N

N

SUR LA PHERORMONE DES REINES D’ABEILLES
ET SES EFFETS PHYSIOLOGIQUES

Janine Pain

» To cite this version:

Janine Pain. SUR LA PHERORMONE DES REINES D’ABEILLES ET SES EFFETS PHYSI-
OLOGIQUES. Les Annales de I’Abeille, 1961, 4 (2), pp.73-152. hal-00890145

HAL Id: hal-00890145
https://hal.science/hal-00890145

Submitted on 11 May 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-00890145
https://hal.archives-ouvertes.fr

Ann. Abeille, 1061, 4 (2), 73-152.

SUR LA PHERORMONE DES REINES D’ABEILLES
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INTRODUCTION

Depuis trés longtemps et sans pouvoir 'expliquer clairement, avait été soupgon-
née l'importance du réle de la reine sur le développement et le comportement des
ouvriéres d’Abeilles.

Les auteurs qui étudiérent les causes de I'apparition des ouvriéres pondeuses,
au cours d'un orphelinage, furent les premiers & saisir 1'un des aspects de U'influence
de la reine sur son entourage. Parmi eux, HESS (1942) songea la premiére a la possi-
bilité pour la reine, de distribuer aux ouvriéres une substance inhibitrice de la for-
mation des ceufs dans leurs ovaires; mais son hypothése resta sans preuves pendant
une dizaine d’années.

Celte substance est sécvétée ou stockée dans les glandes mandibulairves. BUTLER le
démontra en 1959 : le contenu de ces glandes empéche le développement des ovaires
dans un groupe d’ouvriéres orphelines.

La substance mandibulaire est répandue de 13 sur les téguments, ot les ouvriéres
normalement la prélévent.

Sa répartition entre les différents membres de la colonie a lieu par la voie des
échanges trophallaxiques.

L’action de cette substance est complexe et multiple : elle n’agit pas seulement
sur l'apparition d’¢ pondeuses : elle posséde aussi un grand pouvorr d’attraction.
J’ai observé, (LAVIE et PAIN, 1959) que les glandes mandibulaires de reines attiraient
les ouvriéres tout aussi fortement qu'une reine morte ou vivante. La substance man-
dibulaire posséde aussi la faculté d’inhiber la production d’autres reines, en enrayant
la construction des cellules royales dans un groupe d’ouvriéres orphelines. (BUTLER
et SIMPsON, 1958).

Cependant, bien avant de trouver la source de la « substance royale », ses effets
sur la construction des ébauches royales ont été plus spécialement étudiés par
BUTLER, en présence de reines vivantes.

Parallélement, et & la méme époque, de mon c6té, j’ai observé les effets de reines
mortes sur le développement des ceufs dans les ovaires de jeunes ouvriéres d’Abeilles.
L’inhibition du développement des ceufs est liée directement au pouvoir d’attraction
de la reine : les reines les plus attractives étant les plus inhibitrices.

Nous nous trouvions donc en présence d’une substance bien particuliére, baptisée
par BUTLER (1954) du nom de « queen substance » ; mais dont 1’action se restreignait,
croyait-on au début des recherches de cet auteur, 4 U'effet inhibiteur sur la construction
des cellules royales.

Javais appelé (Paiv, 1954) « ectohormone » la substance royale attractive et
inhibitrice du développement des ceufs, me référant au travail de BETHE (1932),
qui entendait désigner par ce terme certaines sécrétions chimiques, actives, non pas
a lintérieur d’un individu, comme les hormones, mais « ecto », 2 U'extérieur, entre
les individus d’une méme espéce.

KARLSON, (KARLSON et BUTENANDT, 1g59) considéra que ce terme était en con-
tradiction avec la définition méme du mot hormone : excitation interne (a tort,
peut-étre ; car, du point de vue étymologique, le mot grec, dont il est dérivé, peut
désigner également l’excitation exercée par un individu sur un autre). En accord
avec BUTENANDT et LiiSCHER (1959), il créa celui de phéromone.
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Cette nouvelle dénomination a été critiquée par CHAUVIN, comme trés
pett euphonique du moins en francais et incorrectement dérivée de son origine grecque.
Il a proposé d’employer le mot phérormone, dérivé des mots gézn (phérd), je porte,
fe transporie, et Goude (hormad), 1 excite. KARLSON (1960) en a donné la définition
suivante : ce sont « des substances qui sont sécrétées i U'extérieur d'un individu et
recues par un deuxiéme individu de la méme espéce, chez lequel elles provoquent
une réaction spécifique. » Elles agissent 4 des doses minimes,

Dans cette catégorie de substances, on trouve, a c6té de la phérormone des reines
d’Abeilles, des phérormones extraites de Fourmis et de Termites, comme aussi des
substances attractives sexuelles de certains papillons, out encore des substarnces aidant
le « marquage » ou provoquant l'effroi.

Dans le domaine de 1’Abeille, une classification s’impose déja. On ne peut ranger
sous la méme dénomination les suhstances attractives (sexuelles, de reconnaissance
ou d’ « interattraction ») et celles qui provoquent leffet inverse comme la fuite,
l'alarme ou le combat.

CHAUVIN (1960) distingua parmi les phérormones : la phérormone proprement

dite, extraite des glandes mandibulaires des reines, les épagines, ou substances de
« familiarisation », et les #épulsines. La phérormone proprement dite se subdivise
actuellement en phérormone 1, ou substance de Butler, inhibitrice de la construction
des cellules royales, et la phérormone II, partie odorante et volatile de 1a phéror-
mone proprement dite.

Nous verrons par la suite que, pour reconstituer I'odewr attvactive de la rveine, 1l
Jaut absolument associer & la phérormone appelée 11, la phérormone I, qui par elle-
méme n'est pas attractive.

Cest cette propriété particuliere de la phérormone proprement dite qui a retenu
surtout mon attention ainsi que son pouvoir inhibiteur sur I’apparition des ceufs dans
les ovaires des ouvriéres.

CHAPITRE PREMIER

HISTORIQUE

Chez les insectes sociaux, l'attraction qu’exerce la reine sur son entourage se
traduit clairement par une « cour » d’individus se tenant le plus prés d’elle possible
et lui présentant souvent de la nourriture.

Mais la présence d’'une reine ne se limite pas seulement a la formation d'une
« cour » : sa présence provoque des phénomeénes internes plus complexes : la reine
empéche Uapparition d’autres individus veproducteurs.

Lorsqu’elle vient a disparaitre dans une colonie, par orphelinage naturel ou
expérimental, les Abeilles s’en apergoivent au bout de trés peu de temps, en général
une demi-heure, et signalent son absence par un bruit particulier. Si les ouvriéres ont
alors A leur disposition de trés jeunes larves — de moins de trois jours — elles en
éléveront aussitdt quelques-unes en reines, transformant leurs cellules en loges royales.
Mais si elles ne possédent pas de larves, ou si celles-ci sont trop 4gées, elles ne peuvent
élever de nouvelles reines et restent orphelines. Un certain pourcentage d’entre elles
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va alors se transformer en ouvriéves pondeuses & gros ovaires, bien que le volume de
ceux-ci reste bien moindre que celui de l'ovaire de reine.

On ne peut donc sépaver le probléme de I'apparition de cellules royales de celui de
la formation des ouvriéres pondeuses.

A. ~ Travaux antérieurs a ceux de Hess

HUBER, en 1814, avait émis U'hypothése que, dans les ruches orphelines, des
ouvriéres pondeuses naissent toujours dans les cellules proches des cellules royales.
Ces ouvriéres recevraient accidentellement de la gelée destinée aux larves royales.
Ce surplus de nourriture aurait alors pour effet de provoquer la formation d’ceufs
dans leurs ovaires. Cette hypothése n’explique pas cependant pourquoi I'on obtient
des ouvriéres pondeuses dans des cagettes placées a I'étuve ne renfermant auctun
élevage royal.

DSNHOFF, en 1857, observa également que, chez les populations orphelines,
presque toutes les ouvriéres se transformaient en ouvriéres pondeuses. Il considéra
que le développement de leurs ovaires dépendait probablement de facteurs psychiques
dfis & la perte de la reine.

De leur c6té, DADANT, en 1893, puis Von BUTTEL-REEPEN (1915) et LEUEN-
BERGER (1028) constatérent que, lorsque la ruche devient orpheline, les jeunes Abeilles
qui n’ont plus de larves a élever, peuvent utiliser a leur profit leurs propres réserves
et pondent peu de temps apreés.

PEREPELOVA, en 1928, nota que, dans les colonies orphelines, comme aussi dans
celles qui possédent une reine — si elle est vierge —ou si les colonies sont en cours
d’essaimage ou de supersédure, apparaissent des ouvriéres a gros ovaires, Leur pré-
sence ne dépend pas de l'absence de la reine, mais seulement de I’absence de jeune
couvain qui supprime la castration nutriciale. TUENIN (1926), puis GONTARSK1 (1938)
sont du méme avis.

HAYDAK, en 1940, étudia deux colonies : l'une est orpheline ; dans l'autre, la
reine est encagée et dans I'impossibilité de pondre. Dans la premiére colonie, mais non
dans la deuxiéme, apparaissent au bout d’un mois dans les cellules des ceufs d’ou-
vrieres pondeuses. I1 conclut, comme DSNHOFF, & la présence de facteurs psychiques
dépendant de la reine et jouant un réle important dans les réactions de la colonie.

B. — Travaux de Hess

Le travail le plus important est, & notre avis, celui de HESs (1942), qui prouva,
contrairement aux hypothéses de DONHOFF et de HavDAK, qu’il ne faut pas invoquer,
pour expliquer 'apparition des ouvriéres pondeuses, des causes psychiques duesa 1'ab-
sence de reine; maisun facteur trophique, un échange de nourriture entre veine et ouvriéres.

Nous allons résumer quelques-unes de ses expériences, en raison de la contribu-
tion considérable qu’elles apportent & notre sujet :

G. HEess trouve que les ouvriéres de 12 ruches orphelines montrent environ 10 a
30 p. 100 d’Abeilles aux ovaires contenant des ceufs (ovigéres, dans les tableaux)
au bout d'une semaine. Une population depuis longtemps orpheline présente
toutes les transitions, depuis l'ovaire ne contenant aucun ceuf (ouvriére d’une
population avec reine), jusqu’a 1’ovaire contenant de nombreux ceufs miirs, caractéris-
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tique de 'ouvriére d’'une population orpheline. Cette maturation de 'ovaire se produit
chez des Abeilles d’Ages trés différents. Hess rend orpheline une ruchette expérimentale
et y introduit, tous les trois jours, par groupes de 15 4 60, des Abeilles marquées d’Ages
connus, qu’elle a fait éclore en étuve. Les Abeilles primitives, c’est-a-dire celles qui
appartiennent 4 la ruchette, élévent sur le couvain restant une « reine de siireté ».
Cette reine est enlevée par l'expérimentateur avant qu’elle ait commencé & pondre.
A ce moment, c’est-a-dire lors de 'orphelinage définitif, il n’y a donc plus ni reine
ni couvain : il se trouve dans la ruchette 400 abeilles marquées. Les plus 4gées ont
40 jours ; les plus jeunes 14 jours. Les ouvriéres ont alors de petits ovaires, sans ceuf,
mais des glandes hypopharyngiennes bien développées. 25 jours aprés, 27 p. 100
d’Abeilles ont des ceufs dans leurs ovaires et les ouvriéres commencent a pondre ;
mais leurs glandes ont régressé. Au bout de 32 jours, le pourcentage d’Abeilles ovigéres
tombe 4 13 p. 100 et les glandes sont alors trés peu développées. A ce moment les
ouvriéres pondeuses nourrisent 40 larves de males. I’auteur pense que 1'édlevage du
convain de mdles pav les ouvriéres pondeuses a une répercussion sur leurs véserves nutri-
tives et envaye le développement des ceufs dans leurs ovaires. Aussitot que les cellules
renfermant ces larves sont operculées, le pourcentage d’Abeilles ovigéres remonte : il
atteint 46 p. 100 au bout du 74° jour de 'expérience. De leur c6té, les glandes hypopha-
ryngiennes augmentent également de taille; mais leur développement, comparé a
celui des ovaires, n'est pas si important. La réduction des glandes, au cours de cette
expérience, semble indiquer que les ovaires de certaines Abeilles se développent
aux dépens des glandes des autres Abeilles.

De tous ces faits 'auteur conclut que lorsqu’elles sont ovphelines, des Abeilles
dgées d’au moins 14 jours (elle n’a pas examiné les Abeilles plus jeunes), ont la capa-
cité de développer leurs ovaives et de former des ceufs. Cette premiére conclusion vient
renforcer celle de PEREPELOVA, qui pense aussi que 'existence des ouvriéres pondeuses
est en corrélation avec I'absence de jeune couvain.

Cependant HESS a pu obtenir des ouvriéres pondeuses en réalisant I'expérience
suivante, capitale 4 nos yeux : elle introduit deux cadres sans couvain, mais garni de
280 ouvriéres dgées de I A 2 jours, parmi une population non orpheline, mais séparés
de celle-ci par deux toiles métalliques, espacées de 5 cm, c’est-a-dire suffisamment
écartées pour empécher les échanges de nourriture. Dans chacun des compartiments,
les ouvriéres avaient accés 4 l'extérieur. Les Abeilles séparées de la reine, malgré sa
proximité, se comportérent en orphelines et, au bout de trois semaines, 1'auteur
trouva, dans le compartiment 4 deux cadres, du couvain d’ouvri¢res pondeuses &
tous les stades, contenant des larves abondamment pourvues de gelée, et 8 p. 100 de
ces ouvriéres orphelines avaient des ovaires contenant des ceufs. Les glandes hypo-
pharyngiennes étaient également trés développées.

La population orpheline finit donc pas devenir bourdonneuse, bien qu’elle se
trouve dans la méme enceinte que la population non orpheline. Cette expérience permet
d’exclure la présence d'un facteur olfactif, qui aurait pu agir dans la ruche, par exemple
une hypothétique « odeur » de la reine, qui inhiberait le développement des ovaires
chez les ouvriéres. Mais elle ne permet pas de trancher entre plusieurs autres hypo-
théses

1° Ou bien les ouvriéres distribuent 4 la reine une substance qu’elles sécrétent
ellessmémes. Cette substance est fournie 4 la reine au fur et & mesure de sa for-
mation ; et lorsque 'échange de nourriture est impossible, il s’ensuit nécessaire-
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ment une accumulation de cette substance dans le corps des ouvriéres, ayant pour
effet de stimuler leur fonction de ponte.

29 Ou la reine distribue aux ouvriéres une substance inhibitrice du développe-
ment des ceufs.

3° Ou les deux phénomeénes : ponte de la reine, d'une part, et inhibition de la
ponte chez les ouvriéres, d’autre part, dépendent d’un échange mutuel de substances
et de stimuli entre reine et ouvriéres. Les variations dans la proportion des deux
facteurs augmentent ou inhibent le potentiel de génération de l'ouvriére.

4° Enfin les stimuli entre ouvriéres paraissent jouer un réle excitateur dans
I’apparition des ceufs : en effet, HEsS isole au thermostat, 4 33°C, 60 jeunes ouvriéres,
Elles regoivent, tout au long de l'expérience, une nourriture riche et abondante. Au
bout de deux semaines, elle constate que leurs ovaires sont restés trés petits et
correspondent au stade I. Il n’y a donc pas, dans ce cas, apparition d’ouvriéres pon-
deuses. I’isolement a troublé la capacité de réaction de 'ouvriére et celle-ci n’a pu
accumuler ni assimiler la substance de fécondité qu’elle distribue normalement a
la reine. HESs souligne que, dans le cas de 1’Abeille isolée, I'hypothése de 'inhibition
provenant de la reine est évidemment exclue.

Mais, ce n’est pas ce que nous avons observé (PaIN, 1960). Par I’'amélioration
des techniques de nourrissement, nous avons forcé I’Abeille a consommer plus de
nourriture pollinique. Nous avons ainsi réussi & maintenir en vie, pendant un temps
d’observation suffisant, des Abeilles isolées ou groupées par deux, par trois, ou plus.
Les ovaives des Abeilles isolées peuvent former des cenfs ; mais 'apparition du premier
ceuf subit un retard trés net, par rapport aux ovaires des Abeilles appartenant a des
populations plus importantes (50 ou 100 Abeilles). I'influence du nombre se fait
déja sentir a partir d'un groupe de deux Abeilles.

Dans une population qui va essaimer, et chez laquelle on trouve des ouvriéres
pondeuses, HEss ne put trancher entre I'hypothése de la substance inhibitrice pro-
duite par la reine, qui serait distribuée en quantité insuffisante a la colonie devenue
trop forte, et 'hypothése d’un surplus de substance de fécondité, absorbée par cer-
taines ouvriéres, plus prédisposées 4 former des ceufs. Elle ne parut pas concevoir
I'idée que les deux hypothéses pouvaient étre admises a la fois.

C. — Travaux de Butler

BUTLER aborda en 1954 le probléme de I'orphelinage, en étudiant, non pas I'appa-
rition des ceufs dans les ovaires des ouvriéres, mais I’apparition des cellules royales,

Dans un premier type d’expériences, il encage des reines pondeuses, avec un
petit nombre d’ouvriéres, sur un rayon garni de pollen et de miel, de telle sorte que
le degré de liberté entre une reine et lles ouvriéres, de l'autre c6té de la cage, puisse
varier, depuis ’association libre jusqu’a la séparation la plus compléte. Les expériences
sont réalisées sur des colonies de forces inégales, les unes contenant deux mille cinq
cents ouvriéres, les autres jusqu’'a huit mille. Au bout de 48 heures, la colonie est
examinée du point de vue de la formation des cellules royales. I,’auteur n’en obtient
pas dans le cas ott les reines sont fixées 4 une plaquette de bois, ni dans celui ot les
reines sont enfermées dans une cage construite avec une grille & reine ; mais il en
obtient lorsque la reine est emprisonnée dans une cage en toile métallique simple ou
double (mailles de 3 mm).
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I1 conclut que, lorsque les ouvriéres d'une colonie renfermant 8 ooo Abeilles
ou plus, peuvent approcher de leur reine (attachée ou entourée d’une grille 4 reine)
elles ne construisent pas de cellules royales. Si elles ne peuvent l’atteindre (cagette
en toile métallique double) ou si elles n’ont avec elles qu'un contact limité {cagette
en grillage simple), des cellules rovales apparaissent. Dans le cas d’une colonie moins
forte (2 500 ouvriéres), les résultats sont identiques, mais dans le cas d'une cagette
a grillage simple, le nombre de cellules royales formées est plus petit. D’autres expé-
riences ayant confirmé ces faits, 'auteur pense que plus le nombre d’Abeilles est
élevé, plus grand est le nombre de cellules rovales construites en I'absence de reine.

colonie colonie
A B
partition
de bois
membrane |
élastique

pas débauche royale pas débauche royale

F16. 1 — Disposttif (¢f. BUTLER) permeitant d’évaluer la quantité minimum de phérormone
1 nécessaire pour empécher des Abeilles de construive des cellules royales.

11 déduit que, plus la colonie est forte, plus la reine doit étre accessible aux
ouvriéres, si 'on veut inhiber le pouvoir de formation de cellules royales. Ces
observations lui suggérent que les owvriéves obtiennent normalement de leur reine
une substance particuliéve, inhibitrice de la construction de cellules royales. Il pensa
d’abord que la « phérormone I » devait étre localisée principalement sur 1'abdomen.
Plus tard, il reconnut qu’elle était circonscrite a la téte; puis, en 1959, avec
Sivpson, dans les glandes mandibulaires de la reine. Il vérifia que les ouvriéres qui
viennent de lécher une reine, redistribuent la phérormone I aux autres membres de la
colonie par la voie des échanges trophallaxiques — mais, pour inhiber la formation
de cellules royales dans une population donnée, il faut qu’elle soit obtenue en quantité
suffisante.

BUTLER (1955) imagina un dispositif particulier (fig. 1), permettant d’évaluerla
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quantité minimum de phérormone I nécessaire pour empécher un nombre donné
d’Abeilles de construire des cellules royales. La piéce essentielle est constituée par
une membrane de caoutchouc, percée d’un orifice dans lequel il immobilise une reine.
Celle-ci est orientée de telle facon que des portions limitées : ou la téte entiére seule,
ou la téte accompagnée du thorax et des pattes, sont exposées aux Abeilles du nucléus
A, tandis que des portions : ou le thorax entier et ’'abdomen, ou seulement ’'abdomen,
sont exposés en B. I! constate alors qu’il n’est pas nécessaire pour les Abeilles d’'une
colonie, de nourrir leur reine ou de se nourrir de ses excréments pour obtenir la phéror-
mone : elle provient de toutes les parties de son corps ; mais, pour qu’elle agisse plei-
nement, il faut que les Abeilles aient accés a une certaine surface minimum de son
corps. Plus la colonie d’Abeilles est petite, moins grande est la surface minimum
nécessaire. Quand la quantité de substance royale est insuffisante, comme dans les
cas de supersédure par exemple, (présence de cellules royales dans les colonies pos-
sédant déja une reine), 'inhibition de la production de cellules royvales est moins
nette.

Selon BUTLER, la phérormone est trés fugace: les reines n’attirent plus leurs ouvriéres
deux heures aprés leur mort. La quantité de substance que celles-ci obtiennent
a ce moment-1a n’est que trés faiblement inhibitrice de la formation de cellules
royales (I1).

La poursuite de ses travaux, ainsi que les résultats publiés par nous et d’autres
auteurs (D Groor et S. VooeD, 1954), 'amenérent, en 1956, 4 penser que I'inhibition
de la production de cellules rovales, ainsi que Uinhibition ovarienne des ouvriéres,
devaient dépendre de la circulation, au sein des membres de la colonie, d'une certaine
quantité de la méme « substance royale ».

Pour vérifier cette hypothése, il mélangea a la nourriture pollinique de jeunes
ouvriéres orphelines, le contenu stomacal d’ouvriéres qui venaient de lécher leur
reine. Il constata que le développement des ceufs dans ces groupes d’ouvriéres était
plus faible que dans les groupes de controle.

A partir de 1957, il examina lefficacité d’extraits royaux (acétoniques, alcoo-
liques) sur le tractus génital des ouvriéres et du point de vue de la construction des
ébauches royales, selon que ces liqueurs imprégnent le corps de la reine « extraite », les
corps d’ouvriéres mortes, ou qu’ils sont administrés dans la nourriture, solide ou
liquide.

La comparaison des pourcentages d’Abeilles ovigéres montre une inhibition
plus forte quand des groupes d’ouvriéres léchent le corps d’une reine réimprégnée
de sa phérormone que lorsque des groupes identiques consomment la méme quantité
de phérormone, mais administrée dans la nourriture.

En ce qui concerne I'inhibition de la construction des cellules royales, un apport
adéquat d’extrait de reines, contenant la phérormone I, suffit 2 empécher la construc-
tion de cellules royales. Il n’est pas nécessaire pour cela que ces extraits soient associés
au corps d'une reine ou d'une ouvriére morte ou & quelque autre support.

Nous discuterons de la technique d’administration de la phérormone, en analy-
sant, au chapitre IV, le mode d’action de la substance royale.

(M La phérormone est, au contraire trés stable.

Au contraire de BUTLER, nous avons particuliérement étudié 'influence des reines mortes, et montré
qu’elles ne présentent pas toutes le méme pouvoir d’attraction. L'opinion de BUTLER doit s’appuyer sur quel-
ques reines qui justement ne possédaient pas de phérormone au moment de leur mrort, oun’en possédaient guére.
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D. — Travaux de Voogd

Les travaux de VoocD sont postérieurs 4 cex de BUTLER et aux notres. Elle
refit (VooeD, 1955, 1956) certaines expériences de BUTLER concernant l'efficacité
d’extraits acétoniques et alcooliques de reines, sur l'inhibition du développement des
ceufs dans les ovaires des ouvriéres.

Aprés introduction de cadavres d’ouvriéres imprégnés d’extraits de reines dans
des cagettes contenant 50 abeilles, elle remarqua qu'un certain nombre seulement
d’Abeilles léchaient les corps des ouvriéres. Le pourcentage d’ovigéres était moindre
que celui des ouvriéres qui ne s’étaient pas préoccupées des cadavres.

Dans cette expérienceil n’y a pas eu apparemment transmission de la substance
royale d’'une Abeille 4 l'autre, sinon les ovaires de toutes les ouvriéres auraient été
dans le méme état. Ces résultats semblent en contradiction avec ceux de BUTLER,
qui ne croit pas nécessaire le contact direct ouvridres-reine, le partage de la substance
royale s’effectuant entre les membres de la cotonie qui possédent la phérormone et
ceux qui ne la possédent pas. Mais VooceD (1959) critique vivement I’expérience de
BuTLER, qui consiste & introduire plusieurs fois de suite des groupes d’ouvriéres
venant de lécher une reine, au sein d’une petite colonie orpheline. Nous pensons,
comme elle, que [introduction répétée d'ouwvriéres dérange profondément la colonie
réceplrice, qui ne se trouve plus dans des conditions normales, d’oti peut-étre 'inhi-
bition de la construction de cellules royales. Le transfert de la substance n’est pas
démontré, d’autant moins que BUTLER (1954) n’a pas réservé de témoins, en intro-
duisant par exemple des ouvritres #’ayant pas léché la reine.

Vooep (1956) discute le mode de présentation de la phérormone, selon qu’elle
imprégne le corps d’une ouvriére morte ou qu’elle est incorporée a la nourriture des
ouvriéres. I’auteur conclut a Veffet inhibiteur de I'extrait de reine seulement lorsque
la phérormone est prélevée par léchage sur le corps d'une ouvriére et non dans 'autre
cas. Or BUTLER admet au contraire l'efficacité de la phérormone, mélangée 4 la nourri-
ture, pour inhiber 'ovogénése et la construction des cellules royales. Mais les expé-
riences de BUILER sont en réalité de deux sortes : en effet, s'il est vrai, comme cet
auteur et nous-méme 'avions pensé, au début de ces recherches, que les deux méca-
nismes d’inhibition (ovaires et cellules royales) puissent étre déclenchés par la ou
les « substances royales », ils ne mettent sans doute pas en jeu les mémes processus
physiologiques chez les ouvriéres et demandent aussi des doses différentes de phéror-
mone. De plus, dans Pexpérience de VoosD, 1959 et dans celle de BUTLER (1957),
les extraits sont incorporés 4 une nourriture solide. Dans l'expérience de BUTLER et
G1BBONS (1958) les extraits sont mélangés & une nourriture liquide, différence qui
nous apparait plus importante qu’a ces auteurs.

Conelusion

Pour tirer une bréve conclusion de ces données bibliographiques, dont certaines
ont dit étre présentées de fagon détaillée, on remarque avec quelle rapidité, a partir
de 1954, les expériences et les résultats se succédent. On n’avait jamais pu prouver
jusque 14, d’une fagon aussi nette, chez les insectes sociaux, que des extraits de reines
pouvaient étre responsables de I'inhibition d’autres sexués, soit par empéchement du
développement des ceufs dans leurs ovaires, soit par inhibition de la construction de
loges royales contenant des individus sexués de remplacement.



82 J. PAIN

Devant un champ si large d’expérimentation, BUTLER et nous-méme fimes porter
d’abord nos efforts sur la recherche de la localisation, puis de la purification chimique
de la phérormone.

Pour cette recherche, nous avons utilisé trois méthodes différentes, que nous
allons exposer dans le chapitre suivant.

CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODE DE TRAVAIL

A. — Le matériel expérimental

Les expériences relatives a ’étude du pouvoir attractif des reines, comme celles
qui se rapportent a leur pouvoir inhibiteur de I'ovogénése des ouvriéres, ont été
conduites en présence d’Abeilles adultes jeunes, d’dge connu. Elles nécessitent donc
I’apport d’un couvain naissant abondant, en parfait état de santé et pouvant suppor-
ter une captivité a I'étuve de plusieurs jours ou de plusieurs semaines. C’est pourquoi
nous insistons sur la méthode d’obtention de ce matériel.

(Nous traitons & part les expériences se rapportant a I’étude de I'inhibition de la
construction des cellules royales, parce qu’elles demandent des ouvriéres adultes
d’age plus avancé, et que, d’autre part, le matériel expérimental utilisé est diffé-
rent).

Les jeunes Abeilles proviennent donc de cadres de couvain operculé, prélevés
au rucher dans des colonies réservées 4 cet usage. A part quelques essais effectués sur
des colonies de race noire, les races caucasiennes et italiennes étaient le plus communé-
ment mises 4 contribution. On peut nous faire grief de n’avoir pas toujours travaillé
sur des colonies de méme race ; mais, méme dans ce cas, le chercheur n’est pas a1’abri
des variations individuelles. Ainsi de Groor (1950), étudiant le poids sec et la teneur
en azote d’Abeilles naissantes, sur un méme cadre, en provenance d’une méme ruche,
a trouvé que les chiffres variaient d’une cellule 4 'autre : les individus, dés le premier
jour de leur existence, sont déja trés hétérogénes et cela expliquerait peut-étre pour-
quoi certaines Abeilles, au sein d’un groupe, ont des ovaires contenant moins d’ceufs
que d’autres.

Pour les expériences exécutées durant la période d’hivernage, le couvain prove-
nait de colonies réactivées par chauffage et suralimentées en pollen.

19 RECHERCHE DU COUVAIN NAISSANT,.

Le couvain doit étre prélevé trés miir, c’est-a-dire sur le point d’éclore, ce qui
se reconnait facilement 4 ce que les opercules des cellules foncent et s’amincissent.
A ce moment, on vérifie le degré de maturité, en désoperculant au hasard quelques
cellules, a 'aide de pinces souples. Le cadre est bon 4 prendre lorsque la téte et les
antennes de I'ouvriére apparaissent noiritres et s’animent de mouvements caracté-
ristiques (photos I et 2). Les cadres de couvain operculé, transportés trop tot a 1'étuve,
ne sont pas dans des conditions optima de développement et ils éclosent plus tardi-
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vement. Les ouvriéres de ces cadres paraissent aussi moins vigoureuses et vivent
moins longtemps encagées.

Les cadres de couvain, une fois choisis, sont alors transportés du rucher jusqu’au
laboratoire, dans des boites & deux cadres, munies de couvercle, construites en isorel
dur de 33 cm de hauteur, 45 cm de longueur et 8 cm de largeur intérieure, préalable-
ment maintenues a 35°C; car il est trés important de ne pas refroidir le couvain au
cours du transport.

Une fois au laboratoire, les cadres de couvain dans leur étui sont immédiatement
entreposés a 33°C.

20 REPARIITION DES ECLOSIONS.

Les Abeilles naissantes sont encagées par petits groupes, toutes les vingt-quatre
heures. A. MaURIZIO (1954) opére de la méme fagon. De GrooT (1953) les encage au
fur et 4 mesure des naissances, c’est-a-dire toutes les huit heures ; mais il pense qu’il
elit été préférable de répartir également par cagettes les Abeilles de chaque période
d’éclosion, pour éviter I'influence des variations individuelles. Nous avons choisi une
période d’éclosion plus longue. De cette fagon les individus plus nombreux se
répartissent plus facilement et d’une maniére plus homogéne dans les cagettes. On
a ainsi plus de chance de réduire les variations dues au hasard.

Il nous est arrivé quelquefois, par pénurie de couvain en hiver, d’encager des
Abeilles 4gées d'un a4 trois jours.

Au début des recherches concernant les problémes de I'inhibition de la formation
des ceufs dans les ovaires de I'ouvriére, les Abeilles naissantes étaient réparties dans
les cagettes expérimentales par groupes de 30 a 35. Elles étaient préalablement endor-
mies en quelques secondes, au gaz carbonique. Nous avons presque aussitdt abandonné
cette méthode, qui risquait de troubler le métabolisme de 1’ouvriére. RIBBANDS (1949),
anesthésiant pendant quelques minutes au gaz carbonique ou & I'azote des butineuses
de pollen, constata qu’a leur réveil elles récoltaient du nectar. Il supposa que I'admi-
nistration de gaz carbonique provoquait une accumulation de métabolites acides dans
le sang de I’Abeille, dont il résultait un vieillissement artificiel. (Les butineuses de
pollen sont considérées comme des Abeilles plus jeunes) H. GONTARSKI (1950) établit
que les Abeilles oublient la position de leur ruche aprés anesthésie au gaz hilarant ;
mais RIBBANDS le conteste. Fvc (1950), soumettant, quinze minutes par jour,
pendant cing, trois, ou un jour, des Abeilles prélevées 4 une ruche normale, dans
une atmosphére de gaz carbonique, constata que les ovaires, ainsi que les glandes hypo-
pharyngiennes et les réserves adipeuses, restaient rudimentaires, bien que du pollen
se trouvat a leur disposition dans les cagettes.

Donc, par la suite, nous avons évité I'anesthésie ; les ouvriéres étaient saisies a
I'aide de pinces souples et introduites directement dans les cagettes, par groupes de
50 a 55 Abeilles, pour les expériences portant sur l'inhibition ovarienne, et par groupes
de 40 pour les expériences relatives au pouvoir d’attraction.

Dans la mesure du possible, nous avons toujours utilisé des Abeilles de début et
de milieu d’éclosion, jamais de fin d’éclosion, parce que les Abeilles derniéres nées sont
en général plus fragiles, et quelques-unes méme petites et malformées.

Les cagettes, une fois peuplées, sont maintenues dans une étuve a 33°C. A des
températures supérieures, on observe une agitation intense et une augmentation de
la mortalité. Les températures inférieures modifient dans un sens dévaforable le



84 J. PAIN

comportement des Abeilles et influent également sur leur consommation de nourri-
ture qui devient plus faible.

3¢ DESCRIPTION DES CAGETTES.

Nous avons utilisé deux sortes de cagettes, inspirées de celles du laboratoire
suisse de Liebefeld. Les unes mesurent 18 cm de haut sur 17 cm de long et 6 cm de
large. Les autres, légérement moins grandes, ont pour dimensions 17 cm de haut sur
14,5 cm de long et 4 cm de large. Elles sont construites sur le méme modgéle, ¢’est-a-dire
qu’elles se composent d'un socle et d'un couvercle en bois, réunis 'un a 'autre par
deux rectangles, de bois également, munis de rainures dans lesquelles peuvent glisser
deux vitres latérales, de dimensions 13 X 18 cm. Pour prélever des échantillons
d’Abeilles, ou enlever les cadavres, it suffit de faire coulisser une des deux vitres dans
sa rainure, Les Abeilles sont introduites par l'un des orifices ménagés a la base d’'un
des rectangles en bois. Par l'autre orifice, on introduit un abreuvoir en verre de
12 mm de diameétre, coudé a goo, perforé 4 'une de ses extrémités, et fermé 4 'autre
par un bouchon de liége. Ces abreuvoirs sont remplis d’eau pure. I’importance de
Peau, distribuée en quantité suffisante, a été démontrée par WoODROW (1g4I) et
A. Mauri1zio (1946). La longévité des Abeilles maintenues en captivité augmente de
huit fois, si, a4 ¢6té du miel ou du candi, on leur fournit de 'eau.

La cagette est garnie d’'un support en cire gaufrée, parfaitement propre. Nous
avons tenté de supprimer ce support pour éviter les attaques de teigne (Galleria
melonella et Achroea grisella) ; mais les ouvrieres se groupent plus facilement sur la
cire (SENDLER, I940) que sur n’importe quel autre support.

Les aliments : sucre et pollen, sont offerts dans des mangeoires en matiére
plastique de différentes dimensions (photos 3 et 4).

49 NOURRITURE.

Aprés bien des recherches, nous avons abandonné la nourriture liquide d’eau
sucrée ou miellée. En effet, sous cette forme, les Abeilles, qui sont dans I'impossibilité
de sortir pour évacuer l'excés de liquide, se gonflent rapidement ; les excréments
accumulés dans I'abdomen ne peuvent étre rejetés facilement, si bien qu’elles meurent
au bout de trés peu de temps.

Nous avons préféré une nourriture solide, composée de sucre candi. De I'eau frai-
che et potable (eau du robinet) est toujours offerte A part et apporte des substances
minérales qui peuvent étre utiles,

Fabrication du candi

Pour la fabrication du candi, les proportions sont les suivantes : 2 parties de miel
pour 6 de sucre glace. Le mélange se fait au bain-marie jusqu’a 'obtention d’une pite
visqueuse, qui durcit par la suite  I'air, sans devenir friable. Il est trés important
d’éviter la caramélisation ; car un candi trop chauffé devient toxique pour ’Abeille.

Nous avons toujours utilisé le méme stock de miel, au cours d’'une année apicole.
C'est en général un miel, dont on connait la formule pollinique récolté sur le terri-
toire du laboratoire. Il comprend souvent du chétaignier, du colza, de 'érable,
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de la moutarde, du tréfle blanc et incarnat et des arbres fruitiers. Le candi obtenu a
partir de ce miel convient aux Abeilles et les attire beaucoup.

Les Abeilles utilisées pour les tests d’attraction ne regoivent que du candi.
Il n’est pas indispensable de leur founir de I'eau ; car elles ne sont encagées que pour
quelques jours, et nous avons observé qu’elles peuvent vivre sans boire jusqu’a I'dge
de 5 et 6 jours.

Celles qui servent a I’étude du pouvoir inhibiteur des reines sont encagées pour
une période de temps plus longue. Elles recoivent en plus du candi et de I'eau un
pollen frais riche en azote, qui provient directement d’une trappe a pollen, dont le
tiroir est relevé chaque jour. On vérifie tous les jours la quantité de nourriture res-
tante, et le pollen est renouvelé tous les deux ou trois jours, selon les consommations
observées, et aussi pour qu’il n’ait pas le temps de se dessécher 4 1’étuve. Nous avons
mis en évidence que les ouvriéres consomment les différents aliments jusqu’ an dixiéme
jour environ de leur encagement, la consommation devenant ensuite presque nulle.
C’est pourquoi il est trés important d’en surveiller les variations pendant cette pé-
riode.

B. — Les méthodes de tests

Les deux méthodes de tests que nous allons maintenant exposer sont trés
différentes, bien qu’elles utilisent au départ un cheptel vivant et un matériel expé-
rimental identiques.

1© MESURE DU POUVOIR ATTRACTIFE.

La mesure du pouvoir attractif de reines ou de supports imbibés d’extraits
royaux est de beatcoup la plus rapide. Elle s’effectue de la maniére suivante :

On utilise de 35 a4 40 ouvriéres dgées de deux jours, au début de chaque essai.
Nous avons signalé en 1955 une sensibilité plus grande dela jeune Abeille a la substance
royale attractive. Cependant les Abeilles 4gées d'un jour ne sont pas utilisables pour
ce test, parce qu’elles se rassemblent trés souvent spontanément sur le plancher de la
cage et qu’alors il est trés difficile de distinguer si elles sont « attirées » par des supports
imbibés de 'odeur de reine. On élimine aussi les cagettes dans lesquelles les Abeilles
« font la grappe » ; car celle-ci ne se dissocie que si les reines ont un pouvoir attractif
trés grand ; les reines faiblement attractives étant délaissées.

On compte toutes les 30 secondes, pendant 5 minutes, le nombre de jeunes ou-
vriéres qui viennent auprés de la reine. Cette méthode est utilisée aussi pour apprécier
le pouvoir d’attraction de papiers sur lesquels on a déposé des quantités connues de
phérormone brute ou d’extraits purifiés, ou encore de papiers filtres ayant entouré
le corps de reines vivantes (photos 5-6-7 et §).

Dés que les Abeilles d'une cagette ont réagi positivement, c’est-a-dire lorsqu’elles
ont adopté une attitude caractéristique avec mouvements particuliers des antennes
et extension du proboscis, la cagette est éliminée et ne sert plus pour I'examen d’au-
tres reines.

Nous avons en effet remarqué que les Abeilles, qui viennent de lécher une reine
ou un support particuliérement attractif, se précipitent aussi sur des reines d'un
pouvoir attractif moindre, comme si leur seuil réactionnel se trouvait abaissé. Il faut
done étre trés prudent pour interpréter les résultats obtenus. Ils obligent 1'’expérimen-
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tateur 4 un trés grand nombre d’observations portant sur de nombreuses ouvriéres.
11 est donc pratiquement impossible de travailler I’hiver ; car il n’y a pas de couvain
naissant en quantité suffisante a cette époque.

Lorsqu'un groupe d’Abeilles ne réagit pas a une substance donnée ou a un extrait
déterminé, on s’assure que cela ne provient pas d’'une anomalie des ouvriéres, en
leur présentant des reines mortes témoins, trés attractives, conservées a cet effet a
—300°C,

Lorsqu'un groupe réagit 4 une substance déterminée, on vérifie qu’elle attire
aussi les ouvriéres d’autres cagettes.

Pour mesurer le pouvoir attractif, nous apprécions au cours de présentations
successives dans une série de cagettes, le chifire maximum d’ouvriéres attirées. On
effectue ensuite la moyenne.

Par cette technique, nous avons étudié 'apparition du pouvoir attractif des
reines vierges, au cours des différentes étapes de leur vie, et selon qu’elles ont été au
contact d’'un nombre plus ou moins élevé d’ouvriéres. Nous avons pu aussi, au cours
des essais de purification, retrouver dans quelle fraction se maintenait le pouvoir
attractif.

20 MESURE DU POUVOIR INHIBITEUR DE L'OVOGENESE DE I OUVRIERE

La mesure du pouvoir inhibiteur des reines sur 'apparition d’ouvriéres a gros
ovaires est trés longue : l'expérience doit se prolonger pendant quinze jours. Nous
avons fixé cette limite parce qu’au quinziéme jour de nourrissement au pollen appa-
raissent normalement des ceufs dans les ovaires des ouvriéres non soumises a l'influ-
ence d’une reine vivante ou morte. (Les ceufs peuvent d’ailleurs apparaitre beaucoup
plus t6t). A. MaURIZIO (1954) ne disséque 'ovaire qu’entre le 23¢ et le 33¢ jour. Elle
soutient en effet qu’au 13¢ jour les ovaires ne contiennent pas d’ceufs. Leur apparition
n’alieu, d’apres elle, que vers le 20° jour et ce ne serait qu’entre le 20° et le 27¢ jour que
les ovaires, comme aussi les glandes hypopharyngiennes et les corps gras atteindraient
leur développement maximum. En ce qui nous concerne, nous ne pensons pas que des
dissections tardives, comme celles de MaURIzIO, modifient les résultats. Nous avons
montré (cf. page 78)lors d'un travail sur 'apparition du premier ceuf dans les ovaires
d’Abeilles isolées, que celui-ci apparait, dans 50 p. 100 des échantillons, au bout du
15¢ jour de nourrissement au pollen. Pour des groupes d'Abeilles plus importants
(50 Abeilles), le premier ceuf apparait méme le 3¢ jour dans les ovaires de plus du tiers
de la population. Ces différences dans le mirissement de 'ovaire tiennent en partie
aux techniques employées.

a) Techniques de présentation des aliments.

Au début de ces recherches, le candi et 1'eau étaient distribués ad libitum, dés
le premier jour de l'expérience, et le pollen présenté de deux fagons : soit mélangé a
diverses concentrations au candi, soit séparément a 'intérieur des alvéoles d'un mor-
ceau de rayon bati.

Sans rompre complétement avec cette premiére méthode, nous avons cependant
été amenée a y apporter quelques modifications. En premier lieu, nous avons aban-

\

donné les mélanges avec le candi, a cause de la tyés grande variabilité des vésultats.
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En effet, non seulement cette technique s’éloigne des conditions naturelles (les
Abeilles entreposent séparément miel et pollen), mais, en outre, comme il est tres diffi-
cile d’apprécier & quelle concentration les Abeilles vont réagir, on risque de fournir
des mélanges trop pauvres ou trop riches en pollen, de sorte que les Abeilles sont
obligées, pour absorber les extraits royaux, de consommer ou trop ou pas assez de
sucre. Ainsi pour des pollens de méme teneur en azote, et pour une concentration en
pollen de 4 9, les pourcentages d’Abeilles ovigéres varient de 0 4 66,6 %, pour des con-
centrations de 8 9, ; de 0 & 100 %, pour des concentrations de 16 %, ; de 46,6 a 100 %,
d’ovigeres. Lies concentrations supérieures a 25 %, sont trés mal supportées par les
Abeilles. Pourtant de GROOT (1953) pense que les mauvais résultats de MELamMPY et de
Mc GREGOR (1939) sur la longévité des Abeilles proviennent justement d’une consom-
mation insuffisante en substances azotées, présentées a part du régime sucré ; mais je
suis d'un avis opposé. Pour favoriser les consommations en pollen, il est préférable
de priver les Abeilles de sucre pendant quelques heures afin de les inciter & consom-
mer le pollen qui reste seul présent alors dans la cagette. Alors pour des pollens com-
parables, les pourcentages d’Abeilles ovigéres sont mieux groupés et ne différent entre
eux que par une différence de 20 9%,

Dans la phase expérimentale, nos Abeilles encagées ne regoivent que du candi,
le premier jour et, le lendemain, en plus, le pollen. Celui-ci est additionné d’'un peu de
miel, de fagon & obtenir une préparation a peu prés semblable en consistance au
pollen que les Abeilles emmagasinent dans leurs rayons (c’est le méme miel qui entre
dans la préparation du candi; mais il est pasteurisé & 60°C pendant vingt-quatre
heures. Il est toujours fourni dans les mémes proportions). Le pollen ainsi humecté
est ensuite introduit dans des cupules en matiére plastique, qui restent en permanence
dans les cagettes. En cet état, il est facilement prélevé par les Abeilles.

A partir de ce moment, les Abeilles ne regoivent du candi que 5 heures par jour,
de 10 heures & 15 heures, et sont affamées de 15 heures 4 10 heures le lendemain,
pendant une période de 15 jours. On s’assure journellement de la consommation, en
suivant la baisse des aliments 4 travers la paroi transparente des mangeoires. On ne
tient compte des résultats que lorsqu’il y a eu consommation effective, vérifiée par
I'examen du tube digestif, lors des dissections. On élimine par cette technique I'influ-
ence d'une concentration trop forte en pollen, que les Abeilles seraient forcées d’ingérer
en méme temps que le candi. De GrooT et A. MAURIZIO, lors de leurs expériences sur
les longévités, ont signalé les effets désastreux des concentrations trop élevées en
azote. Cependant, d’aprés A, Maurizio, les ovaires réagissent mieux a de fortes
concentrations.

b) Imporiance du mode d’administration des substances 4 ingérer.

A chaque série d’expériences correspondent plusieurs cagettes témoins. Les
unes recoivent, comme nous venons de le décrire, du candi et du pollen additionné de
miel ; les autres du candi et du miel. Les cagettes expérimentales contiennent en plus,
soit des reines, soit des extraits royaux, recueillis au cours de la purification de la
substance royale.

Dans le cas de la présentation d’extraits non attractifs, ceux-ci sont incorporés,
en proportions connues, 4 des quantités mesurées de nourriture pollinique ou de
nourriture sucrée.
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Dans le cas ou les extraits sont attractifs, ils sont offerts, séparés des aliments,
sur un morceau de papier filtre, que 1'on imbibe plusieurs fois par jour, et que les
ouvriéres viennent lécher quotidiennement.

La prise de la phérormone, lorsqu’elle est présentée selon cette deuxiéme tech-
nique, détermine le maximum d’inhibition ovarienne, et les pourcentages d’Abeil-
les ovigéres sont toujours plus faibles, ce qui indique une inhibition plus efficace de
la part des reines ou des extraits attractifs.

La preuve de lefficacité de la phérormone, lorsqut’elle est administrée & part de la
nourriture, ne fait que renforcer nos conclusions. Nous avons démontré en effet que,
lorsque le pollen est offert aux Abeilles, mélangé au candi, les pourcentages d’Abeilles
témoins ovigéres obtenus pour une méme concentration, sont excessivement variables et
qu’en outre cette technique s’éloigne des conditions naturelles. Certains Hyménopteres
solitaires, en effet, administrent bien a leurs larves une bouillie de nectar et de pollen
fort épaisse, mais I’Abeille, les Bourdons et les Mélipones sont les seuls a entreposer
nectar et pollen séparément. La méthode consistant & mélanger la substance inhibitrice
au candi ne convient donc pas forcément aux ouvriéres. Celles-ci, en effet, ne peuvent
régler séparément leurs ingestions de sucre et de pollen, a cause du mélange et sont
obligées de consommer trop de sucre ou trop de pollen, pour une quantité minime de
substance, d’oti son peu d’efficacité sur les ovaires. I ’inhibition du développement
des ceufs, obtenne par BUTLER suivant cette méthode, est plus faible que celle que
nous avons obtenue suivant notre technique des papiers filtres. Nous ne nions pas
cependant que l'autre technique puisse donner des résultats ; mais ceux-ci sont cer-
tainement plus irréguliers.

c) Etude du développement ovarien.

A la fin de I'expérience, ¢’est-a-dire 4 partir du 15¢ jour de nourrissement, toutes
les Abeilles sont endormies au gaz carbonique et tuées au chloroforme. On préléve
alors au hasard un échantillon de 15 Abeilles au minimum par cagette, pour la dissec-
tion immédiate dans un sérum physiologique.

Les dissections ont été exécutées sous la loupe binoculaire Nachet, grossies g fois ;

nous avons continué avec la loupe binoculaire Zeiss, avec un grossissement de 50.

Mode opératoire.

L’Abeille ouvriére est fixée les ailes coupées, 4 I'aide d’aiguilles entomolo-
giques dans la cuvette a dissection. C’est une simple boite de Pétri de 7 cm de dia-
métre, dans laquelle on a versé un mélange de cire et de noir animal. A 1'aide de
pinces fines et d’un éclat de lame de rasoir monté sur un porte-équarrissoir, on prati-
que une incision médiane et longitudinale des quatre premiers segments abdo-
minaux. On enléve ensuite avec les pinces les huit tergites, ainsi que le tissu adi-
peux et le cceur tubulaire, qui apparaissent juste au-dessous. On apergoit alors la
masse énorme de l'intestin postérieur, coloré en jaune, et les glandes rectales atte-
nantes, 1’'amorce de l'intestin gréle et une partie de l'intestin moyen. Celui-ci est
disposé en forme de croissant au-dessus de l'intestin postérieur. C'est en soulevant
Iintestin moyen, et de chaque c6té de celui-ci, qu’'on apergoit les ovaires. Il sont
souvent réunis entre eux a l'apex par un fil trés mince et s’étirent depuis la hauteur
du jabot jusqu’'au sixiéme ganglion abdominal. Les oviductes ont 'aspect de deux
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filaments blanchatres, qui se réunissent en un canal commun sous le sixiéme et sep-
tiéme ganglion abdominal. Si I'on enléve avec précaution le septiéme ganglion abdo-
minal, trés proche du sixiéme, on apergoit sur le vagin transparent la spermathéque
de I'ouvriére et son canal minuscule. G. HESs a examiné vingt-cing réceptacles sémi-
naux d’ouvriéres et leur attribue la moyenne de 77 microns de diamétre.

I’ensemble du tractus génital de 'ouvriére est entouré d’un tissu trachéen abon-
dant.

I1se dégage de I'ensemble des dissections que la variabiliié des ovaires, en fonction
de l'alimentation et de l'orphelinage, est irés grande. On a observé en effet tous les
degrés de développement possibles, depuis V'ovaire filiforme, sans ceuf, jusqu’a celui
de l'ouvriére pondeuse. Mais, méme lorsque l'ovaire de I'ouvriére est développé, la
spermathéque, bien qu'un peu plus grosse que chez une ouvriére normale, reste
petite et incapable de fonctionner.

Chaque ovaire disséqué est affecté d’un numéro (de 1 a V), indiquant son degré
de développement. Pour la numérotation des différents stades observés, on se référe
a un systéme de dessins représentatifs de cing stades typiques de I'ovaire, que nous
avons légérement modifié, en nous inspirant de la classification de G. HEss (1942).

Classification des stades ovariens.

Pour établir la classification, nous nous sommes préoccupée uniquement du
degré de transformation des ovarioles, qui résulte d'une augmentation du nombre et
de la taille des ceufs, et d'une différenciation de plus en plus poussée des cellules
nutritives entourant les ovocytes ; le nombre des ovarioles est déja fixé chez les jeunes
nymphes.

Stade I. — Les ovarioles ont 'aspect de filaments gréles et transparents. A
ce stade, ils ne sont pas divisés en chambre et ne renferment, par conséquent, aucun
noyvau volumineux.

Stade II. — ILe contenu des ovarioles est moins transparent. On commence a
apercevoir la division en chambres, avec des noyaux dans chacune d’elles. Il n’est
pas possible de différencier encore les ovocytes des cellules nourriciéres.

Stade ITI. — Les ovarioles sont nettement divisées en chambres. On distingue
maintenant les cellules nourriciéres des ovocytes. On range dans ce stade les ovaires
qui renferment par ovariole de T 4 4 ceufs bien formés, mais dont la taille reste petite,
comparée aux stades IV et V.

Stade IV. — Les ovaires sont bien développés et renferment des ovocytes
bien individualisés dans chaque ovariole. On pourrait y compter les ceufs et les
cellules nourricieres. Déja, a ce stade, on peut voir quelquefois un ceuf, engagé dans
chacun des deux oviductes.

Stade V. — I1,/ovaire énorme remplit presque entiérement la cavité abdominale,
sans toutefois atteindre la taille de I'ovaire de reine, On le compare généralement a
un ovaire de guépe. Les ceufs sont gros et allongés ; mais il devient impossible de les
dénombrer. Trés souvent, les plus volumineux se trouvent engagés dans les oviductes.
Certains méme sont préts a étre expulsés (photos g et 10).

En aucun cas nous n'avons tenu compte de la longueur et du nombre des ovarioles.
Ces deux facteurs sont en effet trés variables et ne semblent pas en rapport avec le
développement de l'ovaire. Dans un premier travail de biométrie, publié avec la
collaboration de VERGE, en 1950, nous avons examiné le premier de ces facteurs.

Annales de PAbeille. — 1961. 2
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Nos résultats confirment ceux de HEss, & savoir que la moyenne des longueurs des
ovaires gauches est systématiquement supérieure a celle des ovaires droits, et qu'un
ovaire trés long n’est pas forcément un ovaire mature.

Quant au second facteur, le nombre des ovarioles, les dissections révélent par exem-
ple aux stades I et IT, deux ovaires réduits chacun a un filament ou comportant de deux
a vingt tubes non différenciés. De plus, et dans presque tous les cas, les deux ovaires,
de longueur inégale, comme nous l'avons exposé, ne renferment pas le méme nombre
d’ovarioles ni la méme quantité d’ceufs. Aussi peut-on apercevoir, au stade III,
un ovaire réduit 4 un tube et 'autre comprenant un a4 deux tubes, avec chacun 14
4 ceufs. On peut voir aussi, sur un méme ovaire, un 4 deux tubes ne contenant pas
d’ceuf, accolés 4 un ou deux tubes qui en contiennent quelques-uns.

Nous comptons les stades I et II pour non développés, et les stades 111, IV et V
pour développés. Cela revient a considérer seulement deux étapes de développement :
un état immature, aux ovaires ne contenant pas d’ovocytes et un état de différenciation
cellulaire, aux ovaires contenant des ceufs, Pour la clarté du texte et des
tableaux, nous rappelons l'expression ovigéres. (Abeilles aux ovaires contenant des
ceufs).

Nous admettons que les ovaires qui n’ont pas été inhibés ont réagi alanourriture
dés qu’on peut noter I'apparition d'un ceuf dans I'un des deux ovaires. Pour des évalua-
tions plus précises nous avons tenu compte des différents stades décrits ci-dessus.

Puisque le nombre d’Abeilles disséquées, présentant des ceufs dans leurs ovaires,
est rapporté i 100 individus, nous avons considéré arbitrairement que le chiffre
33,3 p. 100 d’abeillesovigéres, correspondant au tiers des Abeilles prélevées, représente
la limite inférieure du développement ovarien de la population. C'est la proportion
trouvée d’habitude chez les Abeilles orphelines, qui ne recoivent que du sucre.

C. — Matériel et méthode pour apprécier I’inhibition de la construction
des eellules royales

La méthode d’appréciation de I'inhibition de la construction des cellules royales
est une modification de la technique utilisée par BUTLER. Elle consiste a faire entre-
prendre a des ouvriéres orphelines un élevage royal en les forgant & consommer des
substances supposées inhibitrices de la construction.

150 & 200 ouvriéres sont prises au hasard dans une ruche, sur un cadre de couvain,
Elles sont immédiatement encagées, aprés avoir été trés légérement endormies au
gaz carbonique.

Les cagettes utilisées sont d'un type spécial : elles mesurent 10 cm, 5 de haut,
sur 8 cm de long et 5 cm de profondeur. Elles se composent d'un socle en bois et
d'un couvercle en verre, réunis I'un a l'autre par deux rectangles en bois solidement
fixés au socle. Elles sont fermées par deux grillages en crin nylon de 2,28 mm
de mailles, qui permet une bonne aération de I'intérieur de la cagette.

Par 1'un des orifices ménagés & la base d'un des rectangles, on introduit une
mangeoire en zinc de 2,7 cm de large sur 4,5 cm de long, pouvant contenir le candi et
le pollen, que les Abeilles regoivent le jour méme de leur encagement. Par Uautre
orifice, on introduit un abreuvoir en verre du méme type que ceux que nous avons
décrits et contenant de l'eau.

Le lendemain, on fixe au couvercle en verre un morceau de cive claive batie,
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contenant des ceufs ; car les ouvriéres ne construisent pas de cellules royales sur des
cires foncées. SHINIEVA, (I953), avait aussi remarqué que les Abeilles sélection-
naient les larves de reine de préférence sur les rayons clairs. ILe morceau de cire est
ensuite introduit directement, par le toit de la cagette, au sein de la petite population
On obtient des ébauches royales au bout de vingt-quatre 4 quarante-huit heures,
selon 'dge des ceufs prélevés (photos 1T et 12).

Nous utilisions, au début, pour ce test, de jeunes Abeilles écloses i I'étuve ;
mais cette méthode ne donne pas de résultats satisfaisants : U'apparition des ébauches
royales est plus tardive {4 jours plus tard, au lieu d’x1 4 2 jours). Cette différence tient
probablement au fait que les Abeilles n’étaient pas encore aptes a sécréter des écailles
de cire. Cependant, lorsqu’on utilise un nombre de jeunes Abeilles supérieur a 200 :
300 par exemple, on obtient la construction de cellules royales. Il semble bien qu’il
existe un nombre déterminé d’Abeilles au-dessous duquel il ne peut y avoir formation
de cellules royales. Nous 'avons évalué a une vingtaine d’Abeilles adultes ; mais il
est possible que ce nombre varie selon 1'état des Abeilles prélevées, et selon la saison.

Si l'on fixe sur le morceau de rayon, contenant des ceufs, les corps de deux
ouvrieres fraichement tuées (en provenance des cagettes), enduits d’'une solution
éthérée de phérormone 1, puis de sirop miellé trés concentré, alors les cellules royales
n’apparaissent pas.

La phérormone I, inhibitrice de la construction des cellules royales, n’est pas
attractive. C'est pourquoi il est indispensable d’y ajouter quelques traces de miel
si 'on veut que les Abeilles viennent la prélever, tout comme elles le font sur le
corps des reines, vivantes ou mortes.

CHAPITRE III

LOCALISATION DE LA PHERORMONE

A. — Mise en évidence de ’existence de la phérormone,

Dés 1953 j'ai constaté qu’une reine féconde, morte naturellement deux jours
aprés son introduction dans une cagette d’expérience, continuait a « intéresser » les
jeunes Abeilles. Les ouvriéres qui I’entouraient présentaient une attitude caractéris-
tique : quelques-unes s’'immobilisaient et cherchaient A entrer, au moyen des antennes,
au contact des téguments royaux, puis se mettaient ensuite i lécher la reine avec
avidité, D’autres étiraient immédiatement leur proboscis.

Je poursuivis 'expérience en laissant cette reine dans la cagette expérimentale,
peuplée environ d’une centaine d’ouvriéres Agées de deux jours, Celles-ci avaient
déja requ pour nourriture, dés le premier jour de leur encagement, du candi, de l'eau
et du pollen frais. Au bout de dix-sept jours, je disséquai les ovaires des ouvriéres et
constatai que, bien qu’elles aient reu du pollen frais tout au long de U'expérience,
leurs ovaires restaient rudimentaires par rapport & ceux des ouvriéres orphelines
témoins, qui contenaient des ceufs,

J’ai reproduit 1'expérience en présence de nouvelles ouvriéres. Elle s’occupérent
encore de la reine pendant plus de sept jours.
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J’ai alors examiné un certain nombre de reines et comparé les pourcentages
d’Abeilles ovigéres chez les ouvriéres accompagnées d’une reine et chez les ouvriéres
témoins, privées de reine.

MY THODE

Les différentes reines examinées étaient introduites, au début de I'expérience,
soit mortes, soit vivantes, dans des cagettes peuplées de jeunes Abeilles. Dans le
dernier cas, elles étaient tuées par différents procédés, quelques heures aprés leur
introduction, ou au bout d’'un, deux, trois ou quatre jours. Quelques-unes moururent
naturellement au bout d’'un a deux ou trois jours de séjour au milieu des jeunes
Abeilles. Elles étaient alors laissées dans les cagettes jusqu’a la fin de l'expérience.
Ces reines provenaient, pour une petite partie, des ruches du laboratoire ; mais surtout
d’expéditions d’éleveurs et d’apiculteurs. Cest pourquoi, dans la plupart des cas,
il m’a été impossible de connaitre exactement leur 4ge et leur origine. C’étaient en
général des reines de rebut, de plus de deux ans, et de mauvaises pondeuses. Les
reines mortes, A leur arrivée, étaient mises en expérience immédiatement, ou conser-
vées 4 0 °C. Les reines vivantes étaient, soit mises en expérience, le jour méme, soit
conservées 4 1'étuve en présence d'une centaine d’ouvriéres. Dans quelques cas ol
I'on manqua de couvain naissant, elles furent conservées a I’étuve en présence d’une
dizaine d’Abeilles, ou bien tuées, puis conservées a o °C.

Les cagettes avec leur reine étaient examinées chaque jour et I'on notait spéciale-
ment le pouvoir d’attraction des reines, laissées au contact des ouvriéres pendant
toute la durée de 'expérience. Nous avons pu mettre en évidence, de cette fagon, le fait
que certaines veines étatent plus inhibitrices que d autres. 1’ expérience durait un mini-
mum de quinze jours, au bout desquels 15 ouvriéres étaient prélevées au hasard,
endormies au gaz carbonique, tuées et disséquées. I,’état de leurs ovaires était alors
examiné et les différents stades observés, classés selon la technique de HEss, que
nous avons déja exposée au début de ce travail (Voir chapitre I1: Matériel et méthodes
de travail).

Nous avons exposé les résultats dans le tableau n° 1.

Sur 46 expériences correspondant & 32 reines examinées, presque toutes étaient
des reines fécondées, 6 seulement étaient des reines vierges. Nous avons noté, dans la
troisiéme colonne du tableau, les différents procédés utilisés pour tuer les reines.
Certaines ont été exposées au froid, a 0°C, pendant une heure et plus ; d’autres auto-
clavées pendant le méme temps. Quelques-unes ont été tuées par le chloroforme et
d’autres par sectionnement du corps en plusieurs trongons : téte, téte et thorax réunis,
thorax, thorax et abdomen, abdomen seul.

De ce tableau il ressort qu’un cadavre de veine attractif a toujours inhibé le développe-
ment des cufs chez des jeunes ouvriéves d’ A beilles. Sil’on considére que les ovaires sont
peu développés lorsque les pourcentages d’Abeilles ovigéres ne dépassent pas 33,3 p. 100
alors que les pourcentages des témoins oscillent entre 50 et 100 p. oo (sauf dans
trois cas ol les témoins correspondant aux reines I1 présentent 46,6 p. 100 d’Abeilles
ovigéres ;20 : 48 p. 100 ; 30 : 40 P. 100), on obtient 30 résultats en dessous du pourcentage
limite, allant de o p. 100 4 33,3 p. 100, ce qui indique que les ovaires des ouvriéres ne
contiennent pas ou trés peu d’ceufs, alors que les pourcentages des témoins sans
cadavre de reine varient de 40 a 82,35 p. 100 ; et 16 résultats au-dessus du pourcentage
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limite allant de 40 & 99,9 p. 100, alors que les pourcentages des témoins correspon-
dants vont de 52,63 p. T00 4 100 p. 100.

(Ces derniers résultats positifs peuvent s’expliquer. Nous y reviendrons par la
suite).

Au début de ce travail, nous avions pensé que les reines qui n’étaient tuées que
trois ou quatre jours aprés leur introduction dans les cagettes pouvaient inhiber plus
complétement le développement des ceufs chez les ouvrieres que celles qui y étaient
introduites déja mortes ; il nous semblait que la distribution de substance royale devait
é&tre plus forte, du fait que la reine en séeréte au cours de sa vie et que cette séerétion
est stoppée aprés sa mort.

Or, d’aprés les résultats obtenus, il ne parait pas que les reines, introduites
mortes dans les cagettes, inhibent moins le développement des ceufs que lorsqu’on
les a laissées en vie pendant I & 4 jours : Uinhibition de 'ovogénése varie de 0 2 33,3 p.
100, lorsque les reines ont été introduites mortes, et de o a 26,6 p. 100, lorsque les
reines ont vécu quelques jours. Citons pour exemples les expériences I et 4, ol les
deux reines sont fécondées. La premiére a été introduite vivante et a été tuée au bout
de deux jours. La deuxiéme a été introduite morte au commencement de 'expérience.
Dauns les deux cas, les pourcentages sont trés faibles : de 0 4 26,6 p. 100 d’Abeilles
ovigéres.

Nous exposerons d’ailleurs plus en détail, au chapitre VII, 'importance de la
trophallaxie entre reine vivante et ouvriéres, lorsqu’elles sont séparées par un obstacle
permettant seulement des échanges de nourriture, mais rendant tout léchage impossi-
ble. Nous comparerons également l'inhibition ovarienne obtenue chez de nouvelles

ouvrieres, lorsque celles-ci ne pettvent plus nourrir cette reine, mais seulement lécher
son cadavre.

De ces premiéres expériences, nous avons tiré les conclusions suivantes :

1° Un cadavre de veine féconde attive les ouvriéres aussi fortement qu'un cadavre
de reine vierge, 4 condition, comme nous le verrons un peu plus loin, que les vierges
aient été au contact, durant leur vivant, d’un certain nombre d’ouvriéres. Les ovaires
des ouvriéres ne peuvent alors former des ceufs, bien qu’elles consomment du pollen
frais tout au long de 'expérience. Il convient de noter ici que les reines vierges étudiées
étaient d’origine inconnue et par conséquent d’dge indéterminé (tableau 2).

TABLEAU 2
No des Q Moyens utilisés % d’abeilles i Ne des @ Moyens utilisés 9% d’abeilles
vierges pour tuer les reines ovigeres fécondes pour tuer les reines ovigéres
15 Téte broyée (Q entiére) 20 % 14 Décapitation (@ entiére) 0 %
17 0°C pendant 1 h 30 20 %, 16 0°C pendant 45 mn 18,18 %
20 Autoclave pendant 1 h 24 9, 18 Autoclave pendant 1 h 40| 26,6 %
29 Décapitation (téte) 20 % 28 Décapitation (téte) 26,6 9%

De méme les ovaires des ouvriéres ne forment pas d’ceufs en présence d’une reine
vivante attractive, qu’elle soit vierge ou féconde.

20 Cependant, si l'on tient compte du résultat obtenu dans 'expérience 7, ol
une reine nouvellement née a été offerte aux ouvriéres, on est amené a penser que
toutes les reines vierges me sont pas inhibitrices.
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TABL
-
Nos. des Nature des reines Moyens utlhse.s Mort des reines 1
reines pour tuer les reines
|
|
|
|
P Reine fécondée entiére. Mert naturelle. 2 j. aprés le début expérie
2 —_ — 1er jour de I'expérience,
3 — — 3 j. aprés le début expérie
b, — — Introduite morte.
S, — -— —
6. — —_ —_
T, Reine vierge entiere, - Le jour de D'expérience.
8 Reine fécondée entiére. ? Introduite morte. ‘
9 — — — ‘
10 ... — — —_
Moo — — —
12 0o — Tuée par les ouvriéres. — |
13 oot — Tuée par le transport. —
14 ... — Décapitation. 1 j. aprés le début expérie
15 oo Reine vierge entiére. Téte broyée. Le jour de 'expérience.
16 .ol Reine fécondée entiére. 0°C pendant 45 mn, 2 j. aprés le début expérie
17 ool Reine vierge entiére. 0°C pendant 1 h 30. Introduite morte.
18 .o Reine fécondée entiére. Autoclave pdt 1 h 40. 2 j. aprés le début expérie
19 ...l — — 2 h. 4 j. apres le début expériel
20 ... Reine vierge entiére. — 1 h. 3 j. aprés le dsbut expéries
21 ..ol Reine fécondée entiére. Chloroforme. 1er jour de Iexpérience.
22 it — — 3 j. apres le début expérier
28 . —  abdomen. Section. 3 j. aprés le début expéries
2% ool Reine vierge — — Le jour de I'expérience.
25 (1) ....|Reine fécondée — Tuée par les ouvriéres. Introduite morte.
— téte-thorax. — —
[6) IR — téte-thorax. — —
[ — thorax. — —

26 0o, ..|Reine fécondée téte. Tuée par les ouvriéres, Introduite morte.
— thorax. — —

27 «+.....|Reine fécondée thorax. Tuée par les ouvriéres. Introduite morte.
— abdomen. — —

28 (1)..vnnnn. Reine fécondée téte. Tuée par les ouvriéres. Introduite morte.

— thorax-abdomen. — — |
@....... — téte. — — |
— thorax-abdomen. — —
29 ..., ....|Reine vierge téte. Tuée par les ouvriéres. Introduite morte.
— thorax-abdomen. — —
30 ......... .. |Reine fécondée téte. Mort naturelle. Introduite morte.
— thorax-abdomen. — —
31 «vevo...|Reine fécondée téte. Mort naturelle. Introduite morte.
— thorax. — —
— abdomen. — —
32 ... ...|Reine fécondée téte. Mort naturelle. Introduite morte.

— thorax.
— abdomen.
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Nbre d’AbeillesA encagées Durée de % d’{%beilles ovigéres o, dAbeilles ovigéres
et leur age nourrissement en présence des reines PR
. o . chez les Témoins
au début de P'expérience en pollen frais mortes
jours % %
100 Abeilles de 1 jour 19 0 65
80 — 1 — 15 20 82,35
30 — 1 — 19 94,7 73,3
35 — 2 — 19 26,6 78,5
70 09— 2 — 16 26,6 60
60 - 2 — 14 33,3 60
30 — 3 — 16 99,9 80
35 —— 1 — 17 25 75
55 — 2 — 15 40 60
35— 2 — 15 26,6 60
100  — 2 — 14 10 46,6
30 — 1 — 13 15,3 80
155 — 1 — 15 26,6 73,3
50 — 1 — 15 0 65
30 — 1 — 13 20 66,6
32— 1 — 19 18,18 67,8
50 — 2 — 16 20 50
32 — 1 — 19 26,6 67,8
30 — 1 — 17 16 50
30 _ 1 — 21 24 48
30 — 3 — 13 85 100
30 — 1 — 19 80 73,3
25 - 1 — 17 53,3 54,5
30 — 1 — 13 66,6 66,6
30 — 1 — 13 69,2 66,6
30 — 1 — 13 7,69 —_
30 — 1 — 19 8,33 80
30 — 1 — 19 41,66 70
30 — 1 — 18 28,57 80
30 @ — 1 — 18 58,3 —
53 — 1 — 16 13,3 66,6
53 - 1 — 16 53,3 —
50 — 2 18 26,6 60
50 — 2 — 18 26.6 —
55 — 2 - 16 13,3 52,53
55 — 2 — 16 53,3 —_
55 — 1 — 18 20 78,5
55 _— 1 — 18 53,3 —
50 — 2 — 22 0 40
50 — 2 — 22 26,6 —
53 — 1 — 16 20 66,6
53 — 1 — 16 20 —
53 — 1 — 16 26,6 —
55 — 3 — 16 80 80
55 — 3 — 16 30 —_
55 — 3 — 16 86,6 —_
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En effet, dans ce cas, la reine n’a pas attiré les ouvriéres et gg,9 p. 100 d’entre
elles se sont transformées en ouvriéres pondeuses. Née le 28 juin 1954, elle fut mise en
présence de sept ouvriéres et mourut le lendemain. Dans les expériences, 15, 17 et
20, les reines vierges ont été soignées par un groupe plus important d’ouvriéres
(expérience 20 : 100 ouvriéres), pendant dix, onze et vingt-et-un jours.

Ces résultats nous aménent & reconnaitre Vimporiance du nombre des ouvriéres
qui dotvent étre en contact divect avec la veine, dés la naissance de celle-ci, pour qu’appa-
raisse la « substance inhibitrice ». Nous avons repris cette question en étudiant systé-
matiquement 'apparition du pouvoir d’attraction chez des reines vierges, en fonction
de leur 4ge et du nombre d’ouvriéres mises en leur présence (voir chapitre VI).

3¢ Il n'y a pas de différence dans I'inhibition de 1'ovogénése chez les ouvriéres,
lorsqu’on leur a présenté des reines tuées par le froid a 0°C, ou par la vapeur d'un
autoclave (expériences 16 & 20). Les pourcentages oscillent seulement entre 16 et
26,6 p. 100. Ce fait nous a permis de conclure que la substance royale aitractive et
inhibitrice était stable, tout au moins sous la forme brute qui se rencontre sur le
cadavre des reines.

4° D’autre part, les reines n° 21 et 22, tuées au chloroforme, n’inhibent pas le
développement des ceufs, puisque le pourcentage d’Abeilles ovigéres atteint, dans un
cas, 85 p. 100 et, dans 'autre, 8o p. 100. Il s’agit encore dans ce cas de reines conservées
en étuve pendant plus d'un mois en présence de trés peu d’Abeilles (10 au maximum).
En outre, les téguments de ces deux reines ont été au contact des parois d’un tube de
verre souillé par le chloroforme. Nous avions pensé que la « substance inhibitrice »,
qui semble s’accumuler dans les téguments extérieurs, a été en partie dissoute par le
solvant. Il s’est révélé par la suite qut’il pouvait effectivement l'extraire, ainsi que
quelques autres : benzéne, éther, acétone, alcool bouillant.

Dans le cas de la reine n® 3, on I'on note 94,7 p. 100d’ A beilles ovigeéres, les ouvriéres
ne se sont absolument pas intéressées a leur reine. Elle avait été maintenue pourtant
en vie, 4 I'étuve, en présence d’une dizaine d’Abeilles, pendant deux mois. Ces faits
sont en rapport avec ce que nous avons observé chez des reines vierges, a savoir que
le nombre d’ouvriéres joue non seulement un role important dans Uapparition de la
« substance attractive », mais doit ausst en avoir un sur le maintien de ce pouvoir chez
les reines fécondes. Cela s’accorderait assez bien avec ce que les apiculteurs ont déja
remarqué : une reine confinée dans un espace clos, en contact pendant plusieurs
jours avec un nombre limité d’Abeilles (dans les expéditions par la poste), ne reprend
pas toujours sa ponte immédiatement, et son acceptation dans la nouvelle ruche est
plus délicate. Il est probable que la sécrétion de sa « substance attractive » diminue
fortement ou méme se trouve stoppée dans ce cas.

Dans I'exemple de la reine n° g, trés peu attractive, celle-ci nous avait été expé-
diée par un apiculteur. Nous ne connaissions donc rien de son état physiologique : en
sa présence, 40 p. 100 des Abeilles avaient des ceufs dans leurs ovaires. Quant a la
reine n°® 32, dont nous avons examiné séparément la téte, le thorax et 'abdomen,
aucun de ces segments n’a inhibé le développement des ceufs : les pourcentages
obtenus sont identiques & ceux des témoins. On peut donc en conclure que toutes les
reines fécondes ne sont pas inhibitrices, qu’il existe des différences individuelles
importantes quant a leur pouvoir d’attraction. Nous avons aussi signalé 1'existence
de telles différences chez les reines vierges.



SUR LA PHERORMONE DES REINES D’ABEILLES 97

B. — Importance de la téte dans la localisation de la phérormone.

Nous avons examiné 'inhibition de la formation des ceufs chez les ouvriéres
encagées, lorsqu’on leur présente, non plus le cadavre d'une reine, mais des parties de
celui-ci. Dans toutes les expériences, la téle se révéle plus attractive et par conséquent
plus inhibitrice que I'abdomen. Par contre, les tétes d’ouvrieres n'intéressent aucune-
ment les jeunes Abeilles (tableau 3).

Chez la reine 28, il n’y a pas de différence dans le développement des ceufs entre
la téte, d’une part, et le thorax réuni & 1'abdomen, d’autre part, ce qui correspond
quand méme 4 une bien plus forte inhibition de la téte, si 'on considére les surfaces.

Nous avons observé le nombre d’ouvriéres attirées par chacune des parties du
corps de la reine, en effectuant des comptages plusieurs fois par jour (tableau 4).

Dans tous les cas, le nombre d’ouvriéres léchant la téte d’une veine est plus grand que
celur des ouvriéves s’intéressant aw thorax et & l'abdomen. Lorsque téte, thorax et
abdomen sont nettement séparés, la téte reste encore plis attractive que le thorax,
mais celui-ci l'est plus que l'abdomen.

Ces observations furent confirmées par la suite par BUTLER. En 1958, avec
SIMPSON, il trouva que le contenu des glandes mandibulaires d’une reine féconde était

TABLEAU 3
- Nature Parties des reines | % d’Abeilles | Parties des reines % d’Abeilles
Nos des @ X o . o
des reines offertes aux ¥ ovigéres offertes aux § ovigéres
25 (1) ... Féconde Téte -+ Thorax 7,69 Abdomen 69,2
() I Téte + [horax 8,33
[€) NN Thorax 41,66
26, i l Féconde Téte 28,57 Thorax 58,3
27 i Féconde Thorax 13,3 Abdomen 53,3
28 (1) ... Féconde Téte 26,6 Thorax + Abdomen 26,6
[6) Téte 13,3 Thorax + Abdomen 53,3
29l Vierge Téte 20 Thorax + Abdomen 53,3
30,0000t Féconde Téte 0 Thorax +Abdomen 26,6
31 (1) ....... Féconde Téte 20 Abdomen 26,6
[C) I Thorax 20 ;
TABLEAU 4
Reines Téte Thorax Abdomen Durée des observations
QAL 108 105 88 3 heures
QLB . 121 100 96 3 heures
QEC . 55 40 38 1 heure 25
QED ... : 10 : 6 10 minutes
Total ......coovivi.t. 294 228
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capable d’inhiber la production d’autres reines ; et, en 1959, d’inhiber le développe-
ment des ovaires d’ouvriéres orphelines. En méme temps (LAVIE et PAIN, I959),
j’ai montré attraction trés forte exercée par les glandes mandibulaires de reines
fécondes ( test sur papier-filtre), comparées aux autres organes (tube digestif, ovaires,
spermathéque, glandes labiales, hypopharyngiennes, hémolymphe, cceur, cerveau).
Par contre, les glandes mandibulaives de reines vierges naissantes ne sont pas atirac-
tives, pas plus que les trois paires de glandes céphaliques prélevées chez les ouvriéres.

Les glandes mandibulaires des reines sont donc les seuls organes, & part le tégu-
ment, capables d’attirer d’une maniére durable de jeunes ouvriéres.

La phérormone serait répandue de 13 sur le tégument, soit du fait que la reine,
en se nettoyant, en imprégne son corps, soit du fait qu’elle distribue de la phérormone
aux ouvriéres et que celles-ci, en la léchant, en régurgitent sur son tégument. Il est
d’ailleurs trés possible que ces deux processus entrent en jeu.

CHAPITRE IV

MODE D’ACTION DE LA PHERORMONE

L’observation des cagettes a 1’étuve ne nous renseigne que partiellement sur le
mode d’action de la « substance royale » Les ouvriéres qui sont attirées par les cada-
vres des reines adoptent, comme nous 'avons déja décrit (PAIN 1054-1956), avec
DoBrOVSKY (1958) et Vooop (1959) une attitude caractéristique : mouvements
particuliers des antennes, étirement du proboscis sur les téguments royaux.

A. — Influence possible de divers stimuli

Les attitudes des ouvriéres autour d'un cadavre de reine attractif paraissent
identiques & celles que 1’on observe autour des reines vivantes, excepté que, dans ce
dernier cas, il s’établit en plus des activités d’ordre trophique.

Mais pour entrainer une réaction typique de la part des ouvriéres, le prélévement
de la « substance royale » doit-il éfre associé & la perception du corps de la reine, ou
bien la substance peut-elle étre intégrée & w'importe quel autre support ?

Clest la question que nous nous sommes posée. Pour y répondre, nous avons
présenté a des ouvriéres encagées des cadavres de reines auxquels nous avons fait
subir de profondes modifications.

1° Le corps d’une reine vierge (d’dge et d’origine inconnus), fraichement morte,
fut écrasé et présenté ensuite a une trentaine de jeunes Abeilles d’un jour. Celles-ci
s'intéressérent 4 ses restes pendant plus de dix jours, et, lors de la dissection de leurs
ovaires, 20 p. 100 seulement de ceux-ci contenaient des ceufs, alors que chez les té-
moins 'on enregistrait 66,6 p. 100 d’Abeilles ovigéres.

2° Le corps d'une reine féconde fut découpé en morceaux et ceux-ci présentés
dans une coupelle & 30 ouvriéres de deux jours. Celles-ci leur portérent de l'intérét,
alors qu’elles ne firent jamais attention & des morceaux d’ouvriéres présentés de la
méme fagon. Au bout de 15 jours les ovaires des ouvriéres témoins formeérent des
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ceufs : 77,7 p. 100, alors que ceux des ouvriéres qui avaient requ une reine en formérent
beaucoup moins : 35 p. 100 d’Abeilles ovigéres.

3% Une reine féconde de collection, conservée depuis trois ans, fut réduite en
poudre, et la poudre offerte dans un sachet de soie a de jeunes Abeilles. Les
ouvrieres se groupérent immédiatement autour du sachet et ne le quittérent plus
jusqu’a la fin de lexpérience. Les témoins, par contre, n’allérent jamais sur un
sachet de méme dimension, bourré de papier-filtre, ou bien encore de poudre de
males, Nous avons obtenu, dans le premier cas, en présence de la reine, 14,20 p. 100
d’Abeilles ovigéres et, dans le deuxiéme cas, en présence du sachet ne contenant que
du papier, 50 p. I00.

4° Des morceaux de moelle de sureau furent imbibés d'une solution de chloro-
forme, dans laquelle avait séjourné pendant vingt-quatre heures le corps d'une reine
féconde, et, dans une solution témoin, le corps d'une ouvriére d'un jour. Seuls les
morceaux de sureau imbibés d’extrait de reine, présentés a de jeunes Abeilles enca-
gées, furent entourés par celles-ci, dés les premiéres minutes. Les résultats furent
identiques aux précédents : peu d’Abeilles développérent des ceufs en présence des
supports humectés d’extraits de reine : 12,5 p. 100. En présence de l'extrait d’ou-
vriéres, les pourcentages d’Abeilles ovigéres étaient nettement plus élevés : 57,25 p. 100.

Dans un autre essai, des morceaux de sureau, préparés de la méme fagon et trés
attractifs, furent engrillagés de maniére que les Abeilles ne puissent venir les sucer.
Dans ce cas, les ovaires des ouvriéres formérent autant d’ceufs que les ovaires des
témoins (50 p. 100). En fin d’expérience, dés qu’on retira la protection en toile métalli-
que, ces morceaux de sureau attirérent encore de nouvelles ouvriéres. Mais, dés qu’elle
fut replacée, les ouvriéres s’éparpillérent au hasard dans la cagette.

La perception de la forme de la reine ne joue donc absolument pas dans le com-
portement des ouvriéres. Il s’agit surtout d'une chimioréception de contact au sens
de DETHIER (1948) ; car les Abeilles ne réagissent activement qu’en présence de la
sécrétion odorante produite par la reine, ou en face d'un support quelconque, imbibé
d'un extrait de reine retenant suffisamment longtemps l'odeur de celle-ci; mais @
condition que les ouvridves en aient U'accés tmmédiat.

B. — Le mode d’action de la phérormone :
voie périphérique sensorielle.

Dans une note publiée par VoocD (1956), 'auteur s’étonnait de ne pas obtenir
d’inhibition ovarienne, lorsqu’elle présentait 4 des jeunes Abeilles la « substance
royale » mélangée & la nourriture. Elle en avait conclu que cette substance devait étre
appliquée sur le corps d'une ouvriére morte pour qu’apparaisse le comportement
typique des ouvriéres vis-d-vis d'un ersatz de reine et pour quelles ne puissent plus
former d’ceufs dans leurs ovaires. Or, dans un travail précédent, VooeD (1955) avait
indiqué pourtant que le comportement caractéristique des ouvriéres avait été obtenu
a l'aide d’extraits de reines imprégnant des morceaux de bois. Par conséquent, une
stimulation annexe, induite par le corps méme de 1’Abeille, ne paraissait pas néces-
saire d’aprés VoogD elle-méme.

La non efficacité de la substance, mélangée a la nourriture, dans les expériences
de VooeD, nous parait pouvoir s’expliquer assez facilement. Aprés avoir modifié
notre premiére conception sur ce sujet (PAIN, 1954) nous avons proposé I’hypothése
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suivante (CHAUVIN et PAIN, 1956) : ayant remarqué que les Abeilles auxquelles on
présente la substance attractive cherchent a4 entrer avec elle en contact antennaire,
nous en avions conclu qu’il est trés probable que la stimulation antennaire est diffé-
rente, sinon absente, lorsque les Abeilles absorbent la substance mélangée a la
nourriture. La stimulation antennaire, se joignant 4 I'ingestion de la substance, serait
indispensable a l'obtention du phénomeéne.

A la suite de nos suggestions, VoocD fit sienne I’hypothése que nous venons
d’exposer. En 1959, elle anesthésia de jeunes Abeilles auxquelles elle amputa les
antennes, ou les entoura de tubes de verre, de paraffine ou d’une colle plastique .Ces
Abeilles ne s’intéressérent jamais a la reine. Ainsi se trouva vérifiée notre hypotheése :
celle du véle primordial joué par les antennes, nécessaire pour induire chez I'ouvriére
son comportement de « cour ».

Elle répéta, d’autre part, les expériences de 1956 et obtint des résultats identi-
ques, a savoir que, lorsque des extraits de 1o reines sont mélangés & 10 grammes ou
plus de nourriture composée de sucre et de caséine (5 p. 100), les ovaires des ouvriéres
contiennent des ceufs, malgré la dose considérable de phérormone présente. Lorsque
ces extraits sont incorporés a du sucre candj, il faut, pour obtenir l'inhibition, aug-
menter encore le taux relatif de la phérormone, avec la méme quantité d’extrait
royal, en diminuant la proportion de nourriture (candi) au-dessous de 2,5 grammes.

Mais, en 1954, BUTLER obtint I'inhibition des ceufs chez des ouvriéres, en mélan-
geant seulement 4 leur nourriture le contenu stomacal de plusieurs de leurs congénéres,
qui, elles, avaient 1éché une reine (il n'indique pas de quel ordre est cette inhibition
par rapport aux témoins, ni la concentration en substance royale des aliments.)

En 1956, CARLISLE et BUTLER notérent une inhibition des ceufs, en mélangeant
a la nourriture d’ouvriéres le contenu des glandes 4 sinus des pédoncules oculaires
de plusieurs crevettes femelles (Leander servatus) : (15 Abeilles ovigéres sur 32,
contre 30 sur 34 chez les témoins). Nous signalerons a ce sujet que des broyats de
pédoncules oculaires de Crabes (Portunio et Cancer), déposés sur des papiers-filtres,
n’attirérent jamais les ouvriéres d’Abeilles.

En 1957, BUTLER retrouva les mémes résultats en mélangeant a la nourriture
d’ouvriéres encagées l'extrait acétonique d’une reine (69 p. 100 pour gI p. 100
chez les témoins). Il n’indique pas la quantité, en mgr, du mélange pollen-candi
utilisé.

En 1958, BUTLER et GiBBONS démontrérent qu'un extrait de reine, incorporé a
I'eau d’un nourrisseur, empéche la construction de cellules royales dans des groupes
d’Abeilles orphelines. Mais nowus nous demandons quelle valeur attribuer a ces résullats,
étant downé qu'd la température & laquelle opéve BUTLER (32°C) la consommation en
eau puvre est tres faible. Nous I'avons observé au cours de nos expériences portant sur le
pouvoir d’attraction ; car les Abeilles qui servirent 4 ce test vécurent A cette tempé-
rature pendant plus de cing jours, sans recevoir d’eau. Il en est de méme pour les
ouvrieres adultes, qui résistent plus longtemps encore 4 la privation d’eau.

D’aprés les faits qui viennent d’étre exposés, il est probable, contrairement 4 la
conclusion de VooeD, que l'ingestion de substance royale non purifiée agit sur le tractus
génital del’ouvriére. Maisla quantité d’extrait de reine doit étre importante (commel'a
calculé Vooep) et imprégner fortement de son odeur la nourriture offerte aux ou-
vriéres, pour présenter un effet inhibiteur. Butler ne parait pas avoir songé a I'im-
portance du comportement des ouvriéres en présence de la phérormone attractive.
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Au début de ce travail, nous n’avons pas utilisé cette technique, parce qu’elle
séloignait trop des conditions naturelles de prélévement de la phérormone.

Nos expériences des papiers-filtres attractifs et inhibiteurs du développement
des ceufs dans les ovaires des ouvriéres et le fait que la phérormone I, non attractive,
n’inhibe pas ce développement (voir chapitre v), nous fait supposer que, four oblenir
Uinhibition maximum, la substance atiractive doit étve offerte sépavée des aliments, de
maniére gu'il s’ établisse une excitation antennairve, sans laquelle il ne semble pas qu’il
puisse vy avoir action compléte de la phérormone. Nous avons obtenu un retard tres
net de I'ovogénése (stades 3) comparé aux témoins (stades 4,5) en présentant pendant
18 jours, un papier imbibé de 0,50 mg de phérormone I associée & 0,1 mg de phéror-
mone II.

Ainst donc la stimulation serait d’ordre périphévique @ point de départ sensoriel :
antennes.

IL’cpinion de VooeD (1959) est que, durant le léchage de la reine, les ouvrieres
n’ingérent pas la phérormone, mais s’imprégnent seulement de son odeur. Pour elle,
I'ingestion n’est pas un aspect important du mécanisme inhibiteur de la substance.
Ce n’est pas ce que nous avons observé, en utilisant des ouvriéres mortes, qui avaient
préalablementléchédespapiers imbibésdelasubstanceroyale ; car celles-ci demeurérent
inattractives.

CHAPITRE V

NATURE CHIMIQUE DE LA PHERORMONE

Au cours de ces quatre derniéres années, et avec la collaboration de BARBIER,
nous avons cherché i isoler et & identifier les substances responsables des trois
activités actuellement connues de la phérormone :

10 pouvoir d’attraction sur de jeunes Abeilles ;

20 inhibition du développement de leurs ovaires ;

30 inhibition de la construction des cellules royales.

Aprés avoir vérifié le pouvoir d’attraction de papiers-filtres, sur lesquels on a
déposé quelques gouttes d’extraits bruts alcooliques, acétoniques, éthérés ou chloro-
formiques de reines, BARBIER a entrepris sur eux, ainsi que sur des jus alcooliques de
reines en provenance d’Amérique, toute une série de fractionnements, sousla direction
du professeur LEDERER.

Les reines d’Abeilles ont été broyées, puis extraites, soit par 1’éthanol, soit par
le butanol tertiaire. Les extraits bruts ont été séparés en fractions solubles et insolubles
dans 1'acétone ; puis la fraction soluble dans 'acétone, mise en suspension dans un
peu d’eau A ph 2, est extraite successivement par le pentane, I'éther et le chloroforme,
Chaque phase organique est ensuite séparée en acides et en neutres par le carbonate
de sodium 2 N (BARBIER et SCHINDLER, 1G59).

Les figures 2 et 3 donnent un résumé d’ensemble de ces recherches. Les fractions
obtenues ont été examinées du point de vue de leur pouvoir d’attraction sur de jeunes
ouvriéres encagées.
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Fractionnement par le pentane, Uéther, le chloroforme.
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Nous avons figuré par les signes --+ et -+ les extraits trés attractifs (plus de
10 Abeilles attirées pendant cing minutes) et les extraits attractifs { de 5 a g Abeilles
attirées pendant le méme temps) et par les signes +— et — les extraits peu attractifs
(de T & 4 Abeilles) ou inattractifs.

Du premier schéma il ressort que ce sont les acides oblenus du pentane qui sont
responsables du pouvoir d’attraction et de Factivité inhibitrice. On note une attrac-
tion résiduelle correspondant 3 la fraction acide de I'éther. Les fractions neutres du
pentane, de I’éther, et du chloroforme n’intéressent nullement les ouvriéres.

La fraction acide intéressante a été distillée entre 20° et 180°. La fraction active,
obtenue du distillat entre 20° et 110° a été scindée en trois, par une nouvelle extraction,
par le carbonate acide de potassium 2 N ; puis par le carbonate de sodium 2 N.
Seuls les acides passant dans le carbonate sont attractifs. Ils ont été chromatogra-
phiés sur colonne d’acide silicique et sur papier (chromatographie de partage). Cette
fraction active se présente & 20° sous forme d’une huile incolore se figeant vers 10°
et possédant une odeur trés particuliére, difficile a définir.

A. — Résultats obtenus par chromatographie sur colonne et sur papier.

Toutes les fractions vecueillies par ces deux procédés sont inactives. Cependant il est
possible de veconstituer la fraction attractive par le mélange des éluats benzéne, benzéne-éther
et éther de la chromatographie sur colonne, ou les éluats des zones de RF, compris
entre 0,5 et 1 de la chromatographie sur papier (systéme chloroforme-formamide).

La substance vesponsable de I'attraction w'est donc pas un corps pur, mais un
mélange de substances acides.

Ce mélange est également capable d'inkiber la formation des ceufs dans les ovaires
de jeunes Abeilles encagées ; mais il n’a pas encore été possible de montrer que ces
deux phénoménes dépendaient des mémes substances :

La fraction attractive correspondant au mélange des éluats (benzeéne, benzéne-
éther, éther) a été présentée, déposée sur du papier-filtre, & des ouvriéres nourries
abondamment de candi et de pollen (lyophilisé) et recevant en plus de I'eau.

I un des papiers-filtres recut une quantité de substance correspondant a la
valeur d’une reine ; l'autre une quantité égale & 50 reines. Ces papiers étaient
imbibés deux fois par jour de leur solution attractive. Aux Abeilles témoins on
présenta un papier imbibé seulement du solvant (éther).

Les ouvriéres s’intéresserent aux papiers imprégnés de la substance royale pendant
les quinze jours que durérent U'expérience. Le papier imbibé de 'odeur d'une seule
reine était nettement moins attractif que le papier imbibé de I'extrait plus concentré.

Les dissections donnent les pourcentages suivants :

— 0 p. 100 d’ovigéres chez les ouvriéres nourries avec du sucre candi ;

— 66,6 p. 100 d’ovigéres chez les ouvriéres nourries avec du pollen et du candi;

— 46,6 p. 100 d’ovigeéres chez les ouvriéres nourries avec du pollen et du candi ;
en présence du papier imbibé de substance (équivalent & une reine) ;

— 20 p. 100 d’ovigéres chez les ouvriéres nourries avec du pollen et du candi, en pré-

sence du papier imbibé de substance (équivalent 4 50 reines).

Les résultats sont hautement significatifs entre les ouvriéres témoins ne recevant
que du pollen et celles qui regoivent la méme nourriture, avec, en plus, un papier imbibé
de la substance trés concentrée (t = 3,7 pour v = 13 et une probabilité P = 0,05).
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Nous avons examiné en fin d’expérience si les corps des ouvriéres, qui avaient
prélevé la phérormone sur les papiers, intéressaient de jeunes Abeilles ; mais leurs
cadavres demeurérent inattractifs.

Toutefois, en appliquant cette méthode de fractionnement & des extraits d’ou-
vridres non orphelines, nous avons révélé que ceux-ci élaient aftractifs vis-a-vis de
jetines ouvriéres ; tandis que des extraits d’ouvriéres sans reine ne le sont pas. La
fraction acide, extraite du pentane, ainsi que celle qui distille entre 20° et 1200
sous 0,04 mm de pression, contiennent, comme les fractions correspondantes des
reines, le maximum d’activité.

Les séparations ont été effectuées sur 1 kg d’Abeilles non orphelines et 1 kg
d’Abeilles orphelines. La quantité totale d’acides obtenus correspond & celle que 'on
pourrait obtenir de 14 reines.

La répétition de ces essais sur les ouvriéres confirme que le pouvoir d’attraction
est bien dfi 2 un mélange de plusieurs substances.

Ilest assez curieux de constater que les extraits bruts d’ouvriéres, que nous avions
examinés tout au début de I'isolement chimique, n’attirérent jamais les ouvriéres.

C’est donc que, lors de la purification chimique, on élimine un facteur encore
inconnu, soit répulsif, soit peut-étre inhibiteur de la phérormone attractive. Mal-
heureusement les essais qui furent tentés pour vérifier ces hypothéses ne purent
étre poussés assez loin.

Ces résultats semblent montrer que la fraction attractive serait transmise aux
ouvriéres par la reine.

B. — Résultats obtenus par chromatographie gazeuse.

Nous avons disposé 4 cet effet d’un appareil Pye Argon chromatograph (W. G.
Pye and Co Ltd., Cambridge, Grande-Bretagne), 2 chambre de détection par ionisa-
tion.

Avec cet appareil ont été analysées toutes les fractions actives isolées des reines
et des ouvriéres. Des quantités de substances de I'ordre de 0,3 mg, en solution dans
I’éther, ont été injectées dans l'appareil, porté, soit a 1500, soit 4 2000C.

11 n’est pas possible de récupérer les substances introduites dans cet appareil ;
mais celui-ci inscrit automatiquement des courbes qui correspondent a la nature et
a la concentration des substances contenues dans le mélange. On vérifie si ces courbes
sont les mémes que celles qu'on obtient aprés introduction, dans I'appareil, de subs-
tances connues (méthode du témoin interne).

Au moyen de cette technique, on note, & 2000, la présence d’un pic caractéris-
tique, présent dans toutes les fractions actives de reines et d’ouvriéres non orphelines,
mais absent des fractions inactives et, en particulier, des Abeilles orphelines. Ce pic
correspond a 'acide F 55°, Ry 0,85 (isolé par BARBIER en 1958), voisin de l'acide F
500 cristallisé af-insaturé, isolé par BUTLER, CALLOW et JOHNSTON (1959) de tétes
de reines fécondes. Offert 4 des ouvriéres orphelines, I'acide F 500 inhibe la production
de cellules royales, a la dose de 0,13 y par Abeille.

D’autre part, lorsqu’on opére & température plus faible (1500 au lieu de 2009),
on peut mettre en évidence, dans les extraits de reines, 1'existence de six pics, dont
la détermination n’est pas encore tout & fait achevée.

Dans le but d’examiner plus a fond cette fraction trés volatile, la fraction active

Annales de I'Abeille. — 1961. 3
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des reines, déja distillée entre 20° et 120° (sous 0,04 mm de pression) a été redistillée
entre 20° et 60° (sous 0,I mm).

Cette fraction redistillée n'est pas attractive,; mais lorsqu’on lui ajoute I'acide
F 559, clle le devient et attire fortement les ouvriéres (plus de 10 Abeilles sont attirées
par une tache contenant 50 y de cet acide et 100y dumélange des substances volatiles).
La présence de cet acide F 55°, lui-méme inattractif, est indispensable pour la recons-
titution de odewr attractive.

10 ETUDE DE LA SECRI:ZTION DES GLANDES MANDIBULAIRES DES REINES
ET DES OUVRIERES D’ABEILLES

A la suite des recherches de BUTLER et de SimpsoN (1958), qui montrérent que
le contenu des glandes mandibulaires de reines fécondes est capable d’inhiber la
formation de cellules royales, et, aprés avoir constaté nous-méme (1959) le fort pouvoir
d’attraction de ces glandes, nous avons songé a injecter directement dans l’argon-
chromatographe des extraits éthérés de glandes mandibulaires de reines et d’ouvriéres.

12 Nous avons examiné séparément les glandes mandibulaires de deux reines
fécondes et attractives, et les glandes mandibulaires de six ouvriéres, soit naissantes,
soit 4gées de 14 jours, mais orphelines, soit d’4ge inconnu, mais prélevées a l'intérieur
de la ruche dans le cercle d’Abeilles entourant la reine.

Les glandes aussitot disséquées sont immergées dans 1’éther, puis broyées. Aprés
filtration, on concentre les solutions, puis on prépare les esters méthyliques par action
rapide d’une solution éthérée de diazométhane,

On les reconcentre ensuite, avant 'injection dans l"appareil, d’environ 1 a 2 mm3.

Si Pon injecte les extraits sans estérifier par le diazométhane, on n’obtient aucun
pic — ce qui indique que les substances étudiées sont des acides.

Lorsque l'on opére a 1500, on n'obtient pas de fractions volatiles en quantités
détectables, tout au moins avec le nombre de glandes mandibulaires dont nous dispo-
sions.

I’examen des courbes, obtenues a 2009, permet de constater une difiérence fon-
damentale entre la sécrétion des glandes mandibulaires des reines et celle des glandes
mandibulaires des ouvriéres.

BARBIER (PAIN et BARBIER, 1960) a pu localiser, sur le chromatogramme corres-
pondant aux extraits de glandes mandibulaires d’ouvriéres de tous ages, un acide
correspondant a celui qu’identifiérent d’abord BUTENANDT et REMBOLD (1957) puis
BARKER, FosTER, L.aAMB et HODGSON (I959), comme étant 'acide 10 hydroxy-
A,—décénoique, extrait par ces auteurs de la gelée royale, ainsi que des glandes
mandibulaires des ouvriéres adultes. Nous avons vérifié, de notre cdté, que la gelée
royale, ses acides gras ou l'acide de synthése 10 hydroxy-A,-décénoique, n’étaient
pasattractifs pour les ouvriéres, Sur ce méme chromatogramme, il a signalé ['existence
d’un pic correspondant a la position du sébacate de méthyle. (fig. 4).

Par contre, dans les glandes mandibulaires des reines, on ne trouve pas cet acide,
mais lacide F 55° signalé plus haut, isolé par chromatographie préparative sur
papier, & partir des fractions actives extraites des reines. Il s’apparente a ’acide
F 500 isolé des tétes par BUTLER, CALLOW et JOHNSTON (1959). Nous avons trouvé
qite cet acide F 55° est inhibiteur de la construction des cellules royales, 4 la dose
de 0,5 v par Abeille. Présenté sur du papier-filtre aux doses de 40, 100 et 200 v, il
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n’attire pas les ouvriéres. Mélangé 4 1,5 gr de pollen ou de candi en quantité trés
faible (0,3 mg) ou a la dose de 2,2 mg, il n’inhibe pas l'apparition des ceufs dans
les ovaires des ouvriéres.

Ces mémes analyses ont permis de mettre en évidence la présence de trois autres
substances, dont les esters méthyliques présentent les mémes volumes de rétention
que le sébagate, I'azélaate et le parahydroxybenzoate de méthyle (fig. 4).

20 FTUDE DE LA SECRETION DES GLANDES MANDIBULAIRES DE REINES
A DIFFERENTS STADES DE LEUR VIE

Des différences dans le pouvoir d’attraction des reines ont été remarquées en
fonction de leur 4ge (naissantes ou 4gées), de leur état (fécondes ou bourdonneuses)
et selon le nombre d’ouvriéres qui les nourrissent (voir chapitre VI).

On s’est demandé si ces constatations correspondaient & des teneurs variables
en acide inhibiteur de la construction des ébauches royales (phérormone I) et en
substances dont les esters sont plus volatils (phérormone II).

Ether

o

Reines agées

Transmission

Reines naissantes

Ouvriéres agées

Quvriéres naissantes

Enregistrement a 200°c

I'G. 4 — Comparaison enire les esters méthyliques de la sécrétion mandibulaire des reines
et ceux de la sécrétion mandibulaive des ouwvriéres, en fonction de leur dge.

a) Position du parahydroxybenzoate de méthyle.

b) Position du l'azélaate de méthyle.

¢) Céto — g décéne-2-trans oate de méthyle.

d) Position du sébacate de méthyle.

¢) Hvdroxy — 10 décéne-2-trans oate de méthyle.
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Par la technique précédemment décrite, nous avons étudié leur production dans
les glandes mandibulaires des reines d’activités et d’iges différents. Nos examens
ont porté sur :

1° 48 glandes mandibulaires de reines naissantes.

20 17 glandes mandibulaires de reines vierges, igées de g et 10 jours, élevées en
I'absence d’ouvriéres et ne recevant qu'une nourriture sucrée.

3% 12 glandes mandibulaires de reines vierges 4gées de I jours, élevées en
présence d’ouvriéres et mnourries exclusivement au candi.

4° 34 glandes mandibulaires de reines fécondes 4gées de 2 4 3 ans et encore en ponte.

5° 2 glandes mandibulaires d’une reine féconde, mais bourdonneuse.

Les analyses 4 200° ont montré que l'acide inhibiteur de la construction des
ébauches royales était toujours présent dans les sécrétions mandibulaires des reines;
mais a des concentrations variables, selon leur dge. Ainsi, les reines naissantes sécrétent
seulement des traces de l'acide inhibiteur, alors que les reines plus 4gées. vierges,
fécondes ou bourdonneuses en produisent davantage. L’absence du pouvoir d’attrac-
tion des reines vierges, a leur naissance, confirme I’absence d’activité de I'acide inhi-
biteur de la construction des cellules royales, lorsqu’il existe seul dans les glandes
mandibulaires des reines.

Mais les analyses effectuées & 150° montrent que la présence, dans les glandes
mandibulaives des reines, de substances dont les esters sont plus volatils (phérormone I11),
est également une fonction del’dge, les reines naissantes en paraissant totalement dépour-
vues. Ces résultats sont en accord avec les études sur I'apparition du pouvorr 4’ attraction
signalée au chapitre VI, et expliquent I'absence de ce pouvoir dans les glandes mandi-
bulaires des reines naissantes. Il semble que Uapparition de ces substances soit plus
tardive que celle de Uacide inhibiteur de la construction de cellules royales (phévormone I).
L’existence d’un pic trés caractéristique mais non identifié a été mis en évidence dans
les extraits de reines fécondes 4gées, mais ne parait pas exister chez les reines trés
jeunes. Quatre autres pics sont également décelables, et les volumes de rétention de
deux d’entre eux correspondent aux volumes de rétention des phénylacétate et phényl-
propionate de méthyle (PaiN, HUGEL et BARBIER, 1960). Ces résultats soulignent
I'importance du facteur « attractif odorant » de la substance royale inhibitrice de la
construction des ébauches royales.

Tout récemment, BARBIER avec LEDERER et NOMURA (juin 1960), réalisérent
la synthése de 1'acide F 55°, en 4 étapes a partir de la cycloheptanone : ce sont des
plaques blanchéitres correspondant a la formule :

et au nom d’acide céto-g décéne-2-trans oique F 51-549.

0,1 mg de cet acide suffit & inhiber 1a construction des cellules royales, dans
une population de 150 Abeilles adultes. Utilisant ce méme acide de syntheése, je n’ai
jamais pu inhiber 1'ovaire aprés ingestion (0,3 mg et 5 mg dans 1,5 gr de pollen) ou par
présentation sur le corps d’ouvriéres mortes (0,3 mg et 0,6 mg offerts chaque jour
pendant 10 jours.)
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Par une méthode analogue, BARBIER (1960) synthétisa 'acide céto-8 nonéne-2
oique F 48-519, qui, 4 la concentration de 0,120 mg pour 150 Abeilles, est inactif
sur U'inhibition de la construction des cellules royales.

CArLLOow et JOHNSTON (Ig60) réalisérent en méme temps la synthése du méme
acide, a partir de I'acide azélaique ; Ainsi donc la présence d’'un corps nouveat : un
acide carboxylique, «f insaturé, sécrétion spécifique des glandes mandibulaires des
reines d’Abeilles, est confirmée par des travaux convergents.

CONCLUSION

Ftant donné leur parenté chimique, on avait émis I’hypothése que I’acide céto-g
décéne-2-trans oique, substance principale des glandes mandibulaires des reines,
pouvait étre un produit d’oxydation ou de transformation de l'acide hydroxy-10
déceéne-2-trans oique sécrété par les glandes mandibulaires des ouvriéres. D’aprés les
travaux récents de WEAVER et de Law (1960), les acides gras trouvés dans la gelée
royale, y compris 'acide hydroxy-10.., contiennent tous 10 atomes de C, comme’acide
correspondant a la phérormone I. Ces auteurs concluent & une origine commune
de ces composés. Nous supposons alors que les reines ne pourraient fabriquer leur
phérormone I, qu’a partir d'un précurseur, présent peut-étre dans la gelée royale,
que leur apporteraient les nourrices, en méme temps que 'acide hydroxy-10.., au
cours des différentes phases de nourrissement.

CHAPITRE VI

LES OUVRIERES ET L’APPARITION DE LA PHERORMONE,
LE CYCLE DE LA PHERORMONE.,

A. — Apparition de la phérormone.

Aprés avoir mis en évidence (chapitre III) des différences individuelles impor-
tantes quant au pouvoir attractif et inhibiteur des reines fécondes mortes, des obser-
vations nous révélérent qu’il existait des différences aussi grandes chez les reines
non fécondées.

Des lots de reines vierges, d’adge inconnu, ont d’abord été essayés. Dans ces lots,
certaines reines étaient fortement attractives ; d’autres ne [‘étaient absolument pas.
D’autre part des reines tuées quelques minutes aprés leur éclosion demeuraient inat-
tractives.

Nous avons donc recherché 4 quel moment apparait la phérormone attractive
chez les reines vierges, et s'il n’existe pas d’autres facteurs, indépendants de I'Age
des reines, qui puissent jouer aussi un role.

La méthode utilisée est la suivante :

On entreprend un élevage artificiel de reines. De trés jetunes larves d’ouvriéres
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sont « greffées » 4 l'intérieur de cupules artificielles en cire. Ces cupules sont trans-
portées dans des ruchettes orphelines. Lorsque les larves ont été acceptées, c’est-a-dire
lorsque les ouvriéres ont commencé a étirer les bords des cellules et 4 y déposer un
peu de gelée, elles sont alors transportées dans la partie orpheline d’une ruche nor-
male, appelée « finisseuse ». On préléve les cellules operculées juste 'avant-dernier
jour de 1’éclosion des nymphes. Dans quelques cas, on a testé des reines en provenance
de cellules royales naturelles, prélevées dans des ruches devenues orphelines,

Les cellules royales, au moment de l’éclosion, sont transportées au laboratoire.
Elles sont détachées de leur barrette avec précaution et introduites une par une dans
des cagettes Zander de 4 X 3,5 X 2 cm, qui sont placées dans une étuve a 35°C, 4
Iintérieur de laquelle on maintient une hygrométrie suffisante.

Les naissances sont controlées plusieurs fois par jour a 1'étuve. Nous avons pu
de cette facon étudier le pouvoir d’attraction de reines vierges nouvellement écloses
et de reines d’4ge croissant. Parmi ces reines, certaines ont été nourries par des
ouvriéres, dont on a fait varier le nombre et la durée de présence auprés d’elles ;
d’autres n’ont jamais été mises en présence d’ouvriéres et ont dii s’alimenter elles-
mémes. Les reines, comme les ouvriéres, ont vécu exclusivement avec du sucre candi.
Toutes ces reines, avant d’étye testées étaient tuées par le froid, @ o°C.

Quelques-unes moururent naturellement. Lorsque les reines se nourrissaient
elles-mémes on a toujours attendu leur mort naturelle,

La variation du pouvoir @ attraction est évaluée en fonction du nombre d’ouvriéves
attivées par les cadavres des reines (voir les méthodes de test, chapitre II).

1° F'UDE DES REINES VIERGES N'AVANT JAMATS ETE AU CONTACT D’OUVRIERES.

Les reines nées depuis peu sont laissées dans la cagette d’éclosion, débarrassée
de la loge royale. Dés le premier jour de leur sortie, elles recoivent une boulette de
candi (mélange de miel et de sucre glace) et de 'eau. Flles peuvent vivre ainsi plusieurs
jours ; mais, en général, il en est peu qui atteignent plus de 10 jours. C’est pourquoi
nous n’'avons guére de résultats concernant les reines dgées.

Pour 1’établissement des courbes, nous avons considéré le chiffre maximum
moyen d’Abeilles attirées auprés des reines, comme étant le plus représentatif du
pouvoir d’attraction.

Des reines qui viennent de naitre n'intévessent absolument pas les ouvriéres. Leur
cadavre est délaissé. Quelquefois les ouvriéres mordillent leurs ailes et les transportent
ainsi dans différents coins de la cagette.

Ce manque d’attirance des ouvriéres pour des reines naissantes conduit & penser
que celles-ci ne contiennent pas encore de phérormone. HAMMANN (1957) nota aussi
« qu’il est surprenant que durant les premiéres heures suivant 1’éclosion, les ouvriéres
ne fassent aucune attention a leur reine ».

Des nymphes, sorties prématurément de leur alvéole, n’intéressent pas davan-
tage les ouvriéres.

Des reines, dgées de quelques heures, a condition qu’elles n’aient pas été au con-
tact d’ouvriéres, ne les attirent pas plus qu'une reine qui vient de naftre.

Des reines naissantes, en provenance d'un élevage royal, et qui ont été tuées
par les Abeilles de la colonie, n’attirent pas non plus les ouvriéres des cagettes
d’observation.
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Sur I'ensemble des reines que nous avons examinées au cours d'une saison api-
cole, si nous considérons que le pouvoir d’attraction, nul lorsqu’aucune Abeille n’est
attirée, est faible de 1 a4 2 Abeilles, il apparait que ce n’est que vers la fin du 3¢ jour
que se manifesterait un début d’attraction.

Il est plus net pour des reines agées de 6, 7 ef 8 jours et encore plus pour des reines
agées de g A 10 jours. Cependant, il arrive que, sur 'ensemble des reines étudiées,
quelques-unes attirent déja au 2¢ jour. Sur 76 reines testées a 1'dge de 2 4 3 jours,
50 présentaient un pouvoir d’attraction nul, 11 un pouvoir faible, et 15 un pouvvoir
intéressant au moins 4 Abeilles. Par contre, sur 14 reines testées a4 'dge de g a 10
jours, 2 seulement présentaient un pouvoir d’attraction intéressant de 5 a 6 Abeilles.

Deux reines ont pu étre maintenues en vie pendant 29 jours : le pouvoir d’attrac-
tion qu’elles présentaient était trés faible. Dans ces conditions, il y a peu de reines
qui vivent au-dela de 13 jours.

1l semble donc qu'on puisse affirmer que des veines naissantes, dgées de quelques
heures ou de 2 jours au maximum, n'attivent pas les ouvriéres. Au-dela du deuxiéme
jour, l'attraction peut apparaitre chez quelques reines. Plus les reines vierges sont
agées, plus les chances sont grandes pour qu’apparaisse la substance active. La pré-
sence des ouvriéves w'est donc pas indispensable a son apparition.

On ne peut dire si les reines qui se sont montrées attractives le seraient restées,
si elles avaient pu vivre plus longtemps, puisqu’on est obligé de les tuer pour mesurer
avec précision leur pouvoir d’attraction. Il existerait cependant un moyen de 'étudier,
en entourant le corps des reines d’un papier-filtre pendant un certain temps, et en
présentant ensuite ce papier, imbibé de l'odeur de reine, aux ouvriéres. Mais nous
n’avons pas appliqué cette méthode dans cette série d’expériences.

20 ETUDE DE REINES MISES EN PRESENCE D OUVRIERES.

Des reines écloses Agées d’un jour sont mises en présence d’ouvriéres. Des groupes
de 1, 2, 20, 60, 80, 200 & 300 jeunes Abeilles de moins de 6 jours ont été pourvus d'une
reine vierge pendant des périodes de temps défini : quelques heures, 1, 2, 3, 4, 5, I0
jours. Avant d’introduire la reine parmi les ouvriéres, et pour faciliter son acceptation,
les Abeilles sont préalablement endormies pendant quelques minutes au gaz carbo-
nique. De cette fagon, la reine peut vivre au sein de la petite population pendant
trés longtemps (on a conservé ainsi des reines pendant plusieurs mois).

Nous avons exposé l'ensemble des résultats dans la figure 5.

La phérormone se manifeste au bout de 2 jours 1 /2 chez des reines accompagnées
d’1 a 2 Abeilles ouvriéres (nombre maximum moyen d’Abeilles attirées : 4 4 5 Abeilles);
mais les résultats sont plus nets au bout du 4¢ jour (7 & 8 Abeilles attirées).

Nous avons calculé statistiquement la valeur de ¢ entre différents points de la
courbe. Celle-ci n’est pas significative et inférieure a 1, lorsqu’on compare le pouvoir
d’attraction des reines d’1 jour, vivant seules, & celui des reines mises en présence
d't 4 2 Abeilles, pendant le méme temps. Autrement dit, ’attraction n’apparait
pas plus vite lorsque les reines vivent isolées qu’accompagnées d'une Abeille, &
condition que, dans ce cas, la durée de nourrissement ne dépasse pas 24 heures.
Par contre, la valeur de ¢ est supérieure a 3, lorsqu’on compare le pouvoir d’attraction
des reines vivant seules pendant deux 2 trois jours 4 celui des reines mises en présence
d’'une & deux Abeilles pendant le méme temps.
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A partir de ce moment, l'attraction est nettement plus forte en présence d’'une
ou deux Abeilles.

Les résultats sont significatifs aussi pour des reines non accompagnées, de 4 a
5 jours (2 4 3 Abeilles attirées), par rapport aux reines ayant vécu le méme temps
avec une et deux Abeilles (8 4 g Abeilles attirées).

10T

2Y, 4Y, 6 7 8 9 9% 10

jours

[

. Fic 5. — Apparition du pouvoir d’atiraction de reines vierges avec ou sans la présence d’ouvriéres.
(en abscisse : ages des reines)
(en ordonnée : nombre maxima d’Abeilles attirées par les cadavres des reines.)
(——--~) Reines vierges sans ouvriéres.
(———) Reines vierges avec ouvrieres.
No 1 : 1 a2 jeunes ouvriéres
Ne 2 : zo jeunes ouvriéres
Ne 3 : 60 4 8o jeunes ouvriéres
N° 4 : 200 4 300 jeunes ouvricres.

Nous n’avons pas tenu compte des chiffres obtenus au-dela du 5¢ jour, a cause de
la mortalité assez importante ; mais toutes les reines testées au bout de 10 jours sont
attractives, qu’elles vivent seules ou au contact d’une Abeille. Il ne semble pas qu’il y
ait de différence entre leur pouvoir d’attraction. Si elle existe, il n’est pas possible
de l'observer avec notreméthode. (Nous avons envisagé par la suite, avec LAVIE
(Lavie-PaIN, 1959) la possibilité de doser, par une méthode bactériologique appro-
priée, la quantité de phérormone produite par une reine car un antibiotique présent
dans la reine semble en corrélation avec la phérormone).
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Pour des groupes d’Abeilles plus importants (20, 60, 8o, 200 4 300), 'attraction
de la reine se manifeste déja au bout de 24 heures, et les valeurs de ¢ calculées sont
significatives entre groupes 4’1 a 2 Abeilles, comparés aux groupes de 20, et entre
groupes de 20, comparés aux groupes de 60 4 80 Abeilles. Elles ne le sont plus entre
groupes de 60 a 8o Abeilles, comparés aux groupes de 200 4 300, ce qui indique qu'a
partir de 60 Abeilles I'effet du nombre ne se fait plus sentir : le pouvoir d’attraction
des reines, au bout de 24 heures, est identique, qu’elles soient nourries par 300 ou
par 60 Abeilles. Toutefois I'attraction est différente pour des périodes de temps
inférieures a4 24 heures.

Nous pouvons donc conclure que des groupes de plus en plus nombreux d ouvriéres
accélévent de plus en plus Uapparition de la phérormone ; mais qu'il existe un
nombre-limite d’Abeilles accompagnatrices, au-dessus duquel il n'y a plus d’effet
accélérateur.

cadre

\

grillage fin

\\\\\ AWM

§\\\‘\\ \Q\ AR \ \\‘\\\ N\

F16. 6 — Cagette Zander modifice pour U'étude de Papparition de la phérormone
atiractive, ches les reines vierges (en présence d ouvriéres).

L’étude de l'apparition de la phérormone attractive dans des ruchettes nor-
malement peuplées a retenu plus particuliérement notre attention : des reines étaient
introduites, par groupe de 10 a 15,selon les éclosions, dans des ruchettes orphe-
lines, peuplées d’environ 2 000 & 3 000 ouvriéres. Chaque reine était enfermée dans
une cagettede 4 X 3,5 X 2 cm, dont I'une des faces était obturée par une grille a
reine. De cette fagon, les ouvriéres de la ruchette pouvaient pénétrer dans la cagette
contenant la reine et la nourrir ; mais les reines ne pouvaient sortir de leur prison
(fig. 6).

En opérant ainsi, le pouvoir des reines peut apparaitre au bout de la premiére
heure ; mais chez quelques reines du groupe seulement. Cela s’expliquerait par le
fait que, lorsque les Abeilles ont plusieurs reines 4 nourrir, elles n'en alimentent que
quelques-unes, et peu ou pas du tout les autres.
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Nous avons alors introduit les reines, non plus par groupes, mais une par une
dansla nourricerie: 'attraction se manifeste déja au bout d'une demi-heure (5,5 Abeilles
attirées). Les résultats sont les suivants :

I Q par ruche pendant 3 h. nombre moyen d’Abeilles attirées 10 (x0Q)
— 1 h. — 6 (6Q)
— i h, — 55 (69
— 1 h. — 0,29 (109)

Ils confirment les premiéres expériences en nourricerie, 4 savoir que, lorsque
les Abeilles ont plus d’une reine & nourrir, elles s’en occupent dans’ensemble beau-
coup moins bien que lorsqu’elles n’en ont qu’une & soigner. Les reines délaissées par
les nourrices sont moins attractives que les autres.

Conclusion :

Le pouvoir d’attraction des reines vierges est en relation directe avec le nombre
d’ouvriéres qui les accompagnent : Uatiraction se manifeste d’autant plus rapidement
qu’elles sont entourées d’un plus grand nombre d’ A beilles nourrices.

11 est probable que, dans les conditions normales de remplacement d’une reine
dans une colonie, la jeune reine naissante devient trés vite attractive.

Nous tirerons aussi de cette étude la conclusion qu’il faut insister sur le réle des
ouvriéres dans le nourrissement de la veine. 1l est probable que les substances qu’elles
Iui distribuent favorisent I’apparition de la phérormone. D’ailleurs nous avons relevé
dans un travail de BUTLER (1956), une comtunication orale de J. SiMpsoN, dans
laquelle cet auteur suggére que la diminution de la production de substance royale,
qui se manifeste dans les phénoménes de supersédure, serait en rapport avec la
réduction de la quantité de nourriture larvaire (gelée royale) que les ouvriéres dis-
tribuent a la reine : les ouvriéres, moins attirées par leur reine, puisqu’elle posséderait
peu de substance, la nourriraient moins bien.

On s’est demandé si, dans ce cas, il s’agissait d'une diminution de la quantité
de phérormone, répartie sur les téguments royaux, ou d’'une baisse de 'activité sécré-
trice des glandes mandibulaires.

D’autre part, du fait que des reines, qui n’ont jamais été au contact d’ouvriéres,
deviennent quand méme attractives, au bout de plusieurs jours, on est conduit &
admettre qu’elles peuvent produire au moins une certaine quantité de la phérormone ;
mais celle-ci apparait plus tardivement en ’absence d’ouvriéres. La présence des
ouvriéres accélérerait, mais ne déterminerait pas son apparition.

Il est possible que la formation de la phérormone dépende de I'alimentation don-
née par les nourrices pendant le stade larvaire. Cette hypothése pourrait expliquer en
partie le pouvoir plus marqué de certaines reines par rapport a d’autres. La quantité de
nourriture recue par une larve de reine ou d’ouvriére est en effet trés variable ; les
larves royales bien nourries donneraient naissance a des reines imago contenant plus
de phérormone.

Sur la natuve des aliments que les reines adultes recoivent des ouvriéres, on ne
peut encore rien affirmer. Peut-étre s’agit-il de la méme substance que les ouvriéres
distribuent déja aux larves royales — ou alors se trouverait-on en présence d'un tout
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autre mécanisme : le nourrissement des reines par les ouvriéres entrainant le déclen-
chement de la formation de phérormone par excitation nerveuse ou neuro-humorale ;
l'apport d’éléments nutritifs par les ouvriéres ne jouant aucun réle direct dans sa
formation ?

11 semble bien, connaissant la composition chimique de la phérormone I et ses
rapports avec certains des acides de la gelée royale, que la premiére hypothése
soit la plus juste.

B. — Durée de contact.

Le pouvoir inhibiteur des reines sur l'apparition des ceufs dans les ovaires
des ouvriéres dépend de la durée de contact des ouvriéres avec les reines. Les reines
offertes aux ouvriéres restent dans les cagettes pendant une période de temps bien
déterminée. Cette période peut varier d'une 4 plusieurs heures par jour et peut s’étendre
sur plusieurs jours.

Nous avons recherché s’il suffisait de présenter, pendant un temps trés court,
différents cadavres de reines pour obtenir encore un effet inhibiteur.

Dans tous les cas, les cadavres de reines ont été offerts ¢ fofo aux ouvriéres, et
les ont toujours attirées. Ils n’ont jamais été présentés plus d'une fois par jour;
mais l'expérience était répétée chaque jour. Nous n’avons jamais été au-dela du
dixiéme jour de contact. La durée de nourrissement en pollen s’étalait sur une périoce
de 15 jours. On a toujours contrélé dans les cagettes qu’il y avait eu effectivement
consommation de pollen.

Nous avons groupé les expériences en cing séries, correspondant a des envois
de reines en provenance d'un méme rucher et soumises & I'expérience dés leur arrivée
{tableau n° 3.)

Dans la série 1, les reines ont été présentées pendant 7, 5, 3 et 1 heures, pendant
10 jours, Dans deux des cagettes, les ouvriéres ont recu, non pas I, mais 3 reines
mortes. Nous avions en effet supposé que, plus les reines mortes étaient nombreuses
c'est-a-dire plus il y avait de phérormone a la disposition des ouvriéres — plus
I'inhibition devait étre forte, méme pour de petites durées d’exposition.

Nous ne pouvons tenir compte des résultats obtenus sur deux essais ; mais 4]
ne semble pas que Uinhibition ovarienne soit proportionnelle au nombre de veines mortes
dans les cagettes (reines VI et VII).

La reine I, présentée 7 heures par jour pendant 10 jours, n’inhibe pas le dévelop-
pement des ceufs. Par contre, la reine VI, présentée 1 hetre par jour pendant le méme
temps, est plus inhibitrice que la reine I, puisque le pourcentage d’Abeilles ovigéres
est plus faible. La reine III, présentée 5 heures par jour, pendant 10 jours, inhibe
autant que la reine VI, dont nous venons de parler, présentée pendant 1 heure seule-
ment.

La reine IV, présentée 3 heures par jour, pendant 10 jours, est par contre plus
inhibitrice que la reine II, présentée 5 heures, pendant le méme temps.

Les résultats sont identiques pour la série II :la reine VIII, présentée plus long-
temps aux ouvrieres que la reine X, est cependant moins inhibitrice que celle-ci.

Dans la série III, les pourcentages d’Abeilles ovigéres sont tous au-dessus du
pourcentage-limite, fixé & 33,3 p. 100. Les reines, présentées 16 heures par jour pen-
dant 3 jours et 2 jours, n’inhibent pas plus que celles qui sont présentées 8 heures
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pendantle méme temps. Leur pouvoir inhibiteur est trés faible, puisque 60 a 66,6 p. 100
des Abeilles ont des ceufs. Il semble donc que des présentations de veines mortes pendant
plusieurs heures, mais seulement pendant 2 @ 3 jours, ne suffisent pas a inhiber Uappa-
rition des ceufs dans les ovaires des jeunes Abeilles. De méme, les reines XVII, XVIII
et XIX, exposées moins longtemps par jour sur des périodes de temps plus longues,
n’ont pas inhibé non plus le développement des ceufs. Il en est de méme des
reines VI (33,3 p. 100) et XI (66,6 p. 100). (Pourcentages égaux et supérieurs a la
limite).

Nous pensons que les Abeilles prélévent normalement la phérormone d’'une fagon
continue et & petites doses sur le corps des rermes. Lorsqu’il se produit un arvét de con-
sommation et que celui-ci est prolongé ou bien se renouvelle souvent, les ouvriéres peuvent
alors former des ceufs. Cette constatation nous parait d’ailleurs en rapport avec 'obser-
vation des reines attractives, en étuve, oit U'on remarque la permanence du cortége
d’ouvrieres qui s’'intéressent 4 elles et les léchent. Il est évident que tout dépend
aussi de la quantité de phérormone que possédent les reines. Si elles sont fortement
attractives, l'arrét de la consommation journaliére de phérormone pourra étre plus
long.

Si nous comparons, dans les deux derniéres séries, des durées identiques d’expo-
sition, les pourcentages ne sont pas les mémes et varient dans la 4¢ série, pour une
expositon de 5 heures par jour (reines XX, XXT et XXIT), de 29,41 p. 1004 60 p. 100 ;
et, dans la 5¢ série (reines XXIII & XXVIII) de 26,6 p. 100 & 8o p. 100. La comparaison
des 5 séries entre elles, pour des durées semblables, d’exposition donnent des chiffres
qui sont dissemblables pour une exposition de 7 heures : nous obtenons de 26,6 p. 100
a 8o p. 100 d’abeilles ovigéres; pour 5 heures: de 29,4I p. 100 & 60 p. 100;
pour 3 heures : de 6,6 p. 100 & 40 p. 100 ; pour I heure: de 33,3 p. 10024 66,6
p. I00.

Tous ces faits mettent en lumitre des différences individuelles importantes quant
a la qualité et a la quantité de phérormone attractive. Il en ressort que inhibition
de la formation des ceufs n’est pas du tout proportionnelle aux nombres d’heures de pré-
sentation des difféventes veines dans les cageltes considévées ensemble. Elle n'est propor-
tionnelle aw lemps de présentation que pour une veine considérée isolément, offerte plus
ou moins longtemps dans différentes cagettes; mais les courbes diffévent beaucoup
selon les reines Les courbes suivantes (fig. 7) correspondent & 'examen de trois reines
présentées 1, 3, 5 et 15 heures par jour, pendant 6 jours (reine A), et 5 jours (reines B
et C) pour les périodes de temps allant de 1 & 5 heures ; et, pendant 5 jours (reine A)
et 4 jours (reines B et C), pour la période de temps la plus longue, correspondant
a 15 heures. Nous avons porté en abscisse le nombre d’heures de présentation au
cours d'une journée et en ordonnée les pourcentages d’ovigéres obtenus en fin d’expé-
rience.

Pour les deux reines A et B, les pourcentages diminuent lorsque le temps de
présentation des reines augmente, c’est-a-dire que l'inhibition exercée par la reine
est d’autant plus forte que la reine reste plus longtemps dans la cagette. Ce phénomeéne
est plus net pour la reine A. Pour la reine C, on n’observe rien de semblable. Nous
pensons que, lorsque les reines sont peu attractives, leur présence pendant des temps
plus ou moins longs, dans les cagettes, n’a aucune action sur le développement des
ceufs. Les résultats ne sont nets que lorsque les reines mortes sont fortement attrac-
tives. Ces variations dans le pouvoir d’attraction des reines se traduisent par des
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pourcentages plus ou moins forts d’ovigéres Il est probable, si I'on tient compte
des différents facteurs qui semblent entrer en jeu pour favoriser 'apparition de la
phérormone chez les reines vivantes (nombre d’Abeilles en contact avec la reine, 4ge
des reines, influence de leur captivité, alimentation), que celle-ci n'est pas émise d’une
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F16. 7 — Inhibition de la formation des eeufs dans les ovairves d'ouvriéres en fonction de la durée de préseniation
d’une reine (en abscisse : nombre d’heures de présentation, en ordonnée : pourcentage d’ Abeilles ovigéres).

facon parfaitement réguliére, Peut-étre existe-t-il un cycle d’émission de cette
substance ?

C. — Essai de mise en évidence
d’un cycle annuel d’émission de la phérormone.

Nous avons essayé de déceler s’il n’existe pas chez les reines vivantes un cycle
d’émission de la phérormone, La méthode en est simple : elle consiste & entourer le
corps des reines vivantes de papier-filtre, pendant trois heures et demie. Les reines,
entourées de leur papier tapissant un cylindre de verre, sont suspendues entre
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deux cadres a4 couvain et alimentées a travers une toile métallique par les ouvriéres
de la colonie (fig. 8).

Les papiers imbibés de « I'odeur de reine » sont ensuite présentés a des ouvriéres
encagées. On compte le nombre d’ouvriéres attirées par ceux-ci. Les expériences sont
répétées chaque mois.

Malheureusement, la plupart des reines que nous avons examinées n’ont pu étre
suivies pendant toute une année. La presque totalité des ruchettes qui les hébergeaient
ont mal hiverné, et les reines sont mortes au cours ou 4 la fin de I'hiver. Cependant,
ces résultats partiels nous ont permis d’entrevoir un phénomeéne ressemblant a un

papier filtre

/ tube de verre (longueur 35mm) -

F1c. 8 — Tube de verre tapissé de papier-filtre,
pour le dosage de la phérormone atlractive légumeniaire.

cycle. En effet, les reines que nous avons pu suivre, au cours des quelques mois d’hiver
se sont révélées fortement attractives. La production de phérormone parait plus
faible d’avril & juin ; puis I'attraction redevient plus forte (fig. 9).

A la lumiére de ces résultats, et en tenant compte de ceux d’ALLEN (1957) sur
le nombre d’Abeilles constituant la « cour » des reines pendant les différents mois
de I'année, nous avons formulé I'hypothése suivante :

Les ouvriéres, moins nombreuses dans la colonie en hivernage, et dans I'impossi-
bilité de renouveler leurs réserves, tant pour se nourrir elles-mémes que pour nourrir
la reine, vivent au ralenti et s’occupent le moins possible de celle-ci. II est probable
— mais nous ne l'avons pas vérifié 4 ce moment-la — que 'activité sécrétrice des
glandes mandibulaires des reines diminue beaucoup.

Selon ALLEN, pendant l'hiver, les reines sont trés peu léchées ; elles doivent
alors conserver la phérormone sur leurs téguments. Cette solution d’épargne expli-
querait le fort pouvoir d’attraction des papiers et le maintien de la « cour », noté par
le méme auteur.
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A la reprise de l'activité des ouvriéres, au printemps, et avec le démarrage de la
ponte de la reine, qui quémande sans cesse une nourriture plus abondante, la sécré-
tion des glandes mandibulaires reprendrait ; mais la phérormone, répandue sur le
corps des reines, serait avidement consommée par les ouvriéres qui ne cessent
de la lécher au cours de ses déplacements.
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Fic. 9 — Mesure du pouvoir attractif de papier-filtres imbibés de Uodeur de reine (en ordonnée : nombre en
% de réponses négatives d’ Abeilles attivées aupris des papiers).

On arrive alors a la conclusion suivante : c’est que des reines aux téguments peu
attractifs pewvent avotr des glandes mandibulaires actives ou non.

La méthode particuliére que nous avons appliquée ici, ne nous révéle qu'un des
aspects de la physiologie de la phérormone.
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CHAPITRE VII

LES INTERACTIONS SOCIALES ET LA PHERORMONE

A. — Trophallaxie entre reines vivantes et ouvriéres.

Bien avant la mise en évidence de I'existence de la phérormone, et pour vérifier
l'une des hypothéses de Hess (1g942) (Voir chapitre I, B) concernant la présence
possible d’une substaice trophigue, inhibitrice du développement des ceufs, distribuée
par la reine 4 ses ouvriéres, nous avions entrepris d’étudier la nature des échanges
nutritifs entre reine vivante et ouvriéres.

I ’absence d’ceufs dans les ovaires d’une population de 300 ouvriéres, suralimen-
tée en pollen, mais possédant une reine, nous parut étre en faveur de I'hypothése
de Hess.

Pour la vérifier, nous avons réalisé les expériences suivantes :

Le diagramme (1) résume les expériences I A 4.

Soit un ensemble de 3 a4 5 cagettes, accolées et séparées les unes des autres par
une toile métallique simple 4 mailles de 1,5 mm : nous introduisons dans 'une d’elles
(cagette centrale, exp. T — latérale, exp. 2 & 4) une reine (féconde ou vierge) : exp.
2 B) accompagnée de 10 Abeilles au maximum. Dans les cagettes voisines se trouvent
des groupes d’ouvriéres (30 : exp. I D — 100 : exp. I G, exp. 2,3 — 50 : exp. 4) 4gées
de moins de 4 jours. Les ouvriéres orphelines étaient nourries, en plus du candi et
de 'eau, avec des giteaux de pollen découpés dans une ruche (exp. 1, 2C, 3) ou du
pollen en pelotes récolté a la trappe (exp. 2, A.B. ; exp. 4).

Dans presque tous les cas, les dissections d’Abetlles de la cagette la plus proche de
celle contenant la veine ne révélent pas d’Abeilles ovigéres : (0 p. 100, exp. I, 2, A.C,,
4 ; sauf exp. 2 B : 12 p. 100, cas d'une reine vierge, et exp. 3 : 20 p. 100).

Les reines étaient dans l'impossibilité de pondre, car elles n’avaient aucune
cellule a leur disposition,.

11 fallait donc admettre que, lorsque la reine se trouve au milieu d’ouvriéres
(300) ou isolée de celles-ci (30, 50, 100) par une seule toile métallique, sa présence suffit
a empécher le développement des ceufs dans les ovaires des ouvriéres qui 'entourent
ou qui se trouvent le plus prés de sa cagette. Ces expériences sont comparables a
celles de HAYDAK, ol la reine se trouvait dans 'impossibilité de pondre. Alors ses
Abeilles, bien qu’elles aient eu a leur disposition une nourriture abondante, ne purent
se transformer en ouvriéres pondeuses.

Des expériences semblables ont été refaites dvec des cagettes doubles ; mais les
reines étaient introduites au sein d'une petite population, composée de plus de
10 individus (de 50 & 100). Cette population était séparée, par une toile métallique
de méme dimension que précédemment, d'un groupe d’ouvriéres du méme ige.

11 était intéressant de vérifier si, dans ces conditions, ¢’est-a-dire lorsque la reine
est entourée d’'un nombre plus grand d’ouvriéres, des contacts s’établissent encore

Annales de I'Abeille. — 1961. 4
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Exp. No 2 A(Q £)-B(@ v.)-C(Q £.)

100 % — 2 jours | 100 ¥ — 2 jours i 100 ¥ — 2 jours i (@ f) 4 10 ¥

Pollen et candi | Pollen et candi Pollen et candi Candi

60 % d’ovigéres. | 689 d'oviglres. i 20% d'ovigéres.

Exp. No 3
50 Q 2-3 jours 50 @ 2-3 jours 50 Q 2-3 jours 50 @ 2-3 jours @Qf)+ 103 ‘
Polien et candi ; Pollen et candi : Pollen et candi i Pollen et candi : Candi
40% d'ovigeres. i 449 d'ovigéres. [ 489% d'ovigbres. i 0% d’ovigéres. i
Exp. No 4
Diagramme 1 : (¢ f.) = reine {éconde
(¢ v.) = reine vierge

. = cagette centrale (Exp. 1-2)
G. = cagette placée & gauche de C (Ixp. 1-2 A.B.C.)
D. = cagette placée a droite de C (Iixp. 1-2 AB.C.)

avec les ouvriéres de la population voisine. Le diagramme (2) résume les expériences
54a8.

Ici les cagettes sont pourvues d’une languette de cire gaufrée. Nous avons noté,
sur le diagramme 2, 1'étirage des cires par les ouvriéres et le dépot d’ceufs par la reine
dans les alvéoles. Les Abeilles ont re¢u, dans tous les cas, du pollen en pelotes (frais
exp. 5 A et B; et exp. 6 — conservé a 0°C: exp. 7 et 8).

Dans l'expérience 5 A, la reine a pondu dans les cellules étirées et les larves ont
été prises en élevage, alors que celle de 'expérience B n’a pas pondu. Dans les deux
cas, le pourcentage d’ovigéres est trés faible (13,3 p. 100), comparé a celui des témoins
sans reine (6o p. 100, et 73,3 p. 100, cire non étirée).

Des auteurs comme TUENIN (1926), PEREPELOVA (1928), GONTARSKI (1938)
s’attachérent a montrer I'importance du couvain, seul capable de provoquer 1'inhi-
bition du développement des ceufs dans les ovaires des ouvriéres et la castration
nutricicale.
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10 ¥ 1 — 3 jours (9 f) + 100 ¥ 1 — 3 jours
Pollen et candi H Pollen et candi
Cire non étirée Cire étirée -— ponte
46,6 9 d’Ab. ovigeéres. 18,3 9% d’Ab. ovigéres.

Exp. No 5A
100 ¥ 1 -— 3 jours (9 f) + 100 % 1 — 3 jours
Pollen et candi : Pollen et candi
i Cire non étirée-pas de ponte
13,3 % d’Ab. ovigeres.

Cire étirée
46,6 9% d’Ab. ovigeres.

Exp. Ne 5B
20 % Ljour i (Qf) + 50 % 1 jour l
Pollen et candi Pollen et candi
Cire non étirée Cire non étirée

0 9% d’Ab. ovigéres. 0 9% d’Ab. ovigeéres.
Exp. Ne ¢
100 % 1 — 4 jours (g £) 4+ 50 ¥ 1 — 4 jours!
Pollen et Cand1

Cire non étirée

Pollen et candi
6,6 % d’Ab. ovigeres.

Cire non étirée
6,6 % d’Ab. ovigeres.

Exp. No 7

1 — 3 jours (9 fy + 100%¥1 — 3 ]ours|
Eau Pollen et candi
Cire non étirée Cire étirée — ponte

6,6 % d’Ab. ovigeres.

100 3

Mortalité totale 2 jours aprésé
Exp. No 8
Diagramme 2: (2.f.) = reine féconde

Dans ces expériences, I'inhibition de la formation des ceufs dans les ovaives est
due & la seule présence de la reine, le couvain ne paraissant pas jouer un rodle prépon-

dérant.
Les échanges entre veine et ouvriéres de part et d’autve d’une fotle métallique
La notion de groupe indépendant.

Dans les expériences 6 et 7, nous avons fait varier le nombre d’'Abeilles accom-
pagnant la reine, ainsi que celui du compartiment voisin, afin de pouvoir fixer d'une
fagon plus exacte le nombre minimum & partir duquel les échanges entre le groupe
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pourvu d'une reine et les ouvriéres voisines deviennent presque nuls. Ici des échanges
ont eu lieu de part et d’autre de la toile métallique, puisque les ovaires des ouvriéres
du compartiment orphelin ne contiennent pas ou trés peu d’ceufs : o p. 100 (exp. 6) ;
6,6 p. 100 (exp. 7), alors que les témoins présentent 46,6 p. 100 d’ovigeres dans chacune
des deux cagettes.

Dans l'expérience 8, les ouvriéres orphelines ne regoivent que de I'eau et meurent
trés rapidement. L’expérience répétée avec une autre reine, entourée d’ouvriéres
adultes donna les mémes résultats, ce qui prouve bien 'absence d’échanges entre les
deux compartiments.

Comparons ces résultats avec deux expériences de VoocD, (DE GrooT et VooGD,

1954).

50 50 %

50 % :
¢
P 0% ¥ P. i 0% %P
Exp. I: § P. = ouvritres pondeuses.

Trois cagettes, renfermant chacune 50 jeunes Abeilles, sont accolées les unes
aux autres. La cagette du milieu contient une reine, séparée d'une des cagettes par
une simple toile métallique, et, de l'autre, par deux toiles espacées de 20 mm. On
note des ouvriéres pondeuses seulement dans le compartiment séparé de la reine par
un double grillage.

Une autre expérience de VooeD prouve qu’il n’y a aucun contact entreles ou-
vriéres, de chaque c6té du grillage.

50 ¥ 50 %
g r % Pl

t
!
1
1
[
i
|

X A0

Exp. II.

Ici le double grillage est remplacé par une plaque de zinc. La cagette médiane
est divisée en deux parties, au moyen d'une grille & reine. La reine se trouve emprison-
née entre la plaque de zinc et cette grille. On note des ouvriéres pondeuses dans le
compartiment isolé de la reine par la plaque de zine, ainsi que dans le compartiment
isolé par une simple toile métallique. VooeD conclut a la nécessité d'un contact
direct entre chaque ouvriére et la reine, pour obtenir I'inhibition des ovaires des
ouvriéres, Elle ne précise pas quel genre de toile métallique elle a utilisé dans ses
expériences.

En conséquence, lorsque la reine setrouve au miliew d’un groupe d’ouvriéves supérieur
4 50, il n'y a pas ou peu d’échanges trophiques avec les ouvriéres du compartiment
voisin ; et la reine n’empéche pas alors I'apparition d'un certain pourcentage d’ou-
vritres A gros ovaires. Lorsqu’elle n’est entourée que par un petit nombre d’ouvrieres
(égal ou inférieur A 50), ce nombre n'est pas suffisant pour assuver Uindépendance de
cette petite population par rapport a la colonie voisine, et cette circonstance empéche
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l'apparition d’ouvriéres pondeuses, non seulement dans son compartiment, mais
aussi dans le compartiment voisin. I ’expérience de VoocD (1) confirme les résultats
des expériences 6 et 7.

Nous admettons que, dans les conditions des expériences, et avec les reines d’4ge
et d’origine inconnus qui nous ont été envoyées, il faut un minimum de 100 Abetlles
autour d'une veine pour qu’il ne s’établisse plus de contact avec les ouvriéres du compar-
timent vorsin, Dans V'expérience de Voocp (n° 11), il ne s’est pas établi de contact
avec les ouvriéres isolées de la reine par une toile métallique, sans doute a cause de
I'obstacle de la grille a reine, qui a maintenu le groupe d’ouvriéres le plus prés possible
de sa reine.

Une jeune reine féconde et fortement inhibitrice peut empécher le développe-
ment des ceufs dans les ovaires de plus de 100 ouvriéres accompagnatrices ; mais,
méme dans ce cas, les échanges avec la colonie voisine ne sont pas plus grands. Dés
qu’elle est entourée par un groupe suffisant d’ouvriéres, elle se déplace au sein de la
petite colonie et ne s’occupe plus des ouvrieres du compartiment le plus proche du sien.

Mais si le nombre d’ouvriéres accompagnatrices est trop faible (inférieur a
50) et s’il ne peut se former une « cour » autour d’elle, il s’établit des rapports tro-
phiques avec les ouvriéres voisines.

Nous précisons qu'il s’agit ici d’échanges établis entre la reine et les ouvriéres de
T'autre c6té de la toile.

Nous nous trouvions alors logiquement conduit & étudier les échanges entre
ouvriéres.

1° TROPHALLAXIE ENTRE OQUVRIERES.

Suivant la technique précédente, nous introduisons dans deux cagettes, accolées
et séparées I'une de 'autre par la méme toile métallique 4 mailles de 1,5 mm (déja
utilisée dans les expériences comportant une reine), soit des groupes identiques (100,
50, 25, 2), soit des groupesinégatx (100 /50-100 [I-I00 [2-T00 [3-100 [4-40 /1) d’Abeilles
de méme 4ge ou d’dges différents.

Dans la premiére série d’essais, 1'un des compartiments recoit du candi et de
I'eau, l'autre recoit en plus une nourriture riche en pollen. On contrdle s’il y a eu
échange de nourriture protéique entre les deux cagettes, en comparant les pourcen-
tages d’Abeilles ovigéres obtenus.

Dans une deuxiéme série d’essais, 'un des compartiments recoit du candi et de
I'eau. Dans l'autre, les Abeilles sont privées de toute nourriture, liquide et solide.
On notes’ily a et des contacts de part et d’autre de la toile, en comparant les mortalités.

Dans tous les cas, il n’y a jamais eu d’échanges trophiques a travers la toile.

Pourtant CHAUVIN (1952) a observé que lorsqu’une seule Abeille est isolée du
restant de la population par une toile métallique & mailles de 1,5 mm, tout en recevant
du sirop de sucre, elle quémande obstinément de la nourriture aux autres Abeilles.
Mais si on lui adjoint quelques compagnes, il semble que les Abeilles se nourrissent
entre elles plutét que de part et d’autre de la cloison.

Nos expériences avec des Abeilles isolées, séparées d'un groupe d’abeilles ne peu-
vent étre comparées A celle de CHAUVIN, qui sépare l'ouvriére dans une cagette
de 2 X 2,5, X 3 cm, fermée par une toile métallique et introduit celle-ci dans le
plateau perforé d'une ruchette (40 X 20 X 20 cm) contenant environ 2 500 ouvriéres,
Nous avions pensé que, dans notre cas, le nombre d’Abeilles était trop peu important
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d’un cbté (100 ouvriéres au plus) pour que s'établissent des contacts de 'autre c6té de
la toile métallique avec des Abeilles isolées et privées de nourriture. Mais, d’aprés
les expériences de LEcoMTE, ce facteur ne jouerait aucun réle (communication
personnelle). Cet auteur a utilisé des cagettes divisées par une tdle perforée de trous de
4 mm de diametre, peuplée seulement de 25 ouvriéres, et montré qu’il y a bien échange
de nourriture entre les deux groupes, & condition toutefois que l'un d'eux soit
privé de nourriture. Tout dépendrait donc de la taille des perforations de la cloison.
Si chacun des groupes recoit de quoi se nourrir, les échanges sont interrompus.
Cette observation confirme le travail de CHAUVIN, a savoir que, lorsque deux
Abeilles peuvent se nourrir entre elles, les échanges avec l'extérieur sont réduits.

Influence de la taille des perforations dans la cloison de séparation.

Nous avons trouvé la raison de I'absence d’échanges dans nos cagettes : elle
tient 2 la largeur de mailles des toiles.

Ce n’est qu’en 1958 que FREE et BUTLER étudiérent la taille des ouvertures &
travers lesquelles les ouvriéres peuvent en nourrir d’autres. Une centaine d’ouvriéres
sont placées dans de petites cages de 9 X 6,5 X 4,5 cm, dont les deux grands c6tés
sont construits en toiles métalliques de différentes largeurs de mailles : I /1 mm ;
1,5/1,5 mm ; 2,5/2,5mm ; 2,5/5,5 mm. Les cages sont suspendues au centre du nid
a couvain d’une colonie, pendant 48 heures, et le nombre des Abeilles mortes dans
chaque cagette est ensuite évalué.

Les Abeilles, contenues dans les cagettes de 1/1 mm, 1,5/1,5 mm meurent de
faim, parce qu’elles recoivent peu ou pas du tout de nourriture des ouvrieres de la
colonie. Pour qu'il y ait échange de nourriture, il faut que la largeur de la maille soit
plus grande que la section transversale du proboscis de I'ouvriére. Le nourrissement ne
pourrait s’établir que s’il v a contact antennaive. Ces deux auteurs concluent que la
largeur des mailles ne doit pas étre inférieure a 2,5 mm.

Dans nos expériences, la largeur de mailles que nous avons utilisée se trouverait,
d’aprés les résultats de FREE et BUTLER, ajoutés & ceux de LECOMTE, a la limite de la
possibilité des échanges. Cependant, cette limite, fixée 4 2,5 mm par ces auteurs,
pour les échanges ouvriéres-ouvriéres, est en réalité plus faible dans nos expériences
ot il s'agit d’échanges reine-ouvriéres : nous avons noté en effet une diminution du
pourcentage d’Abeilles ovigéres dans le compartiment séparé de la reine par des
mailles de 1,5 mm. L’attirance des ouvriéres pour leur veine, ou le pouvoir d’attraction
des reines pour les ouvvidres est trés grand, puisque des contacts peuvent encore
s'établiv avec des toiles d mailles inférieures & la limite fixée par FREE ef BUTLER. et
bien qu'il y ait de la nourriture dans chacun des compartiments.

Mais les contacts sont nuls entve groupes d’ouvriéves de méme age ou d’4ges
différents. I’attraction entre des ouvriéres séparées par I'obstacle de la toile métallique
est inexistante.

20 RESUME ET CRITIQUE DES TRAVAUX DE MiiSSBICHLER.

Si nous évoquons ici les travaux de MiisSBICHLER (Ig52), c’est parce que cet
auteur a étudié I'influence des reines vivantes sur la construction des cellules royales
et I'apparition des ouvriéres pondeuses, lorsque les reines sont séparées des ouvriéres
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par des toiles métalliques, simples ou doubles, de différentes largeurs de mailles (1,5 mm
ou 4 mmy), et disposées de diverses maniéres. Nous sommes mieux préparés mainte-
nant a interpréter ses résultats.

Quatre figures résument lensemble de son travail.

Premiérve expérience (figure 10).

Ebauche de | >
cellule royale

OEufs douvriéres
pondsuses ——-
(5 semaines aprés)

eseestassessssteonssssrnessttrenes

Fic. 1o — Ruchetle ouverle a 2 cadres, séparde pay un grillage métallique (1,5 nun, £ mmn de mailles) en une moi-
1€ auvec reine el une moitié sans veine. A pparition 1 jour aprés, d'une ébauche de cellule royale, et, 35 jours
aprés, d'ouvriéres pondeuses dans la moitié orpheline.

Discussion 1 :

MiisSBICHLER ne précise pas un facteur d’aprés nous essentiel : le nombre des
Abeilles réparties dans chacun des deux compartiments comme nous l'avons vu.
Lorsque la reine est accompagnée d'un petit nombre d’ouvriéres (1o Abeilles), les
ouvriéres du compartiment voisin ne se transforment pas en ouvriéres pondeuses,
car la population avec reine échange alors de la nourriture avec sa voisine,

Lorsque le nombre d’ouvriéres accompagnant la reine est plus grand (supérieur
a 100 Abeilles) — et c’est probablement le cas ici — les deux moitiés de la ruchette
fonctionnent comme deux colonies distinctes. Il n’y a plus d’échange de nourriture
entre les deux et il apparait des cellules royales et des ouvriéres pondeuses dans la
moitié orpheline.

Cependant P'auteur précise qu’il a constaté 1’établissement d’'un nourrisse-
ment réciproque 2 travers les toiles. Cette assertion nous parait erronée si l'on en
croit 'expérience de BUTLER (1954).

| 2500 ¥ 2500 ¥ + 9 4

(Eufs — larves (Fufs ~ larves

B A

Expérience de Butler : colonie divisée en deux par une toile métallique (3 mm de mailles) en une moitié
avec reine A et une moitié sans reine B.
1° en A : beaucoup de nourriture — pas de cellule royale.
en B : beaucoup de nourriture — cellules royales.
2° en A : beaucoup de nourriture — pas de cellule royale.
en B : peu de nourriture — pas de cellule royale.
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BUTLER conclut que les Abeilles non orphelines peuvent informer des Abeilles
orphelines de la présence de leur reine, en leur distribuant une certaine quantité
de phérormone I, qu’elles prélevent sur le corps de la reine.

Dansl’expérience 1 de MiiSSBICHLER, noussupposons que chacun des deux compar-
timents contient 4 peu prés la méme quantité de nourriture, puisque les Abeilles
peuvent butiner de part et d’autre de la toile métallique, exactement comme dans le
cas de l'expérience r de BUTLER. LECOMTE (communication personnelle) retrouve
les méme résultats.

11 est donc peu probable qu’avec une toile de 4 mm de mailles et une nourriture
abondante, il y ait eu des échanges trophallaxiques. C'est pourquoi MiiSSBICHLER
obtient des cellules royales.

Deuxiéme expérience :

Dans la méme ruchette, le grillage métallique est remplacé par une grille a reine.
Les ouvriéres, sauf la reine, peuvent se déplacer de part et d’autre de la grille. Les
Abeilles, séparées de leur reine par ce procédé, ne se sentent pas orphelines et ne cons-
truisent pas de cellule royale,

Discussion 2 :

Cela n’est pas un fait exceptionnel en apiculture. Lorsque la reine est isolée
dans un espace restreint, les ouvriéres ne construisent pas de cellule royale. Mais

si 'espace est important et si la reine est trés éloignée de son couvain, les ouvriéres se
sentent orphelines et en construisent.

Troisieme expérience (figure 1I).

Larves douvriéres

Ebauche de
—
cellule royale
F16. 11 — Ruche, dont un des cadres, avec Abeilles, reine et couvain « ouvert » est engrillagé (1,5 num de mailles).

Apparition un jour aprés, de plusicurs cellules royales.

Discussion 3 :

La «sensation » d'orphelinage des Abeilles extérieures au cadre est due 4 I'absence
d’échange avec les Abeilles possédant la reine, parce que celle-ci est accompagnée d'un
nombre suffisant de nourrices et que, d’autre part, la toile métallique est 4 mailles
fines.
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Quatviéme expérience (figure 12).

creasse

F16. 12, — Ruche d 4 cadres, ot la veine est emprisonnée sur Uun des rayons, dans une cagetle grillagée
(1.5 mm ou 4 mm de mailles).
Pas de construction d’ébauche royale.
Apparition d’ouvricres pondeuses lorsque le couvain a été operculé.

Selon l'auteur, seule 'absence de couvain jeune est prépondérante pour la forma-
tion d’ouvriéres a gros ovaires.

Discussion 4 :

La reine n’est pas accompagnée ; d’oll échange de nourriture et absence de cons-
truction de cellule royale. Cependant BUTLER (1954) signale l'existence de telles
cellules dans des colonies trés fortes, dont la reine est claustrée. Lorsque les colonies
sont faibles, le nombre de cellules diminue. C’est sans doute pourquoi il ne s’en forme
pas dans l'expérience de MiiSSBICHLER. VUILLAUME (1958) a montré qu'une reine
encagée n’empéche pas les ouvriéres d’une ruche a dix cadres d’accepter des cellules
royales « greffées ».

D’autre part, U'apparition d’ouvriéres pondeuses n’est pas en contradiction avec
nos expériences, parce que sa colonie était en état d’essaimage. On sait que dans de
telles colonies, et malgré la présence d’une reine, apparaissent toujours des ouvriéres
pondeuses.

Cinguiéme expérience : (figure 13).

Ebauches de_|

——>
cellules royales \

Ouvgiéres
pondeuses
{16 jours > Q’P
apreés)

s

Larve douvriére

F16. 13. — Reine enfermée dans une cagette grillagée (4 mm de mailles), posée sur un cadre, avec couvain
et ouvriéres, lequel est entouré d’une toile métallique de méme largeur de mailles.
Apparition 48 heures apres, de cellules royales,
el 16 jours apres d’ouvrieres pondeuses dans la population orpheline.
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Discussion 3 :

I’échange de nourriture entre la reine engrillagée et les nourrices du cadre sur
lequel elle est posée est actif, puisque la reine est seule et que la largeur des mailles
est de 4 mm, Les échanges entre la colonie intérieure et la colonie extérieure sont
restreints, parce que le nombre d’ouvriéres des deux colonies est important et que
les deux populations sont certainement bien nourries.

Conclusion générale :

Selon MiSSBICHLER ,la présence de la reine n’a aucune influence sur la formation
des ouvrieres pondeuses. 1’absence de couvain « ouvert » serait seule responsable de
Papparition des ouvriéres pondeuses. En cela, cet auteur rejoint 'opinion de PERE-
PELOVA (1028).

Nos résultats, comparés & ceux de MiiSSBICHLER, nous ont permis de saisir
certains aspects de ce probléme. Nous nous sommes plus particuliérement attachés a
Iapparition des ouvriéres pondeuses, tandis que MiiSSBICHLER insiste davantage sur
la formation de cellules royales. Ces deux processus se complétent, en se succédant :
I'apparition d’ébauches royales est plus précoce que ’apparition d’ouvriéres pondeuses,
En effet, le premier phénoméne survient environ 12 heures aprés ’absence de la
reine ; le deuxiéme un peu plus tard, au minimum une semaine aprés U'orphelinage de
la colonie,

D’autre part, nos expériences exigent un nombre d’Abeilles différent, plus élevé
lorsqu’il s’agit pour les ouvriéres d’entreprendre un élevage royal que pour se trans-
former en ouvridres 4 gros ovaires. L’étude des ouvriéres pondeuses peut se faire en
simple cagette d’observation, avec un nombre restreint d’Abeilles ; ’étude de la
formation d’ébauches royales exige du couvain et un nombre plus important d’ou-
vriéres. Celles-ci ne sont certainement pas dans le méme état physiologique. Cepen-
dant, nous pensons que ces deux processus ne sout pas si éloignés I'un de Pautre,
Comme nous I'avons indiqué au cours de la discussion, on peut trouver des cellules
royales et des ouvriéres pondeuses en présence d’une reine ; mais cela n’arrive que
dans certains cas bien particuliers : dans des colonies en cours d’essaimage, par
exemple, ou encore en cours de supersédure. On peut faire accepter des cellules royales
en dehors de I'essaimage, par une colonie ; mais il faut alors que ’élevage en ait été
entrepris dans une premiére colonie orpheline (VUILLAUME, 1958). DONHOFF nota,
(1857) que des colonies d’ouvriéres pondeuses essaient de produire des cellules royales.

Mais normalement, dans une ruche non essaimante, ou qui ne cherche pas a rempla-
cer sa reine, il n’y a pas de cellule royale et pas, ou trés peu, d’ouvriéres pondeuses.

En ce qui concerne la nature des échanges que nous venons de décrire, nous
pensons qu’ils sont en partie d’ordre alimentaire.

Lorsque les ouvriéres nourrissent de jeunes larves d’ouvriéres ou de reines, elles
ne peuvent se transformer en ouvriéres pondeuses, par suite de ’épuisement de leurs
réserves. Cette hypothése est la seule capable, & notre avis, d’expliquer le faible
pourcentage d’ouvriéres pondeuses pendant un élevage de reines ou d’ouvriéres, et
l'augmentation de celui-ci aprés l'operculation des cellules.

Cependant, au r6le du couvain, qu’on ne peut nier, s’ajoute aussi celui de la
reine. Lorsque les ouvriéres ont & nourrir une reine, féconde ou vierge, elles ne peuvent
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garder pour elles-mémes leurs réserves nutritives et, ainsi, ne peuvent se transformer
en ouvriéres & gros ovaires.

Nous conclurons en disant que, quelle que soit la raison pour laquelle les onvriéres
doivent dépenser leurs véserves : présence de couwvain ou présence de reine, celle dépense
a pour effet atrophie de leurs ovaires. Toute cause véduisant cette dépense : fin d'un
élevage royal, absence de couvain et de veine, tend inversement & provoquer I accroissement
ovarien et la formation d’ceufs dans les ovarioles.

Il faut ajouter, a la lueur des derniers résultats concernant la localisation de
la phérormone, qu’au cours du nourrissement des reines par les ouvriéres, celles-ci
regoivent de ces premiéres des sécrétions particuliéres, dont les effets renforcent le
processus de la castration nutriciale.

B. — Comparaison entre reines vivantes et reines mortes
du point de vue de P’inhibition ovarienne des cuvriéres. e

Nous avons évalué I'inhibition de I'apparition des ceufs chez des jeunes ouvriéres
encagées en présence d’'une reine vivante, et comparé les pourcentages d’Abeilles
ovigéres avec ceux de nouvelles ouvriéres mises au contact du cadavre de la méme
reine.

Dans cette expérience, nous avons voulu séparer les phénoménes de léchage pur,
qut s’établissent autour d'un cadavre attractif de veine, des échanges supplémentaives
d’ordre nutritif entre ouvriéves et veine vivante,
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F1G. 14. — Intérieur d’une cage d reine, grandeur naiuvelle.

Toutes les reines examinées étaient des reines fécondes, d’origine et de prove-
nance diverses.

Nous avons expérimenté en deux temps :

10 — Les reines étaient d’abord claustrées vivantes dans des « cages a reine » de
bois. Ces cages avaient été choisies pour leurs dimensions relativement grandes :
les reines, qui devaient y vivre pendant 15 jours, pouvaient aisément se déplacer et
se retourner a lintérieur de celles-ci.

Nous avons représenté figure 14 'intérieur de la cage.
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Les dimensions extérieures sont les suivantes : 10 cm de long sur 3,5 cm de large
et 2 cm d’épaisseur ; les dimensions intérieures : 8 cm de long sur 2,7 cm de large et
1,3 cm d’épaisseur. A chaque extrémité de I'excavation obturée par une toile métal-
lique & mailles de 2,5 mm, sont ménagés deux couloirs d’environ I cm de longueur
sur 0,8 cm de largeur. Ces «cages A reine » servent, comme leur nom I'indique, 4 I'intro-
duction de nouvelles reines dans des colonies orphelines. Dans ce cas, les deux orifices
de sortie de la cage ne sont pas fermés par une toile métallique, mais sont garnis de
sucre candi. La reine est libérée aprés consommation du candi par les ouvriéres de la
colonie et par les ouvriéres qui l'accompagnent.

Dans cette expérience particuliére, la reine était introduite sans accompagna-
trice et sans aucune nourriture. T,a cage était recouverte d’une plaque de tole perforée
de deux sortes d’orifices : les uns, de 2 cm de diamétre, calculés pour permettre
seulement aux ouvriéres de nourrir leur reine, sans toutefois qu’elles puissent

&

plaque métallique
perforée

2cm

trous daération

trous pour le nourrissement

FI1G. 15. — Extérieur d'une cage d veine (dispositif pour Uétude des échanges trophiques).

atteindre d’autres parties de son corps que les piéces buccales ; les autres, beaucoup
plus petits et plus nombreux, servaient seulement a 1’aération. Des orifices étaient
également percés le long des parois latérales de bois. La plaque de t6le n’était pas par-
faitement horizontale : nous lui avons donné une forme légérement bombée pour que
les ouvriéres puissent venir aussi alimenter la reine sous la vofite médiane.

Nous avons représenté par la figure 15 la disposition du couvercle en téle
perforée, ainsi que la disposition des différents orifices latéraux.

La reine enfermée dans cette cage était alors introduite dans la grande cage
expérimentale que nous avons déja décrite (chapitre II), avec 60 4 70 ouvriéres,
Agées d'un jour. Elles recevaient la nourriture habituelle : eau, candi et pollen séparés.

Pour amorcer les contacts entre les ouvridres et leur reine, le sucre candi était
placé, pendant les premiéres vingt-quatre heures, sur le couvercle en téle perforée
de la cage 4 reine. De cette facon, les jeunes ouvriéres, attirées d’abord par la nourri-
ture sucrée, venaient se grouper sur la boulette de candi et s’apercevaient ainsi
rapidement de la présence d'une reine a lUintérieur de la cage. Lorsque I'on s’était
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assuré que des rapports trophallaxiques s’étaient établis entre les ouvriéres et la
reine — et pour éviter aussi que cette derniére puisse atteindre le sucre candi — la
nourriture était enlevée de la cage a reine et disposée sur le plancher de la grande
cage.

Ces reines vivaient ainsi pendant toute la durée de l'expérience. A chaque série
de reines examinées correspondait une cagette-témoin, contenant un nombre iden-
tique d’ouvriéres, du méme 4ge, qui recevaient exactement la méme nourriture, mais
restaient orphelines pendant les 15 jours d’expérience.

Au bout de ce temps, les ouvriéres étaient endormies, tuées et disséquées. Nous

TABLEAU 6

Mesures du pouvotr inhibiteur des Reines vivantes et
des mémes reines mortes

; Pourcentages d’Abeilles Pourcentages d’Abeilles
Reines vivantes ovigéres chez les ouvriéres . ovigeres chez les ouvriéres
Nos o | Reines mortes .
Yo L% “o s | o ‘ % % Yo
— | —
‘ st. 3 st. & st b st. 3 st. & st. 5
P 73,3 46,6 20,6 méme reine (1.) 66,6 46,6 20
R 56,6 | 46,6 — () 53,5 40 13,3
U 26,6 | 26,6 — (3. 60 40 13,3 6,6
by i 40 D833 6,6 — (4.) 46,6 40 6,6
témoin pollen .. 100 | 13,3 6,6 80 témoin pollen 86,6 13,3 40 33,3
témoin sucre ... 0 0 témoin sucre 6,6 6,6
S e 33,3 33,3 méme reine (5.) 53,5 53,3
témoin pollen .. 20 26,6 6,6 46,5 témoin pollen 30 40 20 20
témoin sucre ... 0 0 témoin sucre 13,3 13,3
Gt 0 0 méme reine (6.) 26,6 13,3 13,3
témoin pollen .. 60 13,3 26,6 20 témoin pollen 100 20 13,3 66,6
témoin sucre ... 0 0 témoin sucre 0 0
Te e 46,6 6,6 40 méme reine (7.) 66,6 20 33,3 13,3
8 i 86,6 53,3 33,3 — (8.) 80 40 6,6 33,3
9 it 93,3 53,3 40 — 9.) 73,3 40 33,3
témoin pollen .. 100 20 26,6 53,3 témoin pollen 100 46,6 53,3
témoin sucre ... 0 0 témoin sucre 0 0
10, .o 40 20 13,3 6,6 méme reine (10.) 93,3 40 46,6 6,6
témoin pollen .. 60 26,6 13,3 20 témoin pollen 100 20 46,6 33,3
témoin sucre ... 0 0 témoin sucre 0 0
46,6 46,6 méme reine (11.) 66,6 40 13,3 13,3
40 40 — (12.) 53,3 46,6 6,6
73,3 60 13,3 — (13.) 66,6 60 6,6
60 53,5 6,6 — (14) 73,3 73,3
témoin pollen .. 36,6 6,6 53,3 26,6 témoin pollen 73,3 33,3 33,3 6,6
témoin sucre ... 0 0 témoin sucre 0 0
b 1 T 13,3 6,6 6,6 méme reine (15.) 20 20
160 veieeninnnnnns 0 () — (16.) 13,3 13,3
L B 13,3 13,3 — (17.) 6,6 6,6
18. ool 6,6 6,6 | — (18.) 13,3 13,3
témoin pollen. .. 80 33,3 46,6 témoin pollen 53,3 | 46,6 6,6
témoin sucre ... 0 ‘ 0 ‘ témoin sucre 0 0
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avons évalué les résultats en pourcentage d’Abeilles ovigéres (voir chapitre II :
Matériel et méthode...). La reine était tuée aussi, mais par le froid a O° et conservée
quelques jours au réfrigérateur, avant d’étre offerte 4 de nouvelles jeunes Abeilles.

20 — Les reines mortes étaient presque aussitdt remises en expérience. Leur
cadavre était introduit dans une cagette contenant le méme nombre d’Abeilles
naissantes que dans l'expérience antérieure. Elles recevaient aussi le méme pollen.
Le couvain provenait de la méme ruche. Les ouvriéres avaient libre accés 4 toutes les
parties du corps de la reine morte et pouvaient la lécher facilement.

Dans ce deuxiéme cas, les activités trophiques étaient évidemment compléte-
ment supprimées au profit des activités de léchage. I ’expérience durait le méme
temps (15 jours) au bout duquel on procédait a la dissection. Les pourcentages d’Abeilles
ovigéres obtenus au cours de ce deuxiéme temps d’expérience, en présence des reines
mortes, étaient comparés aux pourcentages obtenus, dans le premier temps, en
présence des reines vivantes.

Nous avons groupé ces résultats par lots de reines examinées au cours d’une
expérience compléte : Uexamen de effet inhibiteur de la reine maintenue vivante et
I'étude de la méme reine morte durait en tout un mois. Les expériences ont été entre-
prises de juin & septembre (tableau 6).

Nous avons noté, dans la deuxiéme colonne du tableau, I’état des ovaires des
ouvriéres qui ont nourri la reine vivante, et, dans la cinquieéme, 1'état des ovaires de
nouvelles Abeilles, qui ont léché le cadavre de la méme reine. Les colonnes 3 et 6
donnent le détail des pourcentages d’Abeilles ovigéres correspondant aux stades 3,
4 et 5, considérés comme bien développés et contenant des ceufs.

10 INHIBITION DE LA FORMATION DES BUFS
CHEZ LES OUVRIERES EN PRESENCE DES REINES VIVANTES.

Si nous examinons les chiffres concernant uniquement 'inhibition des ceufs des
ouvriéres maintenues en présence d’une reine vivante, nous ne trouvons que 6 pour-
centages d’Abeilles ovigéres (reines 3, 6, 15, 10, 17, 18) en dessousde la limite de 33,3
P. 100, c’est-a-dire six résultats qui indiquent une inhibition trés nette de la part des
reines.

Dans I'ensemble, peu de reines ont exercé une influence inhibitrice : sur 18 reines
testées, que nous avons pu maintenir en vie pendant 15 jours, les 2 /3 n’ont pas inhibé
le développement des ceufs chez les ouvriéres (les pourcentages vont de 40 a 93,3
p. 100).

Il est vraisemblable que le confinement de la reine dans un espace restreint, aux
orifices trés étroits, limite beaucoup les échanges entre les ouvriéres et leur reine.
Cette restriction des échanges aboutit & une restriction générale de la phérormone. Le
métabolisme de la reine mal nourrie s’affaiblit et ses sécrétions mandibulaires se

ralentissent.
Ce fait est en rapport avec ce que les apiculteurs ont observé : 4 savoir que des

reines qui ont voyagé depuis longtemps sont acceptées difficilement par les ouvriéres
de la colonie réceptrice, probablement en raison de leur faible pouvoir d’attraction
et d’inhibition.

On peut admettre que c’est ce qui se produit dans les expériences qui viennent
d’étre exposées.
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Ainsi donc, la castration nutriciale étant presque inexistante, et le pouvoir
inhibiteur de la phérormone trés faible, il s’ensuit un développement des ceufs dans
les ovaires des ouvriéres.

20 INHIBITION DE LA FORMATION DES EUFS
CHEZ LES OUVRIERES EN PRESENCE DES REINES MORTES.

D’autre part, si nous considérons les chiffres obtenus, concernant U'inhibition
des ceufs dans les ovaives des nouvelles ouvrieres maintenues en présence du cadavrve de
la méme reine, nous trouvons cing résultats, au-dessous de la limite fixée 4 33,3 p. 100
d’ovigéres, qui correspondent aux reines n° 6, 15, 16, 17 et 18. Ces reines étaient
fortement inhibitrices lorsqu’elles étaijent vivantes et leurs cadavres restent encore
trés inhibiteurs. Mais la reine n° 3, inhibitrice au cours du premier temps de 1'expé-
rience, n’empéche plus le développement des ceufs, lorsqu’elle est présentée morte a
de nouvelles Abeilles : 60 p. 100 d’Abeilles ont des ovaires contenant des ceufs.

Ces résultats peuvent s’expliquer facilement en observant que les cadavres de
reines, qui ont inhibé I'apparition des ceufs chez les ouvriéres encagées, correspondent
aux reines les plus inhibitrices de leur vivant (pourcentage inférieur 4 13 p. 100).

Remarque

En ce qui concerne précisément l'expérience en présence de la reine n° 3, le
pourcentage d’Abeilles ovigéres est légérement plus fort : 26,6 p. 100 et voisin du
pourcentage limite, fixé a 33,3 p. 100. On enregistre un pourcentage égal a 6o p. 100,
lorsqu’elle est présentée morte dans la cagette d’observation.

L'inhibition des ovaives en présence des veines movtes ne s'observe que lorsque les
reines sont déja trés attractives et inhibitrices de leur vivant, ce qui est une bonne preuve
de I'importance de la phérormone. Nous pouvons donc a priori affirmer que les reines
mortes sont moins inhibitrices que les reines vivantes.

3% ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS OBTENUS.

Nous avons évalué la différence x entre les deux pourcentages obtenus pour
une reine, selon qu’elle est présentée vivante ou morte aux ouvriéres. Si # expériences
analogues ont été exécutées, la moyenne des x pour ces 11 expériences sera :

_ &x
T o= .
7

Cette moyenne x sera positive si les reines mortes sont moins inhibitrices que
les reines vivantes, c’est-a-dire si les pourcentages d’Abeilles ovigéres sont plus forts.
Pour savoir si elle peut étre considérée comme significativement différente du hasard,
on estime 'erreur type sur x a l'aide de la formule :

/x—x
\nn

et P'on forme le rapport :

I
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La distribution du ¢ est donnée par des tables en fonction du nombre n d’expé-
riences et de différentes probabilités. En appliquant cette méthode, nous avons
calculé les valeurs suivantes pour ¥ moy = - 10,68 et en l'appliquant dans la for-
mule, nous avons

ox = \/ SIS — 1) — 139

ou

La lecture des tables indique, pour # = 18, et une probabilité P de 0,05, un ¢
égal & 2,1. Les résultats expérimentaux indiquent un f supérieur et égal a4 2,7. La
valeur de ¢ est donc significative et nous permet de conclure que les cadavres des
reines, d’une facon générale, exercent une influence inhibitrice moins forte sur la
fécondité des ouvriéres que les reines vivantes.

Notus avons appliqué cette méthode a I'analyse des pourcentages obtenus chez
des ouvriéres qui ont été au contact de reines vivantes ou mortes, et comparés ceux-ci
aux pourcentages enregistrés chez des Abeilles orphelines témoins. On a évalué de la
méme fagon la différence x entre ces différents pourcentages. On obtient, dans le cas
des pourcentages d’Abeilles ovigéres, en présence d'une reine vivante, comparés a ceux
des ouvriéres témoins, une valeur de ¢ égale a 8,3 et, dans le cas des pourcentages
d’Abeilles ovigéres en présence de la reine morte et ceux des témoins une valeur de
¢t égale a 0,6.

La valeur de ¢, correspondant a la comparaison entre ouvriéres accompagnées
d’une reine morte et ouvriéres témoins, est plus faible que celle qui correspond a la
comparaison entre ouvriéres accompagnées d’une reine vivante et témoins sans reine.
Cela nous permet d’affirmer que les reines mortes exercent quand méme une légére
inhibition sur leurs ouvriéres, quand on compare les résultats aux témoins ; mais
cette inhibition est beaucoup plus faible que 'inhibition exercée par les reines vivantes.

Conelusion :

De tous ces faits nous conclurons que des reines vivantes, enfermées dans un
espace restreint, sont moins inhibitrices vis-a-vis de leurs ouvriéres que des reines
non emprisonnées. Ce moindre pouvoir d’inhibition est en relation directe avec une
production moins grande de phérormone, liée a la restriction des échanges entre
reine et ouvriéres.

Le développement de la phérormone parait bien étre activé par les échanges
nutritifs qui s’établissent entre les ouvriéres et leur reine. Cette faible inhibition de
la part des reines claustrées est encore plus faible chez les cadavres des mémes reines ;
mais elle se manifeste néanmoins.
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CHAPITRE VIII

RECHERCHES PARALLELES EFFECTUEES
CHEZ LES TERMITES, LES FOURMIS
ET LES HALICTES

I’idée que la reine, chez les Insectes sociaux, pouvait sécréter une substance
inhibitrice de la formation d’autres reproducteurs, n’était pas entiérement nouvelle :
elle se trouvait déja en gestation dans les travaux d’auteurs plus anciens, surtout
chez ceux qui s’occupérent des Termites,

PIckENS (1032) avait émis 'hypothése que la reine des Termites s’opposait
passivement a I'apparition de reines supplémentaires par des sécrétions de son corps
(socio-hormones — ecto-hormones), qui, léchées par les larves et les nymphes, et
échangées entre elles, arrétaient le développement de leurs organes génitaux.

Cette idée fut reprise par CASTLE (1934), qui essaya d’obtenir 'inhibition ova-
rienne des larves et des nymphes de Zootermopsis, séparées du couple royal, en
mélangeant 4 leur nourriture des extraits éthérés ou alcooliques de sexués néoténiques.
1l obtint d’ailleurs, dans certains cas, un retard de la ponte,.

Grasst avec LE MasnE (1938), chez Calotermes flavicollis signale que, lorsque
deux colonies, I'une normale avec roi et reine, I'autre orpheline, ne sont séparées entre
elles que par une toile métallique fine, cette derniére acquiert des sexués néoténiques,
dans les délais normaux ; mais les détruit au fur et a2 mesure de leur différenciation.
I1 pense que cette destruction est en rapport avec les contacts existant entre les deux
colonies ; mais que, si le réle des antennes semble ici trés important (stimuli sensoriels),
il ne faut pas rejeter pour cela I’hypothése des socio-hormones.

EMERSON (1939) présenta a des colonies, sur du papier-filtre, des extraits (dans
les mémes solvants que CasTLE) des différentes castes de Termites et enregistra un
certain retard sur la durée de développement des castes.

LiGHT (1944) amplifia ces expériences chez Zootermopsis en donnant en nourrisse-
ment 3 une colonie orpheline des extraits de reines fonctionnelles. Il n’obtint jamais
la suppression totale de la formation des sexués de remplacement. Il déclara que la
preuve d’une inhibition ovarienne, provoquée par des socio-hormones, sécrétées par
les sexués fonctionnels et distribuées 4 tous les membres de la société n’a pas encore
été donnée.

Chez les Termites,

Chez les Termites, la reine attire intensément les ouvriers qui se tiennent &
son voisinage immédiat, & tel point qu’il s’ensuit de trés grandes modifications de
leur comportement. On peut compter souvent plus de cent ouvriers serrés autour
d’elle. Parmi eux, certains la léchent avec avidité. Il suffit d’enlever la reine d’'une

Annales de I’'Abeille. — 1961. 5
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de ces colonies pour qu’aussitdt les gonades d'un certain nombre de larves et de
nymphes solent stimulées et qu’apparaissent des reines supplémentaires.

Mais, chez les Termites, les choses se compliquent du fait de l'existence d’'un
couple royal, qui reste en permarnence dans la colonie.

LUSCHER (1952-1955-1956) montra que, pour qu’il y ait suppression totale des
sextiés de remplacement, méles et femelles, les deux sexués doivent étre présents
ensemble. Il faut aussi qu’il puisse y avoir contact intime avec eux, pour que l'action
inhibitrice soit garantie. Par comntre, si la reine existe setle, elle donnera naissance a
plus de sexués de remplacement mailes, c’est-a-dire qu'elle exercera une action inhi-
bitrice sur la formation des femelles de remplacement. Un sexué maile, isolé de sa
reine, n'aurait aucune influence. Répétant dans le détail les expériences de LicrT,
il observa que les extraits aqueux ou méthyliques de tétes et de thorax, donnés en
nourrissement i des larves, sont plus inhibiteurs, que des extraits d’abdomens
ou de viscéres. D’autre part, en disposant des sexués fonctionnels, de telle fagon qu’ils
offrent, soit leur téte, soit leur abdomen (cf. BUTLER) aux individus de deux colonies,
il obtint une action inhibitrice totale du c6té de 1'abdomen, lorsque les femelles
étaient présentes avec les méles.

La phérormone serait, d’aprés cet auteur, localisée dans la téte, véhiculée par
le transit intestinal et rejetée avec les excréments. De 13, elle serait reprise par les
individus et échangée entre eux.

Chez les Fourmis.

Chez les Fourmis, SCHNEIRLA (1953) montra, en expérimentant sur les Eciton,
le trés fort pouvoir d’attraction qu’exerce la reine sur les ouvriéres. Son odeur spéci-
fique est attractive pour tous les membres de la colonie. Des morceaux de papier
buvard, gardés au contact d'une reine pendant un certain temps attirent trés fort
également les ouvriéres, mais deviennent inattractifs lorsqu’ils sont exposés a
Pair.

Lors de la supersédure de vieilles reines fonctionnelles, il note une diminution
du pouvoir d’attraction de ces reines pour les ouvriéres (BUILER fait, rappelons-le,
la méme observation pour les Abeilles).

BIER (1954-56) observa que, chez la Fourmi Leplothorax, des ouvrieres orphe-
lines pondent beaucoup plus d’ceufs que des groupes de méme nombre munis d'une
reine. Des ouvriéres, séparées de leur reine, ne pondent pas d’ceufs, si elles regoivent
chaque jour des ouvriéres qui ont séjourné prés d'une reine (cf. BUTLER). Chez Formica
rufa il se produit, aprés éloignement de la reine, le méme processus d’augmentation
de la fertilité des ouvriéres. Celle-ci n’apparait d’ailleurs qu’au bout d'un certain
laps de temps aprés le déplacement de la reine.

STUMPER (1956) décela aussi Uexistence d’une substance attractive chez Lasius
alienus et Pheidole pallidula. Plus la reine est volumineuse, plus son léchage par les
ouvriéres est intense. Des supports (papier-filtre, éponge, moelle de sureau) imbibés
d’extraits de reines fécondes, ont montré un pouvoir d’attraction trés net sur les
ouvrieres. Pour d’autres espéces, les effets constatés furent douteux ou méme négatifs :
ces sécrétions attractives sembleraient donc étre spécifiques de certaines espéces. Les
extraits d’ouvriéres ne présentérent pas de pouvoir d’attraction. I effet persiste assez
longtemps : de 2 4 g jours, selon les extraits.
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Chez les Halictes.

Chez les Halictes, QUENU (1958) remarque que, dans les colonies de derniére
année, un petit nombre d’ouvriéres subit un certain développement de leurs
ovaires et engendre des males, alors que, dans les colonies plus jeunes, les ovaires
des ouvriéres ne se développent pas, ce qui lui fait penser que les ouvriéres sont
normalement inhibées par la reine -— cette inhibition s’affaiblirait vers la fin de la
vie de celle-ci. De plus, I'absence de reine permettrait le développement ovarien
complet de plusieurs ouvriéres.

Ainsi, toutes ces données, qui ont dépassé maintenant le cadre de la pure hypo-
thése, mettent en évidence 'existence de phérormones d'un type particulier, dont les
effets essentiels sont leur fort pouvoir d’attraction et d’inhibition du développement
des organes génitaux. Il est possible — quoique pas encore démontré — qu'’il s’agisse
d’un groupe de substances trés voisines ; mais il nous parait difficile d’admettre, pour
I'instant, qu’elles ne sont pas spécifiques d'une espéce donnée.

CONCLUSIONS GENERALES

Le pouvoir d’attraction qu’exerce une reine vivante sur les Abeilles de son
entourage entraine dans la ruche une série de processus complexes, dont les deux
plus caractéristiques sont, d’'une part, la non-construction de cellule royale et,
d’autre part, 'absence d’ouvriéres capables de pondre des ceufs.

La non-apparition d’individus reproducteurs se manifeste de deux fagons :

A, — Castration alimentaire.

Dans une colonie normale, qui posséde une reine et un abondant couvain
«ouvert », il n’y a pas ou trés peu d’ouvriéres pondeuses. Mais cet état se trouve réalisé
aussi dans une colonie avec reine, sans couvain, lorsque celle-ci est mise dans 'impossi-
bilité de pondre, ou encore dans une colonie orpheline, mais possédant de nombreuses
jeunes larves, qu’'on ajoute expérimentalement.

Dans ces conditions, il est trés difficile de discerner la part qui revient a 'inhibi-
tion d’ordre alimentaire (nourrissement du couvain par les ouvriéres) de celle qui
revient a 'inhibition d’ordre chimique (action de la phérormone). C’est probablement
la raison pour laquelle presque tous les auteurs qui étudiérent les causes de l'appa-
rition des ouvrieres pondeuses crurent pendant longtemps que la présence du couvain
« ouvert » était le seul facteur responsable de la non formation des ouvriéres pon-
deuses. D’ailleurs, nous ne voyons pas non plus, pour le moment, d’autres hypothéses
qui puissent expliquer 'absence d’ceufs dans les ovaires des ouvriéres, qui s’épuisent
a nourrir des larves en l'absence de reine.

Mais dans les conditions expérimentales, oll nos Abeilles (moins nombreuses),
mises en présence d’une reine vivante, regoivent une abondante nourriture azotée,
I'influence inhibitrice de la castration nutriciale est plus délicate 4 admettre : les
Abeilles peuvent consommer du pollen a4 volonté, Si cette inhibition existe, elle
est beaucoup plus faible, comparée a celle d'une ruche normale : les Abeilles, 4 notre
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avis, s’épuiseraient moins 4 alimenter une reine qu’a nourrir un couvain important.
Dans ce cas alors, I'importance de I'inhibition d’ordre chimique, due 2 la reine et a
sa phérormone, est de beaucoup la plus importante et I'emporte sur la castration
nutriciale, Cela expliquerait pourquoi, dans les conditions de laboratoire, nous avons
pu la mettre en évidence.

B. — Castration chimique.

L’étude des reines mortes, avec la suppression des activités trophallaxiques,
démontrel’existence d'une phérormone attractive, répandue sur les téguments royaux.
Les ouvriéres, attirées par les reines, les léchent et ne peuvent plus ensuite former
d’ceufs dans leurs ovaires, bien qu’elles regoivent une nourriture riche et abondante
en protéines,

1° IMPORTANCE DE LA PERCEPTION DE LA PHERORMONE PAR LES ANTENNES.

L’influence inhibitrice de la reine sur le développement des ceufs dans les ovaires
des ouvriéres s’exerce d’une facon différente selon le type d’excitation sensorielle.
L’intensité de la réaction, lorsque la substance royale est incorporée a la nourriture,
apparailt plus faible que lorsqu’elle est déposée, & part, sur du papier-filtre. Dans ce
dernier cas, le prélévement de la substance par les ouvriéres ne peut avoir lieu que
si celle-ci est attractive et « parfumée », c’est-a-dire s’il existe, acotéde la phérormone I,
des esters plus volatils : phérormone II, dont le mélange avec 'acide céto-g-décéne-2-
trans oique (phérormone I) reconstitue 'odeur royale.

Cette odeur est pergue par les antennes, sur lesquelles sont situées de nombreux
sensilla olfactifs et gustatifs ; et 'on connait, depuis les travaux de vonN FriscH
(1921), la grande sensibilité de 1’Abeille aux saveurs et aux odeurs.

Par contre, les organes du toucher ne paraissent pas jouer de réle important,
au cours de ces processus, et la reconnaissance par les ouvriéres de leur reine n’est
pas nécessairement associée a sa forme. Il ne s’agirait donc pas d’un sens topochi-
mique, comme I'entendent FOREL (1921) et GRASSE (1930) ; mais plutot d’'une chimio-
réception de contact, au sens de DETHIER (1948).

L’odeur des reines est indispensable dans la colonie pour que les § viennent pré-
lever la phérormone. En effet, cette odeur caractéristique n’agit qu’a des distances
trés faibles, et les ouvriéres ne s’amassent jamais sur des supports imbibés
d’extraits trés attractifs, lorsqu’on les recouvre d’une toile métallique. L’odeur
royale ne peut étre comparée en puissance de diffusion a I'odeur sexuelle émise par
des femelles de Papillons pour attirer leurs males. Il s’agit ici d’une attraction par-
ticuliére enire deux catégories de femelles, ce qui semble trés différent.

Pour forcer les ouvriéres & consommer l'acide (inattractif par lui-méme), inhi-
biteur de la construction des cellules royales, BUTLER est obligé de le présenter associé
4 du miel, sur des cadavres de reines préalablement « extraites ». Dans ces conditions,
il obtient une inhibition de construction avec des doses de substances trés faibles,
de l'ordre de 0,13 vy par Abeille.

VooeD a montré le peu d’activité des extraits royaux sur l'inhibition des ceufs
chez les ouvriéres, lorsque ceux-ci étaient incorporés a la nourriture. Nos résultats
confirment ces données et les précisent. I, ’absence d’activité sur les ovaires de la
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phérormone I et la mise en évidence, chez les reines Agées, vierges ou fécondes, de
substances, dont les esters sont plus volatils que 1'acide céto-g décéne-2-frans oique,
souligne l'importance, dans les conditions naturelles et expérimentales, de 'excita-
tion olfactive, pour Vinhibition du développement des ceufs dans les ovaires des
ouvritres (stimulation sensorielle olfactive).

11 est difficile de savoir dans quelle mesure les sensations gustatives s’associent
aux sensations olfactives ; mais nous supposons que l'enregistrement, par I’Abeille,
de ces sensations, provoque, par voie réflexe, 'extention du proboscis et I'absorption
de la phérormone.

20 IMPORTANCE DE I ABSORPITON PAR LE TUBE DIGESTIF.

On ne connait pas encore le mécanisme exact de la répartition de la substance
attractive sur le corps des reines; mais la contamination est certainement trés
rapide et peut s’effectuer de deux fagons : 1°lorsque les reines se nettoient (BUTLER et
SIMPSON, 1958) ; 2° lors des échanges trophallaxiques entre reines et ouvriéres (PAIN).

La phérormone attractive adhére d’autant plus sur le corps de la reine que 1'épi-
cuticule, qui recouvre son tégument, est constitué par un mélange de cires et de
paraffines, matériel particuliérement apte a retenir les odeurs (technique del'enfleu-
rage).

Le fait que nous ayons retrouvé la phérormone attractive dans les extraits
d’ouvriéres non orphelines confirme I’hypothése de son prélévement par les ouvriéres
et I'accumulation d’une certaine quantité de celle-ci dans leur corps. Etant donné
qu'on ne la retrouve pas dans les extraits d’ouvriéres orphelines, elle ne peut étre
transmise aux ouvriéres que par la reine.

On suppose qu’une fraction de la phérormone passe dans l'intestin de I'ouvriére
et, sous l'influence de nombreuses enzymes, dont une lipase, y subit une transforma-
tion compléte. Les produits de dégradation, déversés dans la circulation, seraient
véhiculés par le sang jusqu’au niveau des corpora allata et auraient pour effet de
perturber leur sécrétion. Le ralentissement de l'activité des corps allates inhiberait
la formation des ceufs dans leurs ovaires.

On pourrait considérer l'action de la phérormone comme stabilisatrice du
fonctionnement des corpora allata. 11 est fort possible, comme 1'a démontré I, HELIAS
(1957), chez le Phasme, que les mécanismes des synthéses protéiques soient
profondément affectés ; car il en est ainsi lors de Dextirpation des corpora
allata.

Ces modifications de fonctionnement des corpora allata et, corrélativement,
de P'apparition des ceufs dans les ovaires des ouvriéres, seraient en partie sous la
dépendance du cerveau. On sait a présent que différents stimuli, et en particulier le
jeline ou une mauvaise alimentation, exercent une influence directe sur les cellules
neurosécrétrices de la pars intercerebralis. 11 est possible qu’on se trouve en présence
d’un double processus d’inhibition : I'un dd 4 la castration alimentaire, agissant sur
les cellules du cerveau et freinant indirectement 'activité des corpora allata,’autre,
de nature chimique, agissant directement sur les corpora allata, dont le fonctionne-
ment est déja perturbé et ralenti par le proto cérébron.

Mais si I’hypothése d'une action de la phérormone sur les corpora allata est
vraisemblable, en ce qui concerne l'ovogénése, il est plus difficile d’admettre que
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ceux-ci jouent aussi un réle dans les modifications du comportement, telles que la
construction des cellules royales. Il semble bien qu'une excitation antennaire n’est
pas indispensable pour obtenir un meilleur effet inhibiteur, et que la phérormone I,
par lintermédiaire des organes du gotit (stimulation sensorielle gustative) agit direc-
tement sur le cerveau et coordonne les instincts de construction. On se trouverait
en présence de deux mécanismes : I'un nerveux, agissant sur le comportement des
ciriéres (inhibition de la construction des cellules royales) ; I'autre hormonal, agissant
sur I'ovogénése (inhibition du développement des ceufs dans les ovaires).

C. — LE ROLE DE I OUVRIERE DANS LA FORMATION DE LA SUBSTANCE ROYALE,

L’influence des ouvriéres est trés grande. Deux hypothéses nous viennent a
I'esprit : les ouvriéres pourraient contribuer 4 1’élaboration de la phérormone, soit
en distribuant 4 la reine, ou a salarve, un précurseur, qui pourrait étre 'un des consti-
tuants acides de la gelée royale, secrété par leurs glandes mandibulaires, soit en acti-
vant par leur présence les sécrétions mandibulaires des reines, qui se mettraient a
produire davantage de phérormone. Le fait que les ouvriéres élaborent dans leurs
glandes mandibulaires un acide, dont la nature chimique n’est pas si éloignée de 'acide
isolé des glandes mandibulaires des reines, nous fait pencher en faveur de la premiére
hypothese. La présence de petites quantités de phérormone I dans les glandes mandi-
bulaires des reines naissantes nous fait supposer que celle-ci s’est formée A partir de
la gelée royale qu’a reque la larve. I, ’apparition des substances dont les esters sont
plus volatils chez les reines 4gées, correspondrait plutdt a des produits de transfor-
mation métabolique, d’origine exogéne (pollen, par exemple), que les reines excréte-
raient au fur et & mesure de leur vieillissement.

Enfin les ouvriéres aident i la répartition de la substance royale, en la distri-
buant aux autres membres de la colonie, lors des échanges trophallaxiques. Dans
ce cas, le mécanisme excitateur, enregistré par les antennes, est certainement trés
faible. L.a concentration de la substance royale dans le jabot des ouvriéres est variable
et dépend de la quantité de nectar accumulé dans celui-ci. Elle rendrait compte, dans
une certaine mesure, des différences observées dans les pourcentages d’Abeilles aux
ovaires contenant des ceufs.

11 est probable que 'inhibition de I'ovogénése est plus importante lorsque les
ouvriéres ont un contact direct avec leur reine, que lorsqu’elles regoivent la phéror-
mone par l'intermédiaire des autres ouvriéres. Dans les conditions expérimentales,
les chances sont plus grandes pour qu'un tel contact s’établisse entre la reine et tous
les individus encagés avec elle,
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RESUME

Dans le présent travail, nous étudions le pouvoir attractif des reines (vivantes ou mortes)
et leur influence inhibitrice, d’abord sur 'apparition des ceufs dans les ovaires des ouvriéres adultes
et ensuite sur I'inhibition des cellules royales,

Ce pouvoir d’attraction et d’inhibition est d & la présence d’une substance particuliere (phé-
romone ou phérormone) a I'aspect huileux, stockée ou sécrétée par les glandes mandibulaires des
reines. Ces glandes présentent un fort pouvoir d’attraction, vis-a-vis de jeunes Abeilles (PAIN, 1959)
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inhibent la construction des cellules royales (BUTLER et SIMPSON, 1958) et le développement des
ovaires (BUTLER, 1950).

Les méthodes utilisées pour contréler ces trois effets, actuellement connus de la phérormone,
sont les suivantes :

10 Le pouvoir attractif est évalué en comptant toutes les 30 sccondes (pendant 5 minutes) le
nombre de jeunes ouvriéres attirées aupres des reines (vierges ou fécondes) ou auprés de supports
imprégnés de phérormone (papiers- filtres). Pour I flpprccntlon des résultats, on cffectue la moyenne
des nombres maxima d’Abeilles attirées dans les différentes cagettes.

2% Le pouvoir inhibiteur sur le développement ovarien des ouvriéres est apprécié en disséquant
les ovaires d’un nombre déterminé d’Abeilles encagées, abondamment pourvues en pollen et en candi.
On évalue les stades de leur ovogénese (stades 1 & 3), selon qu’elles sont orphelines ou qu’on leur
offre pendant toute la durée de I'expérience (135 jours) ou des périodes de temps limitées, des reines
mortes ou vivantes, vierges ou fécondes, entieres ou sectionnées, ou des supports imbibés d’extraits
rovaux. Nous considérons que les ovaires 1'ont pas ¢té inhibds par la phérormone et ont réagi a la
nourrilure azotée dés qu'apparail un cuf dans lun des deux ovaires.

Nous montrons I'importance du mode d’administration de la nourriture dans les conditions
expérimentales. La nourriture azotée (pollen), séparée de aliment sucré (candi) se vapprochant
davantage des conditions naturelles, donne des résultats plus réguliers sur I'ovogénése, & condition
toutefors d’affamer en candi les Abeilles pendant quelques heures, afin de les obliger & consommer le
po]len imbibé ou non de différents extraits royaux.

© Le pouvoir inhibiteur sur la formation des cellules royales, est étudié en comptant le nombre
de zes cellules, dans des populations de 150 ouvriéres adulles orphelzms, d’ages indéterminés, nourries
de pollen et de candi, dans lesquelles on introduit des morceaux de rayons clairs, bitis, contenant
des ceufs, sur lesquels on attache les corps de deux ouvrieres mortes, imbibées d’extraits royaux, ou
du solvant seul, puis de sirop miellé pour attirer les Abeilles,

Les ouvriéres sont attirées par la phérormone proprement dite et la prélevent méme lorsqu’elle
n’est pas associée au corps de la reine. Il ne s’agit donc pas d'un sens topochimique (FOREL, 1921 et
GRASSE, 1939) ; mais d'une chimio-récepiion de contact (DETHIER, 1948) en présence de la sécrétion
odorante.

Le mode d’action de la phérormone differe selon qu’elle est ou qu’elle n’est pas associée 4 la
nourriture (pollen et candi). Il semble que la stimulation antennaire, provoquée par la phérormone
attractive (non associée 4 la nourriture) soit plus importante pour I'inhibition de I'ovogénese que
pour I'inhibition de la construction de cellules royales.

La nature chimique de la phérormone est complexe. Ce n’est pas un corps pur mais un mélange
d’acides.

L’un d’eux a été isolé par BARBIER (1958) & partir des fractions actives (acides du pentane) de
reines et d’ouvriéres non orphelines, et par CALLOW et JOHNSTON (1959) de tétes de reines fécondes,
La synthése de cet acide a été réalisée en méme temps (juin 1960) par ces mémes auteurs a partir de
la cycloheptanone (BARBIER) et de I'acide azélaique (CALLOW et JOHNSTON). C'est I'acide céto-g décéne-2-
trans oique o B insaturé. 11 se présente sous la forme de plaquettes blanches et répond 4 la formule:

H
|
CH; — C — (CH,); — C = C — COOH
I |
0 H

10 I1 est inhibiteur de la consiruction des cellules royales 4 la dose de 0,13 y par Abeille (BUTLER)
et de 0,5 y par Abeille (PAIN).

20 Il #'est pas aitractif par hui-méme ; mais 1l est indispensable pour la reconstitution de I'odeur
royale (BARBIER, PAIN, 1960). L'odeur royale a été reconstituée en mélangeant a l’acice céto-g... (phé-
rormone I) des substances aux esters tres volatils (phérormone II) mais non attractifs 4 eux seuls
pour les ouvriéres, obtenues par distillation (entre 20 et 60°C, sous o,1 mm de pression), des frac-
tions actives de reines, (acides du pentane). Deux de ces esters ont été identifiés dans un appareil
a chromatographie gazeuse et correspondent aux positions des phénylacétate et phénylpropionate
de méthyle (PaIN, HUGEL et BARBIER, 1960).

30 Il n'inhibe pas la formation des ceufs, ches les ouvriéres, par ingestion ou par présentation sur
le corps d’ouvriéres mortes.

Les glandes mandibulaires des reines adultes (vierges, fécondes ou bourdonneuses), qu’elles
alent été au contact ou non avec des ouvriéres, contiennent la phérormone I ainsi que la phérormone I,
Les glandes mandibulaires des reines naissantes ne contiennent que des traces de phérormone I et
non les substances aux esters trés volatils (phérormone II). Ces substances apparaissent plus tard
que la phérormone I. Cela explique absence du pouvoir d’atiraction des reines naissantes. Ces résultats
soulignent l'importance du facteur « attractif odorant », pour le prélévement de la phérormone I par les
ouvriéres. D’autre part, nous trouvons aussi dans les glandes mandibulaires des reines, deux acides
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dicarboxyliques en Cget Cyq : 'acide azélaique et I'acide sébacique, dont les rdles n’ont pas été précisés.

Les glandes mandibulaires des ouvriéres ne contiennent pas l'acide céto-g... (phérormone I) mais
I'acide hydroxy — 10 décéne — 2 —trans oique, o B insaturé, déja isolé par BUTENANDT et REM-
BOLDT (1957) de la gelée rovale et par BARKER, FORSTER et LAMB (1959) des glandes mandibulaires
des ouvrieres adultes. L’acide hydroxy-10... w’existe qu'a Iélat de traces dans les glandes mandibulaives
des ouvriéres maissantes. Il se trouve en quantité plus importante dans les glandes mandibu-
laires des ouvriéres adultes (orphelines et non orphelines) (BARBIER et PAIN, 1960). A coté de I'acide
hydroxy-to... nous trouvons ’acide sébacique en C,,, déja signalé dans les glandes mandibulaires
des reines (fig. 4).

Il se pourrait que l'acide céto-9... corresponde a un produit d’oxydation de I'acide hydroxy-ro...
et que sa formation chez la reine soit liée directement a son nourrissement par les ouvrieres.

La vitesse d’apparition de la phérormone attractive chez les reines vierges (en présence ou en
absence d’ouvritres) est

1° Une fonction de P'age chez les reines isolées.

20 Une fonction du nombre d’ouvriéres chez les reines accompagnées (fig. 5). Nous en concluons
que la présence des ouvriéres n’est pas indispensable a la formation de la phérormone proprement
dite; mais des groupes de plus en plus importants d’ouvriéres accélerent d’autant plus vite son
apparition.

Les reines (vierges ou fécondes) possedent des pouvroirs d’attraction et d’inhibition de l'ovo-
génése variable selon leur 4ge, leur alimentation, le nombre des ouvrieres qui les accompagnent, et
selon qu'elles vivent libres ou claustrées. I semble qu'il existe un cycle annuel de la sécrétion de la
phérormone proprement dite. Le pouvoir d'attraction du tégument des reines mesurée par la méthode
des papiers-filtres (chap VIj, indique qu'il se produit une accumulation de la phérormone pendant
Phivernage. Celle-ct peut diflicilement s’établir pendant la belle saison, 4 cause de 'activité impor-
tante des nourrices qui léchent la reine beaucoup plus souvent. L'attraction tégumentaire hivernal ne
serait pas en rapport avec Pactivild sécrétrice des glandes mandibulaires, certainement plus importante
pendant la belle saison (fig. 9).

Le pouvoir d’attraction des reines sur les ouvriéres est si puissant que des échanges trophiques
peuvent s’établir entre elles lorsque des toiles métalliques a mailles fines (1,5 mm), inférieures a la
limite fixée par FREE et BUTLER pour les échanges ouvriéres — ouvrieres, les séparent. (Diagramme
1). Mais les échanges & travers les toiles, entre groupes d’ouvrieres orphelines et non orphelines, se
font de plus en plus rares, lorsque les reines sont accompagnées de groupes d’ouvrieres de plus en
plus importants. Nous précisons alors la notion de groupe indépendant dont la formation supprime
les échanges a travers la toile. Nous constatons l'indépendance lorsque les reines sont accompagnées
de groupes d’ouvriéres supérieurs a 5o. Alors la disparition des échanges trophiques favorise 'appa-
rition des ouvriéres pondeuses dans le compartiment orphelin (diagramme 2).

L’analyse des travaux de MisSBICHLER (fig. 10, 11, 12, 13), nous a permis de montrer que ['inhi-
bition de Uovogénése et celle de la construction des cellules royales ne sont pas des phénoménes tout
& fait comparables : ils se succedent dans le temps. Ils n’exigent pas le méme nombre d’ouvriéres. Ils
nécessitent des Abeilles d'ages différents.

La reine inhibe la production d’ouvriéres pondeuses, par Uaction de sa phérormone, et par cas-
tration nutriciale. Or, la castration due & la reine est plus faible, & notre avis, que la castration ali-
mentaire exercée par l'ensemble du couvain.

Les reines vivantes exercent une action plus inhibitrice sur I'ovogénése des ouvriéres que les reines
mortes (tableau VI).

L’existence de phérormones attractives et inhibitrices du développement d’autres sexués a été
mise en évidence chez les Termites, les Fourmis et les Halictes ; mais les chercheurs ne connaissent
pas encore leur nature chimique. Il se pourrait que ces phérormones appartiennent au méme groupe
de substances.

Nous émettons ’hypothése que l'excitation sensorielle olfactive et gustative des ouvrieres dé-
clenche par voie réflexe l'allongement de leur proboscis et provoque le prélevement de la phé-
rormone sur les téguments royaux. L’excitation gustative, enregistrée par le cerveau (méca-
nisme nerveux), déclenche les instincts de construction et d’inhibition de la formation des
cellules royales. L'excitation olfactive (stimulation antennaire) renforcerait le processus de
Iinhibition ovarienne, en ralentissant chez les ouvriéres les sécrétions de leurs corpora allata,
(mécanisme hormonal), déja perturbées par la castration nutriciale, dlie au couvain et a la reine.

SUMMARY

The following is a study of the attractivity of queens (live or dead) and their inhibitory action,
especially upon the development of eggs in the ovaries of adult bee workers, and also on the inhibition
of queen cells construction.



SUR LA PHERORMONE DES REINES D’ABEILLES 145

The attractivity and inhibition are due to the presence of a particular oily substance (pheromone
or pherormone) which is accumulated and or secreted by queens’ mandibular glands.

These glands have a great attractive power upon young bee workers, (PAIN, 1959) as well as
an inhibitory one on the construction of emergency queen cells (BUTLER and SIMPSON, 1958) and on
ovarian development in the bee workers (BUTLER, 1959).

The three different physiological aspects of pherormone known so far have been studied by the
following methods :

1) The attractivity was evaluated by counting the number of visits of young bees during 30
seconds in a period of 5 minutes to queens (virgins or fertilized) or to subjects impregnated with
pherormone (filter-paper).

The average number of visits was computed from the maximal number of bees for each count
in the different cages.

2) The inhibitory effect upon the ovarian development in bee workers was determined by dissec-
tions of the ovaries of a fixed number of bees wich were abundantly supplied with pollen and candy
in their cages. The various stages of their ovogenesis (ranging from 1 to 5) have been evaluated in the
following experimental conditions : ) queenless workers; &) queenright workers which were main-
tained during 15 days or less, in the presence of queens which were live or dead, virgins of fertilized,
whole or sectioned and subjects impregnated with royal extracts.

The presence of one egg in an ovary was considered to be due rather to the influence of nutrition,
than to the inhibitory action of pherovinone.

We wish to point out the importance of food administration to the bees under experimental
conditions. The best resulls in ovogenesis were obtained when pollen was offered separately from
candy, on condition that the bees have been deprived of candy for a few hours, thus being obliged
to consume an ordinary pollen or one impregnated with different royal extracts.

3) The inhibitory effect upon the construction of emergency queen cells have been studied by
counting the number of these cells, in groups of 160 adull queenless workers of undetermined age,
wich have been fed on candy and pollen, in which are introduced pieces of young yellow combs
containing eggs to which two dead bee workers have been attached and impregnated with a queen
extract or with the solvent alone and subsequently with a honey sirup to attract the bees.

The bee workers are attracted by properly so called pherormone and consume it even when it
is separated from the queen’s body. This phenomenon is rather a chemo-reception contact in presence
of the odorous secretion (DETHIER, 1948) than a topochemical instinct (FOREL, 1921 and GRASSE,
1939)-

The mode of action of pherormone differs according to whether or not itis incorporated with the
food. In the latter case, it seems that the antennal stimulation has greater influence upon the inhi-
bition of ovogenesis than on the inhibition of queen cells construction.

The chemical nature of pherormone is complex : 7 is a mixture of diffevent acids ; one of which
was isolated by BARBIER (1948) from the active fractions (pentane acids) of queens and of queenright
workers, and by CALLOW and JOHNSTON (1959) from the heads of fertilized queens. The synthesis of
this acid was simultaneously carried out (JUNE, 1960) by the above mentioned authors from cyclo-
heptanon (BARBIER) and from azelaic acid (CALLOW and JOHNSTON).

o B insaturated 9-oxodec-2-enoic acid :

H
CHS—C—(CHg)s—(J,‘= lC—COOH
Il
0 H

which has the following properties was isolated in the form of white flakes.

1) It has inhibited queen cells construction at a concentration of 0,13 ¥ per bee (BUTLER)
and o,5 y per bee (PAIN).

2) It is not attractive lo the bees but it is indispensable for the reconstitution of the queen odour
(BARBIER and PAIN, 1960).

The queen odour has been reconstructed by mixing g-oxodec-2-enoic acid (pherormone I), with
highly volatile esters (pherormone II), which separately were not attractive to the bees. These
were obtained by distillation (between 20°C and 60°C and o,1 mm Hg pressure), from queen active
fractions (pentane acids). Two of these esters were identified by gaz-chromatography and they
correspond with the positions of methyl phenylacetate and methyl phenyl-propionate (PAIN,
HuGEL and BARBIER, 1960).

3) It has not inhibited eggs formation in workers’ovaries, by ingestion or offering on dead
workers.

The mandibular glands of adult queens (virgins, fertilized and drone laying queens) which were
in contact with bee workers or were isolated from them, contain the pherormone I as well as the
pherormone II (substances composed of highly volatile esters.)



146 J. PAIN

The mandibular glands of emerging queens contain only traces of the pherormone I and
lack the pherormone 1I. The pherormone II appear later than the pherormone I and confirm the
absence of any attractivity in emerging queens.

These findings emphasize the importance of the factor of odorous attraction in the absorption
of the inhibitory pherormone by bee workers. On the other hand, we have found in the queens’
mandibular glands, the two following dicarboxylic acids with g and 10 C.atoms : azelaic and sebacic
acids, whose biological activity is still unknown.

The mandibular glands of bee workers do not contain g-oxodec-2-enoic acid (pherormone I) but
o B unsatured 10-hydroxy-A2-decenoic acid isolated by BUTENANDT and REMBOLDT (1957) from
royal jelly and by BARKER, FoSTER and LaMB (1959) from the mandibular glands of adult bee workers.
In the mandibular glands of emerging bee workers there are only traces of 10-hydroxy-A*-decenvic acid.
This acid is found in greater quantities in the mandibular glands of queenright and queenless adult
workers (BARBIER and PAIN, 1960). Side by side with ro-hydroxy-A2...- acid, we have found
sebacic acid (with 1o C. atoms) present in the queens’mandibular glands (fig. n° 4).

It appears that g-oxodec-2-enoic acid corresponds to a product which is due to the oxidation
of 10-hydroxy-A2-decenoic acid and its formation in queens depends upon the nutrition received
from the bee workers.

The rate of the appearance of this attractive pherormone depends on the age of isolated virgin
queens, whereas in the case of the accompanied ones it depends on the number of bee workers.
We conclude that the presence of bee workers is not indispensable for the appearance of the properly
so called pherormone, however, the greater the number of accompanying bees, the faster it is
formed.

The queens (virgins and fertilized) possess powers of attraction as well as of inhibition of ovo-
genesis, fluctuating according to their age, nutrition, number of accompanying workers and their
freedom of movement.

There probably exists an annual cycle of the secretion of the properly so called pherormone. The
tegumentary attractivity of queens when measured by the filter paper method (Chapter V1) indicates
that during winter there is an accumulation of this pherormone, whereas during spring and summer
its concentration decreases as a result of the great licking activity of nurse bees.

There is no relationship between the tegumeniary attractivity during winter and the secretion of
mandibular glands which is certainly more abundant during the summer (fig. n° g).

The attractive power of queens upon bee workers is so intensive that even when they are sepa-
rated by fine wire-gauzes of 1,5 mm (which are below the limits established by FREE and BUTLER
for the nutritional exchanges between workers, (See Diagram, n° 1) there are nutritional exchanges
between them.

The frequency of nutritional exchanges through the wire-gauze between queenless and queenright
groups of workers depends upon the number of bee workers accompanying the queen. We introduce the
notion of independant group from which the formation suppressexchanges through the gauze. We have
found that the queenright group becomes independant from the queenless one (i. e. there are no more
nutritional exchanges between these two) when the number of bee workers in the first group is above
fifty. And, as a consequence of the lack of these nutritional exchanges, laying workers appear in the
queenless group (Diagram. n° 2).

We have found, while analysing MiissBICHLER’S work (fig. 10, 11, 12 and 13), that the inhibition
of ovogenesis does not correspond to the inhibition of queen cells construction. Each of these two
phenomena occurs at a different time, and differs from the other in its specific requirements for the
minimal number of bees of a particular age.

The queen inhibils the appeavance of laying workers by the action of her pherormone and by
nutritional castration. This nutritional castration by the queen, in our opinion, is weaker than the
one exerted by the quantity of young brood.

The living queens exercise stronger inhibitory action upon the bee workers ovogenesis, than the
dead ones (table n° 6).

Attractive and sex inhibiting pherormones, have been found in Termites, Ants and Halictes ;
their chemical nature has not yet been established by research workers. It seems possible that all
these pherormones belong to the same group of substances.

We suggest that the sensory, gustatory and olfactory excitation in bee workers cause a reflex
which protudes the proboscis and provokes the consumption of pherormone from the queen teguments.
The gustarory excitation when received by the brain (nervous mechanism) unlatches the ins-
tincts of construction and inhibition of queen cells formation. The olfactory excitation (antennal
stimulation) reinforces the ovarian inhibition and reduces the secretion of the corpora allata of bee
workers (hormonal mechanism) which were already disturbed by the nutritional castration due to
the brood and to the queen.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit beschiftigen wir uns mit der Attraktivitat lebender oder toter
Koniginnen und ihrer Hemmwirkung, besonders auf das Erscheinen von Eiern in den Ovarien
erwachsener Arbeiterinnen, sowie auf die Verhinderung der Anlage von Weiselzellen.

Die Attraktivitat und das Hemmvermégen sind durch das Vorhandensein einer spezifischen
Substanz (Pheromon oder Pherormon) von éligem Aussehen bedingt, die durch die Mandibeldriisen
der Kéniginnen ausgeschieden oder gespeichert wird. Die Mandibeldriisen zeigen eine grosse Attrakti-
vitit fiir junge Bienen (PAIN 1950), verhindern die Anlage von Weiselzellen (BUTLER und SIMPsoN
1958) und die Entwicklung der Ovarien (BUTLER 1930).

Die Methoden zur Prifung der drei heute bekannten Wirkungen der Pherormone sind folgende :

1. Die Attraktivitdt wird eingeschitzt, indem man alle 30 Sekunden (wéihvend 5 Minuten) die
Anzahl junger Arbeiterinnen zéhit, die von Koéniginnen (begattet oder unbegattet) oder von Stoffen
die mit Pherormon getrinkt wurden (Fliesspapier) angezogen werden. Zur Schitzung der Resultate
wirdddas Mittel der Maximalzahl der Bienen verwendet, die zu den verschiedenen Kéahgen angezogen
wurden.

2. Die Hemmwirkung auf die Ovarienentwicklung wird eingeschitzt, indem man bei einer
gewissen Anzahl eingeschlossener, mit Zuckerteig und Pollen versehener Bienen, die Ovarien heraus-
prépariert. Man schitzt den Zustand der Oogenese (Stadien 1-5) je nachdem, ob die Arbeiterinnen
weisellos sind, oder ob ihnen wihrend der ganzen Versuchsdauer (15 Tage), oder wihrend begrenzter
Zeitabschnitte tote oder lebende, unbegattete oder begattete, ganze oder zerschnittene Kéniginnen,
oder mit Weiselextrakten getrinkte Trager beigegeben wurden. Wir betrachten die Ovarien als nicht
gehemmi durch das Pherormon, und durch die stickstoffhaltige Nahrung zur Entwicklung angeregt,
sobald ein Ei in einem der beiden Ovarien erscheint.

Wir zeigen die Wichtigkeit der Art der Nahrungs-Darbietung unter experimentellen Bedingun-
gen. Eine Trennung des stickstoffhaltigen (Pollen) und suckerhaltipen (Zuckerteig) Futters, was den
naturlichen Verhilinissen entspricht, gibt vegelmdssigere Resultate der Ovarienentwicklung, unter der
Bedingung, dass man die Bienen einige Stunden hungern lisst (Zuckerteig), um sie zur Aufnahme des
unverinderten, oder mit Weiselextrakten getrinkten Pollens zu zwingen.

3. Die Hemmwirkung des Pherormons auf die Anlage von Weiselzellen wird untersucht, indem
man die Anzahl von diesen Zellen, in Populationen von 150 erwachsenen weisellosen Arbeiterinnen von
unbestimmtem Alter, die mit Pollen und Zuckerteig ernahrt, werden zahit. In diesen Populationen
werden Eier enthaltende Wabenstiicke eingefiihrt, auf welchen zwei tote mit Weiselextrakten, oder
dem Lésungsmittel allein getrankte Arbeiterinnen angeheftet werden. Um Bienen anzuziehen, werden
die toten Kérper mit Honigwasser getrinkt.

Die Arbeiterinnen werden durch das eigentliche Pherormon angezogen und nehmen es auf, auch
wenn es nicht an den Kérper der Kénigin gebunden ist. Es handelt sich demnach nicht um einen
topochemischen Sinn (FOREL, 1921 und GRASSE ,1939) sondern um eine chemische Kontaki-Rezeption
(DETHIER, 1048) in Gegenwart des Duft-Sekretes.

Die Wirkungsart des Pherormons ist unterschiedlich je nachdem ob es an die Nahrung (Pollen
oder Zuckerteig) gebunden ist oder nicht. Es scheint, dass die Fihlerstimmulation, die durch den
nicht ans Futter gebundene Attraktivstoff hervorgerufen wird, stirker auf die Hemmung der Ooge-
nese als auf die Verhinderung der Anlage von Weiselzellen wirkt. .

Die chemische Natur des Pherormons ist komplex. Es ist noch nicht rein, sondern eine Mis-
<hung von Siuren.

Eine davon wurde von BARBIER (1958) isoliert aus den aktiven Fraktionen (Pentansiure) von
Kéniginnen und weiselrichtigen Arbeiterinnen und von CaLLow und JOHNSTON (1959) aus Kopfen
begatteter Kéniginnen. Gleichzeitig (Junt 1g60) gelang den gleichen Autoren die Synthese dieser
Siure, ausgehend von Cycloheptanon (BARBIER) und von der Azelainsiure (CALLOW und JOHNSTON).
Die ungesdttigle g-oxo-decen-2-enon-Sdure 2%,

H

l
CH3 — C — (CH,); — C = ’c— COOH
I
0 H

crscheint in Form weisser Plittchen.

1. Sie wirkl hemmend auf die Anlage von Weiselzellen in der Dosierung von 0,13 mcg pro Biene
(BUTLER) und von o,5 mcg pro Biene (PAIN). .

2. Stie ist an sich wicht attraktiv ; sie ist jedoch unerldsslich fiir die Wiederherstellung des Weisel-
duftes (BARBIER, PAIN 1960). Der Weiselduft konnte wiederhergestellt werden, durch eine Mlsch}mg
der g-oxo-decen-2-cnon-Siure (pherormone I) mit den leicht flichtigen, fiir Bienen getrennt nicht
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attraktiven Estersubstanzen, (pherormone II) die durch Destillation (zwischen 20 und 60 °C, unter
0,1 mm Druck) aus den aktiven Weiselfraktionen (Pentansiure) gewonnen wurden. Zwei dieser Ester
wurden in einem Gaschromatographie-Apparat identifiziert und entsprechen dem Methyl-Phenyla-
cetat und Phenylpropionat (PAIN, HOGEL und BARBIER 1960).

3. Ste hat keine hemmende Wirkung auf die Eierbildung in den Ovarien der Avrbeiterinnen, weder
durch Fiitterung noch durch Verabreichung auf dem Kérper toter Bienen.

Die Mandibeldriisen der erwachsenen Konigin (begattet, unbegattet oder drohnenbriitig) enthal-
ten, gleichgiiltig ob sie mit Arbeiterinnen in Kontakt waren oder nicht, pherormon I und diepheror-
mon II. Die Mandibeldriisen frisch geschliipfter Koniginnen enthalten nur Spuren von pherormon I
und keine pherormon II. Die pherormon II erscheit spéter als die pherormon I, was das Fehlen der
Atiraktivitdt ber frisch geschlivpfien Kéniginnen erklirt, Diese Resultate unterstreichen die Bedeu-
tung des attraktiven Duft-Faktors fiir die Aufnahme des hemmenden Pherormons durch die Arbei-
terinnen. Anderseits finden wir in den Mandibeldriisen der Kénigin zwei Dicarboxyl-Sduren in der
C,, und Cy,-Lage, die Azelainsiure und die Sebacinsiure, deren Bedeutung noch nicht genauer bekannt
1st.

Die Mandibeldriisen der Arbeiterinnen enthalten keine g-oxo-decen-2-enon-Siure (pherormon
I), aber ungesiittigte 1o-hydroxy-A2-decen-Siure 2%, die bereits von BUTENANDT und REMBOLD
(1957) aus Koniginnen-Futtersaft und von BARBIER, FORSTER und LAMB (1959) aus Mandibeldriisen
erwachsener Arbeiterinnen isoliert wurde. Die 1o-hydroxy-A2-decen-Sdure kommt in den Mandibel-
driisen frisch geschliipfter Arbeiterinnen nur in Spuren vor. Man findet sie in grosseren Mengen in
den Mandibeldriisen erwachsener Arbeiterinnen (weisellos oder weiselrichtig) (BARBIER und PAIN
1960). Neben 10-hydroxy-A?-decen Siure finden wir Sebacinsiure in Cyp-Lage, die schon aus den
Mandibeldriisen der Kéniginnen bekannt ist (Abb. 4.).

Es wiire moglich, dass die 9-oxo-decen-2-enon-Siure einem Oxydationsprodukt der ro-hydroxy-
A2-Siure entspricht, und dass ihre Entstehung bei der Konigin, direkt mit ihrer Fiitterung durch die
Arbeiterinnen verbunden ist.

Das Auftreten des attraktiven Pherormons bei unbegatteten Koniginnen (in Gegenwart oder
Abwesenheit von Arbeiterinnen) ist :

1. eine Funktion des Alters, bei isolierten Koniginnen.

2. eine Funktion der Zahl der Arbeiterinnen bei begleiteten Kéniginnen (Abb. 5). Wir schliessen
daraus, dass die Gegenwart von Arbeiterinnen fir die Bildung des eigentlichen Pherormons nicht
unbedingt notwendig ist..Das Erscheinen des Pherormons wird jedoch durch waschsende Arbeiterin-
nengruppen entsprechend beschleunigt.

Kéniginnen (unbegattet oder begattet) besitzen je nach ihrem Alter, ihrer Erndhrung, der Zahl
der Begleitbienen und je nachdem ob sie frei oder im Kéfig leben, ein verschieden starkes Attraktions-
und Hemmungsvermdgen. Es scheint ein Jahreszyklus der Ausscheidung des eigentlichen Pherormons
zu existieren : die Attraktivitit des Teguments der Kéniginnen, gepriift mit der Fliesspapier-Methode
(Kap. 6), zeigt, dass das Pherormon wiahrend der Ueberwinterung angereichert wird. Wihrend der
warmen Jahreszeit kann es nicht zu solch einer Anreicherung kommen, wegen der Aktivitat der
Ammenbienen, welche die Koniginnen viel haufiger belecken. Die Oberflachenattraktivitdt wéhrend
des Winters steht nicht in Bezichung sur Sekretion der Mandibeldriisen, die sicher stirker ist wihrend
der warmen Jahreszeit (Abb. g).

Die Attraktivwirkung der Kénigin auf Arbeiterinnen ist so stark, dass trophischer Austausch
zustande kommt auch bei Trennung durch feinmaschiges Drahtgitter (1,5 mm), dessen Maschen-
weite unter dem von FREE und BUTLER angegebenen Grenzwert liegt (Diagramme 1). Der Austausch
durch Gitter, zwischen weisellosen und weiselrichtigen Arbeiterinnen-Gruppen wird immer seltener,
je grosser die Bienengruppen sind, welche die Kénigin begleiten. Wir pragen den Begriff der selbstén-
digen Gruppe, von der an, die Kontakte durch das Gitter verschwinden. Wir stellen eine Selbstindig-
keit der Vélker fest, wenn die Kéniginnen von Bienengruppen von mehr als 50 Individuen begleitet
sind. Das Verschwinden der trophischen Austausche beginstigt dann das Erscheinen eierlegender
Arbeiterinnen im weisellosen Abteil (Diagramm 2).

Die Priafung der Arbeiten von Miissbichler (Abb. 1o, 11, 12, 13) hat uns zu zeigen erlaubt, dass
die Hemmung der Ovarienentwicklung und diejenige der Anlage von Weiselzellen nicht ganz vergleichbare
Phdnomene sind : sie folgen sich in der Zeit. Sie erfordern nicht die gleiche Anzahl von Arbeiterinnen.
Sie benétigen Bienen verschiedenen Alters.

Die Kénigin verhindert das Erscheinen von Drohnenmiitierchen nicht nur durch thr Pherormon,
sondern auch durch Futterkastrierung. Die, durch die Anwesenheit der Kénigin bedingte Kastrierung
ist nach unserer Meinung schwiicher, als die durch die Brut ausgeiibte Futterkastrierung.

r bLebende Kiniginnen iiben auf die Oogenese der Arbeiterinnen eine stdrkere Hemmung aus als tote.
ab. No. 6).

Das Vorkommen attraktiver und die Entwicklung anderer Geschlechtstiere hemmender Pheror-
mone wurde bei Termiten, Ameisen und Halictus-Arten nachgewiesen ; die Forscher kennen jedoch
Lhre chemische Natur noch nicht. Es kdnnte sein, dass es sich um eine dhnliche Substanzengruppe

andelt.
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Wir stellen die Hypothesis auf, dass die Erregung durch den Tast-, Geruch und Geschmack sinn
der Arbeiterinnen auf dem Reflexweg das Ausstiilpen der Proboscis und die Aufnahme des Pheror-
mons von der Koniginnenoberfldche auslost. Die Geschmacks-erregung, durch das Gehirn registriert
(nervéser Mechanismus), 16st die Instinkte zur Anlage und zur Verhinderung der Weiselzellen aus.
Die Geruchserregung (Fithlerstimmulation) wiirde den Prozess der Hemmung der Ovarienentwick-
lung bei den Arbeiterinnen steigern, durch eine Verlangsamung der Sekretion ihrer Corpora allata
(hormonaler Mechanismus), die schon durch eine von Brut und Kénigin bedingte Futterkastration
gestort ist.
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PHOTO 1. - - Couvarn nair.  Abeille sur le point de naitre.

PHOTO 2. — .dbeille naissante.
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PHOTO 4. — Cagette d'élevage. (Délails.)
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Puoto 5. — Mesure du pounoir & atlraction d'un pupier imbibé de phérormone atiractive.

PHoto 6. — Abeilles léchant un buvard imbibé de pherormone allractive. (Gros plan.)
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Puoto 8. — Abeilles altivées par une reine morle,




157

SUR LA PHERORMONE DES REINES D ABEILLES

*a1qisia anbaypomads (s10f gz 5155048 ) auraydao uou 2431.6an0 p s2412() — 01 OLONJ

52191512 S .«:q.\. 91 Siss043) asnapuod a4314ano,p sa4100) — 6 OLOHJ

L




158 J. PAIN

L1010 11. — Cagelle wlilisée pour Uélude de Pinhibition de la consiruction de cellules royales.
> v ’ . ’ e
Cive lémoin avee deux ébanches de cellules royales.

— Détail du morcean de cirve bétie :
inthibées d'éther sans phérorimone 1.
— Apparition de dewx ébauches royales.

Puoto 12




