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Résumé

Les méthodes permettant 'évaluation de la toxicité des pesticides pour les abeilles ont tendance a
évoluer ces derniéres années et ne se cantonnent plus seulement a la détermination de la DL50 (dose
provoquant la mort de la moitié des individus). Les récentes recommandations de I'European Food
Safety Authority (EFSA) préconisent notamment de développer des tests a méme d'identifier des effets
comportementaux dans une gamme d’exposition sublétale. Le présent document décrit une méthode
qui permet de mesurer les effets délétéres des insecticides sur les capacités locomotrices a des
niveaux d’exposition qui ne provoquent pas la mort de I'abeille mais qui peuvent compromettre ses
chances de survie ou ses performances au sein de la colonie. A l'instar du « test de vol de retour a la
ruche des butineuses expérimentées », ce test pourrait dans le futur donner lieu a I'élaboration d'une
méthode réglementaire d’évaluation des effets sublétaux des insecticides, aprés validation via un test
interlaboratoires. Ce test locomoteur de laboratoire s'inspire des méthodes traditionnellement utilisées
sur les rongeurs et a ce titre, il est standardisable, et peut en particulier étre transpose sur des abeilles
d’age connu, sur tous les stades adultes. Le test est par exemple ici utilisé avec succes sur des abeilles
jeunes, agée de moins de 24h. .

Mots-clés : Pyréthrinoide, Néonicotinoide, Phénylpyrazole, Cyperméthrine, Tiaméthoxam, Fipronil,
Locomotion, Déficit, Comportement, Pesticide, Sublétal

Abstract : Locomotor performances of the honey bee measured with a laboratory method.
Quantification of sublethal deleterious effects after exposure to either pyrethroids or
neonicotinoids.

Methods dedicated to the assessment of pesticides toxicity toward bees tended to improve over the
past last years and are not only designed to simply assess LD50 (dose causing mortality of half of
individuals). EFSA (European Food Safety Authority) for instance suggested developing new
behavioural tests to assess sublethal toxicity. Here, a method allowing to describe locomotor deficits
after sublethal exposure to an insectide is presented (exposure levels thus do not cause death but
potentially compromise efficiency and survival inside the colony). This test, just as the “homing flight
assy on experienced foragers”, could in the future settle the basis for a mandatory test, after validation
through an interlaboratory ring test. This lab method was designed based on traditional methods used
on rodents and can easily be standardized as well as applied on bees of a known age (on all adult
stages). Here, the test was successfully used on young bees, aged less than one day old.

Keywords : Pyrethroid, Neonicotinoid, Phenylpyrazole, Cypermethrin, Thiamethoxam, Fipronil,
Locomotion, Deficit, Behaviour, Pesticide, Sublethal
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Introduction

Le Carrefour de I'lnnovation Agronomique (CIAg) organisé a Avignon sur les abeilles en 2016 est un
évenement qui permet de donner accés aux différents acteurs de la société (filiere apicole, institutions,
industriels de la protection des plantes) aux récentes avancées en matiere de toxicologie. Ces
dernieres années, la communauté Frangaise de recherche sur les abeilles a notamment produit des
travaux @ méme de fournir des éléments aux décideurs politiques en matiére d’écotoxicologie. Ces
résultats de recherche ont souvent été permis par [utilisation ou la conception de nouvelles
technologies et méthodologies ainsi que des licences d’exploitation et des brevets d’invention dont
certains ont été décrits par ailleurs (Cens et al, 2015 ; Collectif, 2016 ; Collet, 2016 ; Collet et al, 2014 ;
Collet et al, 2016 ; Gosselin-Badaroudine et al, 2015). Grace aux avancées de la recherche sur les
abeilles, la toxicologie de l'insecte a d’ailleurs grandement évolué car on ne se limite plus seulement a
I'évaluation des paramétres de mortalité (DL50, dose qui provoque la mort de 50% des individus), mais
'on cherche désormais a identifier des effets délétéres plus subtils sur le comportement et la
physiologie (tout comme en toxicologie humaine). Ces effets peuvent survenir a des doses d’exposition
faibles et sont susceptibles in fine de compromettre les performances des abeilles dans la colonie,
pourtant ils ne sont pas systématiquement requis dans les procédures d’évaluation réglementaires
(European Commision, 2013).

Le présent document illustre comment ['‘élaboration d’'une méthode utilisable sur les abeilles
(domestiques ou sauvages) peut contribuer @ améliorer la perception et la quantification de symptémes
d’intoxication consécutifs a I'exposition a une dose qui ne provoque par la mort de lindividu. Cette
approche de laboratoire consiste ici a évaluer les déficits locomoteurs induits chez des abeilles
exposées a des doses sublétales d'insecticides appartenant a 3 familles trés utilisées dans le monde
(pyréthrinoides, néonicotinoides et phenylpyrazoles).

1. Principe de la méthode

Cette méthode a été décrite dans un article scientifique (Charreton et al, 2015). Briévement, de jeunes
abeilles adultes (premier jour aprés la sortie de 'alvéole) ont tout d’abord été anesthésiées au CO2.
Plusieurs lots d’abeilles ont ensuite été exposés par contact (dépét individuel sur le thorax dorsal) a des
doses croissantes d'insecticides selon une procédure s'inspirant des méthodes de toxicologie classique
(OECD, 1998). La dose retenue pour I'évaluation des déficits locomoteurs est celle qui, 48 heures aprés
exposition, ne provoquait pas de mortalité (DSL48h pour ‘dose sublétale a 48h’). Le double de cette
dose (2 x DSL48h) provoquait quant a lui une mortalité significativement plus élevée que la mortalité
chez des abeilles non exposées. La DSL48h (qui pourrait aussi étre qualifiée de DSEO, dose sans effet
létal observable) a été déterminée pour un pyréthrinoide (cyperméthrine), un néonicotinoide (le
thiaméthoxam) et un phénylpyrazole (le fipronil, Figure 1).

Cypermethrin Figure 1: Formule de trois insecticides
: 2 — largement utilisés dans le monde.

Fipronil
Thiametoxam
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Les abeilles ont ensuite été soumises a un test de locomotion qui consiste a mesurer plusieurs
paramétres de déplacement a l'intérieur d’'un dispositif clos qui ressemble aux arénes ‘open-field’
traditionnellement utilisées dans les expériences comportementales sur les rongeurs. Cette aréne d’une
hauteur et d'une largeur de 30 x 30 cm est disposée verticalement (profondeur 4 cm) et illuminée par le
haut, notamment pour permettre la prise de vue. L'aréne est placée dans une enceinte obscure
permettant notamment de s'affranchir des variations de la lumiere du jour. Une caméra pilotée par le
logiciel libre VirtualDub permet d’enregistrer des séquences de 180 images a la fréquence de 1 Hz. Ces
séquences ont ensuite été analysées de maniére semi-automatique via un module (plugin) du logiciel
libre Image J (Wayne Rasband, NIH, USA) et par des routines (macros) tournant sous le logiciel Excel.
Le parametre ‘distance totale parcourue’ (en 3 minutes d’observation) s'est avéré suffisant dans le
cadre de cette étude pour identifier des déficits locomoteurs.

2. Résultats et discussion

En moyenne, la distance totale parcourue (calculée sur 138 abeilles contrdle) est de 3.2 metres
(Charreton et al, 2015). Les abeilles explorent le centre et les bords du dispositif expérimental (bords en
pointillés, Figure 2).

Figure 2 : Reconstruction du parcours individuel
effectué en 3 minutes par une abeille dans
I'enceinte de locomotion (30 cm de c6té).

Six heures aprés exposition a une dose sublétale DSL48h de cyperméthrine ou de thiaméthoxam
(respectivement 2.5 et 3.8 ng/abeille), un déficit locomoteur important est mesuré, avec une distance
totale diminuée respectivement de 70 et 59% (Figure 3, la distance relative au contrdle est montrée en
gris et le contréle en noir). En revanche, la méthode n'a pas permis de quantifier de déficit locomoteur
6h aprés exposition a la DSL48h de fipronil (0.5 ng/bee). Cependant cette dose s'est avérée assez
toxique des 72h (14%, p<0.001) et trés toxique a 120h aprés exposition avec 78% de mortalité (alors
que le taux de mortalité dans la modalité contrle était inférieur a 2%). Les DSL48h de thiamétoxam et
de cyperméthrine n’ont quant a elles pas donné lieu a une mortalité différée en conditions de
laboratoire.

ypeeratun  Themwioxem  Fiprond Figure 3 : Quantification des déficits locomoteurs
> ) six heures aprées exposition a une dose sublétale
0 ol de cyperméthine ou de thiamethoxam.
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Les résultats obtenus a cette dose sublétale de thiaméthoxam corroborent des résultats récents
montrant 'insuccés de retour a la ruche d’une fraction des abeilles butineuses aprés exposition a ce
méme insecticide (Henry et al, 2012) et dans laquelle 'hypothése de la désorientation des abeilles
déficientes est la plus vraisemblable. Ici, nous avons identifié chez les jeunes abeilles (naissantes) un
déficit locomoteur qui persiste plusieurs heures aprés exposition (sans toutefois provoquer de mortalité
en conditions de laboratoire, méme 5 jours aprés I'exposition). Il serait intéressant de pouvoir observer
les conséquences d'un tel déficit sur les taches normalement effectuées par les jeunes abeilles a
lintérieur de la ruche.

L’avantage de la méthode de laboratoire décrite dans le présent document réside dans le contréle
rigoureux des paramétres de luminosité et de température, ce qui permet de s’affranchir des variations
d’effets qui sont parfois observés en fonction de la météo (Henry et al, 2014). Les activités des abeilles
naissantes qui seraient exposées dans la ruche & une dose comparable (par exemple par trophallaxie)
pourraient étre considérablement altérées.

De maniére intéressante, le pyréthrinoide testé ici, la cyperméthrine, induit un déficit locomoteur
équivalent au déficit provoqué par le néonicotinoide. Nous avons d’ailleurs montré que d'autres
pyréthrinoides : la tétraméthrine et le tau-fluvalinate induisaient, a des doses sublétales, des déficits
locomoteurs profonds chez les jeunes abeilles (Charreton et al, 2015). Ces déficits pourraient trouver
leur origine dans la neurotoxicité des pyréthrinoides, qui agissent sur les neurones olfactifs des
antennes (Kadala et al, 2011) et les neurones du cerveau (Kadala et al, 2014), ainsi que nous I'avons
démontré in vitro sur des cultures cellulaires. Ces déficits locomoteurs pourraient aussi avoir pour
origine une action myotoxique, comme cela est suggéré par nos travaux in vitro sur l'alléthrine (Collet,
2009). Notre groupe a également confirmé le potentiel neurotoxique des pyréthrinoides in ovo, en
exprimant des protéines d’'abeilles (les canaux sodiques, qui sont les cibles de pyréthrinoides) dans des
oeufs d’amphibien (Gosselin-Badaroudine et al, 2015), une méthode brevetée qui pourrait permettre
dans le futur de mieux anticiper la toxicité des pesticides pour les abeilles (Collet, 2016; Collet et al,
2016).

En conclusion, la méthode présentée ici pourrait a 'avenir s’avérer utile pour identifier des déficits
locomoteurs induits par des doses faibles d'insecticides qui ne provoquent pas la mort des abeilles,
mais qui peuvent diminuer I'efficacité des taches réalisées par les abeilles dans la ruche.
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