt
asynchrone par un processus de phosphorylation/déphosphorylation du coenzyme
ADP/ATP et entraine des mouvemeriRsQ G X O D W R L U H (Al-GavatDeft BI] R0Q9).P H

/HV VSHUPDWR]RpéivenM 98 froukzad HapOdifférents états de mobilité. Leur
activation et inactivation peuvent étre réversib$d O R Q O ldsnSotaritd \Gu Qileu

dans lequel ils se trouvent (Lensky and Schindler 1967, Verma 1978).

A

T

2 dérivés
mitochondriaux

D
|

| Paire de microtubules en position périphérique I—

| Paire de microtubules en position centrale

Fig.9 G6WUXFWXUH G TXQ@\pk ellidePaD. AR SRemntatdzd®l$ ; (B) Téte ; (C) Flagelle ; (D)
Coupe transversale du flagelle (Da Cruz-Landim 2009).
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2.3.6.2. Conservation et métabolisme.

'DQV OD SpULRGH GH WHPSV TXL VIpWHQG GH OHXU SU
IHUWLOLVDW lgRi (QpréGetdeV la °pohte, les spermatozoides subissent différents
changements de milieu accompagnés de chan@ewe/ @hysddgidie.

A la naissance, les spermatozoides formés migrent des testicules vers les vésicules
VpPLQDOHYV j OfLQWpPpULHXU GHVTXHOOHYVY LOV VRQW FRQ
baignent dans le liquide séminal nourricier et protecteur. Ce liquide est riche en sucres
(glucose, fructose, sucrose et tréhalose), acides aminés et phospholipides qui fournissent la
VRXUFH &AlpmbHayal.Ll1969, Verma and Shuel 1973, Verma 197&x protéines
impliquées dans OH PDLQWLHQ GT1XQ HQYLURQQHPHQW RSWLP
(métabolisme et locomotion, conservation a long terme, élimination des déchets cellulaires,
SURWHFW L RdgfeBdds @ffidictobiennes et anti oxydantes) (Verma 1981, Weirich
et al. 2002, Collins et al. 2006, Baer et al. 2009, King et al. 2011, Zareie et al. 2013).

Si les spermatozoides sont dans un état particulierement actif dans les vésicules
séminales des males et dans le tractus génital de la reine, ils diminuent leur métabolisme
pour passer dans un état de conservation dans la spermathéque qui se traduit par un état
GYLPPRELOLWp HWeGHRHE@BRWOBRHWBW HVW OLp j GHV SU
entre le liquide séminal et le liquide spermathécal dont la glande spermathécale est la
principale contributrice au niveau protéique. Si le réle du liquide spermathécal ne différe
pas de celui du liquide sé@®DO HQ FH TXL FRQFHUQH OYREMHFWLI C
spermatozoides, cesde®xL OLH X[ QTR QW H Q deReBrpX{) poiigue (Baer
et al. 2009).De plus, le liquide spermathécal est un milieu riche en cations sodium et
potassiumet de pH plus basique. Ces différences auraient pour conséquence un
ralentissement du métabolisme énergétique permettant la conservation a long terme des
spermatozoides. Une diminution de la pression osmotique et du pH du milieu permet leur
réactivation, comme cela est observé dans les spermathéques des vieilles reines ou lorsque
les spermatozoides entrent en contact avec les sécrétions de la glande spermathécale a pH 7
au moment de leur utilisation pour fe@iL V H ULén$K>ahd Schindler 1967, Verma and
Shuel 1973, Gessner and Gessner 18 awati et al. 2009).
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2.3.6.3. Evaluation de la qualité du sperme

La qualité du sperme produit par les faux-bourdons et stocké par les reines peut étre
déterminée par plusieurs indicateurs. Chez les males, les analyses des semences sont
possibles apres dissection des vésicules séminales (Schluns et al. 2003), ou aprés éversion
manuelle VXLYL UQAfXoa@JH GH OKatenGgRi SardDR@erg X 984) dal collecte
dans un capillaire selon des techniques couramment utilis8¢&UV GH OfLQVpPLC
instrumentale de reine (Cobey et al. 2013). Chez la reine, les analyses sont possibles aprés
dissection et prélevement de la spermatheque (Collins 2000). Il faut noter que le sacrifice
des individus est inévitable quel que sdit  W\SH GIDQDO\VHV SUDWLTXpHYV

Le volume de semence produit par les males ainsi que le nombre de spermatozoides
produits sont des indicateurs intéressants du fait que ces parameétres peuvent jouer sur
O 1D E R @&I1® @escdndance dans la colonie (Schluns et al. 2003, Schluns et al. 2004).
Le volume de semence est mesuré suite a la collecte du sperme dans un capillaire et le
nombre de spermatozoides est déterminé, le plus souvent, par comptage sur cellule de
numération. La viabilité des spermatozoides dans le sperme tient également un réle
prépondérant puisque celle-ci peut affecter la qualité du sperme stocké dans la
spermathéque (Collins 2000). La viabilité des spermatozogdede plus souvent
déterminée par utilisation de colorants fluorescents tels que le SYBR-14 qui marque en
vert le noyau des spermatozoides quelle que soit leur viabiliéd@4 de propidium qui
marqgue en rouge les noyaux des spermatozoides morts. En effet, le SYBR-14 a la propriété
de traverser les structures mEMUDQDLUHYV L QW DodwkeHd¢ pooPidRuchvneT XH O
pénetre que les membranes détériorés des spermatozoides morts. La viabilité est
déterminée dans ce cas par microscopie a fluorescence ou par cytométrie delfilox (C
and Donoghue 1999, Tofilski et al. 2012).

Chez la reine, le nombre ainsi que la viabilité des spermatozoides stockés dans la
spermathéque ne font que décroitre au cours du temps du fait du prélevement continu, pour
fertiliser leV ° X éMdu vieillissement lié a la conservation sur le long terme. La qualité du
sperme stocké dans la spermathéque étant eskepbal le potentiel reproducteur et la
longévité de la reine, la considération de ces parameétres est incontournable pousavaluer
qualité (Harbo 1979, Szabo and Heikel 1987, Lodesani et al. 2004).
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3. Problématique

Dans un contextetGH GpFOLQ GHV SRSXODWLR®VapEylbuEsHL O OHV
relatent régulierement une baisse de qualité des reines. Entre autregsainguetes en
Ameérique du nord et en Europe, sur les causes liées aux pertes hivernales de colonies
observées, ont clairement incriminé un dysfonctionnement des reines (vanEngelsdorp et al.
2008, Brodschneider et al. 2010, Genersch et al. 20a4®aisse de qualité se traduit par
une diminution ou un arrét de pont® D SUpVHQFH G{XQ sHRXermB L@ GITRX)Y
QRPEUH H[FHVVLI GH PKOHV UpYpODQW XQH SRQWH DC
renouvellements de reine prématurés ou une absence de reine (Camazine et al. 1998,
vanEngelsdorp and Meixner 200 HV GpIDLOODQFHV SHXYHQWsHQ SDU
effets directs des stresseurs environnementaux. En effet, les pesticides et les agents
infectieux peuvent impacter les reines en affectant leur survie, en perturbant leur
physiologie (immunité, défenses anti-oxydantes, communication chimigue induisant
des dégénérescences ovariennes ou encore en altérant la qualité du sperme stocké dans la
spermathéque (Camazine et al. 1998, Alaux et al. 2011, Gauthier et al. 2011, Collins and
Pettis 2013, Sandrock et al. 2014, Williams et al. 2015, Chaimanee et al. 2016, Dussaubat
et al. 2016). De plus, il est suspedeX I XQH SpQXULH GH PKOHV HQ ERQQ!
des semences de qualtéR LW | O  Ridds pa@ytementaccouplésant également
pour conséquences des dysfonctionnements de celles-ci (Camazine et al. 1998, Rhodes and
Somerville 2003). Cependant, les effets des stresseurs environnementaux surdes male
QTRQW pWp datxdiés\at danbersai¢it essentiellement les effets du parasita
destructoret les traitements antiparasitaires utilisés pour le réguler. Entre autres, il avait
été montré que des traitements antiparasitaires (Coumaphos et Tau-fluvainate)f X 1 X Q H
infestation par le parasite Varroa pouvaient altérer la survie et/ou la fertilité des males
(DelCacho et al. 1996, Rinderer et al. 1999lvester et al. 199%ollins and Pettis 2001,
Duay 2002, Burley et al. 2008).

Au début de ce travail de thése, aucune étude sur les faux-bouddns/ TpWDLW LQWp
DX[ HITHWV GTXQH H[SRVLWLRQ D X|[ irBaasie/polinréghlat é6W L O LV
SRSXODWLRQV G YL QuHdHesHIY parésited dltr¥digde (@ LVarroa. De plus,
DXFXQ OL Higreon&rD atddtabli entre la baisse de qualité des méales induite par un
VWUHVVHXU HQYLURQQH P de&)a\yDalité s/ remED SSDXYULVVHPHQ
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Partant de ce constat, nous avions émis deux hypsthese

()

(ii)

La premiere hypothése était que les facteurs de stress tels que les insecticides
systémiques (particulierement néonicotinoides et phénylpyrazoles) et les
microsporidies pathogenes telles qidposema ceranae particulierement
LQFULPLQpPpVY GDQV OH GpFOLQ, mtvdient Rffextéed DWLRQ
OfLQWpPJULWp SK\VLROR Jdn@tkriHre@rotiMctirckOHY GRQW OH

La seconde hypothéese repose sur le faifl ¥uDaisse de qualité des méales

exposés aux stresseurs environnementaux pourrait se traduire par des effets

délétéres sur le potentiel reproducteur de reines non-exposées.
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Partie 2

Cof f— cem ti'——cZe iz
effets des stresseurs
environnementaux sur la fertilité
des faux-bourdons
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Avant-propos

/H PDQTXHs GohpewiahGes effets de stresseurs environnementaux sur la fertilité
des faux-bourdonS H X W H QexXplijuev\parHa Wifficulté élever ces derniers (Ruttner
1976). Dans des conditions naturelles, la production de méles au sein des colonies a lieu
SULQFLSDOHPHQW GX GpEXW G, éSdd &y\todrB 8eVlaqulleGagsE X W  C
essaimages et lesupersédures nécessitent leur présence pour féconder les jeunes reines.
&HWWH SpULRGH GYfpOHYDJH FRWQFLGH JpQpUDOHPHQW D
des ressources. Or, si ces conditions propices se dégradent, les males sont éliminés trés
rapidement des colonies (Winston 1987, Boes 2010). Ceci expligue que, bien que des
RXWLOV G 9D qbli@\duHsp&rhe soent disponibleD XFXQH PpWKRGH G1p
standardisée des faux-bourdo@sf H [ L XikgiDl& pvemiere étape de ce travadonsisté
j GPYHORSSHU DX PRLQV XQH PpWKRGH ILDEOH SRXU pY
exposition a des stresseurs biotiques et/ou abiotiques. Dans ce but, différentes approches
G 1 p O Ky ddditions contrdlées et semi-contrélées ont été développées de la naissance a
la maturité sexuelle des individus. La premiére approche, en conditions de laboratoire,
consiste a éleveGHY PKkOHYV DFFRPSDJQpV GdepEhdeOdades/ agaRtX UULF
les mémes proportions que les cages de type Pain beaucoup plus petites (Pain 1966),
placee GDQV XQH SLgFH FOLPDWLVpH SRXU VLPXOHU OfH
deuxieme, en conditions semi-contrélées, consiste a élever des males en petites colonies
orphelines placées sous tunnels recouv&t$ X Q | L-iDdedhée. Deptd\Vderniere approche
tend a se rapprocher des conditions naturelles du fait que les colonies sont alimentées par
GHV DEHLOOHV EXWLQHXVHYV sitirihe €oRrteYdd QonvrivigPiea@e RY LV L
@ftérieur de la ruche. Une comparaison de ces deux méthodes développées avec celle

Qufh élevage des males dans des colonies placées en conditions naturelles a été effectuée.
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Résumé

Dansle bXW GTpYDOXHU OD T X Ded fawkhoGrtbn® ¢hXdte &lddésidveé H
succes, pendant une durée de 20 jours de la naissance a la maturité sexuelle, dans des
conditions contrélées de laboratoire, semi-controlées et naturelles. Suite a ces élevages, les
semences collectées des males issus des différents groupes ont été analysées et compareées.
Contrairement aux semences des males élevés en conditions semi-contrblées, celles de
males élevés en conditions de laboratoire et naturelles présentaient une plus faible
concentration en spermatozoides, une plus faible quantité de protéines, une plus grande
TXDQWLWp B plu8 gkaNde activité defHQ]J\PH D Q W suRdro®yDeQ W H
dismutase (SOD). De plus, la mesure du potentiel réducteur du sperme, indicateur de
@dtivité métabolique, reflétait une plus grande viabilité apparente des spermatozoides des
males élevés en conditions de laboratoire. Dans le cas de cette latapglité des
semences des males élevés en conditions contrélées de laboratoire et naturelles tendent a se

rapprocher.

41



Article 1 : Semen quality of honey bee drones maintained from
emergence to sexual maturity under laboratory, semi-field and
field conditions
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Abstract — In order to evaluate the semen quality among honey bee populations, emergent honey bee drones
were maintained to sexual maturity for 20 days under laboratory, semi-field, and field conditions. The drones
were successfully maintained in laboratory conditions. Drones under laboratory and field conditions presented a
lower spermatozoa concentration and lower protein content than those under semi-field conditions. The
viability of spermatozoa was higher under laboratory conditions, and the ATP content and the superoxide
dismutase activity were higher both under laboratory and field conditions compared to drones kept under semi-
field conditions. Hence, our data indicate that the semen quality was similar in drones maintained under

laboratory and field conditions.

honey bee drones / sexual maturity /fertility / semen quality / sperm

I. INTRODUCTION

Insect pollination is both an ecosystem service
and a major contributor to crop production all over
the world. Indeed, around 80 % of flowering plants
are entomophilous, i.e., dependent on insect polli-
nation to reproduce, and it 1s estimated that half of
the pollinators of tropical plants are bees (Bradbear
2009). The pollinating efficiency of honey bees in
agricultural landscapes 1s due to their large num-
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bers, therr anatomy and their foraging behavior on
only one plant species at one time (Bradbear 2009).
However, the abundance and diversity of wild bees
are now declining (Biesmerer et al. 2006) and
severe worldwide honey bee losses have been
observed (Neumann and Carreck 2010). This could
dramatically affect world food safety since the
agricultural dependence on pollinators is continu-
ously mcreasing (Aizen and Harder 2009).

Among the numerous factors that can affect
honey bee colonies, a poor queen quality 1s often
reported (van Engelsdorp and Meixner 2010). Since
the queen is the sole reproductive female in the
colony (laying around 1,000 eggs per day), any
stress factor that affects its reproductive output can
compromise the colony fate. The queen mates with
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an average of 12 drones (Rhodes 2002) and receives
about 6 million spermatozoa into its oviducts from
each male (Kemr et al. 1962). Approximately 5.5
million are transported to the spermatheca by active
and passive mechanisms over a period of 40 h
(Laidlaw and Page 1984). The post-mating changes
are characterized by a new behavior (remain in the
colony), physiology (lay around 1,000 eggs per
day), and nteractions with workers (grooming,
feeding, courtship). However, the level and the
quality of these post-mating changes can be affected
by msemination quantity (Richard et al. 2007).
Indeed, poorly inseminated queens produced a
different mandibular gland chemical profile and
are less attractive to workers. Thus, the frequency of
queen loss m feral and commercial honey bee
colonies might be influenced by spermathecal
sperm depletion (Severson and Erickson 1989)
and by queen reproductive status, ie., egg-laying
potential (Moretto et al. 2004), which might depend
on drone availability and fertility.

However, little 1s known about factors that can
affect drone fertility and the potential impact it can
have on queen mating and colony fate. The main
reason is that studying drones is a highly
complicated task that since (1) in temperate
regions, drones are found in honey bee colonies
only during part of the summer season and their
availability for studies is therefore limited to a
short period of the year, (2) drone larvae can be
easily reared outside the colony up to prepupal or
pupal stage (Woyke 1969) but adult rearing in
artificial conditions i1s a major challenge. In
addition, the age at which drones mature and are
able to mate with queens is not known with
accuracy because of difficulties to assess it under
field conditions. Rhodes (2002) stated that drones
are mature at about 16 days of age and become
less efficient for mating after 28 days (of age) but
Moritz (1989) found that, 12-day-old drones are
mature and their sperm may be used for queen
msemination. The time required for drones to
reach sexual maturity also depends on their
genetics (Rhodes et al. 2010). Besides, many
factors can affect the maturation process of drones
such as the diet since an abundant and continuous
source of pollen and proteins are necessary for
sperm production (Cobey 1983). Therefore, de-
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veloping methods for maintaining emergent
drones under controlled conditions would help to
better understand their biology and the factors that
can modify their sexual maturation and fertility.
In this study, we succeeded to maintain
emergent drones until sexual maturity under
various conditions (laboratory, field, and semi-
field) and compared the effect of these conditions
on drone semen quality and quantity. Semi-field
conditions represent a way to be in more natural
conditions (close to the field conditions) but with
the possibility to control some parameters, which
would be impossible in the field. To standardize
procedure of sperm maturation, we compared
number, viability and energetic state of spermato-
zoa, the activity of superoxide dismutase (SOD),
which 1s an enzyme that protects cells against
damages caused by superoxide anion O, , the
most common free radical, and the level of
proteins in semen, which play a role in male
reproductive success by improving sperm com-
petitive ability and modifying female behavior as
shown in Drosophila (Findlay et al. 2008).

2. MATERIALS AND METHODS

All chemicals and reagents were purchased from
Sigma Chemical (Saint Quentin Fallavier, France).
Luminescence and absorbance were measured using a
TECAN infinite® F500 plate reader.

2.1. Drone rearing

Experiments were performed in Avignon (France)
on June 2011 with Apis mellifera L. colonies. To
stimulate drone production, drone combs were intro-
duced in 10 strong colonies (1 comb/colony). These
colonies were treated with Amitraz in September
2010 to control Varroa population. The day before
emergence, brood frames were placed into an
incubator in the dark at 34 °C and 70 % relative
humidity. Drones were considered mature if they
could ¢jaculate when they are stimulated.

2.1.1. Laboratory conditions

Three large cages (42.5%30x55 cm; Lxwxh)
based on the design of Pain cages (Pain 1966) were
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used to keep emergent drones in laboratory condi-
tions (Figure 1). These cages were placed in a rearing
room at 33+1 °C and 60410 % humidity with 2 h/day
lighting. Three wax combs were (13x40 cm; wxL)
attached to the top wall of each cage and spaced
from each other by 3 ¢cm. To mimic the hive environ-
ment, a Beecboost® (Pherotech) releasing a queen
mandibular pheromone was placed in each cage. To
maintain the hygiene of the cages, a filter paper was
deposed on a removable floor and replaced every
2 days. To give more space to drones for flying, the
surface of the removable floor was brought down by
3 c¢m every 2 days. Bees were fed with 50 % (w/v)
sucrose syrup for 10 h/day (for possible treatments
which are not reported here) and ad libitum with candy
(Apifonda ®), water, and pollen for the remaining 14 h.
The food was contained in 15 mL Falcon™ tubes
placed on both sides of the cage.

Drones have lower direct pollen consumption and
digestive enzyme levels in the gastrointestinal tract
than workers, although their nutrient needs are quite
high. However, the workers provide them with pre-
digested food, via proteinaceous glandular secretions

Figure 1. Cage designed to maintain drones under
laboratory conditions.

2% &)

and honey (Hrassnigg and Crailsheim 2005). There-
fore, 200 emerging drones were introduced in each
cage along with 1,000 emerging workers. The
behavior of drones and workers was observed
regularly to see whether the drones were accepted
or rejected by the workers.

2.1.2. Semi-field conditions

Four queenless nuclei of 5,000 honey bees were
placed under an outdoor tunnel covered with an
insect proof mesh. Three hundred emerging drones
were introduced in cach nucleus. Each nucleus
contained four empty frames, one worker brood
frame, an empty box placed above the frames to give
space for drones to move and a queen excluder under
the hive body to prevent the exit of drones. No food
was supplied inside the nuclei. The honey bee nuclei
were introduced in the tunnel three days before drone
introduction to get bees used to visit the feeder placed
on a table at equal distance from the nuclei. This
feeder consisted of a yellow cup containing the
sucrose solution. A piece of cork and filter paper
were placed on the surface of sucrose solution to
cnable the honey bees to land. To avoid overexposure
to the sun, umbrellas were placed above each
bechive. Honey bees received 50 % (w/v) sugar syrup
from 9:00 to 12:00 a.m. each day. Outside this period,
honey bees received water and pollen ad libitum.

2.1.3. Field conditions

Three hives were used in this test and 1,000 color-
marked drones were confined into each hive. To
prevent the loss of drones, a queen excluder was
placed between the brood chamber and bottom board
and a second queen excluder placed on top of the
brood chamber beneath the upper box. The number of
bees in each hive was estimated to 20,000-25,000 by
weighting five frames out of ten with and without the
bees.

2.2. Semen collection

For each condition, drone semen was collected after
20 days. Semen was collected by a manual eversion. In
brief, drones of a known age were stimulated to ejaculate
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by pressing on the thorax, which usually resulted in
eversion of the endophallus. Semen was collected
from the tip of the endophallus, with a glass capillary
connected to a syringe filled with Kiev solution (36 g/L
trisodium citrate, 3.6 g/l sodium bicarbonate, 0.6 g/L
potassium chloride, 5 g/L glucose, 3 g/L sulfanilamide,
pH 8.5, osmotic pressure=486 mOs/ml).

We pooled semen from different drones for each
group to obtain 50 pl of semen that was required for the
different analysis. We had three pools in laboratory and
field conditions and four pools in semi-fields conditions
obtained from about 80-100 drone per each pool. We
calculated an average volume of ¢jaculate per drone and
it was 0.76+0.17 uL/drone.

2.2.1. Spermatozoa concentration

The semen was diluted (1:200) in the Kiev
solution and spermatozoa were counted (15 uL of
diluted semen) under a phase contrast microscope by
using a Malassez cell. The counting of each sample
was done by three different persons in order to
minimize errors.

2.2.2. Viability test

Viability test was performed with a Prestoblue® kit
(Invitrogen) which is a resazurin-based solution that
functions as a cell viability indicator. Prestoblue™
reagent is quickly reduced by metabolically active cells,
providing a quantitative measure of viability. Samples
of diluted semen were put in a 96-white-well
microplate. Each well contained 90 uL of diluted semen
containing 2 million spermatozoa and 10 pL of
Prestoblue®. The microplate was kept in obscurity for
10 min before measuring the absorbance at 570 nm
according to the recommendations of the manufacturer.

2.2.3. ATP content

ATP content was performed with ATPlite® kit
(PerkinElmer) in the same wells as the viability test.
The ATPLite® assay system is based on the produc-
tion of light caused by the reaction of ATP with
added luciferase and D-luciferin. The emitted light is
proportional to the ATP concentration within certain
limits. For this, 50 puL of a mammalian cell lysis
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solution (PerkinElmer) were added to the 100 uL of
diluted semen containing 2 millions spermatozoa in
each well and the whole microplaque was covered
and shaken gently for 5 min with an orbital shaker at
700 rpm. Then, 50 puL of substrate solution was
added, the microplaque was covered and shaken for
5 min at 700 rpm and the microplaque was kept in the
darkness for 10 min before measuring the lumines-
cence intensity (LI) and measured by the Tecan plate
reader.

2.2.4. SOD activity

Superoxide dismutase that catalyzes the dismutation
of the superoxide anion (O, ) into hydrogen peroxide
(H»0,) and molecular oxygen (O,), provides an
important defense against cell oxidative damage. In
the SOD assays, superoxide ions were generated from
the conversion of xanthine and O» to uric acid and H,O-
by xanthine oxidase (XOD). The superoxide anion then
converted a tetrazolium salt into a formazan dye. The
addition of SOD to this reaction reduces superoxide ion
levels, thereby lowering the rate of formazan dye
formation. SOD activity of the experimental sample
was measured as the percent inhibition of the rate of
formazan dye formation. The assay mixture contained
0.1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
0.025 mM nitro blue tetrazolium (NBT) 0.1 mM
xanthine and 50 mM phosphate/carbonate buffer
(pH 7.8). The sperm volume corresponding to 2 million
spermatozoa was adjusted to 90 pL with Kiev medium
and centrifuged at 1,200xg for 10 min at 23 °C. Ten
microliters of supematant containing seminal plasma
was added to the assay medium. To start the reaction
20 pL of xanthine oxidase (1.4 U/mg proteins) were
added. SOD activity was spectrophotometrically mea-
sured during 5 min at 560 nm.

2.2.5. Protein assay

Proteins were assayed with the Bio-Rad protein
assay® according to the method of Bradford (Bradford
1976). The assay medium contained 5 uL of appropri-
ately diluted semen, 40 pL of Coomassie brilliant blue
G-250 and 155 pL of H,0. The microplaque was kept
in darkness for 20 min. Absorbance was read at 595 nm.
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2.2.6. Statistics

The effects of conditions on semen quality
(spermatozoa number, spermatozoa vitality, ATP and
protein content and SOD activity) were assessed
using the Wilcoxon Signed-Rank Test.

3. RESULTS
3.1. Drone behavior in laboratory conditions

Despite being maintained 1n artificial conditions
n a large laboratory cage, bees did not exhibit any
abnormal behavior. From the introduction in the
cages, the emergent bees (workers and drones) took
refuge between the wax frames and workers start
quickly building the cells to store food. During the
first days, workers and drones stood on the wax.
Some workers moved to get pollen on the filter
paper. The consumption of sucrose syrup was
higher m the first days in all cages (data not
shown). During cage maintenance, an important
flying activity of drones was detected following the
exposure to the light but it was decreased after
20 min. In laboratory conditions, emerged drones
ntroduced nside cages were successfully accepted.

3.2. Semen quality

3.2.1. Concentration and viability of drone
spermatozoa

Drones maintained under artificial (laboratory)
conditions had a lower concentration of spermato-
zoa (2.5+0.1x10° spz/uL semen) than drones
maintained under semi-field conditions (3.4+0.4 x
10%/uL semen) (P=0.03, Figure 2a). However, the
concentration of spermatozoa produced by drones
in field (22+0.6x10° spz/uL of semen) and
laboratory conditions was not different (P=0.25).

No difference was found in spermatozoa
viability in semi-field and field conditions (P=
0.11, Figure 2b). However, drones produced
spermatozoa with a higher viability in laboratory
conditions (34 and 38 % higher than drones
maintained under semi-field and field conditions
(P<0.001, P<0.001, respectively)).

219

3.2.2. ATP content and SOD activity

ATP content and SOD activity in semen of
drones maintained under laboratory and field
conditions were not different but higher than
semen of drones maintained under semi-field
conditions (P=0.9, P=0.016, P=0.017,
Figure 3a, and P=0.05, P<0.01, P<0.01
Figure 3b).

3.2.3. Protein content

Protein content in seminal plasma of drones
maintained under semi-field conditions was 27
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Figure 2. Concentration and viability of drone sperma-
tozoa. The (a) concentration and (b) viability of
spermatozoa (SPZ) expressed in milliunits of absor-
bance (muA) in the semen was determined in drones
kept during 20 days under field, semi-field, and
laboratory conditions. Semen was collected and sper-
matozoa were counted the same day. * and ***
indicates significant differences at P<0.05 and P<
0.001 respectively. Data corresponded to means+S.D.
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and 50 % higher than in drones maintained
under field and laboratory conditions (P=0.03,
P<0.001) respectively (Figure 4). In addition,
protein content in seminal plasma of drones was
higher under field conditions than under labo-
ratory conditions (P<0.001).

4. DISCUSSION

A large part of the literature deal with drone
breeding under field conditions where the drones
are kept in their colonies. Woyke (1969) presented
a method of drone larvae rearing in laboratory but
just until prepupal stage. Here, we showed for the
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Figure 3. ATP content and SOD activity in drone
semen. The (a) ATP content expressed in luminescence
intensity (LI) and (b) SOD specific activity (AS) is
expressed in milliunits of absorbance per minute per
milligram of proteins (muA min_' mg ' of proteins) are
determined in semen of drones kept during 20 days
under field, semi-field, and laboratory conditions. * and
** indicates significant differences at P<0.05 and P<
0.01, respectively. Data corresponded to means+S.D.

@ Springer

F. Ben Abdelkader et al.

first time that emergent drones can be kept mn
laboratory cage and in semi-field conditions for at
least 20 days. These drones were kept until
maturity and then analyses on sperm quality could
be performed.

A major component of queen longevity is the
concentration of sperm cells stored in the sperma-
theca (Cobey 2007). Spermatozoa concentration
is regarded as a basis for understanding several
aspects of biology of honey bee mating, including
drone fitness, polyandry and sperm competition
(Koeniger et al. 2005). The spermatozoa concen-
tration produced per drone m our study (2.2-3.4
10°/uL semen) was lower than that found by
Rhodes et al. (2010) (3.33x10%uL semen). In
other studies, the concentration of spermatozoa
was much higher (Collins and Pettis 2001, 8.66x%
10%; Schliis et al. 2003, 11.9x10°). The discrep-
ancy between sperm counts from different studies
may be due to differences in the counting method.
In the previous works, the sperm number was
determimed m seminal vesicles. whereas in our
study, sperm was counted in semen released at the
tip of the endophallus following manual eversion.
Regarding our study, the variation in sperm
concentration between drones kept under the
field, semi-field and laboratory conditions can be
due to the conditions before semen collection. In
fact, Bienkowska et al. (2011) found that the
higher and lower temperatures at which the drones
were kept before semen collection had a signifi-
cant impact on the total number of spermatozoa.
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Figure 4. Protein content in drone semen. * and ***
indicate significant differences at P<0.05 and P<0.001,
respectively. Data corresponded to means+S.D.
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Bilan

Chacune des approches novatrices, développées en conditions semi-contrblées et
contrélées,D SHUPLV GIREWH QG ¥Up COHMDgMboBhiRaXdeie[lement
matures capables de fournir des semences apres stimulation. Cependant, la méthode
GfpOHYDJH HQ FRGGEe \Mhora@@ive,WRQWH {DYHHOOH HVW SUpV
article, ne permet pas un élevage optimal des faux-bourdons. En effet, si les tauxede survi
et de maturité étaient satisfaisants lors de cette étude et comparables a ceux des autres
PpPWKRGHV éhfco@liton®d skerhi-contrélées et natureltesne fut pas le cas lors
CGefudes conduite ultérieurement. Des différences importantes du taux de survie des males
ont été observées entre les grandes cages dans lesquelles étaient maintenus les méles. Cette
variation inter-cage du taux de survie des males ne permettait pas de conduire des études
comparatives fiables surtout que, dans ceste@s, tous les males pouvaient étre décimeés
DYDQW OfDFTXLVLWLRQ GGes @bseruatidhd vixatd despci¥ed [X ihO O H
changement de comportement des abeilles accompagnatrices entf@les 1I5mejours
des expérimentations. A ce stade, certaines accompagnatrices présentaient un
comportement agressif envers les faux-bourdons se traduisant par un harcélement continu
SRXYDQW DOOHU MXVTXYj OD PLVH j PRUW 1RXV DYLRC
agressivité, observée dans les cagg® XYDLW rWUH OH IUXLW GYXQ FKDQ
des ouvriéesen lien avec leur vieillissement. En effet, une partie de ces derniéres auraient
puperdreDLQVL OHXU \$WoDrniesWCeGd iz EaHle Gta@iH de nourrice résulterait
ainsi GIXQH UXSWXUH G@GuHsehfde RaPqoRnieNaDificlete (entité cage) en
réactionaOD SUpVHQFH GYLQGLYL G Xagelef] &OOPOVELWHHPRHD & HG XX HR 1P
FRXYDLQ 'H WHOV SUREO(QPHV G dnt\pXsLBEROMEANBOdaNE fesG HV P
DXWUHV FRQGLWLRQV G figs@beMds 2HdUSARUWEIN @eHOMT agel €ddehtV
présents permettant méme un élevage de nouvelles reines et offrant ainsi des conditions
idéales pour entretenir des faux-bourdons.e IDLW OD P p WK BoGdiHio&GfpOHY D
de laboratoire nécessitait des améliorations avant de pouvoir étre utilisée pour évaluer les

effets de stresseurs environnementaux sur la fertilité des méles.

/I TDQDO\WVH GHVY VHPHQFHY D pJDOHPHQW QpFHVVLWp OfF
fallu adapter ou mettre au point dans certains cas. Ces outils nous ont permis de réaliser
des mesures de la concentration et de la viabilité des spermatozoides dans le sperme, du
PPWDEROLVPH TX0Be® 6apabitgs @rffioxyglantes (SOD) ou encore de la

guantité totale de protéines. Par la suite, une partie de ces outils a été amélierée et d
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nouveaux ont été mis au point ou développés. Lors de cette ét@Ep YDOXDWLRQ (
concentration des spermatozoides a été effeciuéefDLGH G X Quhérabod @eXOH GH
Malassez qui présentait une profondeur de champ de 200 um. Cette profondeur trop
importante peut expliquer des valeurs de concentration obtenues (2,2 & 3% x 10
spermatozoides/uL) plus faibles que celles présentées majoritairement dans la littérature (7

a 10 x 16 spermatozoides/uL). En effet, la profondeur de champ trop importante ne
SHUPHW SDV GH YLVXDOLVHU OfHQVHPEOH GHdsVSHUPD
numerations au microscope et a pour conséquence une sous-estimation du nombre réel.
'‘DQV OH EXW GTpMHMNVWHB DAMMHMWROYHHWR BEYrWUH SOXV HQ DGpT
méthode de comptage avec une cellule de numération présentant une profondeur de champ

de 20 um a été développée par la suite. Par ailldarsviabilité apparente des
spermatozoides a été @aXpH j OIDLGH GTXQ WHVW SHUPHWWDQW
rézasurine par des cellules métaboliquement actives. Toutefois, ce test, utilisé en biologie
cellulaire comme indicateur de viabilité cellulaire, peut étre faussé dans le cas ou un
facteur de str¢/ V' S H U WiXité meétaldfgDd-d&'s cellules et laisse entrevoir un résultat

erroné. De ce fait, ce test a été utilisé par la suite non pas comme indicateur de viabilité
mais cRPPH LQGLFDWHXU GH OfYDFWLYLWpPéup VéEdRGIL TXH G
OTDEVHQFH GI1XQ WHVW te38 HG YL\ DIEQ XD WPRIQ DEXO W DX|[ GH
spermatozoideX WLOLVDQW XQ PDUTXDJHalo® §té Rdaptd) Ee BdisS UR S L
FDUDFWpULVH SDU XQH OHFWXUH GH OD IOXRUHVFHQF
VLPXOWDQpH GTXQ QRPEUH LPSRUWDQW GYpFKDQWLOORQ

A ce stade, les méthodes  p O etYed duils de diagnostic de la qualité des semences
mis au point ont, toutefois, persii R EEMNH®&T X Q H T deDsQevkhke \Buffisante pour
conduire SOXVLHXUV W\SHV G 1D Q D O \derbwciénie. EefRaDdtyddstonE H O O X
mis en évidence que la méthode employée pouvait affesterdpriétés des semences des
males. Ce constat a soulevé également des interrogations conc@fanQ Fld&ld Q F H
méthode GIpOHYDJH HPSOR\pH VXU OHV UpVXOWDWYV GTYX(
environnementauxODOJUp FHOD FHYV QRXYHDX[ RXWLOWNGpOHYD
ouvert de nouvelles perspectives@QFFHUQDQW OHV SURJUDPPHYV GTpOHYI
males en apiculture et ont pasmpour OD SUHPLgUH IRLYV GITHQWUHYRLU C
les effets polluants environnementatvdXU OHV PkOHV GIDEHLOOHV HQ FR

sami-controlées.
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Partie 3

Effets des stresseurs
environnementaux sur la fonction
de reproduction des males et
Lleext _Fe e o7 Zif ' f—
de la qualité des reines
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1. T:té"o(_(‘o Ti-.”"\_f.’:r_goo ° 2]'(00:!:_“_(.
systemique Fipronil impacte indirectement le
potentiel reproducteur des reines

Avant-propos

Apres la mise au point des difféerestméthodesG Tp O HYHDUPIHW WD QW OfREW|
faux-bourdons sexuellement matureQ RXV DYRQV HQWUHSULVUNGTpWXG
pesticide systémique sur la fertilité des males en utili€@f§proche semi-controlées. Le
choix V T H V WuSdette Wigthode qui était aldéaplus fiable parmi les deux développées.

De plus, HWWH PpWKRGH GTH[SRVLWLRQ VLPXQ@bths&cQide H{ SRV L
aune réecoH GH UHVVRXUFHVY DOLPHQWDLUHY FRQWBPLQpPHV
pesticide choisi est le Fipronil, substance de la famille des phénylpyrazoles, atilisé

travers le monde en phytoprotection et comme antiparasitaire pour ses propriétés
insecticide et acaricide (Gibbons et al. 20%6non-Delso et al. 2015). Le Fipronil agit

comme antagoniste dagcepteurs GABA des synapses gabaergiques, empéchant la

liaison du neurotransmetteur sur son site qui aboutit normalem@®f K\SHUSRADULVDW
neurone et a une modulation négative du message nerveux. Ainsi, par son action
GILQKLELWLRQ GitddésMa @ipraV ehtvraibheQuké. BEyperexcitation du systeme
nerveux central suiviegc § X Q H S t€anfeHet @dHla mort de la cible biologique (Cole et

al. 1993). Incriminé pour sa toxicité vis-a-vis des abeilles, il est suspendu des 2004 en
JUDQFH SXLV HQ GDQV WRXWH Of(XURSH SRXU VRQ X
(EC 2013, EFSA 2013).

Dans cette étude, EKRL[ VIHVW SR U Wepounsh caplddnéVdl Ebnialri@ep F X O
nectar et le pollen (Bonmatin et al. 2015), ressources alimentaires des abeilles, ainsi que
pour ses effets secondaires. En effeOH )LSURQLO D O Da poEutdwWp GIDI
dfpQHUJLH G ldn €idanFE ld GitbohOnidrie (Vidau et al. 2009, Vidau et al. 2011
Nicodemo et al. 2014, de Medeiros et al. 2015) dont le rble est essentiel a la motilité et a la
survie des spermatozoides. De piGQfH[SRVLWLRQ DX )LSURQLO FRQG
GITHVSgFHV UpDFWLY H¥ut GdureCuth Rsfreds @tydaHtWesponsable de
OYR[\GDWLRQ GHV FRWarkg\tpal. FOHED EX@ AutrdsH il a été montré
TXIXQH H[SRVLWLRQ FKURQLTXH GHV UDWV DYDLW SRXU
PHPEUDQDL U H Wed gpenbtognii®s {Khan et al. 20Exfin, le Fipronil induit
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des effets reprotoxiques non seulement chez le rat mais aussGch&XWUHY YHUWDPpPE
invertébrés terrestres et aquatiques (Chandler et al. 2004, Kitulagodage et al. 2011, Alves

et al. 2013, Sun et al. 2014).Q FRQVLGpUDQW Lnfeirgaetidis BEcdbdHaverts F H
pPLV OfK\S R\ &xpdsiionT chfpnique au Fipronil pouvait engendrer des troubles

de la fertilitt GHV P k&béldsApi$ mellifera L pouvantin fine se traduire par une

baisse de la qualité du sperme stocké dans la spermatheque des reines dont dépend le
potentiel reproducteur de ces dernieres.

&HV WUDYDX[ RQ Wsd@hde&/p@iatBmM HW G X QH

« Drone exposure to the systemic insecticide Fipronil indirectly

Impairs queen reproductive potential »

Guillaume Kairo, Bertille Provost, Sylvie Tchamitchian, Faten Ben Abdelkatarc
Bonnet, Marianne Cousin, Jacques Sénéchal, Pauline Benet, André Kretzschmar,

Luc P. Belzunces, Jean-Luc Brunet

Scientific Report$2016) 6 : 31904
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Résumé

/ID SUpVHQFH G De@q®&ht O] Hallbahts] RIGnt les pesticides, menace de
nombreuses especes et, dans certains cas, leur fonction de reproduction qui eskeagsentiel
leur pérennité. Dans ce contexte, les effetd dO T L Q Vdystamilgeel Bprbnil sur la
fertilité des malesee OfDEHLOOH GRPHVWLTXH XQH H\apgiéH SRXU ¢
ont été étudiés. Lors de cette étude, les males ont été exposeés de la naissance a la maturité
sexuelle en conditions semi-contrblées, via une solution sucrée contaminée a une faible
concentration environnementale de Fipronil [0.1 [f{j.técoltée sur un nourrisseur et
rapporttej OD FRORQLH SDU OHV EXWLQHXVHV $SUqV M F
amalyses des semences ont révélé une baisse du nombre et de la viabilité des
spermaR]RWGHYVY FRXSOpH j XQH DXJPHQWDWLRQ GH OD TXDQ
traduisant une perturbation du métabolisme. Ces résultats mettent en avant les effets
reprotoxiques du Fipronil vis-a-vis des falkRXUGRQV /TLQVpPLQDWLRQ LC
reines avec des semences de males exposés a eu pour conséquence une diminution du
nombre et de la viabilité des spermatozoides stockés dans la spermathéque dont le contenu
est essentiel a une activité de ponte pérenne. Ces résultats montrent sans équivoque que
OTH[SRVLWLRQ GHV PKOHV j] XQ SHVWLFLGH SHXW DIIHFW
des reines et ainsi contribuer OTDSSDXYULVVHPHQW leaHdétaHaxee TXDOL
largement observée au sein des ruchers du monde entier. En conséquence, les pesticides
pourraient contribuer au décli@HV SRS X O D WlpRrQVY L&QTE®EHVLIORODNH GH WUR>

fertilité des males comme cela est observé avec le Fipronil.
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Article 2 : Drone exposure to the systemic insecticide Fipronil
indirectly impairs queen reproductive potential
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Bilan

Cette étude a permis de mettre en évidence les effets reprotoxiques du Fipronil vis-a-vis
GH OfYDEHLOOANng; Brie Htieinte Teld fertilité des faux-bourdons induite par
| L QVHRWILIoUWG&bhséquence une baisse du potentiel reproducteur des reines. Ces
résultats suggerent fortement que la défaillance des reines, se traduisant par une diminution
de leur longévité et de la qualité du couvain produit, pourrait-étre expliquée, du moins en
partie, par une diminution de la fertilité des males. CependantHIeEHWYV |j OfpFKHC
coloniale restent a étre démontrégsBtudes avait étéinitiées dans ce sens. Des reines
inséminées avec des semences de faux-bourdons exposés au Fipronil avaient été
IQWURGXLWHY DX VHLQ GH FRORQLHV RUSKHOLQHV &HYV
échec se traduisant par un rejet systiffue des reines et ce, toutes modalités confondues.
Ces rejets ont été attribuésX IDLW TXH OHV FRQGL\Velt Ba® dptidflesQWUR G >
Ainsi, les coloniesQTIDYDLHQW SDV pWp RROSK HODRE Qg IHW HEwew B D MRS
due & un manque de connaissances sur la biologie comportementale des abeilles. Face a ces
pFKHFV OD GpFLVLRQ DY DQMVN ph pHSVM. \GH XAJH HY BER WILWX R Q
reines en analysant le contenu de leur spermathéque qui a abouti aux résultats de la

présente étude.

' D X Vintétrdodations concernanH VXFFqV G YD F FRaleS exgdzés@Meuc HV
capacité a transmettre a la reine leur semence de mauvaise qualité sont aussi arprendre e
considération. En effet, il peut étre envisagé que des males exposes, en concurrence avec
des males non exposeés, soient désavantagés dans le cadre de la compétition acharnée qui
V 1 R S gud técdahder les reines en conditions naturelles. Alagipssibilité que dans un
environnement donné, des males ne soient exposés a aucun stresseur est peu probable.
Dans, la réalité les males sont exposés, au sein des colonies, a de nhombreux stresseurs
environnementaux tels que les agents infectieux et les polluants chimiques. De ce fait, des
approches multi-tresseur¥ RQW | SULYLOpJLHU GDQV OYDSSUpKHQ

reproduction.
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2. ""f—e ti—ef foeer <f—c'e —B3sUr.laf-S"‘Z
physiologie des males

Avant-propos

Suite a la mise en évidence des effets reprotoxiques du Fipronil vis-a-vis des males
GYDEHLOOHYV GHV hpivudd FRRQITHVIQRDIMW VRIQW HITHWY G XC
stresseurs, et plus particuliereme@ifie association de type toxicopathologique, sur leur
physiologie générale. AinSQ RXV DYRQV HQWUHSULYV itfécionp&® MHU OHV
microsporidie entomopathogéndosema ceranaeassociée ou nhon a une exposition
chronique aOTLQVHFWLFLGH )L S diesGhr®d des HharastesFintRoéiiRites
XELTXLWDLUHY GDQV OYHQYLURQQHPHQW D\DQW OD FD
TX THO O H V(Willahtd R0 Q8KH] OJDEHLOOH OHV QRVpPRVHV L
Nosema ceranaentrainent un stress énergétique (Mayack and Naug 2009) pouvant en
SDUWLH rWUH UHVSRQVDE @ de @ His@afijtion Id2 LcEr@ihas\tbldhidQ W Y R
G 1D E HHige© et ¥l. 2010). De plus, les associations d&sé2UDVLWH DYHF OfLQ
Fipronil ont montré, en conditions de laboratoire, des effets synergiques sur les ouvriéres
se traduisant par des effets létal@DQV OH FDV G Hveo Tiie\sErRiBilisBtMhL R Q
réciproqueGTXQ VWUHVVHXU | O1D RVidaRe) aiG201,AGfBuXré/éd &l. VW UHV
2012). Ainsi,j SDUWLU GHV UpVXOWDWY REVHUYpV VXU OHV F
SDUDVLWH HW GX SHVWLFLGH VXU OH PpWDEROLVPH pQt
cete association de stresseurs pouvait également induire des effets synergiques sur la

physiologie des males dont la fertilité.
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Ces travaux ont abouti ® D U p D Oun\affidi¢ Iseu@isG 9

« Nosema ceranaeFipronil and their combination compromise honey bee

reproduction via changes in male physiology »

Guillaume Kairo, David G. Biron, Faten Ben Abdelkader, Marc Bonnet, Sy

Tchamitchian, Marianne Cousin, Claudia Dussaubat, Boris Benoit, André Kretzs(

Luc P. Belzunces, Jean-Luc Brunet

Ivie

chmar,

73



Résumé

/ITDEHLOOH Gtithb¢dd par Hds dgents biologiques et des pesticides pouvant
agir indépendamment les uns des autres ou de facon combinée pour induire des effets
additifs voire synergigues sur sa physiologie et son espérance de vie. Si des effets
VIQHUJLTXHV GBXQphraite/pesticie ont été mis en évidence chez les
RXYULqQUHV HW OHV UHLQ HWhduleXgtixXI€ apee/axce sljed Pburtédnt, W p W
les faux-bourdons apportent, de toute évidence, une contribution essentielle au
développement et la pérennité de la colonie de par la qualité et la diversité des semences
TXJLOV WUDQVPHWWHQW j OD UH leQéffet® RlpHragitéb¥eniaF FR X S O
ceranaeet du pesticide Fipronil ont été étudiés sur ¢ DLWV GIKLVWRLUH GH Y
sur des marqueurs physiologiques analysés dans différents compartiments biologiques
(téte, intestin, abdomen et semence). En conditions semi-contrélées, des faux-bourdons ont
été infectés par le parasite ou exposés chroniqguement pendant 2Q jaufsL Qidetbe W L
exposés aux deux stresseurs combinés. Sans considérer dans un premier temps les aspects
de fertilité, les individus sexuellement matures présentaient des troubles physiologiques
différents selon le facteur de stress rencontré. La microsporidie seule a induit des effets
PRGpUpV HW ORFDOLMpHKpréD €M 0ifiduld desl éffbts @rodérés et
JpQpUDOLVpPV | WRX¥WmbinaRah) padite/pelkticide a montré des effets
importants et généralisés avec des effets synergiques non seulement sur la physiologie
mais aussi sur la survie pouvant alté@H VXFFqV GIDFFRXSOHPHQW GHV L
considérant les aspeals fertilité, les semences produites ont été fortement affectées quel
que soit le traitement suggérant une importante sensibilité de la fonction de reproduction
des faux-bourdons a de nombreux facteurs de stress. Ces résultats suggerent que des
altérations de la santé et de la fertilité des males pourraient étre la cause de reines
pauvrement accouplées conduisant &MRFNDJH GDQV OD VSHUPDWKQTXH
TXDOLWp HW G9YIXQH. @ihsy, kb RdmireuxDc&sSde Xéfdillaridd/ des reines,
REVHUYpVY FHV GHUQLqQUHYVY DQQpHV SRXUUDLHQW rWUH O

simultanée des males a des myriades de stresseurs environnementaux.
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Article 3 : Nosema ceranadsipronil and their combination
compromise honey beeeproduction via changes in male

physiology

75



Nosema ceranae, Fipronil and their combination compromise honey
bee reproduction via changes in male physiology

Short title: Parasite/Pesticide interaction on drones

Authors:

G. Kaird, D. G. Birorf, F. Ben Abdelkadér® M. Bonnet, S. Tchamitchiah M. Cousir,
C. Dussaubét B. Benoit, A. Kretzschmdt, L. P. Belzuncés J.-L. Brunet*

Affiliations:

'INRA, UR 406 Abeilles & Environnement, Laboratoire de Toxicologie
Environnementale, CS 40509, 84914 Avignon Cedex 9, France

’CNRS, UMR CNRS Laboratoire Microorganismes: Génome et Environnement, 63177

Aubiére Cedex, France
3INAT,Labora’tinH GH =RRORJLH HW GY$SLFXOWXUH 7TXQLV

“INRA, UR 546 Biostatistiques & Processus Spatiaux, CS 40509, 84914 Avignon, France

*Correspondence tgean-luc.brunet@inra.fr

76



Abstract:

The honey bee is threatened by biological agents and pesticides that can act alone or in
combination to induce synergistic effects on their physiology and lifespan. The synergistic
effects of a parasite/pesticide combination have been demonstrated on workers and queens,
but no studies have been performed on drones despite their essential contribution to colony
sustainability by providing semen diversity and quality. The effects dfloaema
ceranaéFipronil combination on life traits and physiological markers including the drone
head, midgut, abdomen and semen were examined. Drones were infected with
microsporidia and/or chronically exposed to the insecticide for 20 days in semi-field
conditions. Following exposure from emergence to sexual maturity, different physiological
effects on the drone body were observed based on the administered stressor. Microsporidia
alone induced moderate and localized effects in the midgut, whereas Fipronil alone
induced moderate and generalized effects. The parasite/insecticide combination synergized
to drastically affect both physiology and survival, with an important and generalized
action, challenging mating success. In terms of fertility, semen was strongly impacted
regardless of stressor, suggesting that drone reproductive functions are very sensitive to
stress factors. These findings suggest that drone health and fertility impairment might
contribute to poorly mated queens, leading to the storage of poor semen quality and poor
spermathecae diversity. Thus, the queen failure observed in recent years might result from

the continuous exposure of drones to multiple environmental stressors.

Keywords: honey bee, drone, pesticides, parasites, interaction, physiology, fertility,

synergy
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Introduction

Through reproduction, sexual species have the ability to respond to environmental
stressors in their habitats by producing adapted offspring. However, pollutants and
biological agents might threaten sexual reproduction. For instance, in humans, some fungi,
bacteria, viruses and parasites (1-3), as well as xenobiotics, such as endocrine disruptors
and pesticides, cause fertility impairment in individuals of both sexes (4-6). Similar
impairments have been observed more broadly in wildlife, including vertebrates and
invertebrates (7-9). In insects, reproductive disorders induced by environmental stressors
can result in fertility decline (10-21), a change in reproductive behavior, such as ahoice
sexual partner(s) and mating success (22, 23), and diverse effects on offspring production
and physiology (10, 24-29).

The effects of numerous stressors on the health of organisms have gained increasing
interest because of possible impacts not only on animal health but also on ecosystem
function (30, 31). Among various stressors, the combined effects of pollutants and
simultaneous infection by parasites on host health are of primary concern (30, 31).
Depending on the stressor combination, joint effects can be antagonistic, additive or
synergistic. A synergistic interaction is defined as a combination of stressors that results in
a greater effect than the cumulative expected effect from independent exposure (32). The
synergistic interaction of chemicals combined with natural stressors has been studied on
aquatic organisms, such as Daphnia and Artemia (30, 33), and more recently on the honey
bee (34-41). Co-exposure might induce additive or synergistic effects, as shown in honey
bee workers (34-37, 39) and queens (40). However, the drone caste has not been examined
despite evidence that reproductive disorders can lead to species weakening. These
disorders have rarely been suggested to explain the pollinator decline that has been
observed worldwide, particularly in the decline of bee populations exposed to stressors (42,
43). The honey beépis mellifera(Hymenoptera: Apidae), is a valuable host model to
study the ecological and evolutionary dynamics of host/parasite/pesticide interactions in
eusocial insects because of its economic value, genetic diversity, available data on its
biology and parasites, and pioneer studies on honey bee/parasite/pesticide interactions.

The honey bee, a species reported to be declining in the Northern hemisphere (44, 45),
has a singular mode of reproduction that uses a haplodiploid sex determination system and

polyandry. Thus, at an early stage of its life, a young diploid queen mates with up to 20
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haploid drones in specific sites called drone congregation areas, where fierce competition
occurs due to a highly male-biased sex ratio (46, 47). Following mating, a small proportion
of the spermatozoa received from each drone migrates into spermatheca to be used by the
qgueen to fertilize eggs throughout her life (46, 47). The diversity of sperm stored, a result
of the polyandry, enables high intra-colonial genetic diversity that enhances survival,
fitness, productivity and resilience to environmental disturbances (48-50). Moreover,
sperm diversity plays an important role, but sperm quality is also extremely important
because drone semen quality determines spermathecal content, which is closely linked to
gueen reproductive potential (20). Thus, a drone is a key individual at the origin of a
cascade of events required for colony growth and sustainability. However, although drones
are key to colony health, the effects of drone exposure to environmental stressors have
been poorly investigated. Some studies, mostly focused on the effects of Varroa mites and
mite treatments, have shown that drone survival (51-53), fertility (11, 12, 54) and mating
behavior (12) are impacted. More recently, studies have shown that other environmental
stressors, such as the microsporidiNosema api¢l8), and systemic insecticides, such as

neonicotinoids (55) and Fipronil (20), might also affect drone survival and/or fertility.

To study the effects of pathogen/pesticide co-exposure, we exposed drones in semi-field
conditions from emergence to sexual maturity to the microspadvidsgma ceranaevhich
is suspected to be a major cause of honey bee decline in Southern Europe (56), and/or the
insecticide Fipronil, which is known to impair drone fertility (20), (Fig. 1). We wanted to
know whether this combination induced synergistic effects in male honey bees as has been
previously reported in workers (35, 36). In this case, the effects on drones were assessed
with an original approach examining drone fertility, life traits and primary physiological
functions (neural, metabolic, immune, detoxification and antioxidant functions) using a
battery of physiological markers in different biological compartments (see Materials and
Methods section for more details, Fig. 1 and Table 1). These physiological markers were
chosen for their relevance to assess the effects of anthropogenic pollutants (41, 57-59),
biological agents (34, 60), and nutritional deficiency (60) on honey bee physiology and
were quantified in the head, abdomen, midgut, and semen. We then discuss the implication
of these results on honey bee reproduction as well as their consequences on queen
impoverishment, which leads to queen failure and is suspected to be a major cause of

colony loss in winter (61-63).
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Fig. 1. Experimental design

Drones were exposed to the pathoferceranaethe insecticide Fipronil or both under semi-field
conditions. Newborn drones were individually fed a sugar syrup solution contaminated @@@ 50
spores ofN. ceranag(A) and cloistered in a queenless colony placed under a tunnel covered with
an insect-proof netB). For 20 days, colonies were supplied daily by foragers that gathered in a
feeder with contaminated sugar syrup solution with Fipronil at 0.1'u@). At the end of the
experiment, drones were caugi)(to collect semen in a glass capillary)( Following the
exposures, drone life traits were investigated, and analyses of physiologikaftsriarthe head,
abdomen, midgut and semen were perfornkgd (

Results

Drone life history traits

The survival and sexual maturity rates of drones, the semen volume per drone, the
spermatozoa concentration in semen and the levéll.oferanaecontamination were
recorded at the end of a 20 days exposure period. For survival and maturity rates, semen
volume and spermatozoa concentration, no significant differences were observed (n = 4 per
modality, Fig. 2), although in some cases, trends seemed to emerge. For the
N. ceranaéFipronil interaction, the survival rate dropped from approximately 70% to 40%,
suggesting a synergistic effect (Fig. 2A). Moreover, although maturity rate and semen
volume were not affected (Fig. 2B and 2C), the spermatozoa concentration decreased by
approximately 20% for théN. ceranae Fipronil andN. ceranaé~ipronil combination
groups (Fig. 2D). Finally, the infection level of 20 day-old drones Witberanagln = 12
per modality) revealed a parasite load of approximately 3¢°sf@res per individual for

the N. ceranaeand N. ceranaé-ipronil stressorsR < 0.001 in both case, Fig. 2E). The
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control and Fipronil groups exhibited a parasite load of approximately 40 000 spores.
Furthermore, n?. ceranaespores were observed in drone sperm, which contrasts with the

sperm contamination observed in drones of similar age exposedns(18).

Fig. 2. Effects of the stressors, alone or combined, on drone life traits

The effects of the pathogen and the insecticide alone or in combination were studied

individual level. The survival rateA, the sexual maturity rat), the semen volume per drone

(C) and the spermatozoa concentratibn) vere measured for each hive (n = 4 for each stressor
modality). The level oN. cerana& infection E) was determined using 3 samples of 5 drones per

hive (n = 12 for each modality of treatment). The data represent the mean valtmsdard

deviations. Statistical analyses were performed using a post-hoc Wilcoxon tdst finstt four

parameters A-D). A generalized linear mixed model was applied to the leveN.oterana

infection E) considering a random effect of the hives from which the drones came. Significan
differences aP ” EHWZHHQ PRGDOLWLHYVY DUH H[SUHVVHG ZLWK GLI|

Physiological markers in individual drones

Various physiological markers were tested in three biological compartments (head,
midgut, and abdomen). These markers are linked to one or more key physiological
functions related to the immune system (glucose oxidase (GOX), phenoloxidase (POX)
and alkaline phosphatase (ALP)), the xenobiotic detoxification system (glutathione-S-
transferase (GST) and carboxylesterases 1, 2 & 3 (CaEs)), antioxidant defense (GST,
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glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), catalase (CAT), glutathione peroxidase

(GP), glutathione reductase (GR)), neural activity (acetylcholinesterase (AChE)) or

metabolism (G6PDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GA3PDH), lactate
dehydrogenase (LDH), adenosine triphosphate (ATP), CaE 1, CakE 2, CakE 3, GST)

(Tablel).

Physiological markers responses (Mean + SD)

Physiological marker Tissue unit Physiological functions Control Nosema ceranae Fipronil [0.1 pg.L ,1,1 Nos + Fip [0.1 pgAL/{]
AChE head mUA.min™.mg of tissue™ neural 253.9 +£30.2 a 235.9+35.0 ab 221.2+27.0 b 226.7 +15.8 b
GOX head mUA.min.mg of tissue™ immune 32.3+14.6 a 32.1+135 a 34.0+187 [a 30.5+18.7 a
GA3PDH head mUA.min.mg of tissue™® metabolic 325.1+54.3 a 3345411 ab 336.7 £ 39.6 ab 391.8+41.1 b a
LDH head mUA.min.mg of tissue™ metabolic 46.5 + 4.0 a 46.0 +3.8 a 52.5+5.2 b a 53.0+3.4 ba
ATP head UL.mg of tissue™ metabolic 11117.6 +1023.4 a 11779.2+900.8 ab 11171.3+587.7 a 12421.8 + 823. b a
GST head mUA.min.mg of tissue  metabolic. detoxification. antioxidant 2523+265 a 2532+281 a 232.8+23.0| ab 228.3+ 152 b b
G6PDH head mUA.min".mg of tissue™ metabolic. antioxidant 7.8+0.7 a 72+13 a 7.2+1.0 a 7.1+£09 a
CAT head mUA.min.mg of tissue™ antioxidant 139.5+51.9 a 164.3+58.4  ab 158.1+£99.0| ab 244.9 + 54.7 b a
GP head mUA.min".mg of tissue™ antioxidant 249+4.4 a 25.0+4.4 a 31.0+6.3 b a 32.8+5.2 b a
GR head mUA.min".mg of tissue™ antioxidant 20.4+5.6 a 21.6+4.4 a 23.1+39 ab 26.0+4.9 b a
CaE-1 abdomen mUA.min.mg of tissue™ metabolic. detoxification 316.6 + 66.4 a 2755+394 a 265.8+328| a 2944+544| a
CaE-2 abdomen mUA.min™.mg of tissue™ metabolic. detoxification 5189+483 a 523.8+294 a 501.9+326| a 506.2+245| a
CaE-3 abdomen  mUA.min".mg of tissue™ metabolic. detoxification 70.0 +14.8 a 66.9+8.1 a 68.7+9.56 | a 72.6 +15.2 a
POX abdomen  mUA.min™.mg of tissue™ immune 21+0.8 a 25+1.0 a 83207 b a 33+£0.6 b a
CaE-1 midgut mUA.min.mg of tissue™ metabolic. detoxification 910.7+172.3 a 913.2+1340 a 1003.0+140.7 | a 993.8+1155| a
CaE-2 midgut mUA.min™.mg of tissue™ metabolic. detoxification 536.5+943 ab 521.5+119.2 a 607.1+61.8 b 577.8 + 66.7 ab
CaE-3 midgut mUA.min".mg of tissue™ metabolic. detoxification 209.2 +£49.3 a 211.6 +42.0 3 260.5 +45.2 b 280.8 +37.4 b a
ALP midgut mUA.min™.mg of tissue™ immune 19.4+5.6 ac 14.0+4.7 b b 20.5+6.4 c 16.0+5.5 ab
ATP midgut UL.mg of tissue™ metabolic 23798.2 £ 7663.7 a 28557.6 + 12897.7] a 22123.8 £9941.7 a 22613.4 £9276.1\ a
GST midgut mUA.min.mg of tissue™  metabolic. detoxification. antioxidant 203.3+39.7 a 204.4+37.1 | a 222.0+250 a 254.3+27.7 b a
CAT midgut mUA.min™.mg of tissue™ antioxidant 11548+ 3156 a 1414.8 +208.4 \bc a 1345.4 £330.8 ab 1606.4 £ 313.8 \c
Table 1. Effects of the stressors, alone or combined, on physiological markers in

drones

A multiple markers approach was performed to study the effects of theossrés the head,
midgut and abdomen of drones. Each marker was associated with one or more of the main
physiological functions (neural, metabolic, immune, detoxification and antioxidant).datae
represent the mean values * standard deviations of the physiological markers resymesssd
in milliunits of Absorbance (mUA) or in Luminescence Intensity (LI) forFAT hree samples of 6
drones were measured from each hive (n = 12 for each modality of treatmentjatistica

analyses, a generalized linear mixed model was applied considering a randorofdfiechives

from which the drones came. Significant differenceB &t

EHWZHHQ PRGDOLWLHYV Dl

with different letters. Red arrows indicate the direction of the modulatlative to the control

group.
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In drones infected witN. ceranaesignificant effects were only observed in the midgut
for ALP (P = 0.018) and CATRK = 0.025); ALP was decreased, whereas CAT was
increased. These results suggest changes to immune defenses, antioxidant activity, and
metabolism. After sublethal chronic exposure to Fipronil, significant effects on the drones
were observed in all compartments and on five physiological functions studied. AChE was
negatively regulated?= 0.017), whereas LDH, GP, POX and CaE 3 increaRed(.012,
P = 0.04,P = 0.007 and® = 0.004, respectively). Finally, the changes observed from each
stressor alone were also observed forNheeranaé-ipronil combination except for ALP.
In the midgut, compared to each stressor alone, CAT and CaE 3 changes were enhanced
with the combination of stressors, appearing to generate synergistic éfecddsq012 and
P’ UHVSHFWLYHO\ ORUHRYHU VL[ DGGLWLRQ@DO SK\'
affected by the stressor combination, which also suggest synergistic effects: GA3PDH
(P =0.038), ATPRP =0.017), GST in headP(= 0.045), GST in midguf< 0.0001), CAT
in head P = 0.049), and GRR = 0.01). Interestingly, GST was increased in the midgut
and decreased in the head, indicating tissue-dependent regulation of the synergetic effect
(Table 1).

Cluster analysis of the physiological markers showed a tendency of replicates to group
according to the stressor administered to the honey bee drones (Fig. 3A). The clusters are
more homogeneous for controls and the stressor combindllorcgranaé=ipronil).
Principal component analysis (PCA) provides a visual representation of the physiological
states of drones exposed to different stressors (Fig. 3B-D) and discriminated all of the
treatments (Fig. 3B). Moreover, tiNe ceranad-ipronil stressor was clearly distinct from
the control. In the head and midgut, physiological makers linked to metabolism,
antioxidant defenses and detoxification systems appeared to have the largest influence
distinguishing the physiological state of drones according to the stressor experienced
(Fig. 3C). The statistical analyses performed on the values of the two main axes of the
PCA showed a significant difference between Fipronil and the control and between
N. ceranaéFipronil and all of the other treatments (Fig. 3D).
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Fig. 3. Effects of the stressors, alone or combined, on thbysiological state of drones

According to stressor, the clustek)(and the principal component analys& éhow a global

approach of changes to the physiological markers in the head (h), midgut (m) and ataoofien

drones. A color code is assigned to BKabVUHDWPHQW B3EODFN" IRU WKH FRQWUF
the N. ceranae JURXS 1RV SUHG® IRU WKH )LSURQLO JURXS )
N. ceranaéFipronil group (Nos+Fip). In the cluster analysis, the first number refers to the hive, and

the second refers to the sample. The correlation ci@lén@icates the significance of the markers

in the PCA representation. For statistical analysis, a post-hoc Wilcoxon test was applied t

values of the two main axes of the PGAvalues are indicated in the tabl#)(
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Physiological markers for fertility in drone sperm

Physiological markers were studied in semen. Each marker is linked to one key
physiological function (CAT, superoxide dismutase (SOD) for antioxidant ability and
LDH, ATP and reducing potential (Red Pot) for metabolism) (Fig. 4, for more details see
Materials and Methods section). In responséNtaceranaeinfection, significant effects
were only observed in the Red Pot of drone sperm (FigP4A, DQG SRVLWLYH
changes were observed in spermatozoa (Fig. 4D). After sublethal chronic exposure to
Fipronil, significant positive changes were observed in sperm for Red Pot and ATP values
as well as for CAT in spermatozo® (” LQ ERSWYKFinaIR,Vidr the
N. ceranadFipronil interaction, a significant positive change was only observed for CAT
in spermatozoa (Fig. 4P ” +RZHYHU SRVLWLYH WHQGHQFLHV
and LDH (Fig. 4C) were observed in seminal fluid. Interestingly, no changes to
spermatozoa ATP levels were measured, (Fig. 4B). In seminal fluid, no SOD changes
(Fig.4E) were observed, in contrast to CAT activity in spermatozoa (Fig. 4D), suggesting

a compartment-dependent response to oxidative stress.
Integrative analysis of all physiological markers

Here, in Cluster and PCA analyses, all of the compartments (head, midgut, abdomen,
sperm, seminal fluid, and spermatozoa) and all of the physiological markers were used to
compare the effects of different modalities. Samples from three out of four stressor groups
(i.e. Control, Fipronil, N. ceranaéipronil) were grouped. Interestingly\. ceranae
samples maintained heterogeneous distribution in the total cluster, which has been
previously observed (Fig. 5A). Additionally, integrative PCA clearly discriminated
between all of the stressors with significant differences between all of the groups
(Fig. 5B-D). Interestingly, physiological parameters measured in semen and those
measured in the head and midgut linked to metabolism, antioxidant defenses and
detoxification systems were the key physiological markers explaining the separation of the

experimental groups (Fig. 5C).
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Fig. 4. Effects of the stressors, alone or combined, on physiological markers in semen

Physiological markers were studied in semen. The reducing potextiahi ATP contentR) in

semen and the LDH activity in seminal flui€)(were measured to assess the effects of each
treatment on sperm metabolism. The CAT activity in spermatozoa @panfl the SOD activity

in seminal fluid E) were measured to assess the antioxidant response. The data represent the mean
values + standard deviations of the parameters expressed in milliUnits of Absorb&i#def¢m

Red Pot, LDH, CAT and SOD, or in Luminescence Intensity (LI) for ATP (n = 4 for eadhlity

of treatment). Statistical analyses were performed using a post-hoc Wilcoxo®itgsficant
differences aP ” EHWZHHQ PRGDOLWLHY DUH H[SUHVVHG ZLWK GLI
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Fig. 5. Effects of the stressors, alone or combined, on the physiological state of drones
including semen

The cluster A) and the Principal Component Analys&3 éhow an integrative approach to assess

the physiological markers studied in the head (h), midgut (m), abdomen (a) and sem&n (s)
GURQHV $ FRORU FRGH LV DVVLIJQHG WR HDFK & URDWHRHWRE
the N. ceranae JURXS 1RV SUHG® IRU WKH )LSURQLO JURXS )
N. ceranaéFipronil group (Nos+Fip). In the cluster analysis, the first number refers to the hive, and

the second refers to the sample. The correlation ci@lén@icates the significance of the markers

in the PCA representation. For statistical analysis, a post-hoc Wilcoxon test was apgled on

values of the two main axes of the PGAvalues are indicated in the tabl#)(
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Discussion

In ecosystems of the biosphere, each environmental stressor has the ability to disturb
organisms from the molecular to population level. The effects can range from small
cellular changes to the death of individuals and might include behavioral and reproductive
disorders. However, in ecosystems, organisms are seldom exposed to only one abiotic or
biotic stressor and are often exposed simultaneously to several environmental stressors. In
combination, these stressors can elicit different types of effects, including additive,
synergistic and antagonistic effects (30, 32). Based on previous studies of honey bee
workers exhibiting a synergistic effect from the pathogen/insecticide association
N. ceranaéFipronil, we hypothesized that a synergetic effect might also occur in
reproductive castes, particularly drones, which have a critical role in the life cycle of a
honey bee colony. Indeed, drones have a key role ensuring genetic diversity via polyandry
DQG DOVR FRQWURO VHPHQ TXDOLW\ ZKLFK WKH TXHHQ'
48-50). Thus, survival, mating success and semen quality are key criteria whose integrity
must be preserved in honey bee colonies. To this end, individuals possess a cellular arsenal
(immune, detoxification, and antioxidant systems) to respond to biotic and abiotic stress
factors or combinations of these factors. Thus, effects of Nheceranaé=ipronil
combination on the drones were investigated from the physiological to the phenotypic level
following the exposure of drones, in a semi-controlled environment, from emergence to

sexual maturity.

According to the effects on the life history traits and physiological parameters at the
individual scale, without considering semen, differential action of the stressors, which was
moderate and limited to the midgut fdr ceranaeand very important and widespread for
the N. ceranaé-ipronil (Table 1, Fig. 2 & 3), was observed. ExposureNtoceranae
induced a strongly localized response in the midgut by interfering with immunity and
defenses against oxidative stress without affecting the metabolism (Table 1). These
localized disturbances might be explained by the fact khateranaeis a honey bee
parasite specific to intestinal cells that disrupts the homeostasis of the digestive system
(56) by hijacking the ATP of the host midgut epithelium (64) and by affecting its defense
mechanisms (38, 56, 65). However, although males showed disturbances in defense
systems, physiological markers showed no effects on metabolism, particularly ATP level.
In any case, the survival of drones (Fig. 2A) was not engaged, as has already been

observed in honey bee strains toleranNtaceranaeg(66) but not in strains susceptible to
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N. apis (18) andN. ceranae(66). Moreover, the heterogeneity of drone response to the
microsporidia, as observed in cluster analysis (Fig. 3A), potentially explaining the presence
of individuals exhibiting different levels of pathogen tolerance, which might explain the
moderate global impact of infection on the overall physiological state of drones
(Fig. 3B-D). Regarding chronic exposure to insecticide, all of the studied major
physiological functions (metabolism, nervous system, immune system, detoxification
system and defenses against oxidative stress) were disturbed in all of the biological
compartments. However, Fipronil atdl ceranaedo not impact the same physiological
marker, which is revealed as specificity in the mode of action of the two stressors
(Tade 1). In the honey bee, Fipronil is known to disturb cellular metabolism (20, 41, 67),
the nervous system (68, 69), detoxification system (41, 58) and immunity (38, 69) and to
elicit changes in the antioxidant system (58) that are linked to the production of reactive
oxygen species, as in other organisms (70). The general effect of the insecticide on drones
reveals systemic properties in the honey bee like in other animals (71) and in plants (72).
However, despite the general effect, survival does not appear to be affected at this level of
foraged food contamination as recently observed by Kairo et al. (20). Nevertheless, when
considering (i) previous studies showing the ability of Fipronil to alter the cognitive
functions of workers (73-77), (i) AChE changed in drones (i.e., the enzyme involved in
the cholinergic synapses) (Table 1) and (iii) the weakening of individuals, revealed by the
generalized physiological disturbances (Table 1, Figs. 3B-D), it is legitimate to think that
exposure to Fipronil mighDbOWHU D GURQHTV DEL @xposedwdrgener® S H W H
in the drone congregation area and to mate with the queen. Upon co-exposure
(N. ceranadFipronil), the effects induced bM. ceranaeand Fipronil alone were also
observed but in some cases were increased. In addition, 6 new markers were modulated,
confirming the synergistic effects of the interaction (Table 1, Fig. 3). Thus, the overall
physiological state of individuals exposed to the combined stressors was different from that
of individuals in the other groups and was completely distinct from that of the control
individuals (Figs. 3B-D). These results might explain the excess drone mortality upon
co-exposure td\. ceranaeand Fipronil that was clearly observed in honey bee workers
(35, 36). Under the co-exposure conditions of this study, the adverse impact was not
limited to a failure in mating success, as mentioned above for Fipronil, but in cases in
which survival is committed, they might be extended to a drone population drop in

congregation areas. This drop in drone population could result in a lower selective pressure
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and, in turn, in the mating of drones that are less vigorous and less adapted to their habitats.
This scenario would reinforce the assumptions highlighting a decrease of healthy drones to
explain the lower quality of queens observed in apiaries (54, 78, 79). Thus, even if fertility
aspects are not considered, impairments of male integrity could lead to poor queen quality
and, consequently, could be sufficient to alter the develBQW RI SGDXJKWHU FROR

Regarding fertility, the results suggest that semen quality is impacted regardless of
stressor. These changes result in metabolic disturbances and affect oxidative stress defense,
which were both physiological functions studied in sperm (Fig. 4). Interestingly, the
physiological damage induced by both stressors at the individual level was also observed
in the sperm. Moreover, each stressor had a significant impact on fertility parameters
whereas at the individual level, differential effects occur. This finding was supported by an
integrative analysis of all of the measured physiological markers (individuals including
semen) showing that all of the groups can be clearly distinguished (Fig. 5). The fact that
males exposed thl. ceranaeexhibit a different physiological state from all of the other
groups (control, Fipronil and the combination Nf ceranaé-ipronil) suggests that
reproductive functions are more sensitive to stressors compared than other studied
functions. Regardless of stressor, fertility impairment is observed at the phenotypic level,
with a decline in sperm concentration of approximately 20%, whereas the maturity and
semen volume of the drones are not affected (Figs. 2B-D). Although these results are not
statistically significant and only a trend for an effect has emerged, in the case of Fipronil,
the results are highly consistent with those of a previous study clearly showing the effects
of insecticide on both sperm concentration and metabolism with similar disorders (20).
Thus, whatever the nature of the stress factor considered in this study at the individual
level, semen quality appears altered in the same way. Hence, even if queens were not
affected by a shortage of drones able to mate, they would likely be affected by the poor
quality of the semen received. This finding suggests that these effects influence not only
the reproductive success of a queen, as has been observed with males exposed to Fipronil,
but also the offspring (20).

In conclusion, this study is the first in the available literature that shows the
additive and synergistic effects of an insecticide/pathogen combination
(N. ceranadFipronil) on the males of a eusocial insect species. Similar effects have been
shown on the survival and physiology of drones but not on their fertility. Indeed, the
results have shown effects on sperm quality regardless of stress factor dgptedafae
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and Fipronil alone or in combination). Consequently, the high sensitivity of fertility
parameters suggests that reproduction could be one of the first functions of drones affected
in stressful conditions. As a result, stresses exerted alone might not affect the vitality and
survival of individuals but could have many effects on reproductive functions. All of the
changes observed in the drones and/or their fertility can have serious consequences on the
life cycle of an A. mellifera colony. Even if the physical integrity of the drone were
preserved, allowing him normal behavior and unchanged mating success, damage would
result by transmitting poor quality semen, affecting not only queen performance but also
the offspring. If the physiology of drones is strongly impacted to jeopardize their survival,
mating performance might be compromised and lead to a shortage of healthy males in
congregation areas. This might lead to poorly mated queens related to decreased selection
pressure and/or a potential loss of genetic diversity, which would be largely detrimental to
the species. This study highlights the need to study the effects of stress factor combinations
on fertility problems in the honey bee as one of the mechanistic explanations for queen
failure. This study also highlights the need for a multi stressor approaches when studying

reproductive disorders affecting many species in the biosphere.

Materials and Methods

Experimental design

Drones were exposed to the insecticide Fipronil and/or the patiigegranaeunder
semi-field conditions in Avignon (South France) between early June and late July of 2012.
Drones were reared from emergence to sexual maturity for 20 days in queenless colonies
placed in compartmented tunnels covered with an insect-proof net. Homogeneous batches
of 300 drones were cloistered in queenless colonies containing 5000 workers, 1 brood
comb and 5 empty combs for food storage according to a previously described protocol
(20, 80). Drones, worker bees and brood combs needed for the study were obtained from
honey bee colonies that were monitored for their sanitary status and specially checked for
the absence Nosema spp. infection.
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N. ceranae experimental infection and exposure to Fipronil

To test the effects dfl. ceranaé-ipronil interaction on drones, 4 experimental groups
of 4 queenless colonies each were established: the control group (Ctrl), a group infected
with N. ceranae(Nos), a group exposed to Fipronil (Fip) and a group both infected with
N. ceranaeand exposed to Fipronil (Nos+Fip). Before introduction to queenless colonies,
emerging drones were individually fed 2 pL sugar syrup (50%, w/v) with or without 50000
spores oN. ceranaewhich is a realistic infectious load (81) (Fig. 1A). Fresh spores were
isolated from forager bees of local colonies naturally infected with the microsporidium
(34). Confirmation of the speci®é& ceranaewas performed by standard PCR (34). Under
the tunnel, colonies were daily supplied by foragers that collected sugar syrup, crushed
pollen and water in feeders outside the colony (Fig. 1B and C). The sugar syrup (50%, wi/v,
0.1% DMSO) with or without Fipronil at the relevant environmental concentration of 0.1
pg.L-1 (82) was provided daily from 8:30 a.m. to 11:30 a.m. Crushed pollen and water
were available for the remaining time (20). Thus, drones were chronically exposed to the
insecticide in the hive via food gathered by foragers mimicking natural exposure
conditions. Twenty days after introduction, the surviving drones were caught (Fig. 1D),
and the endophallus was manually everted to collect semen in a glass capillary using an
insemination syringe (83) (Fig. 1E). Fresh drone semen samples from the same colony
were pooled in a glass capillary and kept at 21°C in the dark until analysis the next day.
Drone bodies were frozen immediately at 80°C after semen collection for further analysis.
Thus, the effects induced Wy. ceranae Fipronil and the combination of both stressors
were investigated from the drone life traits to the main physiological functions using
physiological markers linked to neural, metabolic, detoxification, antioxidant and immune
functions (Fig. 1, Table 1).

In this study, it was difficult to perform a large number of measurements because (i) the
protocol required the individual feeding of 4800 newborn drones to expose them to the
microsporidium, (ii) fertility and physiological parameters required a large volume of
semen, and a mature drone produces less than 1 L, and (iii) some parameters, such as

survival rate, can only be measured at the colony level.
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Drone life traits

After 20 days of exposure in the hive, drone life traits such as survival, maturity,
infection with N. ceranae semen volume and spermatozoa concentration were
investigated. The drone survival rate was estimated by counting the remaining surviving
drones. The maturity rate of drones was assessed by measuring the number of drones able
to provide sperm after stimulation, and the overall semen volume per colony was
determined during the semen collection process. The average semen volume per drone was
calculated from the two previous parameters. The semen concentration was estimated by
counting spermatozoa under a phase contrast microscope using a Neubaeur
improved/Petroff counting cell. Semen was diluted (1:1500) in Kiev solution (36 g/L
trisodium citrate, 3.6 g/L sodium bicarbonate, 0.6 g/L potassium chloride, 5 g/L glucose, 3
g/L sulfanilamide, pH 8.5, osmotic pressure 460 mOs/mL) (20) and counted in triplicate.
For each of these previous parameters, one measure per colony was obtained and four
colonies were investigated (n = 4 for each modality). To determine theNewdranae
infection in 20 day-old drones, 3 samples of 5 drones per hive were analyzed (n = 12 for
each modality). Briefly, abdomens were crushed in distilled water, and the resulting
suspension was filtered. The spore concentration of the suspension was determined using a

Malassez counting cell (34).
Analysis of physiological markers

To study the effects of different stressors on drone physiology, enzymatic and non-
enzymatic markers were measured in the head, midgut, abdomen and semen (Fig. 1, Table
1). Thus, the activities of AChE, GOX, GA3PDH, G6PDH, GP and GR were measured in
the head. Activities of POX, ALP and SOD were measured in the abdomen devoid of
midgut, midgut and spermatozoa, respectively. The ATP content was measured in the
head, midgut and semen, and the Red Pot was also measured in semen. GST activity was
measured in the head and midgut. LDH activity was measured in the head and diluted
seminal fluid. CAT activity was measured in the head, midgut and spermatozoa, and CaEs
were measured in the midgut and abdomen (Fig. 1, Table 1). In the head, midgut and
abdomen, 3 samples of 6 drones each were analyzed per hive (n = 12 for each modality).
For semen, one measure per colony was performed (n = 4 for each modality). For each
sample, each biological parameter was determined in triplicate with an infinite® F500
plate reader from TECAN (Lyon, France) (Fig. 1F).
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Sample preparation

For assays in the head, midgut and abdomen, the tissue from 6 drones was homogenized
in lysis buffer [10 mM NaCl, 1% (w/v) Triton X-100, protease inhibitors (2 pgimL-
antipain, leupeptin and pepstatin A, 25 units.mL-1 aprotinin and 0.1 mg.mL-1 soybean
trypsin inhibitor), 40 mM sodium phosphate, pH 7.4] to obtain a 10% (w/v) extract (84).
Tissues were homogenized with a Tissue-Lyser Il (Qiagen®) homogenizer for 5 periods of
10 s at 30 Hz separated by an interval of 30 s. After 10 min, the homogenization procedure
was repeated a second time. The homogenate was centrifuged for 20 min at 15 000 g, and
the supernatant was used to analyze enzymes activities and non-enzymatic compounds in
the biological compartments. For enzymatic assays in semen, the semen was diluted in an
equal volume of Kiev solution and centrifuged for 20 min at 16 000 g to separate
spermatozoa and seminal fluid (85). The supernatant, corresponding to seminal fluid, was
recovered to measure LDH and SOD activities. The pellet, corresponding to spermatozoa,
was rinsed twice by suspension in Kiev solution, centrifuged and recovered. Then, the
pellet was diluted 10% (v/v) in lysis buffer to lyse the spermatozoa. The cellular debris
were removed by centrifugation for 15 min at 15 000 g before measuring CAT activity. All
of the procedures were performed at 4°C. Unlike enzymatic activity measurements, the
ATP content and the reducing potential were measured in non-separated semen at room

temperature.
Acetylcholinesterase (AChE)

AChE is a neural enzyme involved the controls nerve transmission by hydrolyzing the
neurotransmitter acetylcholine in the synapse. Head AChE activity was determined,
spectrophotometrically at 412 nm in reaction medium containing 0.3 mM acetylthiocholine
LRGLGH $F6&K , -dithiobR-2-nitrdfhenzoic acid (DTNB) and 100 mM sodium
phosphate (Na3P0O4) pH 7.0 according to the method of Ellman et al. (86) modified by

Belzunces et al. (84).
Glucose oxidase (GOX)

GOX catalyzes the oxidation of D-glucose into D-gluconic acid and hydrogen peroxide
(H202), which has antimicrobial properties. Excreted in honey by salivary glands, this
enzyme is involved in the social immunity of honey bees. Head GOX was assayed by
assessing the oxidation of o-dianisidine by H202 at 430 nm. The reaction medium
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contained 100 mM glucose, 2.5 Units/200 uL peroxidase, 0.3 mM o-dianisidine and 125
mM potassium phosphate pH 7.0 (34).

Phenol oxidase (POX)

POX plays a role in the individual immunity of insects through the melanization process
involved in tissue regeneration and encapsulation of foreign bodies, such as pathogens.
Abdomen POX activity was determined by following the conversion of 3, 4-dihydroxy-L-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) into melanin at 490 nm. The reaction medium
contained 20 mM NacCl, 0.4 mg.mL-1 L-DOPA and 10 mM sodium phosphate (NaH2PO4)
pH 7.2 (34).

Alkaline phosphatase (ALP)

ALP plays an important role maintaining the homeostasis of gut tissues due to its
involvement in many metabolic processes linked to immune responses. The midgut PAL
dephosphorylating activity was monitored by the conversion of p-nitrophenyl phosphate p-
NPP) into p-nitrophenol at 410 nm. The reaction medium contained 20 uM magnesium
chloride (MgClI2), 2 mM p-NPP and 100 mM Tris-HCI pH 8.5 (87).

Carboxylesterases 1, 2 & 3 (CaEs)

CaEs are involved in numerous metabolic and detoxification processes. Midgut and
abdomen CaE-1, CaE-2 and CaE-3 were assayed according to their respective specific
VXEVWQDW®KWK\O - HWIDVEIKW K\O -4 di\pbDitkdophenyl acetate
(p-NPA), respectively. The reaction medium contained 0.01 mM acetylcholinesterase
LOQKLELWRU %: &-1% -NROr p-NPA and 100 mM sodium phosphate
(NaH2PO4) pH 7.0. For CaE-1 and CaE-2, catalysis proceeded for 1 min and wad stoppe
by adding 0.2 reaction volume of a solution containing 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)
and 4 mg.mL-1 fast garnet GBC sulfate salt. The absorbance was read at 568 nm and 515

nm, respectively. CaE 3 activity was continuously monitored at 410 nm (88).
Adenosine triphosphate (ATP)

ATP, the energy fuel of the cell, is also a coenzyme involved in numerous metabolic
reactions. ATP content in the head, midgut and semen was determined using ATPlite kit
(PerkinElmer) based on luminescence measurements produced by the oxidation of D-

luciferin by luciferase that involves 1 molecule of ATP and O2 (80, 89).
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Reducing potential (Red Pot)

The Red Pot corresponds to the ability of cells to reduce compounds linked to metabolic
activity. The Red Pot in semen was assessed using a Prestoblue kit (Invitrogen). The assay
was based on the reduction of the cell permeable compound resazurin to a red fluorescent

resorufin. The absorbance of resorufin was measured at 570 nm (80).
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GA3PDH)

GAS3PDH reversibly catalyzes the conversion of glyceraldehyde-3-phosphate (GA3P) in
the presence of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) into 1,3-biphosphoglyceric
acid (1,3-BPG) and the reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)
during glycolysis and plays an important role in energetic metabolism. GA3PDH can also
catalyze the reverse reaction when gluconeogenesis overtakes glycolysis. GA3PDH
activity was determined in the head with the reverse reaction using 3 phosphoglyceric acid
(3-PGA), which is converted by phosphoglycerate kinase (PGK) into 1,3 BPG. 1,3-BPG is
converted to GA3P in the presence of NADH whose oxidation was followed at 340 nm.
The reaction medium contained 7 mM 3-PGA, 4 mM L-cysteine-HCL neutralized with
sodium bicarbonate (NaHCO3), 2 mM magnesium sulfate (MgS0O4), 120 uM NADH, 1.2
mM ATP, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 5 units.mL-1 3-
phosphoglycerate kinase (3-PGK), 80 mM triethanolamine buffer pH 7.0 (41).

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH)

G6PDH is a key enzyme of the pentose phosphate pathway that generates NADPH,
which contributes to the regeneration of reduced glutathione (GSH) involvedein th
defenses against oxidative stress. This metabolic pathway also contributes to the
biosynthesis of nucleotides, amino acids and some fatty acids involved in cell metabolism.
G6PDH catalyzes the conversion of glucose-6-phosphate (G-6-P) in the presence of the
oxidized form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP+) into 6-
phosphogluconolactone and the reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH). Head G6PDH activity was determined by continuously following the
formation of NADPH at 340 nm. The reaction medium contained 100 mM Tris-HCI buffer
at pH 7.4, 10 mM MgCI2, 1 mM G-6-P, 0.5 mM NADP+ and 100 mM Tris-HCI pH 7.4
(41).
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Lactate dehydrogenase (LDH)

LDH catalyzes the conversion of pyruvate into lactate in the presence of NADH. In
anaerobic conditions, LDH enables the regeneration of NAD+ used in the glycolysis
pathway. The regeneration of NAD+ was followed at 340 nm to determine LDH activity in
the head and seminal fluid. The reaction medium contained 5 mM EDTA, 0.2 mM NADH
2 mM sodium pyruvate and 50 mM triethanolamine pH 7.6 (90).

Glutathione-S-transferase (GST)

GST is mainly involved in the reaction conjugating GSH to exogenous compounds such
as xenobiotics or endogens products from cell metabolism such as reactive oxygen species
(ROS). Thus, GST plays a role in xenobiotic detoxification, antioxidant defense and
metabolic regulation. GST activity in the head and midgut was determined by measuring
the conjugation of GSH to 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) at 340 nm. The reaction
medium contained 1 mM EDTA, 2.5 mM GSH, 1 mM CDNB and 100 mM Na/K
phosphate pH 7.4. (91).

Superoxide dismutase (SOD)

62' FRQYHUWYVY WKH VXSHUR[LGH DQLRQ 2 i LQWR K\G
oxidative stress. SOD activity was indirectly measured in seminal fluid using the
[DQWKLQH [DQWKLQH R[LGDVH V\VWHP WR JHQHUDWH 2 i
competes with xanthine oxidase and limits the generation of reduced NBT, which was
followed at 560 nm. The reaction medium contained 0.1 mM EDTA, 0.1 mM xanthine,

0.025 mM NBT, 0.00833 U/mL xanthine oxidase, and 50 mM phosphate/carbonate pH 7.8
(80).

Glutathione peroxidase (GP)

The GP catalyzes the destruction of peroxides, such as H202, by oxidizing GSH and
generating H20 and oxidized glutathione (GSSG). Thus, GP contributes to the regulation
of reactive oxygen species (ROS) involved in oxidative stress. Head GP was assayed using
tert-butyl hydroperoxide (TBHP) as the substrate. The generated GSSG was reduced by
glutathione reductase (GR) in the presence of NADPH to generate GSH and NADP. The
conversion of NADPH in NADP+ was followed at 340 nm. The reaction medium
contained 1 mM EDTA, 0.2 mM TBHP, 0.85 mM GSSG, 0.16 mM NADPH, 0.25 U/mL
GR and 50 mM Na/K phosphate pH 7.4 (65).
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Glutathione reductase (GR)

As described above, GR enables the regeneration of GSH involved in the regulation of
oxidative stress. Head GR was followed at 340 nm by the conversion of NADPH into
NADP+. The reaction medium contained 1 mM EDTA, 0.85 mM GSSG, 0.16 mM
NADPH and 50 mM Na/K phosphate pH 7.4 (65).

Catalase (CAT)

The CAT catalyzes the decomposition of H202 into oxygen (O2) and water (H20) to
protect cells against oxidative stress. The decomposition of H202 by CAT was followed in
head, midgut and spermatozoa at 240 nm. The reaction medium contained 30 mM H202
and 100 mM sodium phosphate pH 7.0 (92).

Statistical Analysis

Parameters for which one measure per hive were performed (i.e., drone survival rate,
sexual maturity rate, semen volume per drone, spermatozoa concentration in semen and
physiological markers in semen; n = 4 per modality of treatment) used a post-hoc
Wilcoxon test because the small number of data points required a non-parametric test.
Parameters for which several measures per hive were performed (i.e., physiological
markers response in drones and the lev®l.aferanaeanfestation; n = 12 per modality of
treatment) used a generalized linear mixed model with random effect on the hive from
which drones came. These statistical analyses were performed using the package "Ime4" in
R software (93).

The effects of different treatments on drone physiology were described with 2
complementary approaches. A principal component analysis (PCA) was performed using
WKH SDFNDJH 3DGH ~ LQ WKH 5 r& Rriogps Oroil the PCA7TR FRF
representation, a post-hoc Wilcoxon test was applied on the values of the two main axes of
the PCA. In addition, a hierarchical classification of data was performed using
PermutMatrix software for analyzing and visualizing data (95). For the latter approach,
data normalization was required to convert each measure to the rate of variation compared
to the average of controls. These analyses were performed considering physiological

marker responses, first in drone and then in drones plus semen.
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Bilan

Cette étude a permis de metteQ pYLGHQFH G H\WiferR&dM FpmbilFewW L R Q
de N. ceranaeet des effets synergiques de la combinaison de ces deux stresseurs sur la
physiologie des faux-bourdolr B OODQW MXVTXYT)] HQJDJH lgs@rdlyses VXU Y LI
GH VHPHQFHV QfRQW SDV SHUPLsklos thquelR Qdes Usfidisy O K \
synergiques pouvaient se produire sur la fertilité. En revanche, il était inquiétant de
constater que la qualité des semences était fortementéeatt@&me dans le ca& 1 X QH
exposition au parasite seul pour laquelle la physiologie générale des méles ne semblait que
tres peu affectée. Ainsi, ces résultats suggérent que la fonction de reproduction est
extrémement sensible aux conditions de stress. Un stresseur seul pourrait ne pas avoir
GYHIIHWYV VXU OD YLWDOLWpP GHV LQGLYQeS stlttOMont DIIHFV
GDQV OH VHQV GTXQ DSSDXYULVVHP H-Qputdohp Qp a0 GH O
exposés en permanence a de nombreux facteurs de stress, confortant d® §ekfais RW K qV H
G 1 Xdéfkdllance des reines due au stockage de semences altérées. De plus, la présence de
perturbations physiologiques importantes et le fait que la survie des males soit engagée
suggerentT XH OYDSSDXYULVVHPHQW GH O BusSiXaDconséyuenGeHV UH I
GIXQH SpQXULH GH PkOHV HQ ERQQEmanD Qatle pdadi®vV OHV
pourrait avoir comme effets préjudiciables (i) une baisse de la diversité génétique des
semences stockées par la reine et (ii) un stockage de semences provenant de males moins
vigoureux et moins adaptés a leur environnemdnXL DXUDLHQW HX OfRSSI
transmettre leur patrimoine génétique a cause de la baisse de la pression de sélection.

Ainsi, méme si de nombreux travaux sont encore nécessaires pour appréhender avec
FHUWLWXGH WRXV OHV HQMHXF[Fbouddns Ofix [ StiRs&WEL R Q ¢
environnementaux, leur réle concernant le bon déroulement du cycle de vie de la colonie
est incontestable. De ce fait, une meilleure évaluation des troubles de la fertilité de ces
individus clésliés a une exposition aux facteurs de stress, et plus particulierement aux
SROOXDQWY LVVXV GH O 9D Bubitahced pagreckimiQue® HsemdbR QW C
LQFRQWRXUQDEOH GDQV OTDYHQLU
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Partie 4

Vers une évaluation des effets
toxigues des produits
phytopharmaceutiques sur les
faux-bourdons et leur fertilité ?

108



Avant-propos

Les deux études, présentées dans la partie précédente, ont permis de mettre en évidence
des effets du pesticide Fipronil sur la fertilité des faux-bourdons et leurs conséquences sur
le potentiel reproducteur des reineSDUDOOgOHPHQW XQH pWXGH VXLV
exposition des males, pendant leur phase de développement, a une combinaison de deux
insecticides néonicotinoides (Thiaméthoxam et Clothianidine) affectait aussi leurs
capacités reproductrices en induisant une létalité a la fois chez les individus et les
spermatozoides présents dans les vésicules séminales (Straub et al/ JHHQVHPEOH GH
ces résultats amis en avant les effets reprotoxiques des familles de pesticides
néonicotinoidd/ HW SKpQ\OS\UD]JROHV VXU OD UHSURGXFWLRQ
une exposition des males et souléve le probléeme du manque de considération des effets
reprotoxiques dans la procédu@@ fpYDOXDWLRQ GX ULVTXH OLpV | Of

phytopharmaceutiques.

Actuellement, la toxicité des substances sur la fonction de reproductionGCfie2EHLOOH
QIHVW SDV FRIQ prbcequteH pDQX D W L 8&nQuuS e QNNIRETMKHQW LR Q ¢
autorisations de mise sur le marché des produits phytopharmaesukgueffet, pour ne
FLWHU TXH OH FDV GH OYf(XURSH OD UqQJOHPHQWDWLRQ
substance doivent étre entrepris si une exposition des abeilles a cette substance est
plausible (EC 1991, EC 2009). Ces tests doivent étre en accord avec les procédures établies
SDU GHV RUJDQLVDWLRQV L QW H OrganisatichUEutopeEnQeNdd OHYV \
méditerranéenne pour la Protection des Plantes (OERPR)rdgafisation de Coopération et
de Développement Economiques (OCDE). Ces tests portent principalement sur une
évaluation des effets létaux, le plus souvent a 48 h, suite & une exposition aigué par voie
orale oude contact (OECD 1998, OECD 1998, EPPO 2010). Si la substance est suspectée
GIDJLU FRPPH UpJXO D&Y iHseties tth tELY dReLtdki¢ifd Qhrddique sur larve
peut également étre effectué (OECD 2013). Suite aux tests précédents, si un risque est
détecté, des tests en conditions semi-control€&eR, XU pYDOXHU OHV HIIHWYV |
colonie sur le taux de mortalité et la surface de couvain, peuvent étre entrepris (OECD
2014). Ainsi esprocédures actuelles sont loin de considd& ¥ HQVHPEOH GHV FRQV|
G 1 X&Xpbsition aux substances phytopharmaceutiques &zD E ldanO IBsHeffets
sublétaux qui incluent une potentielle sensibilisation aux autres stresseurs
environnementaux, les troubles des fonctions motrices, des fonctions cognitives ou encore

de la reproduction.
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Face a ce constat, deux approches, en conditions contrblées de laboratoire et
semi-controlées sous tunnellHF R XY HU W V -iGskte3, $anOpiopbsBe® Wémhs le but
G T p Y D O pokehtielS Hfféts reprotoxiques des pesticides chez les males exposés de la
naissance a la maturité sexuelld®® PpWKRGH GIfpOHYDJH HQ WKKREGLWLRQ
dérive de celle présentée dans la premiére étude qui nécessitait des ameéliorations. Cette
PpPWKRGH SUpVHQWDLW GHYV S lld? BcoapapuatGeBOVIsLARIE HesY L W p
males aux alentours du I et 12™ jour mettant en péril leur survie (cf. partie 2). Pour
remédier & ce probléme, la solution fat D M R X Wbur dbi Xein de chacune des cages
un groupeGIDEHLOOHYV pPHUJHQWHV D ho@elz§ &bsilkRhbUvridds | OD F
et Gefitretenir un équilibre plus naturel de la colonie. Cette action eut pour effet concluant
de supprimer ce comportement agressif. Des modifications furent aussi apportées dans le
S UR W R hkriRe0tétios ED effet, des travaux, que nous avions réalisés en paralléle, ont
PLV HQ pYLGHQFH TXH OYDSSRUW GTXQH VROXWLRQ VXFU
une solution protéinée, améliorait considérablement la survie des individus maintenus en
FRQGLWLRQV GH ODERUDWRLUH &HV WUDYDX[ FRQFHUQD
conditions de laboratoire deveaW IDLUH OYREMHW GIXQH SXEOLFDWLR:

Une exposition des males au Fipronil selon les deux approches a pu étre ainsi réalisée et
aSHUPLYVY GYpYDOXHU O dahsXW LFRRHDWH[WH B oOB®& X DWLRQ
OD UHSURGXFWLRQ GH OfDéstitidesOH OLp j OTXWLOLVDWLRC
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Résumé

Les effets toxiques des substances phytopharmaceutiques, pour la reproduction de
OYDEHLOOH GRPHVWLTXH udddgpavdissahte EQdpeida@sefeFe LQT XL p
VRQW SDV FRQVLGpUpPpV GDQV OHV &bditep GardJedidadi® figo Y D O X |
OTHQUHJILVWUH P HQ WpHharkh&tceutikey. \Déd@ Fal, M eStkikgiR de fournir
des méthodes pour évaluer kffets potentiels deessubstances sur la reproduction de
OYDEHLOOH 'DQV FH EXW GHX|[ DSSURFEHtMIESLdl pUHQW
controlées, ont été utilisées pour évaluer les effets du Fipronil sur la fertilité des
faux-bourdons. Pour chacuHY DSSURFKHY OHV PKOHV RQI& pWp pC
maturité sexuelle, pendant 20 jours, et exposé® TLQVHEWULRQEGEA SDU OH ELD
solution sucrée contaminée. Dans chacune des conditions, les effets du Fipronil ont été
déterminés paO T p WXVGEWHD LWV GIKLVWRLUH GH YLH HWIta&aBHV LQGL
ont montré que la survie, le taux de maturité sex@tlle quantité de semences produites
étaient meilleurs en conditions contr6lées de laboratoire. Ces différences peuvent étre en
partie expliquées par les conditions environnementales, dont les facteurs climafigue
peuvent varier en conditions semi-contrélées. Malgré ces points de différence, le Fipronil
QTD LQGXLW DXFXQ HIIHW VXU OD wiknéYe ldeménte HbBX[ GH
qQUuUITXQH EDLVVH GX QRPEUH HW GH @thent biix&ned thaizpleG HV V€
individus exposés pour chacune des conditién$g p O HABI Jddtte étude non seulement
confirme les effets reprotoxiques du Fipronil mais souligne également la pertinence des

deux approches utilisées pour évaluer les effets des substances phytopharmaceutiques.
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Article 4 : Assessment of the toxicity of pesticides to honey bee
drone fertility using laboratory and semi-field approaches: case
study with Fipronil
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Abstract

The concern about the reproductive toxicity of pesticides on honey bee reproducers is
increasing. In a context where the reproduction of honey bee is not considered in the risk
assessment procedure of pesticides registration, it appears important to be able to assess its
potential impairments. To achieve this purpose, we used two different approaches in
semi-field (SF) and laboratory (Lab) conditions to study the impact of Fipronil on drone
fertility. For each approach, drones were reared from emergence to sexual maturity, for 20
days, and exposed via contaminated sugar syrup. The effects of Fipronil were determined
in both cases by studying life traits and fertility indicators. Results showed that the survival
and the maturity rate of drones were better in Lab than SF conditions. Moreover, drones
reared in Lab had more seminal fluid. These differences could be explained by
environmental factors that may vary in SF condition. However, whatever the approach
used, Fipronil did not affect the survival rate, the maturity rate and the semen volume
whereas it affected fertility, with a decrease of spermatozoa quantity associated to an
increase of spermatozoa mortality rate. Consequently, these results confirm the effects of
Fipronil on drone fertility and highlight the relevance of each approach to assess the
potential reproductive toxicity of pesticides on honey bee.

Keywords: Plant protection products, honey bee, drone, reproductive toxicity, risk

assessment
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Introduction

In the last century, the worldwide increasing use of pesticides in agriculture has led to
emerging concern on impacts on human and environment health. To address this concern,
the developed nations have implemented strategies to assess the risk posed by pesticides
and have regulated their use. In order to enhance the protection of human, animal and
environment health, new substances are subject to a risk assessment procedure based on
biological assays and/or consideration of available scientific data. In this procedure,
biological assays must be in accordance with guidelines elaborated by intergovernmental
organizations such as Organization for Economic Co-operation and Development (OECD)
and European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) bringing together
respectively 35 and 50 member countries. In Europe, the placing of pesticides on the
market, including active substances, softeners and synergists, is regulated and harmonized
by the Regulation EC 1107/2009 [1], which replaced Council Directive 91/414/EEC [2].
Among others, to comply with the regulation, a new substance should not be classified,
with regard to human, if it is carcinogenic, mutagenic, endocrine disruptor and/or toxic for
reproduction under realistic proposed conditions of use [1]. Regarding the reproduction,
regulatory authorities consider that adverse reproductive effects can result from an

impairment of fertility in male and female and abnormal development of the offspring [2].

The pesticide registration dossier presents gaps in terms of assessment of sublethal
effects on reproductive functions on non-target species. For mammals, adverse effects of
active substances are assessed by toxicological tests focused on prenatal toxicity [3] and a
two-generation study [4, 5] in model species such as rat. In these tests, sperm and oestrus
cycle parameters are investigated as fertility indicators. Following the results of the
exposure, extrapolation to human is made although toxicokinetics and reaction to toxicants
may differ between the two species [6]. For ecotoxicological studies on non-target
organisms, tests focused on reproduction may be required when a risk is suspected.
However, the tests registered are less complete than those performed on mammals. They
are mainly focused on offspring production from exposed parents and concern only few
species, such as fishes [2, 7, 8], birds [2, 9], crustaceans [2, 10] and earthworms [2, 11] but
not threatened pollinating insects, which are of great ecological and economical interest
[12, 13].

116



The assessment of the risk associated with the use of pesticides for pollinating insect is
even more superficial. Concerning the honey bee, the regulation merely specifies that the
use of pesticides Q WKH SURSRVHG FRQGLWLRQV RI XVH 3ZLOO L
honeybees, or has no  unacceptable acute or chronic effects on colony survival and
GHYHORSPHQW WDNLQJ LQWR DFFRXQW HIIHFWV RQ KF
[1]. When an exposure can occur, the regulatory authorities recommend performing
laboratory tests to assess the oral and contact acute toxicity on adults [14-16]. If a product
is likely to have systemic or insect growth regulating properties, a larval toxicity test must
be performed [17]. Following these tests, if toxicity is demonstrated, a semi-field test is
performed to assess effects at the colonial scale [14, 18]. In all cases, sublethal effects on
learning, orientation, locomotion or physiological functions such as reproduction are not
considered. Because reproductive functions are of major importance for colony growth and
sustainability, scientists advise to take them into consideration [19, 20]. However, no
standardized methods are available to assess the effects of pesticides on reproduction
whereas the proofs of fertility impairment in reproducers and its involvement in honey bee

decline are increasing [20-26].

In this context, it appears important to develop tools to assess the reproductive toxicity
of pesticides on queens and drones, which are key individuals in the colonies. In this
perspective, two approaches were developed to assess the effects of pesticides on drone
fertility. The first concerns an approach in semi-field (SF) conditions, which differs from
the open field by food control and isolation from exposure to other environmental
pollutants [27]. The second concerns an improved method in laboratory (Lab) conditions
from Ben Abdelkader et al (2014) [27]. Fipronil was chosen, as a relevant active substance,
because it was already known to have adverse reproductive effects on drones [26]. Thus,
the effects of Fipronil on drone were determined by studying drone survival, maturity,
semen volume and fertility parameters such as the number and mortality rate of

spermatozoa in semen. Results enabled comparing the relevance of each approach.
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Materials and methods

To assess the effects of Fipronil on reproduction, we have used two complementary
approaches. To avoid seasonal influence, the experiments in SF and Lab conditions were
simultaneously performed in Avignon in June-July 2014. The biological material was
obtained from experimental honey bee colonigpig mellifera L) monitored for their
sanitary status and treated with Amitraz in September 2013 to control varroa mite
population. Drones and workers used for experiments were collected from 15 healthy
colonies and were homogenized before being introduced in hives and in larges cages [27]
(Fig. 1A and 1B). In the two approaches, workers were used to take care of drones from
emergence to sexual maturity (20 days old) (Fig. 1C). In both cases, individuals were fed
with sugar syrup, crushed pollen and water [27]. For each rearing condition, exposed
individuals were chronically fed with sugar syrup contaminated with Fipronil at the low
environmental concentration of 0.1 pg.L-1 [28]. Food was changed every day and the
amount gathered was noted. Twenty days after the introduction, surviving drones were
caught to collect semen after a manual eversion of the endophallus (Fig. 1D). Drones that
provided semen were considered to have reached sexual maturity. The collected semen
was analyzed to assess the impact of Fipronil on drone fertility (Fig. 1).

Chemicals

Fipronil was purchased from TechLab and dimethyl sulfoxide (DMSO) from Sigma-
Aldrich. The propidium iodide dye was contained in the LIVE/DEAD® Sperm Viability
Kit purchased from Molecular Probes L-7011. The protein and vitamin solution Bee

Food® was obtained from Apiculture Remuaux Company.
Rearing method in semi-field conditions

In SF conditions, drones were reared in queenless colonies introduced in
compartmented tunnels covered with an insect-proof net (Fig. 1A). Colonies were
composed of 5000 workers, 1 brood comb, and 5 combs without food. In each colony, 300
drones were cloistered using a queen excluder as described in previous studies [27]. In this
study, 8 control colonies (Ctrl SF) and 8 colonies exposed to Fipronil (Fip SF) were used.
For 20 days, colonies were supplied by foragers that collected the food provided daily in
feeders outside the colony. This food corresponds to a sugar syrup (50% (w/v), 0.1 % (v/v)
DMSO) contaminated or not with Fipronil at 0.1 pug.L-1. It was provided from 8:30 a.m. to
11:30 a.m. and replaced with crushed pollen and water for the remaining time [26].

118



Rearing method in laboratory conditions

In laboratory conditions, drones were reared in large cages placed in the dark in a
thermostat-controlled chamber at 33 = 1°C and 60 £ 10 % RH. According to the method
described by Ben Abdelkader et al, large cages were composed of 1000 newborn workers,
150 drones, 3 wax combs fixed on the top of the cage, a Beeboost® stick (Pherotech) that
releases a queen mandibular pheromone, and a movable floor [27] (Fig. 1B). A filter paper
was placed on the floor and replaced every 2 days to maintain good hygienic conditions. At
the beginning of this study, the emergence of bees on a 24-hour period enabled to fill 6
cages for control drones (Ctrl Lab) and 5 cages for Fipronil-exposed drones (Fip Lab). For
20 days, bees were continuously fed with a sugar syrup [70% (w/v), 1% (v/v) of the
solution of proteins and vitamins, 0.1% (v/v) DMSO] containing or not Fipronil at
0.1pg.L-1, and crushed pollen and water ad libitum. The syrup given to the bees
maintained in Lab conditions was more concentrated than the syrup given in SF conditions
and was supplemented with proteins. This enables having a better survival rate and
cleanliness in cage because bees cannot get out for their hygienic flights. Some points were
improved in the method described previously. Ten days after the beginning of the
experiment, 500 newborn nurses were added in each cage to take care of drones. From the
12th day until the end, the floor, previously positioned under the fixed waxes, was lowered
by 3 cm every two days to progressively increase the space available to drones for flying
The mortality of the workers and drones was checked every 2 days throughout the

experimentation period.
Semen collection and analyses

At the end of the experiments, for each cage or hive, the surviving 20 day-old drones
were caught and the semen was collected. The semen of drones from the same hive or cage
was pooled in the same glass capillary. For each cage or hive, the survival rate, the
maturity rate (drones which provide sperm after stimulation) and the overall semen volume
were determined. From the last two end points, the average semen volume per drone of
each group was calculated. For these life traits, one measure per hive/cage was performed
(i.,e. n = 8 for Ctrl SF and Fip SF modalities, n = 6 for Ctrl Lab and n = 5 for Fip Lab).
Then, the fertility was assessed with analyses of semen properties. The spermatozoa
concentration was studied using a counting cell (Neubaeur improved/Petroff®) [26]
(Fig. 1E) and the number of spermatozoa per drone was calculated from the concentration

and the average volume of semen of drones from each hive/cage. The spermatozoa
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mortality rate was studied by staining with propidium iodide (Fig. 1F) and using a
fluorimeter TECAN Infinite® F500 plate reader. The assay was performed with 100 pL of
diluted semen in Kiev solution containing’1§permatozoa and 60 uM propidium iode.

The fluorescence of dead spermatozga H | QP HP QP ZDV PHDVXU
incubation in the dark for 10 min at 34°C [26]. For these parameters, several samples were
measured for each cage or hive (i.e. n = 24 for modalities Ctrl SF and Fip SF, n = 36 for

Ctrl Lab and n = 30 for Fip Lab).

Figure 1. Experimental design of the study

To control the age of the drones, queens were caged on a frame 25 days before dhehstart
experiment. Drones were reared from emergence to sexual maturity in hives undéeldemi
conditions A) or in cages under controlled laboratory conditidBs Eor each rearing protocol,
hives/cages were either daily exposed or not through the sugar syrup with avioenmental
concentration of Fipronil [0.1 pg/L]. At the end of the experiments, 20 day-old drones wght ca
(C) to collect semen. Drone life traits corresponding to drone survival, sexuaitynsite and
semen volume were determined during the semen colledipnThen the semen quality was
investigated through fertility indicators such as the spermatozoa quantity usingiagebatmber
(E) and the spermatozoa mortality rate using propidium iodide staig)ng (
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Statistical analyses

For drone life traits (survival, maturity and semen volume), two-step statistical analyses
were performed: i) A linear model plus anova to determine potential effects of rearing
methods and/or treatments on different parameters, followed by ii) a post-hoc Wilcoxon
test because the small number of data requested non parametric test for confirmation. For
semen parameters, statistical analyses were performed using a generalized linear mixed
model with a random effect on hive/cage from which drones came. These statistical

analyses were performed using the package "Ime4" in R software [29].

Results
Food collection and consumption

The amount of food collected in the feeders was daily measured to assess the effect of
Fipronil on the worker feeding behaviour. For each rearing method, Fipronil did not affect
the amount of syrup and pollen gathered by the bees (data not shown) as previously
observed in SF conditions [26]. A comparison of the amount of food gathered by workers
between rearing methods was not relevant because the feeding methods were different.
Bees in Lab did not need to flight to gather food because they were directly supplied in the
cage unlike those in SF. Whatsoever in cage or in hive, an assessment of the food ingested
by individuals was not possible because most of the food gathered was stored in the comb

cells.
Drone life traits

The survival, maturity and semen volume of 20 day-old drones were compared between
the rearing and exposure conditions. Regarding these parameters, for all rearing methods
used, Fipronil did not present any significant effects (Table 1). However, differences were
observed between the rearing methods. Drones presented a higher survival rate in Lab
(means of 73.7% in Ctrl Lab and 79.7% in Fip Lab) than in SF conditions (means of
50.9 % in Ctrl SF and 44.1 % in Fip SF). Similarly, they showed a higher maturity rate in
Lab (means of 73.2% in Ctrl Lab and 72.2% in Fip Lab) than in SF conditions (means of
59.2 % in Ctrl SF and 61.8% in Fip SF). Whatever the modality of treatment, the mortality
and maturity rates were statistically different between the two approachies’ at

(Table 1). Moreover, drones exhibited a slightly higher semen volume in Lab conditions
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(up to 1 pL/drone). It was interesting to note that a lesser mortality rate, a higher maturity

rate and a higher semen volume explained the similar volume of semen collected per group

(c.a. 70 pul) although there were half drones in cages than in hives (Table 1).

Semi-Field Conditions

Laboratory Conditions

CtrISF(n=8) FipSF(n=8) CtriLab(n=6) FipLab(n=5)
mean = SD mean = SD mean = SD mean = SD
Drone survival rate (%) 50.9+20.1a 44.1%154a 73.7+139b 79.7%£06.5b
Drone maturity rate (%) 590.2+8.6a 61.8+9.0a 732+7.2b 722+6.1b
Semen volume per hive/cage (L) 69.5+26.7a 69.7+31.0a 715+96a 72.3+10.8 a
Semen volume per drone (uL) 091+0.07a 0.93zx0.07a 1.00+0.07a 0.94+0.09a

Table 1. Effects of the exposure to Fipronil on drone life traits

Twenty day-old cloistered drones exposed or not to fipronil were captured to collect
semen. Drone survival rate (%), sexual maturity rate (%) and the semen volume (uL) were
measured for each hive/cage. Semen volume per drone (uL) is calculated from the overa
semen volume and the number of drones collected. The data represent mean values *
standard deviations obtained from drone populations recoviereldives/cages.2Q”
indicates the number of repetitions for each modality. Statistical analyses were parforme
using a post-hoc Wilcoxon test. For each parameter, significant differenées at

between modalities are expressed with non-corresponding bold letters.

Semen quality

Spermatozoa quantity and mortality were used as indicators of drone fertility. Whatever
the rearing method used, Fipronil altered drone fertility in a same way. The altered quantity
of spermatozoa resulted from a decrease of spermatozoa (spz) concentration in semen
(medians of 8.3 x Tspz/uL for Fip SF against 9.8 x1€pz/uL for Ctrl SFP " 0.01, and
7.3 x 16 spz/pL for Fip Lab against 8.2 x .6pz/uL for Ctrl LabP ” )L $ DQG D
decrease of the number of spermatozoa per drone (medians of &Gspzlfor Fip SF
against 8.8 x 10spz for Ctrl SFP ” DQG °spt for Fip Lab against 8.4 x 40
spz for Ctrl LabP ” )L % 3% BdivéécRo@®induced an increase of the
spermatozoa mortality rate (medians of 41.0% for Fip SF against 32.4% for Ctrl SF,
P 70.01, and 32.2% for Fip Lab against 28.0% for Ctrl [RAB, )LJ
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Figure 2. Effects of the exposure to Fipronil on the quantity of spermatozoa

To assess spermatozoa (spz) quantity, semen was diluted and observed under a phdse contras
microscope. A) Spermatozoa concentration in semen was expressed per microliter of #men. (
Spermatozoa per drone was calculated from the spermatozoa concentration and the semen volume

per drone. Statistical analyses were performed using a linear mixed modednadtim effect on

KLYH FDJH 3Q° LQGLFDWHV WKH QXPEHU RI UHSHRQIGIVRICRO IR
Asterisks indicate significant differences:P ( P DQGP”
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Despite the similar responses of the drones to the stressor, the two rearing conditions
presented differences in these fertility parameters, in addition to differences observed on
drone mortality and maturity. Thus, drones reared in SF conditions presented a higher
spermatozoa concentration than drones from Lab conditions (medians of 9°&pzliOL
for Ctrl SF against 8.2 x £&pz/uL for Ctrl Labp ” D @ & 10 spz/pL for Fip
SF and 7.3 x 10spz/pL for Fip LabP ” )L $ 1HYHUWKHOHVV Wk
spermatozoa per drone was not statistically different between the rearing methods
(medians of 8.8 x T0spz/uL for Ctrl SF against 8.4 x %@pz/uL for Ctrl Lab and
8.0 x 16 spz/uL for Fip SF against 6.7 x ®16pz/pL for Fip Lab, Fig. 2B). At last, no
statistical differences in spermatozoa mortality rates were observed between rearing
methods (medians of 32.4% for Ctrl SF against 28.0% for Ctrl Lab and 41.0% for Fip SF
against 32.2% for Fip Lab (Fig. 3).

Figure 3. Effects of the exposure to Fipronil on the mortality rate of spermatozoa

The spermatozoa (spz) mortality rate was assessed by staining with propididenfollowed by a

reading of fluorescence intensity using a fluorimeter. The mortadity of spermatozoa was
expressed in percentage (%) of total spermatozoa population. Statistical analyspsrisemeed

using a linear mixed model with random effect on hive/cay@~ LQGLF D WhHéNVofWKH QX
repetitions for each modality. Asterisks indicate significant differenceB: ™ ( P

and *** (P "
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Discussion

Adverse sublethal effects of pesticides on non-target invertebrate species, whose honey
bee, are of major concern [30, 31] but are difficult to assess. In this context, we have
developed usable tools to take into consideration a part of the potential hazard posed by
pesticides to honey bee reproduction: a Lab approach, which is entirely controlled, and a
SF approach, which is closer to natural conditions. The two approaches presented specific
features that should be emphasized. It is interesting to note that the Lab method has some
advantages such as the daily monitoring of the behaviour and the mortality (data not
shown), and requires much less bees than the SF method for a similar volume of semen
collected (Tabld). The SF approach has the advantage to mimick a foraging activity and
behaviour of a colony subjected to climatic influences. Indeed weather conditions such as
precipitations and extreme temperature conditions are additional stress factor could lead to
colony weakening [32]. Knowing that environmental factors and food are of great
influence on drone maintenance [33, 34] and fertility [35-37], it was not surprising that two
different approaches induced slight differences in the results, as observed in part in a
previous study [27]. These differences resulted in better survival and maturity rates with
the Lab method (Table 1). Moreover, drones reared in Lab presented also a lower
spermatozoa concentration in semen than those reared in SF (Fig. 2A). However, when
considering the number of spermatozoa per drone, no difference was observed (Fig. 2B).
This finding highlights that drones reared in Lab presented a higher volume of seminal
fluid, an essential component of sperm. Among its essential functions for the spermatozoa
conservation, the seminal fluid is required for providing nutrients to spermatozoa [38, 39],
for the cell metabolism [40], for the protection against oxidative stress [40, 41] and for the
protection against microbial threats [40]. Considering the previous information, depending
on the approach used, an exposure to environmental stressors such as biological or
chemical agents might result in different effects on drone life traits and fertilitylafity c
this point, at least for chemical agents, drones reared in different ways were exposed or not
to a relevant concentration of the insecticide Fipronil whose effects on drone fertility in SF
conditions and consequences on queen reproductive potential were previously
highlighted [26].
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Although two different approaches were used, the exposure to Fipronil showed similar
response on drone life traits and fertility. No effect was observed on mortality, maturity
and semen volume between controls and exposed drones (Table 1). Regarding the fertility
parameters, exposed drones presented a similar impairment of semen quality resulting in a
decrease in the amount of spermatozoa (Fig. 2A and 2B) and an increase of spermatozoa
mortality rate (Fig. 3). Thus, despite discrepancies in the environmental conditions, the
observation of same effects of Fipronil on drone fertility highlighted the relevance of each
approach and rendered the effects observed more relevant and much less questionable.
Thus, the results obtained in Lab conditions may be considered here predictive of the
results obtained in SF conditions, even field conditions. It is frequently argued that
toxicological effects observed in laboratory conditions may not be predictive of the effects
observed in field conditions because exposure can be overestimated and/or because of
compensating factors that can occur in field [42-45]. However, if compensating factors
could occur, it should be more legitimate considering aggravating factors such as wind,
low temperature, hard worker labor, long distances for an efficient foraging, competition
with other pollinators, scarce food resources, habitat fragmentation, monoculture farming
and exposure to pathogens and other environmental pollutants. Thus, field or semi-field
studies than have led to the banning or to restriction of the use or to moratorium on the use
of substances, or families of substances, merely confirmed what was initially observed in
laboratory conditions. It was the cases for organochlorine, cyclodiene, carbamate and
organophosphorus insecticides in the past or, more recently, for neonicotinoids and fipronil
[46-50]. In the future, in the best case, it would be good to determine all hazards associated
with pesticide use on honey bee befordrthegistration and not a posteriori. However,
such approach does not appear realistic taking into account the large number of potential
hazards. Anyway, the assessment of reproductive toxicity could appear as a minimum

requirement.
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Bilan

Deux approches pour évaluer les effets reprotoxiques des pesticides chez les
faux-bourdons ont été comparées dans une étude de cas utilisant le Fipronil dont les effets
avaient déja été démontrés en conditions semi-contrélées (cf. partie 3). Les résultats ont,
WRXW GIYDERUG PRQWUp Taykit @ inkigentk Rab keuGfp® sy D J H
fertilité, comme cela a été démontré précédemment (cf. partie 2), mais aussi sur la survie et
la maturité des males. Malgré cela, le toxique a affecté de facon équivalente la fertilité des
individus maintenus en conditions contrélées et semi-contrélées. Le fait que les eeffets d
O 1L QV H Boknt Fabsdrvés chez des individus exposés dans deux conditions
expérimentales différentes confirme son caractere reprotoxique Yis-- GH OTDEHLOC
rend O TR EV HU Y &\Veffels Q@edbi¢dbu- moins contestable. De plus, dans ce cas, la
reproductibilité de ces effetff XHOOH TXH V RuWN®©I§ pestiadhEerdkdtudes
conduites en laboratoire, études souvent contestées et dénoncées par les firmes
phytopharmaceutiques comme étant non représentatives de la réalité. Ainsi, ces travaux
pourraient constituer la base de fuUB URFpGXUHV GfpYDOXDd 4 Q GHV
pesticides pour la fonction de reproduction cieZlD EH L O O H lIGd&itPddpekdant X H
JDUGHU j OfHVSULW TXH OHV DSSURFKHV SUR&BYspHYV QH
OLpV j OfXWLOLVDWLRQ GHV SHVWLFLGHMes/detdarchbs UHSUR
présentteQH FRXYUHQW TXITXQH H[SRVLWIIRe sekndtoRrdid@siV D X
sont déja produits. Aussi, il semble important de considérer une potentielle exposition des
males durant la phase de développement pendant Imdmedpermatogénése se produit
Par ailleurs, il ne faut pas exclufeXiffe exposition des reines pmaitr également étre un
facteur aggravant. Ainsi, méme si cette étude laisse entrevoir certaines lacunes concernant
OfpYDOXDWLRQ GHV HIIHWV U H Sph&WaBdutiquedHws-a6vid \de V X EV W
O 1D E HlleCdbitdit une premiere base pour évaluer ces effets chez les males. D
nombreuses démarches restent enaearffectuer avant la mise en plac X QH SR FpG
G pY D QX3 Whilc&I reglementaire.
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Partie 5

Synthese et perspectives
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Rappel

/[HV WURXEOHV GH OD UHSURGXFWLRQ OLpV j OYRPQ
stresseurs biotiques et abiotiques, sont des phénomenes généralisés dans le regne animal
affectant non seulement les vertébrés mais aussi les invertébrés. La fonction de
reproduction étant essentielle a la pérennité des especes, son atteinte par des facteurs
environnementaux pourrait aboudin déclin de ces derniéres, voire leur extinction (Carson
1962, Miller et al. 2004). Actuellement, de nombreuses especes sont en déclin voire
PHQDFpHV GTH[WLQFWLRQ jinsect&sYblldivat€uts (PARQeBGal 26IRQW O+
Nieto et al. 2014, Goulson et al. 2015, IUCN 2015). Concer@dftDEHLOOH GRPHVWL
causes du déclin ont été largement investiguées (Neumann and Carreck 2010
vanEngelsdorp and Meixner 2010). Cepend&ht] Xét@l§s ont considérées les troubles
de la reproduction potentiellement induits par les stresseurs environnementaux pour
H[SOLTXHU FH GpFOLQ (Q HIIHWV OD JUDQGH PDMRULW
focaliséessu les ouvriéres et ont délaissé les reproducteurs qui sont des individus clé au
sein des colonies, dont les mal&dH SDU OD TXDOLWp HW OD GLYHU)
transmettent a la reine. Ce constat est sirement explicable pBDIQ@ TXH G{RXWL(
GILQY H\WivriothbiiehiRIQR XWLOV GIpOHY DJ kaukibu@dnti¢ SRVLWLRQ
JUDQGH GLIILFXOWp G1lpeO labjadtlis deHoé tlagalb Hey thEsX \étaient
GIpYDOXHU OHV E&RQsitipnsX lde&3 F Faux-bourdons aux stresseurs
environnementaux et les implications de ces expositions dans le phénoméne
G DS SDXY Ud ¥ yudlRéHi€s\kirgs observé ces derniéres arti®s VXV SHFWp G111
une FDXVH GX GpFOLQ GH WarEh@RdIpHtVal.REBEBiddSrinkidér et
al. 2010, Genersch et al. 2010, vanEngelsdorp and Meixner 2010).

Stratégies de recherche mssen a—"" %

Dans le but de remplir les objectifs fixés, des dispositifs expérimemBi OHYDJH GH\
males, en conditions de laboratoire et semi-contrblées, ont été mis au point. Pour la
premiere RLV QRXV DYRQV UpXVVL j PDLQWHQLU GHV PkOH’
PDWXULWp VH[XHOOH GDQV GHV FRQGLWLRQV SHUPHWWI
stresseurs biotiques et abiotiques en considérant non seulement la physiologie mais aussi la
fertilité des individus.6L X Q SURWRF RO Ebn@tifHpOgdniianitiolées a été
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rapidement utilisable OH S URWR FR O Eon@tfhpOdé Vidbdrekoitd @ nécessité
plusieurs années de développement avarff D E R ¥nAoutl fiable. Ceci explique en

partie la stratégie de privilégier une approche en conditions semi-controlées pour exposer

les males a différents facteurs de stress. Suite aux expositions aux facteurs de stress, des
stratégies complémentaires ont été mises°efiY polr investiguer les effets de ces
stresseurs sur les faux-bourdons. Les effets sur les individus ont été étudiés par un suivi des
WUDLWYV GIKLVWRLUHY GH YLH VXUYLH PDWXEfep VH[X]
des stresseurs sur la qualité des semencepp pWXGLpV j OfDLGH GH WHFK
cellulaire pour évaluer le nombre et la mortalité des spermatozoides dans le sperme. Ces
WHFKQLTXHVY RQW G€ IDLUH OYREMHW eG4 Xdél mBdeH DX S
G 1 p WDE€GQIds, des techniques biochimiques, avec une approche multi-marqueurs, ont

été utilisées pour évaluer, dans différents compartiments biologiques du male (téte,
intestin, abdomen et sperme), les altérations des grandes fonctions physiologiques telles
que les fonctions neurales, immunitaires, anti-oxydantes, détoxifiantes et métaboliques
selon les compartiments étudiés (Weirich et al. 2@02,awati et al. 2009, Alaux et al.

2010, Dussaubat et al. 2012, Badiou-Beneteau et al. 2013, Carvalho et al. 2013, Di
Pasquale et al. 201®ussaubat et al. 2016Loncernl@W OfpYDOXDWLRQ GHV |
exposition des males sur le potentiel reproducteurdiégslLQHYV OfLQVpPLQDWLRQ
un maintien en conditions de laboratoire @D QD O\VH GHY apgréddissebtivhK q T X H
ont été privilégiés. LaWHF K QL T Xidati@ insrivhpelAtale des reines a comme
avantage de permettre un contréle du volume de semence fourni a cl&fude @ He/ HW

pas affecter pas leurs performasi¢€obey 2007, Cobey et al. 2013). Le maintien en
cagettes avec des accompagnatrices et de la cire, en conditions de labar@dir®,Y DQW D JH
GIfpYLWHU WRXWH H[SRVLWL RQdg p¥r@ettd\ub sLwMolHnaleldu R Q Q H |
comportement. Entre autres, un comportement de ponte a pu étre observé suite aux
inséminations, témoignant ainéH OYHIILFDFLWp GGhligéeeB. DI@LBEXO@\NW LERX \
contenu des spermatheques est un indicateur pertinent de la qualité des reines car la qualité

du sperme stocké esMeV HQWLHOOH j OD SURGXFWwalRlighgévite #E8 X YD L Q
reines.& HV VW UD W pdrit Bt p&/fégideX &ultela réintroduction non fructueuse

des reines au sein de coloni€&sR QW O R E leMdl&aniisityp Mspdridrm@tes et la
longévité de ces derniereslH SDV DYRLU SX DSSURIRQGLU OHV FRQV
GHV PKOHYV j 0¥ p kdésté Qroregrét R@duQdabsQaHéalisation de ce travail de

thése.
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Bilan des travaux

/THQV H P BEoOtits déueldppés a permisfich W X G effétd sOrHeg faux-bourdons
GIXQ VWUHVVHXU FKLPLTXH OYLQVHFWLFLGH )LSURQLO
G 1 D E Nasemalteranad_es travaux réalisés ont révélé que ces deux stresseurs avaient
O D F D SD F L Wiffé@erirddrither trdtldns physiologiques des individus se traduisant
SDU GHV HIIHWV ORFDOLVpPV j OfLpanN.Harakdeq gEn€idllsé@HYV L QG
j WRXW OfYRUJDQLVPH &ddd$és a0 Hrigroril Q&G uné L édixcentration
environnementale /9 DV VR F IsDdélix Rs@Pesgeuis a également montré des effets
VIQHUJLTXHV VXU O gobaD®H B KRYORIORDODOHOW MeUVWTXYj] FF
survie comme cela avait été observé chez les ouvriéres (Vidau et glA2@duvre et al.
2012) /fpWXGH G H \de $ilitddaPrmomid ides altérations induites par le Fipronil
seul,N. ceranaeVHXO HW OfDVVRFLDWLRQ GHV VWUHsv@ed XUV VD
observations semblent indiquer que la fonction de reproduction des males est
particulierement sensible aux différentes situations de stress. Les altérations observées se
traduisaient notamment par une baisseladeoncentrationen spermatozoides dans les
semences, des altérations du métabolisme et des défenses anti-oxydantes. Des études plus
SRXVVpHV VXU OHV HIIHWV GX )LSURQ LaD cRi@menPIR QWU p
viabilité des spermatozoides. Ces travaux ont permis de confirmer la premiére hypothese
émise au début de ce travail de recherche, a savoir que les insecticides systémiques et les
SDUDVLWHYV DVVRFLpV RX QRQ SRXYDLHQW DIIHFWHU Of

fonction reproductrice.

/ITLQVPpPLQDWLRQ LQVWUXPHQWDOH GHV UHLQHV DYHF ¢
au Fipronil a montré une diminution de la qualité des semences stockées dans leur
spermathéque. Les reines détenaient non seulement moins de spermatozoides mais ceux-ci
présentaient une viabilité moindre. Si ces résultats peuvent paraitre évidents puisque le
sperme de males exposés présentait les mémes caractéristiques, QT pWDLHQW SDV |
attendus. En effet, la reine recoit une quantité excédentaire de spermatozo(@d&sHeD
VWRFNH TX91XQHWhyRd 196R). & plud/ letstockage des spermatozoides dans
la spermatheque met en jeu des mécanismes complexes afin de sélectionner les meilleures
GITHQWUH HX[ HW pRuttrfelapdHKbeQideé1H R G&¥svier and Ruttner,1977
Collins 2000, Gencer and Kahya 201§ ce fait, quelle que soit la qualité des semences
regues, la qualitéas spermatozoides stockés aurait pu ne pas étre affectée. Cependant, nos

résultats ont montré que la viabilité des spermatozoides regus par la reine, suite a
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O TLQV p Rafledxitvie Roghbre des spermatozoides sans étre corrélée a la viabilité des
spermatozoides stockés. Ce constat semble indiquer que la mortalité des spermatozoides
observée dans la spermatheque est liecethlxHWYV G{I{XQH H[SRVLWL&®RQ DQWp
Fipronil qui se poursuivenPrPH DSUqV OfDUUrW GH OD SUWEBVVLRQ
altérations métaboliques des spermatozoides induites par le Fipronil pourraient, au sein de

la spermatheque, empécher les modifications métaboliques nécessaires a la conservation a
long terme (Poland et al. 2011) et/ou augmenter la dynamique de mortalité au cours du
temps, TXL HVW XQ SKpQRPgQH TXLLod§dars$ etUdl. 20@1)W KA HO O H |
conséquence, une exposition des males au Fipronil conduit & une altération des
mécanismes de sélection des meilleures semences retenues par les reines. De ce fait, un
LQGLYLGX QRQ H[SRVp SHXW VXELU OHV FRQVpPTXHQFHV G
Ainsi, OTK\SRWKqVH VHORQ ODTXHOOH XQH EDLVVH GH TXD
environnementaux pourrait se traduire par des effets déléteres sur le potentiel reproducteur

des reines non-exposées a pu étre veérifiée.

Nos travaux vont dans le méme sens que des études parues récemment montrant des
effets deNosema spPeng et al. 2019Roberts et al. 2015) et des néonicotinoides (Straub
etal. 2016)VXU OD IHUWLOLWp GHV PkOHV TXL VIDMRXWHQW D
Varroa destructoret les traitements sanitaires utilisés pour le réguler (DelCacho et al.
1996, Rinderer et al. 1999, Sylvester et al. 1999, Collins and Pettis 2001, Duay 2002,
Burley et al. 2008). CependantQ RY WUDYDX[ YRQW ilsS@mohtredRLQ SX
FODLUHPHQW XQH LQFLGHQFH GH OYH[SRVLWLRQ GHV P
confirmer les soupcgons selon lesquels une pénurie de males en bonne santé pourrait étre
UHVSRQVDEOH GYfXQ DSSD XCamaziny P &l.QM98G Rhdded) tdndQ H V
Somerville 2003).
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Interrogations et perspectives

Les travaux réalisés ont apportés des réponses concernant les troubles de la
UHSURGXFWLRQ GH OYDEHLOOH PDLV VRXditférén®sw GH C

échelles.

Au niveau des semences

Dans nos études, les semences des males exposés présentaient des modulations de
certains marqueurs du meétabolisme et du stress oxydant. Or, le stress oxydant peut
conduire, au niveau des spermatozoides, a dgslaDbWLRQV VWUXFWXUHOOHYV
PHPEUDQHYVY SKRVSKROLSLGLTXHY GRQW OfLQWpJULWp H'
gametes et, par la suitay développement embryonnaire (Agarwal et al. 2003, Khan et al.

2015). Dans le cas d© { D E ¢esdlépations structubes pourraient étre la conséquence

GIXQ DYRUWHPHQW GYTXQH SDUju Lskl tradiit paR X Bou@inG TR X Y
ODFXQDLUH HW RX OH GpYHORSSHPHQWIGIH IO B XS$ WDWILRE
GH WHVWV H[LVWDQWV GpMj V ¥éaimeBraiD Xn&/ BtaMatiehRd2q O HV
OfLQWpPJULWpPp GH Of$'1l HW GHV @& lbBratdiDdes kforsnkdtRNsS KR O L ¢
LOQWpUHVVDQWHY GDQV OH FDGUH GIpWXGHYVY FRPPH FHOC
QDN pourrait étre analysée, par exemple, au moyen du test de « cometauf test de
FRORUDWLRQ j O fiw pasrheBdn® Hip RD B Rddde fragmentation et la
GpQDWXUDWLRQ GHVrespgedtiveprént. GMOWpJIJULWp GHV PHP
phospholipidiques pourrait étre approchée en étudiant le taux de peroxydation lipidique qui
refléte une altération des structures membranaires liée a un stress okydatP R\HQ G X Q
test GH UpDFWLRQ | O9DF[BARSY. KAINR EilDdurgit. éEXinidrasXardt de

savoir si le Fipronil altérait les structures cellulaires des faux-bourdons de la méme fagon

que chez le rat (Khan et al. 2015)§ D S S UiRdtdOiique pourrait également etr
intéressante en fournissant un apercu global des effets induits par différents stresseurs ou
conditions environnementales au niveau des spermatozoides, du liquide séminal ou du
liquide spermathécal (Collins et al. 2006, Baer et al. 2009, Poland et al. 2011). En outre,
FHWWH DSSURFKH SHU P lfigv et rBdedix pmé@lidlidield ihpiquzy deddH Q W

les dysfonctionnements ou la dégénérescence des spermatozoides.
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Au niveau du faux-bourdon

Les approches utilisées noRQW SHUPLV Gf{H][SRB\VaHdissardd/ a Pk O HV
maturité sexuelle, pendant la phase de maturation des spermatozoides intervenant apres la
spermatogenése qui se produit au stade larvaire. Il aurait été intéressant de considérer les
HITHWV VXU OD IHUWLOLWpPp GTXQH H[SRVLWLRQ BX[ SHVW|
complément du stade adulte/ fJpEDXFKH GYXQ GLVSRVLWLI H[SpULPHQ
HQ FRQGLWLRQV GH O RdeRduleVd Rt erite@ist dafis’celseDy QD
pas encore aboudi OTpP HUJHQFH AB§iLd@ GidpyditiGpevnettiaW GTH[SRVHU O
faux-bourdons pendant leurs stades de développement larvaire et éviterait, ainsi, une
exposition de colonies entiéressitu, comme cela a pu étre pratiqué dans certaines études
VXU OHV PKOHV GRQW OH EXW pWDLW Q@iery¥s2ko ¥tthU OHV I
2016, Straub et al. 2016). Contrairement a une approche en milieu controlé, ces études ont
présentéXQ ULVTXH pOHYp GH FRQWDPLQDW teR @acBuls @THQ Y L L
stress non désirés peuvent également surleRrPPH GHV H[SRVLWLRQV j GTDX
présents au sein des colonies, un stress alimentaire, un stress climatique et des phénomenes
internes de régulation de la ruche. De plus, il est intéressant de ndtetd@ypositif en

conditions contrdlées pourrait également étre adapté aux reines.

Les altérations des fonctions physiologiques observées chez les males exposés au
FiproQLO HW O 1DV YV R\ cdvanaesd@evehtSddRiQteér@gations concernant la
capacité de ces derniels V 1 D F F R Xa$réanshétttd Wur patrimoine génétique et sur
OTLQWpPJIJULW pEGéifst, B PH@QHHFW LR Q QDW X UHOulemanksL VIRSCc
pourrait effectivement jouer en la défaveur des males dont les fonctions motrices ou
cognitives auraient pu étre potentiellement affectées par toute sorte de contaminants. Pour
répondre a ces interrogatiorQ H VXFFqV G{DFFR X Ss@xpesdpur@itéire LQGLY
apprécie SDU XQH pYDOXDWLRQ TXDQWLWDWLYH GH OHXU (
génétiques au préalable identifiés et discriminant différentes lignées de males comme cela

a déja était réalisé dans de précédentes études (Sylvester et al. 1999, Kraus et al. 2003).
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Au niveau des reines

/ITLQVPpPLQDWLRQ LQVWiex tdd @ewdncesl altérndesudd faQxi-bdurdons
exposeés au Fipronil, a montré des effets sur le contenu des spermatheques 15 jours apres
OfLQVpPLQDWLRQ &HSHQGDQW OHV UpVXOWDWY REVHUY
stresseurs. Il est possible que ces @S WDWV VRLHQW VHXOHPHQW OLpV
spécifiguesGH OTLQVHFWILFGGBXWURWYLV W dibioMaigaesvecomie PL T X H \
N. ceranae,RQW OD FDSDFLWp GYDIIHFWHU OD IHUWLOLWpP GH\
leurs conséquences sur les reines sont similaires a celles observées avec le Fipronil.
Comme, la qualité du sperme de la spermathéque évolue naturellement au cours du temps
(Lodesani et al. 2004), la cinétique de mortalité des spermatozoides dans la spermatheque
pourrait en étre affectée. En effet, si la surmortalité des spermatozoides observée dans les
spermathéques de reines ayant r &tV VHPHQFHY DOWpUpHYVY SHXW V{rw
ou les analyses ont été effectuées (15 jours post insémination), il se peut que ces
spermatozoides subissent toujours une dégénérescence accélérée par la suite. Par ailleurs, il
est possible que la qualité du sperme stocké entraine des perturbations physiologiques des
reines incluant des altérations des profils phénoménaux essentiels a la régulation de la
colonie (Richard et al. 2007). Ceci aurait pour conséqueZ§ DI IHFWHU XQ SHX S
performance des reines &afcélérer leur renouvellement. Des inséminations de reines
avec des semences de males exposés a différents stresseurs et des analyses du contenu des

spermathéques a différents temps pourraient apporter des réponses a ces interrogations.

Des investigations destinées a comprendre completement les mécanismes de transfert
GX VSHUPH SRXU | HBbohWausBiLnédessai@si pouf Adpréhender les causes de
défaillance des reines. En effet, les mécanismes de sélection des spermatozoides pour
IHUWLOLVHU OHV °XIV VRQW SHX FRQQXV 6L OuHLQH Q
réaliser ce processus de fertilisation (Baer et al. 20160 Q {1 H ViMe BiOs\Vso@ U
viables. Des margquages de spermatozoides, présents aveXdds IUDVFKHPHEHQW SRQ (
moyen de colorants discriminant les spermatozoides morts des vivants et une observation

en microscopie de fluorescence pourraient apporter une réponse a cette incertitude.

Enfin, bien que RV pWXGHV QYDLHQW FRQVLGpUp TXH OfH[SR
leur potentiel reproducteur peuvent étre directement affectés par une exposition aux

stresseurs environnementaux (Collins and Pettis 2013, Sandrock et al. 2014, Dussaubat et
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al. 2016). Ainsi, les prochaines études pourraient considérer des expositions a la fois des

reines et des males.

Au niveau colonial

/HV LQWHUURJDWLRQV FRQFHUQDQW OHV HIIHWV j OfpF
sont multiples. En effet, les colonies peuvent étre impactées au niveau (i) de la production
quantLWDWLYH RX TXDOLWDW L ¥d3erBidle BIRdEYeldbppemen & XaYa) L q U H
résilience de celles-ci face au stress et (ii) du renouvellement prématuré des reines qui est
XQH pWDSH FULWLTXH GDQV OH F\FOH GH YLHRuUeGTIXQH F
apportées par un suivi rigoureux de colonies se traduisant par des observations régulieres
de la quantité de couvain, de population et de réserves engrangées, pouvant ainsi réveéler
des signes de défaillance des reines, mais aussi par des observations de renouvellement des

reines et des pertes hivernales et estivales des colonies.

Au niveau apicole

Les résultats de nos études et ceux publiB(s FHPPHQW VRXOLJQHQW OfL
reproducteurs dans la gestion des cheptels. La mise en place de pregy@densélection
de lignées produisant des males avec une qualité de semence optimale, et une optimisation
GH OfpOHYDJH GHV UHS poer@aehmW AR QW UIHE XIBhQ pjlUDOPDPp OLF
gualité des reines et des colonies qui en sont issues. Entre autres, (i) des controles de la
qualité des cires afin de minimiser leur contaminatiopdés controlesGH OfpWDW VDQL
et GH OfHQYLURQQHPHQW GHV pOHYDJHV SRXU PREeQLPLVHL
polluants environnementaux, et (iii) une attention portant sur les ressources alimentaires

disponibles, pourrait améliorer la qualité et le rendement des cheptels.
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Conclusion

Les troubles deOD UHSUR G XFW,LeR QlusGpdrticufeBeméht. On@ Haisse de
fertilité des males qui sont exposés a une multitude de polluants environnementaux et de
parasites au sein des colonies, expligeetaH Q SDUWLH ODSSDXYUddsVVHPHQ
reines observé ces dernieres annAassi, de nouveaux argumenSRQIRUWHQW O fK\SH
GH OfLPSR Weidt® &cHla GeHilit® lans le phénomene de déclin des populations
GTDEHLOOHYV é&mnd $H IBG &f€isVdesPstresseurs environnementaux sur les
reproducteurs sont de plus en plus étudiés, que ce soit sur les males ou sur lesreines, d
nombreux travaux de recherche doivent étre encore conduits afin que la part de
responsabilité detroubles de la reproduction dans ce déclin soit pleinement appréhendée.
Concernant les substances phytopharmaceutiqu§f) SSRUW GH QRXYHOOH\
scientifiques considérant des expositions a différents stades du développement, la
compréhension de leulB RGHV Gé&tamige &IQoint IR XWLOV G Teagmél VWLJID\
ceux que nous proposons, permettront pet-UH GDQV OYDYHQLU DX QLYHD?>
évaluation des effets reprotoxiqu&s X Q H V Xty bisg it le marché.
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Abstract

In a context of honey bee decline, an impoverishment of queen quality, resulting in
abnormal brood production and early queen renewal, has been observed worldwide. Hence,
the assumption was made that fertility impairment of drones exposed to environmental
stressors could explain the queen failure observed in apiaries. In order to test this
assumption, original approaches to rear drones were developed in laboratory and semi-field
conditions. These approaches enabled to show that the systemic insecticide Fipronil, the
pathogen microsporidillosema ceranaand their combination disrupt drone physiology
in different ways, including an impairment of the semen quality. In addition, results have
highlighted the high sensitivity of the reproductive function of drone to all of these stress
factors. The instrumental insemination of young queens with semen of drones exposed to
Fipronil has shown a decrease in the reproductive potential of queens that resulted from a
lower number and viability of spermatozoa stored in their spermatheca. Consequently,
considering that the spermathecal content determines the egg-laying ability and the
lifespan of queens, the risk of queen failure and colony dysfunction is higher. Thus,
reproductive disorders, linked to a fertility decline of drones continuously exposed to
numerousenvironmental stressors, could explain, at least in part, the phenomenon of
honey bee decline. Thereby, an assessment of the reproductive toxicity of pollutants,
including pesticides, to which drones are potentially exposed, should be considered in a
future regulatory framework. In this way, the innovative methods and approaches
developed in the frame of this work could represent pertinent bases to elaborate new

toxicological tests that could be used in the registration procedure of pesticides.
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Résumé

Dans un contexte de déclindesBoQLHYVY GIDEHLOOHYV PHOOLIqQUHV XQ
qualité des reines, se traduisant par une production anormale de couvain et des
renouvellements prématurés de reines, a été rapporté par les apiculteurs du monde entier.
3DUWDQW GH FH FRQVWDW OfTK\SRWKqgqVH DYDLWVpWp pPlI
(faux-bourdons), exposés aux stresseurs environnementaux, pouvait étre responsable des
défaillances observées chez les reines au sein des ruchers. Dans le but de vérifier cette
hypothese, des approches novatrices pour élever des faux-bourdons, en conditions
contr6lées de laboratoire et en conditions semi-contrélées, ont été développées. Les
DSSURFKHYV PLYWYHperdQ/ ‘N UWBE3HPPRQWUHU TXH OTLQVHFWLFL
la microsporidie pathogendosema ceranaet leur association avaient la capacité de
générer des perturbations physiologiques de différents types chez les faux-bourdons
incluant des altérations de la qualité des semences. De plus, les effets obtenus aprés les
expositions a ces stresseurs ont montré que la fonction de reproduction de ces individus
pwDLW SDUWLFXOLgQUHPHQW VHQVLEOH j] OYHQVHPEOH
instrumentale de jeunes reines, avec des semences de males exposés au Fipronil, a mis en
OXPLqUH XQH EDLVVH GH OHXU SRWHQWLHO UHSURGXFWH
du nombre mais aussi de la viabilité des spermatozoides stockés dans la spermathéque.
Considérant que le contenu de la spermatheque conditionne leur capacité a pondre et leur
longévité, ces reines sont donc plus disposées a présenter des signes de défaillance pouvant
se répercuter sur le fonctionnement général de leur colonie. Ainsi, les troubles de la
reproduction induits par une baisse de la fertilité des males, exposés a une multitude de
stresseurs environnementaux, pourraient en partie expliquer le déclin des colonies
GIDEHLOOHV 'H FH IDLW XQH pYDOXDWLRQ Gh¥lesIIHWV L
males sont potentiellement exposés, pourrait étre envisagée dans un cadre reglementaire a
venir. Ainsi, les méthodes et les approches innovantes développées dans le cadre de ce
travail pourraient représenter des bases pertinentes pour élaborer de nouveaux tests
WR[LFRORJLTXHV TXL SRXUUDLHQW rWUH XWLOLVpV GLC

pesticides.

158



.
Ecole Doctorale 536 « Agrosciences et Sciences »

These de Doctorat

Guillaume Kairo

Effets des stresseurs environnementaux sur la
"t — . —<te T Zif, T« ZApls rhélifesalc) —
action par une exposition des males

Résumé Abstract

'DQV XQ FRQWH[WH GH GpFOLQ GH\N FRUKIL bpyeydeende¢ineoan inpoverishment
melliféres, un appauvrissement de la qualité des reines, se Of queen quality, resulting in abnormal brood production
traduisant par une production anormale de couvain et des and early queen renewal, has been observed worldwide.
renouvellements prématurés de reines, a été rapporté par Hence, the assumption was made that fertility impairment
les apiculteurs du monde entier. Partant de ce constat, Of drones exposed to environmental stressors could explain
OTK\SRWKgVH DYDLW pWp pPLVH TX tRegmMeeD {@iweiabseiveq icapiadep In qrdentp &st\whis
des males (faux-bourdons), exposés aux stresseurs assumption, original approaches to rear drones were
environnementaux, pouvait étre responsable des developed in laboratory and semi-field conditions. These
défaillances observées chez les reines au sein des ruchers. approaches enabled to show that the systemic insecticide
Dans le but de vérifier cette hypothése, des approches Fipronil, the pathogen microsporidia Nosema ceranae and
novatrices pour élever des faux-bourdons, en conditions their combination disrupt drone physiology in different
controlées de laboratoire et en conditions semi-contrélées, ways, including an impairment of the semen quality. In
RQW pWp GpYHORSSpHV /HV D&SUR Rediion, psutshaverhghligiteduhg high sensitivity of the
SHUPLV GH GpPRQWUHU TXH OfL QV H Fearpductigefunctiongfpropea tr all ofi tieserstres ofactors.
la microsporidie pathogénéNosema ceranaeet leur The instrumental insemination of young queens with
association avaient la capacité de générer des perturbations semen of drones exposed to Fipronil has shown a decrease
physiologiques de différents types chez les faux-bourdons in the reproductive potential of queens that resulted from a
incluant des altérations de la qualité des semences. De lower number and viability of spermatozoa stored in their
plus, les effets obtenus aprés les expositions a ces spermatheca. Consequently, considering that the
stresseurs ont montré que la fonction de reproduction de Sspermathecal content determines the egg-laying ability and
ces individus était particuliereQW VHQVLEOH | OheHifespanmiaoagns, the risk of queen failure and colony
GHV VWUHVVHXUV pWXGLpV [/fLQV p Rysomotign ig mgher Qiawg, wermduciive gisprgiers fnked
jeunes reines, avec des semences de males exposés auto a fertility decline of drones continuously exposed to
Fipronil, a mis en lumiére une baisse de leur potentiel nhumerous environmental stressors, could explain, at least
UHSURGXFWHXU UpVXOWDQW G{XQH igpapt/taexphengnenoq e Qongybeede@ineQihereby an
nombre mais aussi de la viabilité des spermatozoides assessment of the reproductive toxicity of pollutants,
stockés dans la spermathéque. Considérant que le contenu including pesticides, to which drones are potentially
de la spermathéque conditionne leur capacité & pondre et €xposed, should be considered in a future regulatory
leur longévité, ces reines sont donc plus disposées a framework. In this way, the innovative methods and
présenter des signes de défaillance pouvant se répercuter approaches developed in the frame of this work could
sur le fonctionnement général de leur colonie. Ainsi, les represent pertinent bases to elaborate new toxicological
troubles de la reproduction induits par une baisse de la tests that could be used in the registration procedure of
fertilité des males, exposés a une multitude de stresseurs pesticides.
environnementaux, pourraient en partie expliquer le déclin ) .
des cOQLHV GYDEHLOOHV 'H FH 1DLWKEYX WPrds, noneys wes 1qagy \aueen,  rearing,
effets reprotoxiques des substances auxquelles les males pesticies, parasites, synergy, fértility
sont potentiellement exposés, pourrait étre envisagée dans
un cadre réglementaire a venir. Ainsi, les méthodes et les
approches innovantes développées dans le cadre de ce
travail pourraient représenter des bases pertinentes pour
élaborer de nouveaux tests toxicologiques qui pourraient
rwuH XWLOLVpV GDQV OD SURFpGXUH GYHQUHIJLVWUHPHQW GHYV
pesticides.

Mots clés : abeille domestique, faux-bourdon, reine,
élevage, pesticides, parasites, synergie, fertilité



