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Résumé

Chez les insectes, I’acétamipride et le thiamethoxam sont des néonicotinoides qui
agissent sur les récepteurs cholinergiques nicotiniques. Nous avons recherché des effets sub-
létaux de ces pesticides sur la sensibilité au sucre, sur la motricité et sur la mémoire des
abeilles qui ont été contaminées soit par application topique sur le thorax soit par
administration orale. A la suite d’une consommation orale d’acétamipride a 1ug/abeille, la
sensibilité des abeilles au sucre augmente. L.’acétamipride a la dose de 0,1ug/abeille, induit
une baisse de la mémoire a long terme. Ces effets ne sont pas observés apres application
topique d’acétamipride. Par ailleurs, a la dose de 0,1 et 0,5ug/abeille, 1’acétamipride
augmente 1’activité locomotrice et la sensibilité a I’eau.

Contrairement a [’acétamipride, le thiamethoxam ne montre aucun effet sur les
comportements étudiés dans les conditions testées. Nos résultats suggerent une vulnérabilité
particuliere des abeilles a des doses sub-létales de 1’acétamipride.

Mots clé : Abeilles, acétamipride, thiamethoxam, mémoire, activité locomotrice, sensibilité
au sucre, néonicotinoides.

Introduction

Les néonicotinoides sont des insecticides largement utilisés en agriculture pour lutter
contre les insectes nuisibles, mais peuvent aussi affecter d’autres insectes comme les abeilles.
Les néonicotinoides nitro-substitués (imidaclopride et thiamethoxam) en application topique
sont les plus toxiques pour les abeilles avec des valeurs de DL50 de 18ng/abeille pour
I’imidaclopride et de 30ng/abeille pour le thiamethoxam. Les néonicotinoides cyano-
substitués présentent une toxicité beaucoup plus faible avec une DL50 de 7,1 mg/abeille pour
I’acétamipride (Iwasa et al., 2004). Il est largement prouvé que les néonicotinoides ciblent les
récepteurs cholinergiques nicotiniques et agissent comme des agonistes pleins ou partiels
(Déglise et al., 2002 ; Tomizawa et Casida, 2003 ; Tan et al., 2007). L acétylcholine est un
neurotransmetteur important dans le cerveau des insectes (Breer, 1987 ; Bicker, 1999) et les
sites de liaison de ce neurotransmetteur sont présents dans le cerveau de 1’abeille (Kreissl et
Bicker, 1989 ; Scheidler et al., 1990). Chez ces insectes, différentes fonctions semblent étre
dépendantes de la neurotransmission cholinergique (Michelsen et Braun, 1987 ; Cano Lozano
et al., 2001 ; Dacher et al., 2005 ; Thany et Gauthier, 2005). Par conséquent, méme des doses
sub-1étales de néonicotinoides peuvent affecter le comportement des abeilles.

Il a été précédemment démontré que des abeilles qui ont recu une dose d’imidaclopride
supérieur a Sng/abeille présentent une altération de 1’activité locomotrice et de la sensibilité
au sucre (Lambin et al., 2001). En outre, I’imidaclopride en administration orale
(12ng/abeille) diminue les performances de rétention d’une information mémorisée par les
abeilles (Decourtye et al., 2004). En revanche, il a été observé que 1’application topique de
cette drogue a faible dose (1,25 ng/abeille) induit une facilitation d’apprentissage simple non
associatif et une augmentation de I’activité locomotrice (Armengaud et al., 2002). Outre les



études sur les effets toxiques de 1’imidaclopride sur les insectes, on sait peu de choses sur les
effets physiologiques et comportementaux de 1’acétamipride et du thiamethoxam a des doses
sub-1étales.

Nous faisons I’hypotheése que 1’acétamipride et le thiamethoxam a des doses non toxiques
peuvent affecter la fonction gustative, motrice et mnémonique de ’abeille. Il a déja été
démontré que dans des conditions de laboratoire, le réflexe d’extension du proboscis (REP)
déclenché par une stimulation des antennes par une solution sucrée pouvait €tre utilisé comme
outil pour évaluer différentes fonctions biologiques qui sont mises en jeu dans le
comportement des abeilles. Le test de conditionnement olfactif du REP peut étre utilisé pour
évaluer les effets sub-1étaux des pesticides sur 1’apprentissage et la mémoire olfactive chez les
abeilles (Lambin et al., 2001 ; Decourtye et al., 2004 ; El hassani et al., 2005). L’intégrité de
ces fonctions est nécessaire pour le comportement de butinage. Par exemple, la perception de
la solution sucrée est importante pour les abeilles afin de prendre la décision de butiner
(Pankiw et Page, 1999). De plus, une association des parametres floraux (odeur, couleur,
forme) a la récompense alimentaire (nectar ou pollen) est réalisée lors du butinage.

Matériel et méthodes

Animaux : Les abeilles butineuses sont récupérées du rucher et maintenues dans des boites
en plexiglas. Les tests (activité locomotrice, perception d’une solution sucrée et
conditionnement olfactif) sont réalisés en trois fois durant la période de Septembre 2003 a
Juillet 2004.

Drogues : Acétamipride (99% pureté) et thiamethoxam (97% pureté) (Cluzeau Info labo,
Sainte-Foy-La-Grande, France). L’acétamipride ayant été dissout dans 1’acétone et le
thiamethoxam dans I’acétonitrile, les abeilles ont recu des solutions contenant respectivement
1% et 10% de solvant pour les contaminations orales et topiques. L’acétamipride est utilisé a
des doses de 0,1 ; 0,5 et 1ug/abeille et le thiamethoxam est utilisé a des doses de 0,1 ; 0,5 et 1
ng/abeille.

Test de Pactivité locomotrice : L'effet de l'acétamipride et du thiamethoxam sur l'activité
locomotrice a été étudi€¢ 60 min apres une application topique unique ou par consommation
orale. L'activité locomotrice a été analysée dans un dispositif de (30*30*4cm) éclairé par le
haut (Lambin et al., 2001).

La sensibilité au sucre : Dans cette expérience, le REP est utilisé pour tester la sensibilité des
abeilles a des concentrations ascendantes de solution de sucrée (CASS). Chaque animal a été
testé a deux reprises avec les CASS: 60 min avant et 60min apres le traitement. L'effet de la
soif sur la sensibilité au sucre a été contrdlé en permettant aux abeilles de boire de 1'eau ad
libitum 1h avant chaque présentation de CASS. Les concentrations des solutions sucrées sont
de 0,1%,0,3%, 1%, 3%, 10% et 30% (poids/volume).

Pour I'évaluation de REP a l'eau toutes les abeilles ont été prises en compte. Le REP a I'eau

a été testé 3 min avant de tester le REP au sucre en touchant l'antenne de 1’abeille avec une
goutte d'eau avant chaque CASS.
Conditionnement olfactif du REP : 3h de jeline sont nécessaires pour renforcer 1’état de
motivation des animaux. Les traitements par voie orale ou topique ont été réalisés 3h avant le
conditionnement olfactif. Un paradigme avec 5 essais était utilisé avec un intervalle inter-
essai de 1 min. Les abeilles ont été conditionnées a associer le stimulus conditionné (SC),
représenté par une odeur de café avec un stimulus inconditionnel (SI), représenté par une
goutte de solution sucrée (40% p/v). Au cours des tests de rappel, le CS a été présenté seul
1h, 24h et 48h apres la session d'apprentissage.



Résultats

Activité locomotrice : 1.’acétamipride augmente la longueur de marche totale dans le
dispositif, 60 min apres le traitement (figure 1A). Une différence significative a été révélée
entre les abeilles contrdles et les abeilles traitées (0,1 et 0,5 pg/abeille) par contamination
topique. En revanche, aprés une administration orale ou une application topique de
thiamethoxam, l'activité locomotrice des animaux n'a pas été significativement modifiée par
rapport aux abeilles contrdles (figure 1B).
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Fig.1 Moyennes (+ES) des distances parcourues par les abeilles traitées par I’acétamipride (A) et le
thiamethoxam (B).

REP au sucre : Dans les expériences menées avec 1’acétamipride par application topique, la
sensibilité au sucre du groupe controle (10% d’acétone) baisse significativement. Par contre,
le groupe d’abeilles traitées avec de ’acétamipride a 1pg/abeille, présente un méme taux de
réponse au premier et au deuxieme CASS (Fig. 1A).

Les abeilles traitées avec du thiamethoxam présentent des réponses aux solutions sucrées
similaires avant et apres le traitement (Résultats non montrés).

REP a Peau : Les données ont été présentées sous forme d’un indice de réponse a 1’eau
(WRI). (Fig. 2B). Les valeurs positives indiquent que le traitement induit une augmentation
de la réactivité a 1'eau lorsque les abeilles recoivent de 1’acétamipride en application topique.
Cet effet de ’acétamipride n’a pas été constaté apres traitement par voie orale et aucune
modification significative de la réponse a I’eau n’est observée avec le thiamethoxam.
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Apprentissage et mémoire olfactive : 1’administration orale d’acétamipride n’induit aucun
effet sur les performances d’apprentissage (Fig. 3A). Toutefois, le pourcentage de REP testé
48h apres d'apprentissage est nettement plus faible dans le groupe traité a 0,1pg/abeille que
dans le groupe contrdle (Fig. 3B). Les performances des animaux qui ont recu 0,5ug et 1,0ug
ne sont pas différents des autres groupes.

Le traitement topique avec de 1’acétamipride n’induit aucun effet significatif sur
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Fig.2 A : REP au CASS avant (en noir) et apres (en
pointillé) une application d’acétamipride sur le
thorax. B : Indice des réponses a 1’eau. Cet indice
correspond au nombre total d'abeilles présentant un
REP & l'eau avant la deuxiéme CASS moins le
nombre total d'abeilles présentant un REP a l'eau
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significativement différentes de celles des contrdles.
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Fig. 3 Apprentissage olfactif (A) et la mémoire des abeilles apres absorption d’acétamipride.
Discussion

Nous avons recherché des effets sublétaux d’un traitement aigii d’acétamipride ou de
thiamethoxam sur la physiologie et le comportement de 1’abeille. Les doses de pesticides qui
ont été utilisées sont de 1I’ordre de LD50/100 a LD50/10. Vingt-quatre heures et 48 h apres la
contamination par voie orale ou topique, la mortalité dans les groupes acétamipride et
thiamethoxam était identique a celle du groupe contrdle. La conclusion majeure de cette étude
est que la physiologie et le comportement des abeilles sont plus affectés par 1’acétamipride
que par le thiamethoxam. En effet, contrairement a 1’acétamipride, le thiamethoxam n’induit
aucun effet significatif sur l'activité locomotrice, sur le REP au sucre et a l'eau ou sur
'apprentissage et la mémoire.

L'activité locomotrice de 1'abeille a été€ stimulée par I’acétamipride a des doses de 0,1 et

0,5 pg/abeille, alors que le déplacement n'a pas été affecté par la dose de 1 pg/abeille. Ce
résultat confirme celui qui a été obtenu avec I’imidaclopride (Lambin et al. 2001).
De plus, il semble que la dose de 1 g / abeille augmente la sensibilité au sucre. Le REP a
I'eau a augmenté d’une maniere dose dépendante apres 1'application topique d’acétamipride.
Les expériences sur l'apprentissage indiquent que le traitement par voie orale avec de
I’acétamipride (0,1 pug/abeille = LD50/100) induit une baisse de la mémoire a long terme.
L’acétamipride et I’imidaclopride sont des néonicotinoides agonistes des récepteurs de I’ACh
(Tan et al. 2007) et partagent le mé€me site de liaison (Kayser et al. 2004). Le traitement oral
des abeilles a l'imidaclopride (12 ng/abeille = LD50/2,5) réduit la mémoire olfactive. Des
doses plus faibles n'ont pas d'effet sur I'apprentissage et la mémoire (Decourtye et al. 2004).
Une facilitation de la mémoire non associative a également été induite par l'imidaclopride
(Lambin et al. 2001; Guez et al. 2003 ; Thany et Gauthier 2005). Plusieurs études montrent les
effets différentiels des antagonistes nicotiniques sur les processus de mémoire (Cano Lozano
et al. 1996; Lozano Cano et al. 2001; Dacher et al. 2005, Gauthier et al. 2006). Ces résultats
soulignent 1'existence de différents sous-types de récepteurs nicotiniques, qui pourraient étre
affectés différemment par les néonicotinoides.

L'effet de ’acétamipride sur le comportement n’est pas dose/réponse. En effet, des doses
d’acétamipride intermédiaires (0,1 ou 0,5 ug/abeille) affectent 1'apprentissage et l'activité
locomotrice, alors que la dose la plus élevée (1 ug/abeille) n'a pas eu d’effet. Une explication
de ce phénomene pourrait étre 1'existence de deux récepteurs pour 1’acétamipride, comme cela
a été suggéré pour l'imidaclopride (Nauen et al. 2001; Guez et al. 2003). Dans la présente
étude, le thiamethoxam ne provoque aucun effet sur le comportement des abeilles. Ces
résultats sont en accord avec les enregistrements en patch-clamp (Tan et al. 2007). Dans cette



étude, contrairement aux autres néonicotinoides testés, le thiamethoxam n'a pas évoqué de
courant entrant et n'a pas montré d'interaction avec les autres néonicotinoides sur nAChRs
(Tan et al. 2007).
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