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Résumé :

Les villes développent des zones de plus en plus attractives pour les pollinisateurs sauvages,
mais ces zones sont aussi des milieux trés restreints. L'habitat qu'ils fournissent est fragmenté
et les polluants atmosphériques sont tres présents. Ces polluants urbains comprennent les
phtalates, les hydrocarbures aromatiques et polycycliques, le nonylphénol et autres. Parmi eux,
les phtalates sont considérés comme des perturbateurs endocriniens pouvant altérer le
métabolisme des insectes. L'olfaction faisant partie intégrante du systeme endocrinien, la
communication entre les insectes et les plantes peut étre perturbée. De méme, la voie de
signalisation des ecdystéroides qui permet aux abeilles de contrdler la mue et la métamorphose
des larves peut étre compromise. Deux phtalates ont été sélectionnés car ils sont les plus utilisés
au monde et font partie des phtalates considérés comme ayant le plus d’impact sur le
métabolisme et le développement de nombreuses especes. 11 s’agit des phtalates de DEHP et de
DnBP qui ont été soumis a concentration environnementale individuellement ainsi que leur
cocktail & des microcolonies saines de Bombus terrestris, chacune contenant 10 ouvriéres. Ces
microcolonies ont été élevées durant 35 jours et nourries ad libitum en sirop et en pollen.
Chaque ouvriere a été exposée topiquement une fois par semaine. L’impact des différents
traitements est mesuré a I’échelle coloniale par plusieurs réponses de stress (taux de mortalité,
¢jection larvaire, dilution de pollen, efficacité pollinique), et & 1’échelle individuelle en
mesurant le taux de corps gras des ouvrieres et des males émergés. Nos résultats indiquent que
le DEHP semble induire une mortalité et un stress plus important, que le stress engendré par le
DnBP. Cependant, le DnBP a forte dose aurait tendance a augmenter le taux de corps gras des
abeilles par rapport a la dose inférieure, nécessaire a la réponse immune et a la production
d’ecdystéroides, suggérant une réponse de stress face au traitement. Il engendrerait aussi une
augmentation des masses des pupes et des méales non-emergés. En conclusion, nous avons
démontré que les phtalates sont nocifs pour le bourdon terrestre en dose normale d’exposition
mais davantage d’études sont nécessaires a la compréhension des impacts physiologiques des

phtalates sur les arthropodes.

Mots-clés : Bourdon, microcolonie, Bombus terrestris, toxicité, phtalates, DEHP, DnBP,
perturbateur endocrinien
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Abstract:

Cities are developing areas that are increasingly attractive to wild pollinators, but these areas
are also very small. The habitat they provide is fragmented and air pollutants are very present.
These urban pollutants include phthalates, aromatic and polycyclic hydrocarbons, nonylphenol
and others. Among them, phthalates are considered endocrine disruptors that can alter the
metabolism of insects. Since olfaction is an integral part of the endocrine system,
communication between insects and plants can be disturbed. Similarly, the ecdysteroid
signaling pathway that allows bees to control larval moulting and metamorphosis can be altered.
Two phthalates were selected because they are the most widely used in the world and are among
the phthalates considered to have the greatest impact on the metabolism and development of
many species. These are DEHP and DnBP phthalates that have been individually subjected to
environmental concentrations and their cocktail to healthy Bombus terrestris microcolonies,
each containing 10 workers. These microcolonies were bred for 35 days and fed ad libitum with
syrup and pollen. Each worker was exposed topically once a week. The impact of different
treatments is measured at the colonial scale by several stress responses (mortality rate, larval
ejection, pollen dilution, pollen efficiency), and at the individual scale by measuring the fat
content of workers and emerged males. Our results indicate that DEHP appears to induce more
mortality and stress than DnBP. . However, high-dose DnBP would tend to increase bee fat
levels relative to the lower dose required for immune response and ecdysteroid production,
suggesting a stress response to treatment. It would also lead to an increase in pupal and non-
emerged male masses. In conclusion, phthalates have been shown to be harmful to bumble bees
at normal exposure levels, but more studies are needed to understand the physiological impacts

of phthalates on arthropods.

Key words : bumblebee, Bombus terrestris, microcolony, toxicity, phthalates, DEHP,
DnBP, endocrine disruptor
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CHAPITRE 1 : Introduction

1.1  Contexte de I’étude : le projet ASPI

Mon mémoire s’intégre dans le projet ASPI (Abeilles sauvages en ville : effets des polluants

urbains sur la santé des insectes et sur les interactions plantes — pollinisateurs), un projet
scientifique interdisciplinaire sur les polluants urbains et leurs effets sur la santé des insectes et
les interactions plantes-pollinisateurs. Il est dirigé par Virginie Cuvillier et regroupe le CEFE
de Montpellier (Magali Proffit), le laboratoire de Zoologie de I’Université de Mons (Denis
Michez), le laboratoire LASIRe de Lille (Nicolas Visez) et le laboratoire Evo-Eco-Paleo de
Lille (Nina Hautekeete, Virginie Cuvillier et Yves Piquot). Ce projet vise a étudier 1’effet des
phtalates (polluants urbains) sur les pollinisateurs sauvages. Il compare d’une part sur le terrain
les effets sur des sites fort pollués et des sites peu pollués et, d’autre part, expose en laboratoire
des individus a des polluants afin de simuler une exposition a concentration semblable aux

zones urbanisées en conditions controlées.

Deux principaux axes de recherche ont été établis comme suit.

1. Mesures de la dynamique de contamination et effets de I’exposition aux polluants urbains
sur Bombus terrestris en milieu sauvage : l’intérét est de déterminer les taux de
contaminations atmosphériques et cuticulaires, et si la contamination observée en milieu
sauvage a un lien avec la contamination du milieu de vie.

2. Effets des phtalates sur la santé coloniale et individuelle de Bombus terrestris : il s’agit de
I’analyse des effets coloniaux et individuels en milieu contr6lé en déterminant les effets
d’une contamination environnementale sur I’immunité des bourdons et sur leur
développement, et en déterminant si la voie hormonale des ecdystéroides est affectée, et a

quel niveau.

Ce mémaoire se concentre sur le deuxiéme axe et entre dans le cadre de la thése de doctorat de
Justine Dewaele qui s’inscrit dans ce projet interdisciplinaire et se concentre sur 1’effet des

phtalates urbains sur la santé du bourdon terrestre.
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1.2 Les phtalates

1.2.1 Caractéristiques chimiques
Les phtalates sont des plastifiants dérivant de I’acide phtalique. Ils sont composés d’un noyau
benzénique et de deux groupements ester (Fig. 1 ; Weschler et al., 2008). Ils sont obtenus par
réaction de I’anhydride phtalique avec des alcools du méthanol et de 1’éthanol a I’alcool
tridécyle (OCDE, 2018). Les différents phtalates se distinguent par leurs chaines alkyles. Ils ont
I’apparence de liquides inodores, transparents et visqueux (Tab.l). Ils sont hydrophobes et
lipophiles, ce qui les rend solubles dans les graisses ou d’autres solvants organiques comme les
alcools lourds (Net et al., 2015). lls sont considérés comme semi-volatiles et peuvent s’adsorber

aux particules atmosphériques leur permettant de se disperser dans 1’air (Weschler et al., 2008).

O
R1

-~

0\R2

O

Figure 1 : structure de base des phtalates, ot R1 et R2 sont des chaines alkyles variables (Net et al.,
2015).

Tab 1 : tableau des propriétés physicochimiques des phtalates (adapté de Saillenfait, A. M., 2005).

Substances DBP BBP DnOP DINP DIDP DEHP
Liquide, Liquide, Liquide Liquide, | Liquide, Liquide
Aspect incolore, incolore, légerement incolore, huileux incolore,
huileux visqueu | jaune, huileux = huileux | visqueux huileux
X visqueux
Poids moléculaire 278,34 312,36 390,56 418,62 446,68 390,56
Point de fusion (°C) -35 -40 -25 -48 -48 -47
Point d’ébullition 340 370 390 370 370 386
Tension de vapeur 3,6 x10° | 8x10° 1,3x10%a 6x10°%a | 51x10° 1,3x10°a
a25°C 25°C 20°C a25°C 25°C
Densité 1,04 1,12 0,98 0,97 0,97 0,99
Solubilité dans Faible (11,2 | Faible | Pratiquement | Insoluble | Insoluble | Pratiquement
I’eau mg/L) (2,7mg/ insoluble (<1pg/l) | (<1pg/L) insoluble
L) (0,5ug/L) (3ug/L)

1.2.2 Sources et utilités

D’apres la définition donnée par le Conseil de 1’Union Internationale de Chimie pure et
appliquee (UICPA), un plastifiant est : « une substance ou une matiére incorporée dans un

matériau (généralement un plastique ou un élastomere) pour en augmenter la flexibilité, la
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maniabilité ou la distensibilité ». Cette définition peut s’appliquer a plusieurs sortes de produits,
mais elle fait surtout référence aux matériaux plastiques (Godwin et al., 2005). Plus de 87% des
différents plastifiants peuvent étre retrouvés dans le PVC (polychlorures de vinyle) tandis qu’on
retrouve entre 10 et 70% de types de plastifiants dans les autres objets plastiques (CEFIC, 2018 ;
Hahladakis et al. 2018). Les phtalates sont donc couramment utilisés comme plastifiants des
matieres plastiques, et également comme solvants, notamment pour les peintures ou les
cosmétiques. 1l existe plus de 100 composés de phtalates disponibles dans le commerce, avec
une large gamme de propriétés différentes (Phthalates Information Centre 2006). lls sont les
plastifiants les plus utilisés dans le monde (Verrier, 1992), soit un peu plus de 50% du marché

européen des plastifiants (Fig. 2, Phthalates Information Centre 2006).

Tendance du marché européen (2020)
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Figure 2 : Estimation d’THS du marché des plastifiants Européen (Phthalates Information Centre 2006)

Environ 95 % des phtalates produits en Europe sont utilisés pour plastifier le PVC (Phthalates
Information Centre 2006). On retrouve également ces plastifiants dans divers objets du

quotidien comme les jouets pour enfants, les outils, le matériel médical, les emballages
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alimentaires, les piéces automobiles, les revétements de plancher et meubles, les rideaux de
douche et bien d’autres, ou comme solvant dans les insecticides, la peinture, les cosmétiques,
les adhésifs et les colles (German S., 2014). La plupart des phtalates sont groupés selon leur
poids moléculaire afin de déterminer leur utilisation. Par exemple, le di-2-éthylhexyle (DEHP)
ainsi que le phtalate de di-n-octyle (DnOP), de di-isononyle (DiNP) et le phtalate de diisodécyle
(DiDP) se retrouvent principalement dans les matériaux de construction comme plastifiants ou
dans certains meubles grace a leur poids moléculaire élevé. Les phtalates & poids moléculaire
faible comme le di-n-butyle (DnBP), le di-i-butyle (DiBP), le diméthyle (DMP) et le diéthyle
(DEP) sont plut6t utilisés dans les produits cosmétiques ou jouent le réle de solvant pour les
revétements (SCHETTLER, 2006 ; Chang, 2017).

Gréce au faible colt de production des produits plastiques ainsi qu’a leur grande utilité, la
demande au cours du dernier siecle a fortement augmenté (Zhang et al., 2019 ; Xu et al., 2021).
La production des objets plastiques a débuté dans les années 1950 (Haspari M. et al., 2020) et
la production actuelle de déchets est estimée a 8 milliards de tonnes par an, et est en
augmentation constante (UNEP, 2018). Parmi les plus gros consommateurs d’objets plastiques,
on trouve le continent asiatique, avec les 20 pays ayant une gestion des déchets plastiques la
moins efficace. La Chine est le plus grand producteur de plastique et a largement contribué a la
production mondiale de polyuréthane et de thermoplastique en 2015 (Dauvergne, P., 2018).
Elle a aussi la gestion la moins efficace des déchets plastiques dans le monde, produisant a elle
seule 27,7% des déchets mondiaux en 2014 (Jambeck et al., 2014).

Suite a cette production accrue de plastiques au cours du dernier siécle, la production de
phtalates a atteint 5,5 millions de tonnes en 2018 (OCDE, 2018 ; Fréry et al., 2020), ou le plus
grand marché des phtalates au monde revient a la Chine qui en consomme environ 45%.
L’Europe et les Etats-Unis ne consomment a eux deux que 25% des phtalates produits comme
plastifiants (IHS Markit, 2021). L utilisation des phtalates est estimée a un million de tonnes
par an dans les produits industriels et de production en Europe (Jarnstrom et al., 2009). Malgreé
la restriction actuelle de ’utilisation de certains phtalates (Zhang et al., 2019 ; Xu et al., 2021),
cette consommation accrue de plastiques et de phtalates aggrave de jour en jour la pollution

environnementale (Paluselli et al., 2018).

1.2.3 Pollution environnementale aux phtalates

La pollution environnementale aux phtalates est tres présente car ils ne sont pas liés de fagon
covalente a la matrice plastique a laquelle ils sont ajoutés (Paluselli et al., 2018). Les phtalates

peuvent alors facilement migrer, s’évaporer ou étre lessivés dans le milieu environnant (Moreira
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et al., 2015c¢). lls peuvent ensuite étre transportés sur de longues distances par les eaux ou par
I’air en s’adsorbant aux molécules plastiques atmosphériques (Feng et al., 2020). 1ls peuvent
aussi se lier a d’autre molécules lipophiles dans I’environnement comme, par exemple, la
cuticule des insectes (Lenoir et al., 2014). Les phtalates peuvent aussi étre dégrades de
differentes facons dans les milieux naturels. C’est le cas par exemple par la photolyse ou
I’hydrolyse (Fig. 3; Gao & Wen, 2016).

Atmospheére Photolyse

Adsorption
--__—-—_--_----_-1-__—._0_
1 &\o,/e
Sol et : \éz‘”, ‘°
”, . V
sédiments ' ?/ &

Figure 3 : Occurrence et transfert des esters de phtalate (PAE) entre phases dans I'environnement
(traduit de Pang et al., 2021 ; Retravaillé avec la permission de Gao & Wen, 2016).

L’hydrolyse des esters de phtalates est catalysée par des acides, des bases et des ions.
Cependant, ce n’est pas la voie de dégradation principale des phtalates puisqu’elle est peu
efficace avec les phtalates a longues chaines (Blanchard et al., 2002). Les phtalates peuvent étre
dégradés par photolyse sous ’action des UV et I’efficacité de cette dégradation est d’autant
plus importante avec 1’augmentation de la longueur des chaines alkyles. Il est également
possible de dégrader les phtalates par biotransformation, qui correspond a la dégradation par

des organismes pouvant résulter en de 1’acide glucuronique (Barron et al., 1995).

Bien que les phtalates sont des molécules instables qui se dégradent vite lorsqu’elles sont libres,
ce n’est pas le cas lorsqu’elles sont liées a certains éléments du sol, de I’eau ou de 1’air ou elles

peuvent persister. L’acide fulvique, trés présent dans les sols et les eaux et provenant de la
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décomposition des plantes, est I’un des principaux ¢léments naturels auxquels les phtalates se
lient. Cette liaison forme un complexe stable soluble dans I’eau. L’acide fulvique agit donc
comme transport pour les phtalates et d’autres composés organiques (Ogner & Schnitzer, 1970).
Suite a ce transport, des phtalates ont déja été retrouvés dans des échantillons d’eau, d’air et de
sédiments du Golfe du Mexique, ainsi que dans ceux de I’ Atlantique Nord dont le DnBP et le
DEHP étaient les plus présents (exemple : 1,4-4,1 ng/L de DEHP et 0,4-2,3 ng/L de DnBP dans
I’air de I’ Atlantique du Nord ; Giam et al., 1978). Dans les grands Lac du Canada, les dépots
de DEHP sont estimés de 1,6 tonnes a 3,7 tonnes par an. Concernant 1’eau de pluie, les
concentrations de DEHP sont de 0,02 pg/L aux USA (Ligocki et al., 1985) et peuvent aller
jusqu’a 39,0 ug/L au Canada (Makepeace et al., 1995). Les taux de DnBP varient entre 0,03
ug/L aux USA (Ligocki et al., 1985) et 11,0 pug/L au Canada (Makepeace et al., 1995). A Paris,
en France, les taux de phtalates dans I’eau de pluie sont de 0,42 ug/L pour le DEHP et de
0,59ug/L pour le DnBP (Teil et al., 2006). Les matériaux de construction des batiments de

zones urbaines seraient responsables de ces taux dans I’eau de pluie (Dargnat, 2009).

Au niveau atmosphérique, il a été recensé 3,4 ng/m3 de DnBP et 28 ng/m*® de DEHP dans
I’atmosphere de Paris (Moreau-Guigon et al., 2016). Des taux de phtalates ont aussi été recensés
dans des lieux a faible activité anthropique, comme au large de la Mer du nord (1,06 ng/m? de
DnBP et 1,87 ng/m® de DEHP ; Xie et al., 2006), et sur la cuticule de fourmis en forét
Amazonienne (0.5 ng/mg to 2 ng/mg ; Lenoir, 2016). L’atmosphére serait donc la principale
voie de contamination par les phtalates (Eisenreich et al., 1981), en particulier dans les zones
urbaines (Salapasidou et al., 2011 ; Wang et al., 2008).

Concernant la pollution des sols aux phtalates, les taux de DEHP et de DnBP sont les plus
importants, avec 0,02 a 264 mg/kg et 0,01 a 30,1 mg/kg respectivement. Il a été¢ démontré qu’ils
pénétrent dans les sols par 1’irrigation et par I’application de pesticides (Michael et al., 1984)
ou par 1’épandage de boues d’épuration (Wang et al., 2003). Il a été montré que certains sols en
Chine contiennent 3,09 mg/kg et les sols européens en contiennent 0,17 mg/kg (Bergé et al.,
2013). Suite a ces chiffres importants de pollution environnementale accrue aux phtalates, les

scientifiques ont commencé a étudier I’impact de ces composés sur les écosystémes.

En raison des impacts des phtalates sur 1’environnement et sur la santé humaine aprés une
longue exposition, I’utilisation du DnBP, DEHP, BBP, DINP et du DIDP a été restreinte et
réglementée dans 1’Union Européenne par la Directive de Commission 2007/19/EC.
Concernant les effets constatés sur la fertilité humaine et les perturbations endocriniennes liées

aux phtalates, le taux de DnBP dans les jouets ou produits de soin pour enfants n’est plus
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autorise a dépasser 0,1%, tandis que le DEHP a totalement été banni de ces produits (Chronic
Hazard Advisory Panel, 1985). Les restrictions précisent une limite de migration spécifique!
maximale autorisée pour chaque phtalate. Concernant les matériaux en contact avec les

aliments, I’utilisation du DEHP est interdite pour les contenants a usage unique (B-Lands

Consulting, s. d. UE REACH).

1.2.4 Impact écologique des phtalates

Suite a la pollution importante des phtalates dans I’environnement, les scientifiques ont
commencé a étudier I’impact de ces composés sur les écosystemes. Les phtalates sont connus
pour étre des perturbateurs endocriniens pour la plupart des vertébrés deja étudies (Lyu et al.,
2022), pouvant causer des déreglements hormonaux en interférant avec le bon fonctionnement
des glandes endocrines. Cependant, ils présentent des profils de toxicité et d’activités non-
monotones, ce qui signifie que I’ampleur des effets ne peut étre prédit en fonction de la dose.
L’impact de ces molécules est donc imprévisible dans 1’environnement (Lagarde et al., 2015;
Vandenberg et al., 2012). Les actions principales des perturbateurs endocriniens sont d’agir en
compétition sur la liaison d’un récepteur cellulaire, de modifier la conformation de ce récepteur
par phosphorylation ou par dimérisation, d’empécher le transfert intranucléaire ou d’altérer la
transcription cellulaire (Sultan et al., 2001). Ces perturbations affectent beaucoup la fertilité des
especes etudiées, provoquant notamment des effets oestrogéniques, anti-oestrogéniques et anti-
androgéniques (Jobling et al., 1995 ; Moore, 2000). Chez le rat, les effets oestrogéniques du
DEHP diminuent I’activité de I’aromatase des cellules de la théque interne folliculaire,
interrompant le cycle ovarien (Davis et al., 1994). Les effets du DnBP sont d’empécher
I’implantation des ovocytes fécondés et réduire ainsi la fécondité (Ema et al., 1995-b). Des
déréglements a effets anti-ostrogéniques s’accompagnent d’une hypotrophie du tractus génital
des feetus de rats males lorsque la meére est traitée avec une concentration de 1 mg/L de BBP
(Harris et al., 1997). La méme molécule engendre également une diminution du nombre de
spermatozoides lors de 1’¢jaculation chez le rat (Kavlock et al., 2002) et chez I’Humain (Jegou,
1996). Le DEHP altérerait la fertilité des souris femelles a haute concentration et augmenterait
le poids corporel et le dépdt de graisse viscerale chez les souris exposees a doses
environnementales (Schmidt et al., 2012). Le MEHP Mono-(2-ethylhexyl phtalate), un
métabolite du DEHP, montre également des effets anti-androgéniques en agissant sur les tubes

séminiferes et plus précisément sur les cellules des tubes de Sertoli ou I’activité de la succinate

1 La limite de migration spécifique (LMS) est la quantité maximale autorisée d’un composé par un
objet aux denrées alimentaires.
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déshydrogénase est restreinte, engendrant leur apoptose (Richburg & Boekelheide, 1996). Les
effets des phtalates chez les vertébrés aquatiques, dont certains entrent dans I’alimentation
humaine, ont également été étudiés. Chez le poisson zébre (Danio rerio), on observe une
diminution de I’ovulation et du nombre d’embryons chez les femelles exposées a des doses
environnementales de DEHP, lequel entrave la maturation des ovocytes (Carnevali et al., 2010).
Chez les méles, le DEHP induit une réduction de productions de spermatozoides mais une
augmentation de production de spermatocytes, suggérant que le DEHP inhibe la progression de
la meiose (Uren-Webster et al., 2010). C’est aussi le cas chez les femelles du médaka japonais
(Orizias latipes) ou le DEHP entrave le développement des organes reproducteurs femelles,
empéchant la maturation des ovocytes en réduisant la production d’cestrogenes (Kim et al.,
2002).

Les phtalates peuvent aussi affecter le développement embryonnaire en plus de la fertilité. Des
études sur le rat et la souris indiquent que ces molécules causent également des malformations,
des retards de croissances et une mortalité embryonnaire, ce qui pourrait également étre le cas
chez I’étre humain (Gray, 2000 ; Ward. J et al., 1998). Des études sur d’autres organismes
aquatiques ont été réalisées, notamment sur les amphibiens chez qui il a été démontré que le
DEHP induit une diminution d’éclosions des ceufs de grenouilles (Larsson & Thurén, 1987).
Chez le xénope (Xenopus laevis), Lee et al. (2005) émettent I’hypothése que cette diminution

d’éclosions serait la conséquence de malformations lors de I’embryogéneése.

Certaines données sur les invertébrés marins sont également disponibles mais sont beaucoup
moins nombreuses que celles sur les vertébreés. Les phtalates induisent des effets sur le systéeme
immunitaire, certaines voies hormonales et affectent également le développement. C’est le cas
de la moule méditerranéenne (Mytilus edulis) chez qui I’exposition au DEHP a dose
environnementale engendre un stress cellulaire, un stress osmotique et la stimulation de
I’expression de génes liés au métabolisme énergétique (Xu et al., 2021). Chez la grande daphnie
(Daphnia magna), une augmentation de la teneur en graisses pourrait étre due a l'inhibition de
I'absorption et du catabolisme des acides gras suite a une exposition chronique du DEHP, DEP
et DBP. De plus, le DEHP 1 uM a augmenté la reproduction de 1,5 fois. La transcription des
génes cat et gst impliqués dans la voie anti-oxydante, ainsi que le géne dapl impliqué dans
I’apoptose, ont été régulés a la hausse par le DEHP 10 pL. Le DEP et le DBP a 1 et 10 uM ont
quant a eux induit une diminution de I’expression des génes gst, cat et dapl (Seyoum &
Pradhan, 2019). Lors d’une exposition chronique au BBP 1,2 mg/L, I'expression du gene de la
vitellogénine (précurseur de la vitelline des jaunes d’ceufs, maintenant le cycle de 1’cestradiol

durant I’oogénése ; Kim et al., 2011) a été inhibé, le développement des nouveau-nés anormaux
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est favorisé, et le cycle de développement embryonnaire est raccourci en affectant les
transductions des signaux cellulaires (Li et al., 2021). Une étude sur I’embryogénéese du ver
polychéte Galeolaria caespitosa a révélé que le DBP induit un dysfonctionnement des
spermatozoides suite a un stress oxydatif, ainsi qu'une embryogenése altérée (Lu et al., 2017).
Les phtalates ont aussi des effets sur le taux de survie, ¢’est le cas chez la larve aquatique de la
mouche arlequin (Chironomus riparius), ou I’exposition au BBP a 100mg/L a réduit leur taux
de survie a 40%. De plus, I’exposition au BBP ou au DEHP semble affecter I’expression des
genes hsp27 et hsp70 liés au stress cellulaire, ainsi que la voie des ecdystéroides via le récepteur
nucléaire Ecr a I’ecdysone, hormone induisant la mue (Planell6 et al., 2011 ; Herrero et al.,
2015). Cette voie des ecdystéroides est aussi affectée chez le crabe violoniste (Uca pugilator)
par le DEHP en inhibant I’activité de la chitobiase en agissant comme antagoniste des hormones

de mue ou en interférant avec la synthése des ecdystéroides (Zou & Fingerman, 1999).

Beaucoup d’études ont été réalisées sur la faune aquatique puisqu’elle posséde un contact
proche intime avec 1’eau, comprenant beaucoup d’échanges épidermiques. A contrario, trés peu
de données sont disponibles concernant les effets sur les arthropodes terrestres puisqu’on
pourrait penser qu’ils sont protégés de I’air par leur cuticule (Weill et al., 2004 ; Dong, 2007).
Cependant, les phtalates étant lipophiles, il a été démontré que cette cuticule est une voie de
contamination importante par les phtalates atmosphériques (Cuvillier et al., 2014). D’aprés une
étude réalisée dans les villes de Guyane francaise (ex. Kourou et Cayenne), la cuticule des
fourmis Solenopsis saevissima, et celle d’autres espéces, présenterait des taux de phtalates
(DEHP, DBP, DiBP et BBP cumulés) d’environ 25 ng/mg contre seulement 2 ng/mg chez les
fourmis vivant en forét (Lenoir, 2016). La contamination externe des fourmis au DEHP induit
la diminution de la ponte des ceufs des reines de fourmis noires des jardins (Lasius niger), et
active leur systéeme immunitaire (Cuvillier et al., 2014). Le DEHP et certains phtalates ont un
effet répulsif sur ces fourmis et chez les fourmis rouges (Formica rufa) (Chen, 2005). Une autre
étude basée sur la noctuelle méditerranéenne (Spodoptera littoralis) démontre qu’une
exposition au DEHP diminue I’expression des génes impliqués dans la voie des ecdystéroides
antennaires (récepteurs nucléaires Ecr, USP, E75, E78) et du processus d’olfaction
(calmoduline), induisant une diminution des comportements de reproduction des males (Aviles
et al., 2020). Il a également été détecté une élongation du développement de certains stades
larvaires et une mortalité plus élevée (Avilés et al., 2019). Cette étude nous indique que les
phtalates peuvent également altérer les voies hormonales des pollinisateurs puisqu’eux aussi
dépendent de la voie des ecdystéroides antennaires pour leur socialité, le mutualisme plante-

pollinisateur et leur reproduction dans le cadre de la reconnaissance d’un partenaire sexuel. Il
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y a un manque d’études flagrant concernant les arthropodes malgré les voies hormonales
atteintes. Au vu des données d’exposition des insectes aux phtalates, les invertébrés terrestres
semblent donc étre plutét contaminés par I’atmosphére ou leur environnement proche mais de

facon passive (Lenoir, 2012).

Malgré les restrictions européennes et la diminution de leur utilisation, les phtalates ne cessent
de se distribuer dans I’environnement et persister longtemps une fois lié a un élément, rendant
les populations naturelles toujours exposées. Cependant, des effets significatifs démontrés sur
la reproduction et sur le développement de la faune environnementale, ainsi que sur la voie des
ecdystéroides, pourraient avoir un impact majeur sur les populations. En effet, la voie des
ecdystéroides impliquée dans 1’olfaction de nombreux insectes, dont les abeilles, est utile aux
relations intraspécifiques sexuelles, sociales ou mutualistes. Dans le contexte du déclin global
des pollinisateurs, les phtalates pourraient donc se révéler étre un acteur, sinon majeur pour le
moins non négligeable, de la perturbation des populations naturelles, selon un modéle prédictif
de la toxicité des phtalates sur les abeilles (Arulanandam et al., 2022).

1.3 Les abeilles

1.3.1 Geénéralités
Il y a environ 130 millions d’années, au début du Crétacé, les abeilles auraient évolué a partir
de guépes carnivores apoides (Michez et al., 2019), traditionnellement appelées sphécides, en
association avec les Angiospermes. On en recense actuellement plus de 20.000 especes
(Danforth et al., 2019). Elles font aujourd’hui partie de 1’infra-ordre des aculéates, lesquels
présentent une taille de guépe caractéristique, divisé en 3 superfamilles que sont les
Chrysidoidea, les Vespoidea et les Apoidea. Parmi les Apoidea, on retrouve les apoides
sphéciformes ou vespiformes qui comprennent 3 familles (Ampulicidae, Crabronidae et
Sphecidae) et 893 espéces en Europe. Les apoides apiformes sont communément appelés « les
abeilles » et comprennent, en Europe, 6 familles (Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae,
Megachilidae, Melittidae) et plus de 2.000 espéces (Michez et al., 2019). Les abeilles les plus
connues du grand public de par leur facilité¢ d’¢levage sont I’abeille mellifere (Apis mellifera)

et le bourdon terrestre (Bombus terrestris) (Wilson et al., 2017).

Les abeilles présentent différents types de socialité en fonction des espéeces. Le type de socialité
le plus courant chez nous est celui des especes solitaires. Les femelles de ces especes solitaires
construisent leur nid seules et n’entrent pas en contact avec d’autres individus de la méme

espece sauf avec les males en période de reproduction. Parmi ces especes solitaires se trouvent
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des espéces grégaires, qui nidifient seules mais a proximité du nid d’autres femelles, formant
ainsi des bourgades, et interagissant seulement en cas de défense de la zone de nidification
(Michez et al., 2019). Un troisiéme type de socialité est celui des espéces para-sociales dont les
femelles collaborent entre-elles pour fabriquer un nid commun. Le quatrieme type de socialité
est celui des espéeces sub-sociales chez qui les femelles s’occupent de leur progéniture en cours
de développement et entretiennent des relations sociales avec elles, sans pour autant étre
organisées en castes. Enfin le dernier type de socialité est celui des espéces eusociales. C’est le
cas de Bombus terrestris (Michez et al., 2019). Ces espéces vivent en colonie dont le travail est
divisé et organisé en castes (Fig. 4) (Lindauer, 1976). Chez les espéces eusociales, la reine
assure la ponte des ceufs et stérilise ses filles (ouvriéres) en libérant une phéromone (Brady et
al., 2006). Dans ce type de socialité, soit la colonie présente une phase solitaire dans son cycle
de vie, c’est le cas du bourdon terrestre (Bombus terrestris) chez qui la jeune reine hiberne
seule, soit elle n’en présente jamais, c’est le cas de I’abeille mellifére (Apis melifera) chez qui

la reine essaime avec une partie de la colonie (Michez et al., 2019).

Figure 4 : a. Agrégats de nids d’abeilles solitaires grégaires Colletes hederae (© Peter Thompson). b.
Nid d’abeille eusociale Bombus impatient. (© Rob Cruickshank). c. Nid d’abeille solitaire (©
nativebeehives.com).

Il existe différentes stratégies de nidification chez les espéces d’abeilles. La premiére stratégie
établie pas les abeilles terricoles fouisseuses est de nidifier dans le sol, en y creusant des galeries
(Fig. 4. A.)). Ladeuxieme stratégie est adoptée par les abeilles non-fouisseuses qui nidifient hors
du sol ou dans des cavités existantes (Fig. 4. B. et C). Ces derniéres peuvent nicher dans des

végétaux, dans les anfractuosités de la roche ou dans d’anciens nids. Par exemple, la plupart
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des abeilles du genre Xylocopa nidifient dans le bois mort, Bombus terrestris nidifie dans
d’anciens nids de rongeurs et Osmia bicolor nidifie dans des coquilles d’escargots vides
(Michener, 2007). Une troisieme stratégie est celle des especes magonnes qui construisent leur
nid en boue séchée (exemple : Megachile parietina) ou en résine (exemple : Anthidiellum

strigatum).

A T’heure actuelle, les champs ruraux sont pulvérisés par des pesticides et de plus en plus
homogénéisés, ce qui ne laisse aux abeilles que le milieu urbain comme refuge (Chapman,
Wang & Bourke, 2003 ; Baldock et al., 2015). Leur présence serait favorisée par 1’abondance
de fleurs diversifiées dans les parcs et jardins, ainsi que par l’interdiction d’utiliser des
pesticides en ville (Baldock et al., 2020). On trouve en effet une plus grande densité de nids de
bourdons dans les jardins urbains qu’en prairic (Osborne et al., 2008). Cependant,
I’imperméabilisation des sols en milieu urbain peut influencer négativement la nidification des
abeilles (Geslin et al., 2016), ce qui limite la diversité des espéces présentes en ville (Ahrné et
al., 2009).

1.3.2 Importance de la pollinisation
Les abeilles dépendent presque exclusivement du pollen et du nectar des fleurs pour leur
alimentation. Le pollen leur apporte lipides et protides, tandis que le nectar leur apporte les
glucides (Vanderplanck et al., 2014). Les abeilles présentent une morphologie efficace adaptée
a la récolte du pollen (Michez et al., 2011). Les femelles présentent une brosse de récolte sur
différentes parties du corps selon les familles ou I’ingurgite pour le régurgiter ensuite dans leur
nid. Cette récolte de pollen permet la pollinisation des Angiospermes par transfert de pollen. Si
la pollinisation de certaines espéces d’angiospermes (notamment les poacées) est permise grace
a des vecteurs abiotiques (vent, eau), la plus part sont pollinisée par des vecteurs biologiques
(principalement les insectes) (Ollerton et al., 2011). Ces principaux vecteurs biologiques de la
pollinisation sont les hyménopteres Apiformes, Agaonidae et Masaridae (Michez et al., 2019).
Les hyménopteres représentent 80% de la pollinisation des cultures européennes (Williams,
1994) et 70% de la pollinisation des cultures dans le reste du monde (Klein et al., 2007). Au
total, ce service écosystémique par la pollinisation des insectes représente 10% de la production
agricole mondiale réservée aux ressources alimentaires humaines. Selon le rapport de I’'IPBES
de 2019, ce service écosystémique de la pollinisation représente entre 217 et 533 milliards
d’euros par an. Cela représente plus de 35% de notre alimentation quotidienne (Blitzer et al.,

2016) par les fruits et Iégumes (Klein et al., 2007).

Page 12 sur 84



C. Terzo - Impact des phtalates sur le développement de micro-colonies de Bombus terrestris L. - 2023

1.3.3 Déclin

Les abeilles sont tres importantes pour la pollinisation des plantes sauvages et de culture, c’est

pourquoi le déclin des abeilles est un probléeme majeur, tant pour la société humaine que pour
les écosystemes (Matias et al., 2017). Parmi les abeilles actuellement en déclin, on trouve
essentiellement les Colletidae et les Melittidae (12,8 et 18,9% respectivement) (Porto et al,
2020). Selon la liste rouge européenne établie par 'IUCN et ’'UE 27, presque 10% des especes
d’abeilles sont menacées (Fig. 5). Cependant, plus de 56% des données sur le statut des abeilles
en Europe sont insuffisantes. C’est pourquoi ces chiffres ne sont pas représentatifs de
I’ensemble du déclin des abeilles, lequel pourraient étre fortement sous-estimé (Nieto et al.,
2014).

CRO.4%_ EN2.4% _VU1.2%

L/

—NT5.2%

DD 56.7%

Figure 5 : Statut des abeilles en Europe sur la liste rouge de I'lUCN. a. Liste rouge de I’TUCN des
abeilles en Europe. DD = Données insuffisantes, CR = En danger critique d'extinction, EN = En danger,
VU = Vulnérable, NT = Quasi-menacé, LC = Préoccupation mineure (Nieto et al., 2014). b. Liste rouge
de ’TUCN des abeilles en Belgique (Drossart et al., 2019).

En Belgique, 12,3 % des abeilles sont en danger critique d'extinction (47 espéces), 8,4 % sont
en danger (32 espéces) et 8,9 % sont vulnérables (34 especes). Les menaces identifiées pour les
abeilles sont (i) les exploitations des mines et carriéres, (ii) les perturbations humaines, (iii) les
modifications écosystémiques, (iv) le changement climatique, (v) les incendies, (vi)
I’urbanisation, (vii) la pollution agricole et sylvicole (viil) I’élevage de bétail et (ix) I’expansion

et I’intensification de I’agriculture (Fig. 6, Nieto et al., 2014).
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Figure 6 : Principaux facteurs menacant les abeilles en Europe (traduit de Nieto et al., 2014).

Les causes de déclins sont principalement d’origine anthropique (Goulson et al., 2015 ; Potts
et al., 2010). Le changement climatique semble influencer la répartition des bourdons et leurs
aires de distribution dans le monde entier (Kerr et al., 2015). Ce changement est généré par la
société humaine favorisant 1’urbanisation (Kennedy et al., 2019), engendrant la fragmentation
des habitats (Goulson, 2003), ainsi que par I’expansion agriculturale comprenant 1’utilisation
des engrais et pesticides.

En effet, I’altération des habitats a des effets négatifs sur les populations de pollinisateurs,
principalement par la perturbation des interactions entre les plantes et les pollinisateurs
(Henning & Ghazoul, 2011 ; Geslin et al., 2013). Ces perturbations pourraient étre causées par
la taille croissante des ouvriéres d’abeille (Theodorou et al., 2021). Bien que les jardins
familiaux et autres espaces verts urbains peuvent servir d'alternatives importantes aux habitats
naturels pour de nombreuses espéces (Baldock et al., 2015), le paysage urbain diminue la
diversite d'espéces présentes en ville (Ahrné et al., 2009). D’abord par la perte d’habitats
naturels mais aussi par d’autres contraintes (Jones & Leather, 2012) comme
I’imperméabilisation des sols empéchant les abeilles de nidifier (Geslin et al., 2016) ou comme
I’augmentation du taux de parasitisme chez les bourdons (Theodorou et al., 2016). En plus de
ces contraintes, peuvent s’ajouter les effets néfastes de la pollution urbaine, notamment les gaz
d’échappement (Leonard et al., 2019; Reitmayer et al., 2019). Les phtalates pourraient s’avérer
jouer un réle dans ce déclin (Rahman & Brazel, 2004) puisqu’ils sont fortement présents dans
les sols agricoles et dans les matériaux de construction en ville (Chai et al., 2014 ; Zhang et al.,

2019). Or, au vu de I’augmentation croissante de 1’urbanisation a ’heure actuelle, les phtalates
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pourraient avoir des impacts sur la diversité des abeilles, en plus des effets déja connus de

I’urbanisation sur les populations d’abeilles sauvages en ville.

1.1.4 Physiologie et exposition aux phtalates

Le corps des abeilles se compose d’un exosquelette appelé cuticule, composé de chitine, un
polymere de glucose (Andersen, 1979). La cuticule des insectes forme une barriére solide et
efficace contre la dessication. Elle est composée d’une premiére couche sous-jacente appelée
procuticule (constituée d’un complexe de chitine-protéine permettant sa rigidité), et d’une
seconde couche lipidique superficielle appelée épicuticule. L’épicuticule contient des
hydrocarbures, des cétones, des alcools, des esters de cire, des aldéhydes ou encore des acides
gras libres (HADLEY, 1981).

Dans la physiologie interne des abeilles, on trouve le corps gras qui est essentiel dans le
stockage et I’utilisation d’énergie. Il joue un réle important dans le métabolisme des lipides
(Law & Wells, 1989). Il est aussi responsable de la synthese de la plupart des protéines de
I’hémolymphe et d’autres métabolites comme des acides aminés, des lipophorines et les
vitellogénines nécessaires a la maturation des ceufs (Kilby, 1963). Puisque toutes ces fonctions
sont remplies par le corps gras, il est régulé par plusieurs hormones (Gade, 2004 ; Schooley et
al., 2012). De plus, le corps gras stocke des nutriments, dont des acides gras essentiels a la
production de phéromones (Lockey, 1988 ; Stanley, 2006), et le glycogéne nécessaire a la

production d’alcool de sucres permettant la résistance au froid (Storey, 1997).

De plus, les abeilles ont développé des mécanismes de défense immunitaire complexes,
auxquels le corps gras participe activement. Une premiére réponse immunitaire se fait par des
mécanismes cellulaires comme la phagocytose ou 1’encapsulation, tandis que la deuxieme
réponse immunitaire est humorale. Le corps gras et les hémocytes participent a la synthese de
protéines et de peptides antimicrobiens, sécrétés dans I’hémolymphe en cas de réponse
immunitaire (Gillespie et al., 1997 ; Fowler et al., 2020). Le corps gras est également
producteur d’immunoprotéines, et sa masse permet d’évaluer la réponse immunitaire des

insectes (Rosales, 2017).

Le systeme circulatoire des abeilles est un systetme ouvert composé d’hémolymphe,
correspondant au sang de 1’insecte et faisant également office de liquide lymphatique. Elle est
composée d’eau a presque 90%, de sucre, de sels minéraux, d’enzymes, de protéines, d’acides
aminés et de déchets dont I’acide urique a éliminer (Lehneer & Duvoisin, 2003). Elle permet

aussi la défense contre les pathogenes via les cellules immunitaires qu’elle transporte (Winston,
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1987). L’hémolymphe circule grace a au vaisseau dorsal parcourant I’abdomen dorsalement et

composé d’ostioles et de ventricules contractiles (Lehneer & Duvoisin, 2003).

Les abeilles contiennent un systeme hormonal complexe, important dans la régulation du
développement, de la reproduction et du comportement social et de pollinisation. En premier
lieu, I’hormone juvénile (JH) est sécrétée par les glandes corporéales (ou corpora allata) et
régule de nombreux aspects de la physiologie et du développement des insectes. Par exemple,
c’est le cas notamment du comportement, de la reproduction et de la croissance (Goodman &
Cusson, 1976 ; Riddiford, 1994 ; Wyatt & Davey, 1996). Une autre fonction importante de cette
hormone est d’inhiber la voie des ecdystéroides. Cette seconde voie contient les principales
hormones stéroidiennes des insectes, produites par les glandes prothoraciques. Elles sont plus
connues pour leur réle dans I'organisation des processus de développement tels que la mue via
I’hormone de mue MH, la métamorphose, I'embryogenése (Gruntenko & Rauschenbach, 2008)
et la régulation de la reproduction (Hagedorn, 1985b). Chez les insectes, les perturbateurs
endocriniens peuvent agir de différentes maniéres sur leur systéme endocrinien. La premiere
voie d’action s’appelle le mimétisme hormonal. La molécule imite 1’activité des hormones
naturelles des insectes, entrainant une perturbation du développement, de la reproduction ou du
comportement (Frye et al., 2012). La seconde voie d’action est le blocage des récepteurs
hormonaux, empéchant les hormones naturelles d’agir. La troisiéme voie d’action des
perturbateurs endocriniens est la perturbation de production des hormones en affectant les

glandes endocrines.

Les abeilles peuvent facilement entrer en contact avec les phtalates puisque la constitution de
leur cuticule est treés favorable a leur adsorption suite a leurs propriétés lipophiles (Weschler et
al., 2008). Cela indiquerait que la principale voie de contamination se fait par I’atmosphére,
bien qu’elle puisse aussi se faire par 1’alimentation mais moins efficacement puisque le DEHP
est répulsif (Lenoir et al., 2012b ; Cuvillier et al., 2014). L’impact des phtalates sur les
différents systemes physiologiques des abeilles sont trés peu connus. Cependant, il se pourrait
que leur systéme immunitaire s’active dans le corps gras (Cuvillier et al., 2014), en plus
d’induire un stress cellulaire (Planello et al., 2011). De plus, I’effet des phtalates sur le systéme
circulatoire des abeilles pourrait induire une modification du nombre d’hémocytes (Kuzukiran
et al., 2022). Cette réponse hémocytaire serait une réponse défensive de 1’abeille face aux
phtalates, puisque I’hématologie permettrait d’évaluer 1’état de santé de certains animaux suite
a un stress (Fazio, 2019). Ensuite, concernant les effets potentiels des phtalates comme

perturbateurs endocriniens des insectes, la voie des ecdystéroides et celle de 1’olfaction
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pourraient étre impactées (Avilés et al., 2019, 2020), et altérer ainsi leur comportement de

reproduction (Krieger et al., 2006).

Compte tenu des preuves croissantes reliant les phtalates aux effets nocifs sur des voies
importantes chez ’insecte durant une période de déclin des populations mondiales d’abeilles,
il semble important de comprendre les impacts de ces polluants urbains sur leur santé et leur

reproduction.
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CHAPITRE 2: Objectifs du mémoire et
hypotheses de déepart

Les phtalates sont des polluants catégorisés comme perturbateurs endocriniens particulierement
présents en milieu urbain, et tres peu étudiés sur les insectes. Les abeilles étant relativement
abondantes en ville et fournissant un service écosystémique important, il est nécessaire de

mieux connaitre les effets des phtalates sur ces insectes.

Ce travail a pour objectif de comparer les effets de deux différents phtalates (DEHP et DnBP)
a concentration environnementale individuellement, et en mélange sur la santé individuelle et

coloniale de Bombus terrestris L.

Selon une expérience préliminaire du projet ASPI concernant I’effet du DnBP et du DEHP a
doses environnementales, 0,1x et 10X, on s’attend a avoir de la surmortalité concernant ces deux
molécules. De plus, le mélange cocktail de ces deux phtalates pourrait engendrer une
surmortalité comparée a 1’exposition des molécules seules. Cependant, on peut émettre
I’hypothése que I’effet colonial puisse faire un effet tampon sur la toxicité de certaines

molécules.

Concernant les effets physiologiques, il est possible que les molécules de DEHP et de DnBP
aient des effets sur I’immunité des bourdons comme une augmentation du nombre de cellules

d’hémolymphe ainsi qu’une modification du taux de corps gras.

En émettant ’hypothése que le DEHP et le DnBP aient des effets sur I’'immunité et la voie des
ecdystéroides des bourdons, il est probable que cela affecte également la production du couvain

et le développement larvaire.
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CHAPITRE 3 : Matériel et méthodes

3.1 Modele biologique et molécules étudiées

3.1.1 Bombus terrestris (L. 1758)

Le bourdon terrestre fait partie de 1’ordre des Hyménopteéres, plus précisément de la famille des
Apidae du genre Bombus (Michener, 2000). 1l est le bourdon le plus commun sur Terre (Kerr
et al., 2015). Les premiers élevages de Bombus terrestris ont commencé en 1988 a partir
d’individus récoltés en milieu naturel. Aujourd’hui, il est grandement domestiqué et les colonies
voyagent réguliérement d’un pays a 1’autre, menant ce bourdon a beaucoup de sous-especes
différentes (Velthuis et al. 2002 ; Ings et al. 2005a). Le bourdon Bombus terrestris L. est une
espece d’abeille eusociale. Au début du printemps, la reine de bourdon se réveille d’hibernation
et se mets en quéte de ressources alimentaires, tels que le pollen et le nectar des fleurs
printaniéres (Fig. 7). Il s’agit de la phase solitaire. Pendant ce temps, elle recherche également
un endroit ou confectionner un nouveau nid, souvent dans un nid de rongeur abandonné. Sa
premiére construction est un pot a nectar formé a base de cire, ainsi qu’un pain de pollen
enveloppé d’une poche de cire lui permettant d’y pondre ses premiers ceufs fécondés diploides.
La phase eusociale de la colonie commence avec I'émergence des premiéres ouvriéres femelles.
Les ouvrieres participent activement a la collecte de ressources. Au fil des pontes, la réserve de
spermatozoides de la reine s’amenuise et elle commence a pondre des ceufs non-fécondés
haploides, donnant des males. De plus, les ouvrieres développent leurs ovaires et se disputent
la production de méles et de futures reines avec la reine actuelle. C’est 1a que commence la
phase de compétition. Les méales émergés sont rapidement exclus de la colonie a la recherche
d’une jeune reine de bourdon a féconder. Les jeunes reines fécondées entrent ensuite en
diapause hivernale durant 6 a 9 mois avant de recommencer le cycle (Amsalem et al., 2015b ;
Rasmont et al., 2021)
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Figure 7 : Cycle de vie des bourdons. (d’apres Amsalem et al., 2015). La jeune reine sort de diapause
au début du printemps et entre en phase solitaire. Elle cherche des ressources alimentaires, trouve un
endroit ou nicher et y ponds ses premiers ceufs diploides. Les premiéres ouvriéres émergent, c’est la
phase eusociale. Ensuite la phase de compétition a lieu lorsque les ouvrieres et jeunes reines émergent
et se disputent la production d’ceufs males haploides. Les méles émergent et quittent la colonie ainsi que
les jeunes reines. Les jeunes reines sont fécondées et entre en diapause 6 a mois pendant I’hiver, et le
cycle recommence.

Le bourdon terrestre est actuellement exploité commercialement par les agriculteurs afin de
favoriser la pollinisation de leurs cultures ou de leurs champs (Sirali et al. 2012). Bombus
terrestris a été sélectionné pour cette expérience puisqu’il s’agit d’une espéce a large
distribution dans le monde, mais aussi car elle est domestiquée grace a sa facilité d’élevage et
a sa grande faculté d’adaptation, la rendant facilement procurable en laboratoire (Kleijn &
Raemakers 2008). Cette grande disponibilité permet une facilité de production de
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microcolonies dans le cadre d’études toxicologiques. De plus, cette espéce permet d’évaluer la
qualité de son environnement, étant considérée comme espéce bioindicatrice de la qualité de
I’air extérieur, ce qui la rend trés utile dans le cadre d’une exposition topique a des polluants

urbains (Kevan, 1999).

3.1.2 Molécules étudiées

Les molécules étudiées sont le DEHP (di-2-ethylhextyle phtalate) et le DnBP (di-n-butyl
phtalate). Ces molécules ont été choisies puisqu’elles ont des effets sur les voies hormonales
des insectes (Planello et al., 2011 ; Aviles et al., 2019, 2020), en plus d’étre trés présentes dans

Pair des villes.

Durant cette expérience, les individus ont été exposes a différents traitements comprenant une
goutte de 2 pul d’eau minérale a 0,07% de méthanol et I’une des 5 concentrations suivantes : (i)
DEHP & concentration 12 ng/g d’abeille, (ii) DEHP a concentration environnementale 120 ng/g
d’abeille, (iii) DnBP a dose environnementale 60 ng/g d’abeille, (iv) DnBP a concentration 600
ng/g d’abeille et (v) un cocktail de DnBP et de DEHP a doses environnementales. Ces doses
ont été etablies suite a la découverte de ces concentrations sur la cuticule de 75% des bourdons
attrapés dans Lille dans le cadre d’une expérience du projet ASPI, suggérant qu’il s’agisse des
concentrations chroniques auxguelles sont exposées les abeilles sauvages a Lille. Dans une
précédente expérience d’exposition du projet, il a été décidé d’encadrer ces deux doses
environnementales par deux doses ou il a été démontré que la dose environnementale du DnBP
60 ng/g générait de la mortalité. Dans ce mémoire, on se concentre sur des concentrations du
DEHP et du DnBP générant des effets sur Bombus terrestris qui ont été déterminées dans

d’autres expériences du projet ASPI (non-publiées a ce jour).

Les solutions méres des molécules actives pour cette expérience proviennent de la firme Sigma-
Aldricht™, 11 s’agit du DEHP a concentration de 9,85 x 10° ng/uL (CAS n° 117-81-7) et du
DnBP a concentration 1,043 x 108 ng/uL (CAS n° 84-74-2). L utilisation de méthanol comme
solvant a été nécessaire pour permettre la solubilisation des phtalates dans 1’eau mais a un

concentration de 0,07% n’a pas été dépassée afin de limiter les effets du solvant sur le bourdon.
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3.2 Dispositif expéerimental
3.2.1 Elevage des microcolonies

Nous avons réceptionné 5 colonies meres de Bombus terrestris L. provenant de la firme Biobest
(Biobest Group NV llse Velden 18, 2260 Westerloo), maintenues dans une piéce a 1’abris de la
lumiére et a température ambiante. Chaque colonie mere a été étiquetée par une lettre (A, B,
C, D, E) afin de pouvoir préparer au mieux les microcolonies. A la fin de la période d’¢levage,

les colonies méres ont été congelées a -80°C durant minimum 2h afin de les sacrifier.

Les effets des phtalates DEHP et DnBP ainsi que de leur mélange sont testés sur des
microcolonies de Bombus terrestris. Les 10 microcolonies sont chacune composees de 10
ouvrieres aléatoirement sélectionnées au sein des 5 colonies méres fondatrices issues de Biobest
(Fig. 8, Biobest Group NV llse Velden 18, 2260 Westerlo) Les 5 premiéres colonies sont
installées le premier jour, correspondant au bloc 1, et les 5 suivantes sont installées le deuxiéme
jour, correspondant au bloc 2. Les microcolonies sont placées dans une salle chauffée a 25°C +
5°C, avec un taux d’humidité de 61% =+ 5%, qui sont les conditions optimales d’élevage d’aprés
Regali & Rasmont (1995). Il y a 8 traitements dont 3 contréles (« rien », « eau minérale »,
« méthanol ») et 5 traitements phtalates (DEHP 12 et 120 ng/g, DnBP 60 et 600 ng/g, et Mix
DEHP 120 x DnBP 60 ng/g). Afin de tenir compte des effets potentiels du design expérimental
sur le développement des microcolonies, trois conditions de contréle ont été établis : (i) colonies
qu’on ne traite ni aux phtalates ni au froid afin de tenir compte de ces deux facteurs sur la
mortalité et le développement de la colonie, (ii) colonies exposées au froid et traités avec de
I’eau minérale afin de tenir en compte les effets du froid sur la mortalité et le développement
de la colonie, (iii) colonies exposées au froid et traitées avec une solution de méthanol 0,07%

afin de tenir en compte I’impact du solvant.
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Figure 8 : Schéma explicatif des microcolonies en fonction des traitements et des colonies méres
fondatrices. Les fleches représentent un total de 10 bourdons transférés dans une microcolonie a partie
d’une colonie mére. Les blocs représentent le décalage des jours d’installation. Le premier jour, le bloc
1 a été installé, le bloc 2 a été installé le lendemain. Les colonies ont été séparées en deux blocs pour
faciliter le nourrissage.

Les microcolonies sont constituées de boites en plastique transparente de 16 x 16 x 10 cm
(Fig. 9). Le sirop qui leur est fourni est stocké dans des pots a sirop de type Corning®
Gosselin™ et amené aux ouvriéres par capillarité. Du pollen d’aubépine leur est fourni sous

forme de candis a I’intérieur de la boite d’¢élevage.

- - e
Figure 9 : Installation des microcolonies. a. Microcolonie de Bombus terrestris L, il s’agit d’une cage
en plastique munie d’un socle grillagé permettant d’évacuer les excréments de la colonie, et d’un
couvercle ouvert sur le dessus permettant de faciliter le nourrissage. En dessous se retrouve une boite
en plastique pour y placer le pot a sirop. Photographie : Sébastien Duterne. b. Les pots a sirop sont en
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plastique, le couvercle est troué¢ pour permettre le passage d’un capillaire en coton facilitant I’accés au
sirop. (Photographies : a. S. Duterne, b. C. Terzo).

/////

sauf pour la structure des microcolonies pour une question de facilité et de codt. De plus, une
¢tude a analysé les eaux versant de 1I’Escaut, estime un taux allant de 17,2 £ 2,58 et 179,1 +
26,9 pg/L concernant les phtalates de DMP, de DEP, de DnBP, de BBP, de DnOP et de DEHP
(Net et al., 2015). C’est pourquoi toutes les préparations au contact des bourdons ont été
préparées dans de la verrerie décontaminée au préalable a ’hexane et a I’acétone avant chaque

utilisation.

Toutes les manipulations des microcolonies ont été réalisées sous lumicre rouge afin d’éviter
de stresser les bourdons ou de les voir s’échapper. Ne détectant pas la longueur d’onde

correspondante au rouge, ils sont moins agressifs et ne s’envolent pas lors de I’ouverture des

boites (Skorupski & Chittka, 2010).

Les microcolonies sont labellisées selon le nom de 1’expérience, la colonie mére, le bloc de
lancement et le traitement avant d’étre placées sur les étageres par ordre de colonie mére et
groupées par traitement (Tab. 2). Sur les 80 microcolonies, 40 ont été installées le premier jour
(bloc 1) et les 40 suivantes ont été installées le lendemain (bloc 2), a raison de 5 microcolonies
par traitement le premier jour et les 5 autres le deuxiéme jour. Cela permet de mieux répartir le

temps de nourrissage (Fig. 10).

Tableau 2 : Tableau des différents traitements et de leurs caractéristiques.

Abréviations  Type de condition Molécule/Composition Dose
0000 Controle Rien /
S000 Controle Eau minérale + méthanol 0,07% /
C000 Controle Eau minérale /
D012 Traitement DEHP 12 ng/g
D120 Traitement DEHP 120 ng/g
P060 Traitement DnBP 60 ng/g
P600 Traitement DnBP 600 ng/g
X180 Traitement Mix DEHP 120 ng/g et DnBP 60 ng/g = 120x60 ng/g

Page 24 sur 84



C. Terzo - Impact des phtalates sur le développement de micro-colonies de Bombus terrestris L. - 2023

Figure 10 : Salle d’élevage. Les colonies sont placées sur des étageres triées par traitement, la salle
d’¢levage est maintenue a une température de 25°C + 5°C, avec un taux d’humidité de 61% * 5%.
Photographie : S. Duterne.

3.2.2 Consommation de pollen et de sirop

Les candis sont préparés tous les 2 jours et pesés (erreur standard = + 0,001 g). Les candis sont
préparés en mélangeant du pollen d’aubépine traité aux rayons gamma avec un ratio de 0,15
mL de sirop par gramme de pollen. Le poids des candis est de 1 g £ 0,1 g par microcolonie
entre le premier et le 21° jour, puis nous avons augmenté la masse des candi a 2 g + 0,2 g de
pollen entre le 22° jour et le 27° jour afin de garder une consommation non limitée, et enfin a 3
g £ 0,3 g entre le 28° jour et le 35° lorsque la plupart des colonies d’abeilles consommaient
entierement leur candi. Un candi contrOle est également préparé pour mesurer le taux
d’évaporation et le tout premier candi est laissé dans la colonie pour permettre aux ouvriéres de
commencer leur construction par-dessus, au centre de la colonie. En plus du pollen, les
ouvrieres ont acces a du sirop 50% m/m, ou un pot contrble est aussi nécessaire pour mesurer
le taux d’évaporation. Tous les deux jours, les candis et les pots a sirop sont pesés et remplacés

afin de déterminer la consommation.
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La distribution des candis est réalisée a 1’aide d’une plaque en verre préalablement
décontaminée a I’hexane puis a 1I’acétone (Fig. 11). Il est nécessaire d’utiliser de 1’eau provenant
de bouteilles en verres (Spa Reine, eau plate, 1L) pour fabriquer le sirop afin de limiter au

maximum les contaminations par différents phtalates provenant des emballages plastiques.

Figure 11 : Nourrissage des colonies. a. Organisation des candis sur une plaque en verre décontaminée.
Les candis sont préparé avec du pollen d’aubépine et du sirop (50/50) avec un ratio de 0,15 mL/g de
pollen. Les candis sont pesés puis triés par traitement avant le nourrissage. b. Préparation et pesée des
pots a sirop sur une balance analytique. Photographies : C. Terzo.

3.2.3 Exposition topique des individus

Il a été décidé d’exposer les bourdons topiquement et non oralement en raison d’une expérience
démontrant que les fourmis Lasius niger sont capables de détecter les phtalates tels que le
DEHP présents dans leur nourriture, et ainsi éviter de s’en sustenter (Cuvillier et al., 2014). Il
a donc été émis I’hypothése que Bombus terrestris puisse également étre capable de détecter
les phtalates dans leur nourriture, ce qui aurait engendré des biais dans notre expérience.
L’exposition topique permet d’administrer une dose exacte a concentration exacte et de fagon
égale a chaque bourdon pour éviter ces biais. De plus, Bombus terrestris est un insecte volant
exposé en permanence aux phtalates atmosphériques pouvant de ce fait les ramener au sein du
nid.

L’exposition des bourdons aux phtalates est réalisée une fois par semaine. Cette fréquence
d’exposition est déterminée suite a une expérience préliminaire au cours de laquelle une
méthode a été choisie pour minimiser I’impact du froid sur les ouvriéres (voir Annexes 7.1). La
premiere exposition a été faite 3 jours apres 1’installation du bloc expérimental. Les expositions
sont réalisées de front par rapport aux traitements, sauf le traitement contrdle ‘« rien » qui est
ni expose au froid, ni aux molécules. Les ouvrieres sont endormies deux par deux dans des
contenants en verre décontaminés sur glace jusqu’a évanouissement durant dix minutes
maximum. Deux microlitres de traitement sont ensuite appliqués sur la partie glabre du thorax

de chacune (Fig. 12). Les ouvrieres sont ensuite replacées dans leurs microcolonies respectives

Page 26 sur 84



C. Terzo - Impact des phtalates sur le développement de micro-colonies de Bombus terrestris L. - 2023

en salle d’élevage une fois réveillées a température ambiante afin d’éviter un stress di a des

variations de températures trop importantes.

Figure 12 : Exposition aux phtalates d’une ouvriére endormie. a. L’ouvriére a ét¢ endormie sur glace
durant 10 minutes et est placée sur le ventre. Une goutte de 2 pL de traitement est appliqué en frottant
la pipette sur la partie glabre du thorax. b. Agrandissement de la figure a. Photographies : C. Terzo.

3.3 Parameétres mesurés

Les parametres mesurés ont été recensés a 1’échelle coloniale puisque sans reine, 1’absence de
ses phéromones permettent a une ou plusieurs ouvrieres d’entamer la ponte et ainsi le
développement de la microcolonie (Roseler, 1970). Les paramétres mesurés a 1’échelle
coloniale sont ainsi la mortalité des ouvrieres, leur consommation en sirop et en pollen, et les
différents stades larvaires produits. D’autres paramétres ont été mesurés a 1’échelle individuelle
dont le taux de corps gras dans le cadre de ce mémoire, et I’expression de génes impliqués dans
I’olfaction et dans la voie des ecdystéroides dans le cadre de la thése de Justine Dewaele. Les
paramétres a 1’échelle individuelle permet d’analyser les effets des traitements sur la

physiologie des abeilles.

3.3.1 A 1’échelle coloniale
a. Mortalité

Toutes les ouvrieres mortes ont été pesées et recensées selon la date, la colonie et le traitement
concerné. De plus, les ouvriéres adoptent un comportement qui consiste a éjecter les larves en
cours de développement lorsqu’elles sont soumises a un stress (Pomeroy & Plowright, 1979).
Cette ¢jection larvaire permet donc d’évaluer le stress soumis aux colonies selon le traitement
employé. De ce fait, il est possible d’évaluer ces réponses de stress en mesurant le nombre de

larves rejetées ainsi que la mortalité des ouvriéres. Ces mesures sont prises en dénombrant
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nombre de larves rejetées par microcolonie d’une part, et en pesant les ouvrieres mortes d’autre

part.

b. Production du couvain et consommation des ressources

La masse du candi de pollen ainsi que celle du pot a sirop a été relevée tous les deux jours afin
de déterminer la quantité consommeée par les ouvrieres et de suivre la consommation au long
des 35 jours d’élevage en fonction des différents traitements. La perte de masse du pollen et du
sirop par I’évaporation a été pris en compte a 1’aide d’une microcolonie sans ouvrieres ou les
ressources ont été prélevées tous les deux jours également. Afin d’étudier la dynamique de
collecte des ressources, la dilution pollinique a été calculée (consommation de sirop cumulée /
consommation de pollen cumulée), ainsi que I’efficacité pollinique (masse total des larves (g)

/ consommation totale de pollen (g)).

En fin d’expérience les couvains sont disséqués afin d’analyser les différents stades de
développement des microcolonies (Fig. 13). Ces stades comprennent dans cet ordre : les ceufs,
les larves non-isolées, les larves isolées pré-défécation, les larves isolées post-défécation, les
pupes, les males non émergés et les males émergés. lls sont dénombrés et pesés
individuellement par stade sur une balance analytique. Uniquement les larves non-isolées sont
pesées en groupe et non individuellement, et les ceufs et les larves éjectées ne sont pas peses
mais uniquement dénombrés. Un relevé de 1’émergence des males est effectué lors de la
derniére semaine d’¢levage. Ce relevé comprend le nombre de males par traitement, leur date

d’émergence ainsi que leur masse individuelle.
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© Paolo Rosa (2022)

Figure 13 : Photo des stades de développement de Bombus terrestris L., 1. Les ceufs, 2. Les larves
non-isolées, 3. Les larves isolées pré-défécation, 4. Les larves isolées post-défécation, 5. Les pupes, 6.
Les males non-émergés et 7. Le bourdon terrestre adulte. Crédits des photographies : Paolo Rosa, dans
le projet PoshBee (2022).

3.3.2 A I’échelle individuelle
a. Effets des traitements sur le taux de corps gras

A la fin de I’expérience, le taux de corps gras des ouvriéres et des males a été mesuré. Etant un
organe permettant la lipogenése et la réponse immunitaire, une modification du taux de I’organe
pourrait indiquer une défense immune de la part de I’organisme (Rosales, 2017). Le ratio corps
gras de 2 ouvriéres par traitement a été mesuré quand ce nombre était disponible malgré la
mortalité dans la colonie. L’extraction des corps gras a été réalisé selon la méthode d’Ellers
(1996), adapté par Gekiere (2021). Les abdomens ont été isolés, pesés puis séchés a 70°C durant
3 jours. Ensuite ils ont été placés dans 2mL de di-éthyl-éther durant 24h. Cela permet de
dissoudre les tissus graisseux. Pour extraire la graisse dissoute, il faut rincer deux fois les
abdomens au di-ethyl-éther avant de les peser a nouveau apres avoir séché 7 jours a 70°C. Le
corps gras est mesuré en soustrayant la perte de masse abdominale a la masse totale de

I’abdomen sec, divisé pas la masse de ’abdomen frais.
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b. Prélevements pour des analyses ultérieures

Dans le cadre de la these de doctorat de Justine Dewaele, les autres individus restants ont été
récoltés et disséqués pour des analyses ultérieures, lorsque cela était possible malgré la mortalité
dans la microcolonie. Apreés évanouissement au froid durant 10 minutes maximum sur glace,
I’abdomen et les antennes de deux ouvrieres par microcolonie ont été prélevés au froid sur une
plaque de verre lavée préalablement au RNAse Zap®, sous binoculaire. L’hémolymphe de deux
ouvrieres a été collecté pour une future analyse bactériologique. Ces tissus serviront a quantifier
I’expression de génes de la voie des ecdystéroides et ainsi que certains genes du systéme

immunitaire via RT-gPCR.

Concernant les males, en plus d’analyser leur ratio corps gras, le thorax a été prélevé et conservé
dans de I’alcool 70% afin de réaliser ultérieurement une étude morphometrique sur leurs ailes.
Cependant, ce mémoire se concentre uniquement sur le développement de la colonie avec les
pesées de larves, la consommation de pollen et de sirop, la mortalité et I’analyse du ratio corps

gras.

3.4 Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a I’aide du logiciel R v.4.0.5 (R Core Team
2020). et toutes les figures ont été générées avec ggplot2. Pour les analyses statistiques, la valeur

de p < 0,05 a été utilisee comme seuil de significativité.

3.4.1 Mortalité

Afin d’étudier I'effet des différents traitements sur la mortalité des ouvriéres au sein des
microcolonies, une courbe de Kaplan-Meier a été réalisée (fonction « ggsurvplot » du package
« survival »), ainsi qu’une analyse de régression cox permettant d’analyser la significativité du
taux de mortalité (fonction « coxph » du package « survival »). Cette analyse de régression a

été utilisée avec le traitement comme facteur fixe.

3.4.2 Production du couvain et consommation des ressources

Avant de réaliser les analyses statistiques, les données ont été visualisées sur des boites de
dispersion, et les données de collecte de sirop et de pollen ont été standardisees par la masse du

couvain correspondant au jour de collecte des ressources.

Des modeéles linéaires mixtes LMM (fonction « glmer » du package « Ime4 ») ou des modeles
linéaires généralisés a effets mixte GLMM (fonction « gimmTMB » du package « gimmTMB)

ont été calculés afin de comparer les effets des différents traitements de phtalates sur le
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développement des microcolonies. Le traitement et le sexe ont été sélectionnés comme facteur
fixes, et la colonie mére ainsi que le bloc ont été sélectionnés comme facteurs aléatoires.
Lorsque les résultats sont significatifs, un test « pairwise » (fonction « emmeans » du package

« emmeans ») est réalisé.

Concernant les valeurs quantitatives discréetes (i.e. dénombrement des différents stades
larvaires), une distribution de poisson est utilisée. Mais si la distribution des résidus présentent
une sur-dispersion (« testDispersion » du package « DHARMa ») ou des exces de valeurs nulles
(fonction « TestZerolnflation » du package « DHARMa »), une distribution binomiale négative
est utilisée.

Concernant les valeurs quantitatives continues (i.e. masse des différents stades de
développement, collecte de sirop et pollen), un modele linéaire mixte a distribution gaussienne
LMM (fonction « Ime4 » du package « Ime4 ») est utilisée. Si la condition concernant la
normalité des résidus (fonction « Shapiro.test » du package « stats ») n’est pas respectée, un
GLMM a distribution gamma (fonction « gimmTMB » du package « gimmTMB », argument
family = Gamma) est alors employée. S’il s’agit de données quantitatives continues bivariées
(i.e. éjection larvaire), un GLMM a distribution binomiale est utilisee (argument family =
binomial). Un test de Kruskal-Wallis (fonction « kruskal test » du package « Stats ») a été

réalisé pour comparer les masses totales des larves produites entre traitements.

3.4.3 Effets des traitements sur le taux de corps gras

Des tests de Kruskall-Wallis (fonction « kruskal test » du package « Stats ») ont été réalisés
sur le ratio corps gras des ouvriéres et des males afin d’étudier 1’analyse de la variance, puisque
les conditions de ’ANOVA n’étaient pas remplies. Les analyses ont été faites en fonction des

traitements, du bloc, du sexe, des séries de manipulation et de leur date d‘émergence.

Ensuite, des GLMM a distribution gamma (fonction « gimmTMB » du package « gImmTMB »,
argument family = Gamma) ont été réalisés afin de comparer les effets des différents traitements
de phtalates sur les ouvriéres, avec comme facteur fixe le traitement et le sexe, et comme facteur
aléatoire la microcolonie imbriquée dans la colonie mére, ainsi que le bloc. Lorsqu’il y a
significativité, un test a comparaison « pairwise » est réalisé (fonction « emmeans » du package

« emmeans »).
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CHAPITRE 4 : Résultats

Durant cette expérience, 80 colonies de 10 ouvrieres ont été mises en place dans les conditions

optimales d’élevages de Bombus terrestris durant 35 jours. Au total, 505 ouvrieres ont été

récupérées et 619 males ont été produits. En raison d’un probléme de manipulation du bloc 1

ayant engendré une mortalité anormale apres la premiere exposition au froid, uniquement les

résultats du bloc 2 seront montrés et analysés. Les résultats globaux et les résultats du bloc 1

sont en annexes.

4.1 Mortalité

Sur les 400 bourdons installés en microcolonie, 123 ouvriéres sont mortes durant la période

d’¢levage (Tab 3, Fig. 14) et 277 ont été récupérées. Les microcolonies traitées au DEHP 120

ng/g et au cocktail sont celles ayant eu le plus d’ouvriéres mortes par microcolonie.

Tableau 3 : Résultats du nombre de mortes par traitement.

Traitement | Contr6le | Contr6le | Contrble DEHP DEHP DnBP DnBP Mix
rien eau solvant 12ng/g | 120ng/g | 60ng/g | 600 ng/g | 120x60 ng/g
Nombre de 9 11 13 14 23 19 11 23
mortes

La mortalité a été étudiée globalement ainsi qu’en séparant les deux blocs (Fig. 15 pour le bloc

2, voir annexes 7.3.1 pour I’analyse du bloc 1 et globale). Les analyses indiquent une forte

significativité concernant le traitement cocktail (Régression Cox, p = 0,00841) et le traitement
DEHP 120 ng/g (Régression Cox, p = 0,01664).
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Figure 14 : Nombre de mortes par microcolonie du bloc 2 en fonction des traitements. Boites de
dispersion représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans I’espace inter-quartile (IQR),
les points extérieurs a 1’espace inter-quartile représentent quelques valeurs extrémes. Nombre de
colonies par traitement = 5). Les p-value sont obtenues en comparaison avec le contrble « solvant ».
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Figure 15 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvriéres. Probabilité de survie des ouvriéres en
fonction des différents traitements. Noter que 1’échelle a été modifiée (0,35-1). Nombre de colonies par
traitement = 5.
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4.2 Consommation des ressources et developpement du
couvain

Consommation des ressources : La consommation totale de pollen ne différe pas
significativement au sein des microcolonies exposées aux différents traitements (Fig. 16,
Kruskal-Wallis, y? = 4,9721, df = 7, p = 0,6634), ni en fonction du bloc (Kruskal-Wallis, ¥* =
0,3202, df = 1, p = 0,571). Aprés un GLMM sur la consommation de pollen, on a détecté que
le traitement impacte significativement la consommation des ouvriéres (GLMM, y? = 14,538,
df =7, p=0,0424). Aprés un test a comparaison deux a deux, les ouvrieres du traitement DnBP
60 ng/g ont consommeé plus de pollen que les ouvriéres du traitement cocktail (p = -0,0192,
estimate = 1,4636). La dilution pollinique n’a révélé aucune différence significative entre les
traitements (GLMM, ¥® = 5,512, df = 7, p = 0,5977), de méme concernant I’efficacité pollinique
(LMM, »?=9,389, df = 7, p = 0,2259).

La collecte de sirop ne difféere pas significativement selon le traitement (Fig. 17, Kruskal-
Wallis, 2 = 22,899, df = 7, p = 0,471), mais c’est le cas selon le bloc (Kruskal-Wallis, ¥2 =
21,9717 df =1, p <0,001). La collecte de sirop entre les différents traitements ne révele pas de
différence significative (GLMM, %2 = 4,0583, df =7, p = 0,773).

Production du couvain : Chaque traitement contient les différents stades de développement
comprenant les ceufs, les larves non-isolées, les larves isolées pre-défécation, les larves isolées
post-défécation, les pupes, les males non-émergés et les males émergés. La masse totale des
larves produites a révelé une différence significative entre les traitements (Fig. 18, GLMM, 2
= 15,641, df =7, p = 0,0286). Cependant, un test post-hoc a comparaison multiple deux a deux
n’indique de différence significative qu’entre le controle « rien » et le traitement cocktail (p =
0,0230).
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Figure 16 : Consommation de pollen du bloc 2 par traitement. Boites de dispersion représentant la
médiane par la ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). Les données sont
standardisées par la masse du couvain (n = 5). La différence de consommation de pollen entre les
traitements n’est pas significative (p = 0,6634).
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Figure 17 : Consommation de sirop du bloc 2 par traitement. Boites de dispersion représentant la
médiane par la ligne horizontale comprise dans I’espace inter-quartile (IQR). Les données sont
standardisées par la masse du couvain (n = 5). La consommation de pollen entre les traitements ne varie
pas significativement ( p = 0,471).
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Figure 18 : Masse totale des larves en fonction du traitement. Boites de dispersion représentant la
médiane par la ligne horizontale comprise dans I’espace inter-quartile (IQR). (n = 5). Les acronymes
des traitements sont : O000 = contr6le rien, C000 = contrble eau, SO00 = controle solvant, D012 = DEHP
12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail.
Uniquement la différence entre le traitement cocktail (X180) et le contrdle « rien » est significatif (p =
0,0230).

En analysant le nombre (Fig. 19) et la masse (Fig. 20) des différents stades de développement,
le nombre d’ceufs ne varie pas significativement selon le traitement (GLMM, y2 5,2763, df =
7, p = 0,6263), et aucune différence n’a été détectée entre les traitements concernant le
recensement des larves non-isolées (GLMM, x2 = 4,3578, df =7, p = 0,7378), ni sur leur masse
(GLMM, 2 = 3,997, df = 7, p = 0,7801).

Nous avons découvert que le nombre des larves pré-défécation des différents traitements varient
presque significativement (GLMM, y2 = 12,602, df =7, p = 0,08242). Aprés un test post-hoc a
comparaison multiple, il s’avere que le traitement cocktail a un nombre réduit de larves pré-
défécation (p = 0,0416, estimate = 1,541) par rapport au contréle « rien ». Cependant, la masse
des larves pré-défécation ne varie pas significativement selon les traitements (GLMM, y2 =
8,9071, df =7, p = 0,2594).

Aucune différence significative n’a été détectée entre les différents traitements sur le nombre
des larves post-défécation (GLMM, y2 = 7,3768, df =7, p = 0,3907). Par contre, il a été détecté
que leur masse varie significativement selon les traitements (GLMM, 42 = 16,873, df =7, p =
0,01823). Apres un test post-hoc a comparaisons multiples, la masse des larves pos-défécation
du traitement DnBP 600 ng/g est significativement supérieure au traitement DEHP120 ng/g (p
=0,0382, estimate = -0,3513).
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Aucune différence significative n’a été détectée sur le nombre des pupes au sein des différents
traitements (GLMM, 42 = 7,58, df =7, p = 0,3711). On a découvert une différence significative
entre les masses des pupes (GLMM, 2 = 42,002, df = 7, p < 0,001). Aprés un test post-hoc a
comparaisons multiples, il s’avére que la masse des pupes du traitement DEHP 120 ng/g est
inférieure a la masse des pupes du traitement DEHP 12 ng/g (p = 0,0443, estimate = 0,1226).
La masse des pupes du traitement DEHP 120 ng/g est significativement supérieure au traitement
DnBP 600 ng/g (p = 0,0051, estimate = 0,1559) et au traitement DnBP 60 ng/g (p = 0,0561,
estimate = -0,11581).

La différence entre le nombre de méales non-émergés entre les traitements est significative
(GLMM, 42 = 23,821, df =7, p = 0,0012). Apres un test post-hoc a comparaisons multiples,
les traitements DnBP 60 ng/g et 12 ng/g ont produit moins de méles non-émergés que le contréle
« rien ». Nous avons eégalement détecté des différences significatives entre les traitements sur
la masse des males non-émergés (LMM, x2 = 18,485, df = 7, p = 0,0099). Apres un test post-
hoc a comparaisons multiples, la masse des males non-émergeés du traitements DnBP 600 ng/g
est significativement supérieure par rapport a la masse des males non-émergés du contrdle
« rien » (p = 0,0190, estimate = -0,07068).

Le nombre de males émergés a révelé que le traitement cocktail a produit significativement
moins de males (Tab. 4, GLMM, %2 = 15,932, df = 7, p = 0,0257). L’ANOVA sur la masse des
males n’a pas révélé d’impact significatif par rapport aux différents traitements (Fig. 21). Il n’y
a pas de différence significative entre les masses des males des différents traitements (GLMM,
v2 = 11,434, df =7, p=0,1208).

Tableau 4 : table regroupant le nombre de méales émergés dans chaque traitement.

Traitement | Controle | Contréle | Contrle DEHP DEHP DnBP DnBP Mix
rien eau solvant 12ng/g | 120 ng/g | 60ng/g | 600 ng/g | 120x60 ng/g
Males
produits 92 84 86 75 55 98 58 69
(global)
Males
produits 44 33 25 30 21 45 27 54
(bloc 1)
Males
produits 48 59 53 45 34 53 31 15
(bloc 2)
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Figure 19 : Nombre d’individus du bloc 2 par stade de développement en fonction du traitement.
Graphique en bar représentant I’occurrence de chaque stade de développement par traitement. (n = 5).
Les acronymes des traitements sont : O000 = controle rien, CO00 = controle eau, SO00 = controle
solvant, D012 = DEHP 12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600
ng/g, X180 = cocktail.
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Figure 20 : Masse des différents stades de développement en fonction du traitement. Boites de
dispersion représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans I’espace inter-quartile (IQR).
Les données sont standardisées par la masse du couvain, les points extérieurs a 1’espace inter-quartile
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représentent quelques valeurs extrémes. Les types de larves sont : larve prédéfécatoire (PRE), larve
postdéfécatoire (POST), pupe (PUPAE) et males non-émergés (MALE_N_E). Les acronymes des
traitements sont : O000 = contr6le rien, C000 = controle eau, SO00 = contrble solvant, D012 = DEHP
12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, PO60 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail. (n =
5).

=]
.
1

Traitement
E3 DEHP_12
ES DEHP_120
ES DneP_60
E= DpnBP_600
==

EE w180
ES REN

B SOLVANT

Masse des males émergés (g)
=
(%]

e
]
1

RIEM EAL SOLVANT DEHP_12 DEHP_120 DnBP_60 DnBP_G00 MIX_180
Traitement

Figure 21 : Masse totale des males émergés en fonction du traitement. Boites de dispersion
représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). (n =5). La
différence sur la masse des males selon les traitement n’est pas significative (p = 0,1208).

Concernant le taux d’éjection larvaire, une différence significative entre les traitements a été
détectée (GLMM, 2 = 15,392, df = 7, p = 0,0313). Le test post-hoc a comparaisons multiple a
révéelé que les ouvriere du traitement DEHP 12 ng/g rejetaient plus leur larves de fagon
significative par rapport au contrdle solvant (p = 0,0325, estimate = 23,47), ce qui est aussi le
cas pour le traitement cocktail (p = 0,0125, estimate = 26,68), et les ouvrieres du traitement
DEHP 120 ng/g éjecteraient presque significativement plus de larves paer rapport au controle
« solvant » (p = 0,085, estimate = 19,45).

4.3 Effets des traitements sur le taux de corps gras

Le taux corps gras de 139 ouvriéres (soit environ deux ouvriéres par microcolonie lorsque la

mortalité le permettait) et de 618 males ont été analysés.

Les tests de Kruskal-Wallis sur le ratio corps gras des ouvriéres n’a révélé aucun impact
significatif des différents traitements sur le taux de corps gras des bourdons (df =7, p = 0,577).

Cependant, il a révélé que le bloc (Kruskal-Wallis, df = 1, p = 0,00811) ainsi que le sexe des
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bourdons (df = 1, p < 0,0001) avaient un impact significatif sur le taux de corps gras (les
résultats globaux et du bloc 1 sont en annexes 7.2.3). En comparant les traitements a I’aide d’un
GLMM, il a éte détecté une augmentation presque significative du traitement DnBP 600 ng/g
compare a la dose inférieure de DnBP (GLMM, 2 = 12,523, df =7, p = 0,0774) mais pas par
rapport au contréle « solvant ». La comparaison des corps gras en fonction du sexe s’est révélée
significative ou les méales ont beaucoup plus de corps gras (entre 20 et 30%) que les femelles
(entre 10 et 20%) (x2 = 210,522, df = 1, p < 0,001). De ce fait, le corps gras des males et des

femelles ont été analyses séparement (Fig. 22).

Le taux de corps gras des bourdons males n’est pas significativement différent en fonction du
traitement (GLMM, y2 = 11,713, df = 7, p = 0,1104). En comparant les males premier émergés
et derniers émergés, la différence du taux de corps gras n’est pas significative (Kruskall-Wallis,
df =1, p = 0,183), ni en comparant le taux de corps gras des méales pondu avant et des males
pondu apres la premiere exposition (Kruskall-Wallis, df = 1, p = 0,275), ni en comparant le taux
de corps gras des derniers males émergés entre-eux (Kruskall-Wallis, df = 7, p = 0,715). Ces

comparaison ont été faites uniquement selon la date d’émergence et le taux de corps gras.
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Figure 22 : Taux de corps gras des bourdons. Boites de dispersion représentant la médiane par la
ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). Les points extérieurs a 1’espace inter-
quartile représentent quelques valeurs extrémes. (n = 5). Les acronymes des traitements sont : 0000 =
contréle rien, CO00 = contrdle eau, SO00 = contréle solvant, D012 = DEHP 12 ng/g, D120 = DEHP 120
ng/g, PO60 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail.A. Taux de corps gras des
ouvriéres et des males émergés en fonction des traitements. B. Taux de corps gras des femelles. C. Taux
de corps gras des méles.
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CHAPITRE 5 : Discussion des resultats et
conclusions génerales

Via un protocole d’exposition topique d’ouvri¢res de Bombus terrestris, nous avons pu montrer

que le traitement DEHP 120 ng/g induit une surmortalité environ égale a celle du traitement
« cocktail », que le taux de corps gras des ouvriéres traitées au DnBP 600 ng/g est plus haut que
la dose inférieure et que certains stades larvaires ont subi des différences de masse ou de nombre

durant le developpement.

5.1 Impact des traitements sur la mortalité

Durant cette expérience, plusieurs facteurs de stress ont été pris en compte, dont la mortalité

des abeilles et le taux d’éjection larvaire.

Les résultats sur la mortalité des abeilles ont indiqué une mortalité significativement plus
importante chez les abeilles traitées au DEHP seul ou en cocktail a dose de 120 ng/g par rapport
aux traitements contréles « eau/solvant/rien », mais pas de mortalité significative concernant
les différentes doses de DnBP. L’impact du DEHP sur la mortalité a été étudié sur d’autres
especes d’invertébrés, dont les larves de la noctuelle méditerranéenne (Spodoptera littoralis)
ayant subi une mortalité environ 30% plus élevée par rapport au contréle, suite a une exposition
chronique du DEHP a une concentration de 4,3 mg/g de nourriture. Cependant, il est important
de préciser que les individus traités sont les larves, et ont été exposés par voie orale et non
topique (Avilés et al., 2019). Dans notre design expérimental, les individus traités étaient les
adultes, il serait donc intéressant d’également étudier la mortalité sur les larves
individuellement. C’est également le cas chez le nématode Caenorhabditis elegans ou 14 jours
d’exposition topique et chronique & 1 uM de DEHP induit une surmortalité (Pradhan et al.,
2017), et chez la grande daphnie (Daphnia magna) ou son taux de survie baisse apres une
exposition chronique a 811 pg/L de DEHP (Knowles et al., 1987). Cependant, une précédente
experience du projet ASPI (non-publiée a ce jour) d’exposition topique aigue a révélé une
mortalité individuelle des ouvrieres de Bombus terrestris traitées individuellement apres avoir
été traités au DnBP a 60 et a 600 ng/g a court terme, mais pas de mortalité significative des
abeilles pour les différentes doses de DEHP. C’était également le cas chez le diptére
Chironomus riparus traité au BBP a une concentration 100 mg/L durant 24h, chez qui la
probabilité de survie a diminué de presque 60% par rapport au contrdle (Planello et al., 2011).

La cause de mortalité étudiée chez C. elegans serait une diminution de 1’expression de génes
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impliqués dans la réponse au stress cellulaire, ainsi que 1’augmentation d’expression de genes

liés au stress oxydatif et a I’apoptose (Pradhan et al., 2017).

Une hypothese pouvant expliquer les résultats de mortalité obtenu serait que le DnBP aurait un
impact sur la mortalité a court terme lorsque 1’individu est isolé, mais cette toxicité pourrait étre
tamponnée par la présence du reste de la microcolonie, comme c¢’est parfois observés avec la
toxicité d’autres produits tels que les néonicotinoides sur ces espéces sociales (Crall et al.,
2019). Tandis que le DEHP aurait plutdét un impact aprés un certain nombre d’application
malgré 1’effet tampon de la colonie. Le DEHP n’aurait donc pas de toxicité aigiie a court terme

chez les abeilles contrairement aux études sur les invertébrés marins (Staples et al., 1997).

Ces différents résultats sur la mortalité suggeérent que I’effet colonial chez les espéces sociales
tel que Bombus terrestris pourraient influencer les effets du DnBP en diminuant la toxicité.
Cependant, le DEHP semblerait engendrer de la mortalité aprés une période d’exposition

chronique, et ce, malgré la présence de la microcolonie.

De plus, des effets synergiques entre deux molécules sont possibles et peuvent impacter les
abeilles. C’est le cas par exemple d’un cocktail de fongicide imasalil et I’insecticide fipronil
induisant une surmortalité chez Bombus terrestris par rapport a I1’utilisation isolée des
molécules (Raimets, et al., 2018b). Les phtalates sont également susceptibles d’avoir des effets
synergiques (Svingen & Vinggaard, 2016). Le traitement « cocktail » (DEHP 120 ng/g et DnBP
60 ng/g) ne semble pas induire de synergie entre les deux molécules de phtalates. En effet, la
dose de 120 ng/g de DEHP en mélange dans un cocktail avec du DnBP présente un taux de

mortalité semblable a celui du DEHP 120 ng/g seul.

Il est également important de savoir que le DEHP et le DnBP ne sont pas les seules molécules
retrouvées dans le milieu naturel. Comme indiqué notamment par des mesures atmosphériques
et cuticulaire prises au sein de la Métropole européenne de Lille dans le cadre du projet ASPI
(non publiees a ce jour), les bourdons peuvent étre exposes a des cocktails complexes de
différents phtalates tels que le DNOP, DINP, ou encore DPP, par exemple, qui pourraient

engendrer des effets cocktails entre-eux ou avec nos phtalates testés.

Enfin, les résultats sur le recensement des larves éjectees indiquent que les abeilles traitées au
DEHP 12 ng/g, 120 ng/g et au cocktail ont rejeté plus de larves en cours de développement que
les autres traitements. L’effet chronique du DEHP semble étre une source de stress engendrant
de la mortalité des ouvriéres ainsi que le rejet des larves, suggérant soit un impact

comportemental des ouvriéres ayant tendance a rejeter plus de larves en réponse a un stress
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(Pomeroy & Plowright, 1979 ; Fisher et Pomeroy, 1989), soit un probléme de développement

larvaire induisant une mortalité plus importante.

5.2 Effets sublétaux des traitements

Le nombre total des différents stades larvaires produits montre clairement une baisse pour tous
les traitements et les contrdles « eau » et « méthanol » comparés au controle « rien ». Ce
traitement controle « rien » est le seul a ne pas avoir subi d’endormissement au froid durant les
35 jours d’élevage. En effet, le froid est une source de stress pour les abeilles (Owen et al.,

2013), suggérant que le stress lié au froid induit une baisse de production du couvain.

La masse totale des différents stades de développement n’a révélé de différence qu’entre les
larves du traitement « cocktail » et celles du contréle « rien ». Cependant, le traitement cocktail
a tout de méme eu tendance a produire moins de larves que les autres traitements, et par
conséquence une masse larvaire totale plus faible (Fig. 20). De plus, ce traitement contient tres
peu de larves pré-défécation et de larves post-défécation. Les traitements DEHP 120 ng/g et
« cocktail » produisent un peu moins de larves que les autres traitements, bien que cette
différence ne soit pas significative. Puisque le « cocktail » et le traitement DEHP a la dose plus
élevée ont engendré de la mortalité, ces résultats pourrait étre di a cette mortalité en induisant
I’absence de certains stades larvaires pour les microcolonies les plus impactées. Comme on sait
également que le DEHP a déja impacté la ponte des reines de fourmi Lasius niger a
concentration de 2 ng/pL (Cuvillier et al., 2014), cela pourrait aussi étre une des explication a

la diminution du nombre de larves traités au DEHP.

Selon Avilés et al. (2019), les larves de la noctuelle Spodoptera littoralis ont montré un poids
réduit a forte dose de DEHP (4,3 mg/g de nourriture) par rapport au controle et aux autres
conditions, et le taux de DEHP dans les pupes et les adultes est significativement plus important
que dans les autres stades larvaires, pouvant éventuellement impacter le développement. Une
étude sur la grande Daphnie (Daphnia magna) a également révélé une diminution de la taille
du corps suite a I’exposition au DEHP et au DnBP 1 et 10 uM (Seyoum et al., 2019). Dans les
cas de la noctuelle et de la daphnie, un impact plus important du DEHP s’observe dans les
stades larvaires terminaux, induisant une diminution de la masse des pupes. Chez Bombus
terrestris, les pupes du traitement a forte dose de DEHP ont aussi une masse plus faible que
celles du traitement de DEHP a 12 ng/g. Toutefois, les males émergés de ce traitement n’ont
pas une masse significativement différente des autres males, ce qui pose question : comment

des imagos de masse normale peuvent-ils émerger de pupes de moindre masse ?
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Les effets des phtalates sur développement larvaire semble varier selon les espéces et les
phtalates employés. Par exemple, le DnBP a concentration de 0,25 mL/L de nourriture a induit
un temps de pupation plus court chez la drosophile, tandis qu’une concentration de 1 mL/L a
induit un temps de pupation plus long (Atli, 2010). Dans 1’étude d’Atli, ce sont les larves qui
ont été exposées aux phtalates et non les adultes. Ces différences peuvent étre expliquees par le
fait que les phtalates peuvent altérer la voie des ecdystéroides. Cette voie est impliquée dans le
développement larvaire et la mue des arthropodes (Gruntenko & Rauschenbach, 2008). D’aprés
Atli (2010), le phtalate de DnBP pourrait s’attacher aux récepteurs nucléaires de la voie des

ecdystéroides et perturber le développement larvaire.

Les graphiques (Fig. 16, 17) montrent que les colonies traitées au traitement cocktail ont
tendance a consommer moins de pollen et de sirop. Les colonies de ce traitement ont subi une
forte mortalité par rapport aux autres traitements, ce qui expliquerait la faible consommation en
ressources alimentaires et le faible nombre de larves produites. De plus, bien que ce ne soit pas
significativement différent, les ouvriéres traitées a fortes doses de DEHP et de DnBP semblent
avoir tendance a consommer plus de sirop et moins de pollen que les colonies traitées aux doses
inférieures. Le méme cas a été observé en comparant les colonies du contréle « eau » et les
colonies du contrble « solvant ». Cela suggére que le solvant et les fortes doses de phtalates
pourraient induire une augmentation de consommation des ressources alimentaires chez les
colonies traitées. Au vu du faible nombre de réplicas, on ne peut tirer de conclusion sur la
consommation des ressources. Cependant, si on compare avec Chironomus riparus traité au

DEHP, le comportement d’alimentation des moustiques n’a pas été impacté (Cao et al., 2016).
Impacts physiologiques

Le corps gras est un acteur majeur de la production de lipides, de la réponse immunitaire et de
la synthése des précurseurs d’agents de la voie des ecdystéroides (Gillespie et al., 1997 ; Fowler
et al., 2020. Rosales, 2017). Sa modification par les phtalates pourrait avoir des impacts
physiologiques et, par conséquence, des impacts comportementaux. Cela pourrait conduire a
un stress physiologique chez les abeilles traitées. En effet, le DEHP a des effets a court terme
sur des génes immunitaires exprimés dans le corps gras. C’est le cas de la défensine (petit
peptide permettant de dénaturer les membranes bactériennes) qui est sur-exprimée dans le corps
gras des fourmis, ainsi que la vitellogénine apres exposition de DEHP a une dose de 1ng/uL
(Cuvillier et al., 2014). Dans notre cas, les prélévements des corps gras s’est réalisée apres

plusieurs sessions d’exposition chronique mais également quelques jours apres la derniére
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exposition. Cela pourrait influencer I’expression des génes impliqués dans I’immunité des

abeilles comme 1’ont étudié Cuvillier et al (2014).

Durant notre expérience, nous avons évalue le taux de corps gras des ouvrieres et des males
émergés aprés chaque traitement afin d’estimer 1’impact physiologiques des deux phtalates
testés, séparément ou en cocktail. 1l apparait que le taux de corps gras des bourdons males est
significativement plus grand que celui des femelles, mais que 1’interaction entre le sexe et le
traitement n’a pas davantage d’impact. En effet, les males présentent un taux de corps gras bien
supérieur a celui des femelles (10-20% femelles, 20-30% males). A contrario, lors de la toute
premicre expérience d’extraction de corps gras des bourdons males réalisée par Gekiére (2021),
les males avaient moins de corps gras que les femelles, soit I’inverse de nos résultats.
L’hypothese de Gekiere est que les femelles plus 4gées ont pu produire plus de corps gras tout
au long de la durée d’élevage. Cependant, une autre expérience montre quant a elle que les

abeilles &gées ont un taux de corps gras plus faible (Erin et al., 2020).

En analysant les sexes séparément, nous avons découvert que les ouvrieres traitées au DnBP
600 ng/g ont un taux de corps gras presque significativement plus haut que celles traitées au
DnBP 60 ng/g, mais pas par rapport au traitement controle. Le taux de corps gras des males
émergés a aussi été analysé. On a étudié la différence du taux de corps gras entre les males
pondus avant et apres la premiere exposition et entre males premiers émergés et derniers
émergés. Aucun résultat concret n’est ressorti de ces analyses. Dans la littérature mentionne
que le DEHP augmente la teneur en graisse chez différentes espéces (Zu et al., 2007 ; Zhang et
al, 2017), dont Daphnia magna qui augmente son taux de graisse suite a une exposition au
DEHP et au DBP. Nos résultats sur le DEHP indiquent qu’il n’impacte pas le taux de corps gras
des ouvrieres ni des males. Il est probable que I’analyse du taux de corps gras ne nos permette
pas de déterminer efficacement si la physiologie des abeilles est réellement impactée ou non.

5.3 Perspectives

Lors de I’étude de mortalité que nous avons menée, la vague importante de froid que les
ouvrieres du bloc 1 ont subi suite a une erreur de manipulation lors de la premiére exposition,
a réduit le nombre individus étudiés. De ce fait, les analyses globales ont pu étre biaisées et
nous font regarder les résultats de ce groupe avec circonspection. Suite a cette mortalité
importante observée chez les abeilles du bloc 1, cette expérience devrait étre reproduite avec
un nombre plus important d’individus et en réduisant le plus possible les chocs thermiques que
subissent les abeilles lors de I’endormissement par le froid, comme effectué avec le bloc 2. Cela

permettrait d’ajouter des réplicas aux différentes analyses, et ainsi de maximiser 1’étude de
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I’impact des phtalates sur la mortalité. L’endormissement au CO2 est aussi une méthode
d’anesthésie utilisée chez les abeilles qui aurait pu étre utilisée pour limiter I’effet du froid, mais
elle a comme inconvénient d’engendrer des modifications métaboliques et comportementales
(Amsalem & Grozinger, 2017). Une autre méthode pourrait étre de ne pas endormir les abeilles
lors de D’application topique en les maintenant en cage de maintien afin d’appliquer le
traitement. Cependant, une exposition orale pourrait étre envisagée afin d’éviter cette source de

stress.

Afin de limiter I’impact du protocole d’exposition tout en étudiant I’impact des phtalates sur
les abeilles en situation un peu plus réaliste, une deuxieme perspective de cette étude serait de
réaliser la méme expérience en permettant aux individus d’aller eux-mémes au contact de la
source de contamination aux phtalates. Cela permettrait d’évaluer si I’impact des phtalates est
plus important lorsque les abeilles sont sollicitées pour rechercher activement leur nourriture.
Cela permettrait aussi d’évaluer les impacts physiologiques et de déterminer si les abeilles
rencontrent des difficultés a s’alimenter, les phtalates pouvant agir sur les voies liées a
I’olfaction chez les invertébrés (Aviles et al., 2019). Différentes techniques permettraient de
comparer les sensibilités olfactives des abeilles soumises ou non a une exposition aux phtalates.
Par exemple, on retrouve 1’utilisation d’olfactométres ou d’imagerie des glomérules olfactifs
comme employé par Sandoz (2011) afin d’étudier le comportement et la neurophysiologie de

la perception olfactive et de ’apprentissage chez I’abeille domestique.

Dans la nature, la plupart des nids d’abeilles solitaires se retrouvent principalement dans le sol,
ce qui les expose fortement aux polluants urbains et aux pesticides présents dans les sols
(Sgolastraet al., 2018). Les abeilles eusociales construisent principalement leurs cellules et pots
a pollen en composés lipidiques tels que les cires (Michener, 2007). Les nids pourraient donc
étre des piéges a substances lipophiles comme les phtalates, soumettant les larves aux polluants
tout au long de leur développement. Au cours de cette étude, ce sont les adultes qui ont été
exposés. Pourtant dans nos résultats, les colonies traitées au DEHP et au cocktail ont rejeté plus
de larves que les autres traitements. Cependant, les abeilles sauvages ne bénéficient pas toujours
de cet aspect colonial et pourraient étre plus affectées. C’est pourquoi il serait intéressant de

tester également a 1’échelle individuelle, afin de comparer avec les effets coloniaux.

Suite a nos résultats sur le développement larvaire des abeilles et pour investiguer 1’effet des
phtalates directement sur les larves, une troisiéme perspective de 1’¢tude serait de contaminer
les larves des différents stades larvaires individuellement afin de déterminer si leur éjection est

due a la mort des larves ou a un changement de comportement des abeilles. Cela permettrait

Page 47 sur 84



C. Terzo - Impact des phtalates sur le développement de micro-colonies de Bombus terrestris L. - 2023

¢galement d’étudier les effets des phtalate sur le temps de métamorphose, la qualité de la mue
ou encore la mortalité individuelle pour chaque stade comme effectué sur Spodoptera littoralis
(Avilés et al., 2019).

A la suite de nos expériences, les tissus prélevés sur les individus contaminés seront analysés
afin d’étudier I’expression des genes de la voie des ecdystéroides (par exemple ECR, USP, E75,
78C) et de I’'immunité (par exemple AADAT, LLDH, Defensinl, Abaecin), permettant ainsi de
déterminer si les phtalates ont un impact physiologique sur Bombus terrestris. En effet,
I’expression de geéne du récepteur nucléaire ECR impliqué dans la voie des ecdystéroides a été
diminuée suite & une exposition au DEHP de Chironomus riparus (Planellé et al., 2011). Une
¢tude bactériologique de 1’hémolymphe permettra aussi d’évaluer la réponse immune des
abeilles face aux traitements. Ces analyses permettront alors de mieux comprendre les impacts

physiologiques des phtalates sur les abeilles de nos expériences.

Il est a noter également que lors de nos dissections, pratiquement toutes les abeilles dissequées
possédaient des ovaires développés. Cela signifie que plusieurs ouvriéres étaient aptes a pondre
dans chaque microcolonie. Selon plusieurs études, différentes espéces subissent des
malformations des gonades par le DEHP (Adeogun et al., 2018). Dans ce cas, soit les ouvrieres
sont plusieurs a pondre naturellement dans les microcolonies contrairement a ce qui est
considéré, soit le DEHP a un impact sur les gonades des femelles. Dans notre expérience, nous
avons remarqué que toutes les microcolonies possédaient plusieurs femelles avec des gonades
développées mais I'information n’a pas été encodée. D’avantage d’¢tudes seraient donc
nécessaires afin de mieux comprendre si les phtalates ont réellement joué un role sur le

développement des ovaires des ouvriéres.

5.4 Conclusion

Il est important de rappeler que I’utilisation des phtalates comme plastifiant a augmente
considérablement depuis ces derniéres décennies, induisant une pollution environnementale
non négligeable et différents impacts probables sur un bon nombre d’espéces animales. La
cuticule lipophile des insectes permet aux phtalates atmosphériques de pénétrer dans le corps
de I’organisme, engendrant une exposition importante des insectes a ces polluants urbains sur
le long terme. Cette étude permet d’avoir une approche de I’impact des phtalates de DEHP et
de DnBP a deux différentes doses sur la santé coloniale et individuelle de Bombus terrestris.
Nos reésultats nous ont devoilé que le DEHP a la plus forte dose induisait une mortalité
importante, sans interaction synergique avec le DnBP du cocktail. De plus, la production du

couvain est principalement impactée par la forte dose de DEHP, produisant moins de larves et
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rejetant plus de larves que les autres traitements. Sachant que la faune sauvage est
continuellement exposée aux phtalates présents dans 1’environnement, davantage d’études
seraient nécessaires pour mieux comprendre leurs voies d’action physiologiques dans le cadre
du déclin des abeilles, ainsi que sur davantage d’invertébrés terrestres tout autant exposés a ces

polluants urbains.
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ANNEXES

7.1 EXxpérience préliminaire

7.1.1 Cadre de I’expérience

Dans le cadre de ce mémoire, les abeilles sont exposées topiquement aux phtalates
régulierement. Afin de déterminer quelle fréquence d’exposition est la plus optimale pour ne
pas compromettre I’expérience ou induire trop de mortalité, cette expérience préliminaire est

réalisée dans le but de déterminer la fréquence optimale d’exposition des abeilles.
Les différents objectifs de cette expérience sont ;

- d’acquérir de I’expérience sur I’entretient des microcolonies,
- de déterminer la fréquence d’endormissement la plus optimale,
- d’établir une technique d’endormissement au froid a la fois rapide et la moins stressante

possible pour les ouvriéres.

7.1.2 Matériel et méthodes
7.1.2.1 Installation des microcolonies

Avant d’étudier I’effet des phtalates sur le développement des microcolonies de Bombus
terrestris, il a été nécessaire de réaliser une premiére manipulation afin de déterminer a quelle

fréquence exposer topiquement les ouvriéres.

L’installation des 40 microcolonies sont composees chacune de 10 ouvriéres sélectionnées
aléatoirement au sein de 2 colonies meres fondatrices issues de Biobest. Les microcolonies sont
placée dans une salle d’élevage chauffée a 25°C + 5°C, avec un taux d’humidité de 60% = 5%.
Les cages sont les mémes qu’utilisées lors de 1’expérience principale de ce mémoire.

Tableau 1 : Labélisation des microcolonies selon leur fréquence d’endormissement au froid
par semaine

Fréquence d’endormissement au froid  Abréviations ID des micro-colonies
Controéle (0 jour par semaine) C PME1CO01 a PME2C05
Premier jour (un jour par semaine) P PME1P01 a PME2P05
Un jour par semaine (pas le premier U PME1UO1 a PME2UO05
jour)

Deux jours par semaine D PME1D01 a PME2D05
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- Les colonies P sont exposées le tout premier jour de leur installation. Cela permet de
déterminer si exposer les ouvrieres au froid le premier jour impacte le développement des
microcolonies (le lundi).

- Les colonies C sont les colonies controles, elles ne sont donc pas exposees au froid.

- Les colonies U sont exposées une fois par semaine, 2 jours apres l’installation (le
mercredi).

- Les colonies D sont exposées deux fois par semaine, en commencgant deux jours apres

I’installation (le mercredi et le vendredi).

Figure 1 : Salle d’élevage. Les microcolonies sont placées sur des étageres et triées par traitement. La
salle est maintenue a une température de 25°C + 5°C, avec un taux d’humidité de 61% * 5%.
Photographie : C. Terzo.

7.1.1.2 Nourrissage

Le sirop leur est fourni a volonté par un mélange 50/50 d’eau de Spa et de sucre fin cristallisé
arrivant aux colonies par capillarité. Le pollen fourni est du pollen de saule mélangé au sirop
avec un ratio de 0,15 a 0,3 g de sirop par gramme de pollen. Elles sont nourries tous les deux
jours par des candis de 1g + 0,1g. Aprés deux jours, le pollen est récupéré et pesé, et un nouveau

candi est fourni aux ouvriéres.

7.1.1.3 Exposition au froid

L’exposition au froid se réalise en mettant tous les bourdons d’une colonie dans un pot a
confiture et placé au congélateur a -20°C entre 10 et 15 minutes. Une fois tous endormis, les
bourdons sont placeés sur le ventre dans une boite de pétri pour simuler 1’exposition topique aux
phtalates. Ils sont ensuite replacés dans leur pot jusqu’au réveil des tous les bourdons avant de

les remettre en salle d’élevage (Fig. 2).
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Figure 2 : Simulation d’exposition aux phtalates. Les bourdons sont endormis en groupe de 10, entre
10 et 15 minutes au a -20°C pour la simulation d’exposition topique. Photographie : C. Terzo.

7.1.3 Reésultats et discussion générale

Tableau 2 : Nombre total de mortes par fréquence d’exposition

Fréquence C P D
d’exposition
Nombre total de 2 18 8
mortes
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Figure 3 : Nombre de mortes cumulé par fréquence d’exposition.

Les résultats indiquent que les ouvrieres qui ont été exposées lors du premiers jour d’installation
ont subi plus de mortalité que les autres traitements (Tab. 2, Fig. 3). Il est possible que
I’installation suivie de la simulation d’exposition a induit un stress important en plus de
perturber les abeilles lors de la mise en place sociale de la microcolonie. Les colonies exposées
deux fois par semaine au froid ont une morte de plus que les colonies exposées une seule fois

par semaine.

A la fin de cette expérience, nous avons décidé d’exposer les ouvriéres une seule fois par

semaine, et ce 4 jours apres ’installation pour éviter du stress supplémentaire.

Concernant la technique d’anesthésie au froid, nous avons décidé de rester sur protocole

d’endormissement expliqué au matériel et méthode.
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7.3 Compléments de résultats

7.3.1 Mortalité

Il'y a eu beaucoup plus de mortes dans le bloc 1 suite a une erreur de manipulation ou
I’endormissement au froid de la premiére exposition a été une trop forte source de stress pour
les ouvriéres, engendrant une forte mortalité le lendemain. L’analyse globale sur la mortalité
des ouvriéres indique alors une significativité entre les deux blocs (Kruskal-Wallis, x? = 197,16,
df = 1, p < 0,001) et entre les traitements. Le traitement DnBP 60 ng/g est significatif
(Regression Cox, p = 0,0163) et une tendance pour DEHP 120 ng/g (Régression Cox, p =
0,0827) est observée. Les analyses sur le bloc 1 indiquent que DnBP 60 ng/g a un effet
significatif sur la mortalité (Régression Cox, p = 0,000678), et il y a des tendances pour le
traitement cocktail (Régression Cox, p = 0,09626), le traitement DnBP 600 ng/g (Régression
Cox, p =0,057728) et le traitement DEHP 120 ng/g (Régression Cox, p= 0,096258).
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Annexe 1 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvrieres. Les acronymes des traitements sont :
0000 = contrdle rien, CO00 = contrble eau, SO00 = contréle solvant, D012 = DEHP 12 ng/g, D120 =
DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail. A. Probabilité de
survie global des ouvrieres en fonction du traitements. B. Probabilité de survie global des ouvrieres en
fonction du traitements.
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Annexe 2 : Nombre de mortes en fonction des traitements. Boites de dispersion représentant la
médiane par la ligne horizontale comprise dans I’espace inter-quartile (IQR). Les données sont
standardisées par la masse du couvain. Les acronymes des traitements sont : O000 = contr6le rien, C000
= controle eau, S000 = controle solvant, D012 = DEHP 12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, PO60 = DnBP
60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail. A. Nombre de mortes global en fonction du traitement.
B Nombre de mortes du bloc 1 en fonction du traitement.

7.3.2 Consommation des ressources et production du couvain
Consommation des ressources : L’analyse globale de consommation de pollen n’a révélé
aucune différence significative entre les différents traitements (Annexe 3.A., GLMM, family =

Gamma, XZ = 7,199, df = 7, p = 0,4085), ainsi que pour I’analyse du bloc 1 (Annexe 3.B.,
GLMM, family = Gamma, ¢~ = 7,897, df =7, p = 0,3418).
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Annexe 3 : Consommation globale de pollen. Boites de dispersion représentant la médiane par la ligne
horizontale comprise dans I’espace inter-quartile (IQR). Les données sont standardisées par la masse du
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couvain. A. Consommation de pollen global en fonction des traitements. B. Consommation de pollen
du bloc 1 en fonction des traitements.
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Annexe 4 : Consommation de sirop en fonction du traitement. Boites de dispersion représentant la
médiane par la ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). Les données sont
standardisées par la masse du couvain. A. Consommation globale de sirop. B. Consommation de sirop
du bloc 1.

Production du couvain : Chaque traitement contient les différents stades de développement

comprenant les ceufs, les larves non-isolées, les larves isolées pré-défécation, les larves isolées

post-défécation, les pupes, les males non-émergeés et les males émerges.

En analysant globalement le nombre et la masse des différents stades de développement, le
nombre d’ceufs ne varie pas significativement selon le traitement (GLMM, family = nbinom?2,
2 = 1,6566, df =7, p = 0,9764), et aucune différence n’a été détectée entre les traitements
concernant le recensement des larves non-isolées (GLMM, family = Gamma, ¥2 = 2,9329, df
=7, p=0,8911), ni sur la masse des laves non-isolées (GLMM, 2 = 2,6547, df =7, p = 0,915).

Nous avons découvert que le nombre des larves pré-defécation varie significativement par
rapport au contréle (GLMM, family = nbinom2, ¥2 = 15,593, df = 7, p = 0,0291). Aprés un test
post-hoc & comparaison multiple, il s’aveére qu’il s’agisse du traitement DnBP 60 ng/g qui
differe le plus du controle. Cependant, la masse des larves pré-defécation ne varie pas
significativement selon les traitements (GLMM, family = Gamma 2 = 9,5431, df = 7, p =
0,216).

Aucune différence significative n’a été détectée entre les différents traitements sur le nombre
des larves post-défécation (GLMM, family = nbinom2, 2 = 7,3512, df = 7, p = 0,3932). Par

contre, il a été détecté que leur masse varie significativement selon les traitements (GLMM,
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family = Gamma, 2 = 16,337, df = 7, p = 0,02221). Apreés un test post-hoc a comparaisons

multiples, aucun traitement ne varie significativement par rapport au contrdle.

Seulement des tendances ont été détectées sur le nombre des pupes au sein des différents
traitements (GLMM, family = nbinom2, 2 = 12,936, df = 7, p = 0,07368), ou le nombre des
pupes du traitement DnBP 60 ng/g differe significativement du contréle (p = 0,0339) aprés un
test pos-hoc a comparaisons multiples. On a découvert un effet significatif des traitements sur
la masse des pupes (GLMM, family = Gamma, 2 = 23,41, df =7, p = 0,001446). Aprés un test
post-hoc a comparaisons multiples, il s’avére avoir des tendance pour le traitement DEHP 120
ng/g (p = 0,0677) et le traitement DnBP 600 ng/g (p = 0,0674). C’est significatif concernant la
comparaison du DEHP 120 ng/g avec le cocktail (p = 0,0412).
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Traitement Traitement
Annexe 5 : Nombre d’individus par stade de développement en fonction du traitement. Graphique
en bar représentant I’occurrence de chaque stade de développement par traitement. Les acronymes des
traitements sont : O000 = contr6le rien, C000 = contrdle eau, SO00 = contrble solvant, D012 = DEHP
12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail. A.
Nombre d’individus globaux par stade de développement. B Nombre d’individus du bloc 1 par stade de

développement.

Stades_dvpt
. Larves éjectées
. Larves non-isolées

Larves post-défécation

Larves pré-défécation
Miles émergés

500- N . .
Males non-émergés

. CEufs
. Pupes

0- o4

Acune relation entre le nombre des male non-émergés et les traitement n’a été détectée
(GLMM, family = nbonim2, 2 = 11,8837, df =7, p = 0,1045). Cependant, nous avons détecté
des effets significatifs des traitements sur la masse des males non-émergés (GLMM, family =
Gamma, 2 = 18,485, df = 7, p = 0,009963), sachant que des méles non-émergés n’ont pas été
recensés pour le bloc 1. Aprés un test post-hoc a comparaisons multiples, seulement des
tendances ont été constatées concernant les traitements DEHP 120 ng/g (p = 0,0945, estimate
=-0,04865) et DnBP 600 ng/g (p = 0,523, estimate = -0,05506).
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Annexe 6: Masse des males émergés selon leur traitement et le bloc. Boites de dispersion
représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). Les points
extérieurs a 1’espace inter-quartile représentent quelques valeurs extrémes.

traitement

cooo
Doz
D120
o0oo
POG0
PE00
3000
#180

0.4-

0.2-

I8 8 {1 10 10 0

Masse des différents stades de développemer

type_larve

Annexe 7 : Masse globale des différents stades de développement en fonction du traitement. Boites
de dispersion représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans I’espace inter-quartile
(IQR). Les données sont standardisées par la masse du couvain, les points extérieurs a I’espace inter-
quartile représentent quelques valeurs extrémes. Les types de larves sont : larve prédéfécatoire (PRE),
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larve postdéfécatoire (POST), pupe (PUPAE) et males non-émergés (MALE_N_E). Les acronymes des
traitements sont : O000 = contr6le rien, CO00 = contrdle eau, SO00 = contréle solvant, D012 = DEHP
12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail.

La différence du nombre de males émergés entre les traitements n’est pas significative (GLMM,

family = Gamma, 2 = 8,4737, df =7, p = 0,2927).
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Annexe 8 : Masse des males en fonction du traitement. Boites de dispersion représentant la médiane
par la ligne horizontale comprise dans ’espace inter-quartile (IQR). Les points extérieurs a 1’espace
inter-quartile représentent quelques valeurs extrémes. Les acronymes des traitements sont : O000 =
contrdle rien, CO00 = contrdle eau, SO00 = contrdle solvant, D012 = DEHP 12 ng/g, D120 = DEHP 120
ng/g, PO60 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail. A. Masse globale des males en
fonction du traitement, B. Masse des méles du bloc 1 en fonction du traitement.
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Annexe 9 : Taux de corps gras des femelles du bloc 1 en fonction du traitement. Boites de dispersion
représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). Les points
extérieurs a ’espace inter-quartile représentent quelques valeurs extrémes. Les acronymes des
traitements sont : O000 = contrdle rien, CO00 = contrdle eau, SO00 = contrdle solvant, D012 = DEHP
12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail.
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Annexe 10 : Taux de corps gras des males du bloc 1 en fonction du traitement. Boites de dispersion
représentant la médiane par la ligne horizontale comprise dans 1’espace inter-quartile (IQR). Les points
extérieurs a l’espace inter-quartile représentent quelques valeurs extrémes. Les acronymes des
traitements sont : O000 = contrdle rien, CO00 = contrble eau, SO00 = contrdle solvant, D012 = DEHP
12 ng/g, D120 = DEHP 120 ng/g, P060 = DnBP 60 ng/g, P600 = DnBP 600 ng/g, X180 = cocktail.
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