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Résume

Il existe beaucoup de xénobiotiques d’origine anthropique dans 1’environnement pouvant avoir un
impact néfaste sur la biodiversité et plus précisément sur les abeilles. Les métaux sont un de ces
polluants dont I’impact n’a été que trés peu étudié et est donc peu compris. Dans ce mémoire, nous
avons donc débuté les prémisses de recherches visant a comprendre 1’effet toxique des métaux sur le
fitness et le développement des abeilles et plus précisément de Bombus terrestris. Pour ce faire deux
métaux que sont le cuivre (Cu), un métal essentiel, et le cadmium (Cd), un métal non-essentiel, ont été

utilisé et ce pour répondre a trois questions biologiques.

La premiére question est de comprendre a quel point le Cu et le Cd sont toxiques pour les ouvriéres et
les males. Pour ce faire, le protocole expérimental OECD revisité pour les abeilles par 1’équipe
Poshbee a été réalisé afin de calculer la LD50 qui est une valeur de toxicité officielle utilisée afin de
réaliser des comparaisons. Cette valeur a donc par la suite été utilisée pour comparer la toxicité du Cu
et du Cd et la toxicité entre les ouvriéres et les males. L’obtention de cette valeur a été réalisée par
exposition orale aigué et le range de concentrations proviennent de concentrations retrouvées dans la
littérature scientifique, ces concentrations ne sont donc pas représentatif de ce qu’on retrouve dans
I’environnement. Les résultats de cette expérience ont montré que la LD50 calculée était beaucoup plus
élevée que les concentrations environnementales, que cette valeur n’était pas différente entre les

ouvrieres et les males et que le Cd, un métal non-essentiel, était 19 fois plus toxique que le Cu.

La deuxieme question biologique est une question qui est en rapport avec les causes de 1’intoxication
au Cu et au Cd. Pour cette question, nous nous sommes donc penchées sur leur effet au niveau du
systeme digestif, car il semblerait que celui-ci soit particulierement atteint. Pour ce faire, une dissection
du systeme digestif des ouvriéres apres exposition a été réalisée. Différents parametres en rapport avec
la physiologie digestive comme la consommation et le poids ont aussi été mesurés. Les résultats
montrent une noirceur du tube digestif pouvant potentiellement étre en accord avec le systeme de
détoxification des métaux et aussi une possible mélanisation du tube digestif, les métaux auraient donc
aussi un impact sur le microbiote des adultes. Cependant, ces effets ne sont observé qu’au dose
environnante ou supérieur a la LD50, ces effets sont donc siirement rarement rencontré dans

I’environnement.



Enfin, pour la derniére question biologique, nous nous sommes posé la question de savoir si a des
concentrations environnementales, il était possible que le Cu ait un impact sur le développement de B.
terrestris et donc des bourdons sociaux. Pour ce faire, nous avons nourri avec de la nourriture
contaminée en métaux des larves isolées dans des plaques multipuits et mit en couveuse dans un
incubateur. Par la suite, différents parametres du développement ont été contrélés que sont la mortalité,
la croissance des larves, le poids apres 1’émergence et le temps de développement pour les larves, les
pré-pupes et les pupes. Les pré-pupes étant le stade apres défécation et avant 1’acquisition de la
morphologie nymphale. Les résultats de cette expérience montrent une accélération de la défécation de
2 jours des larves, un phénomene pouvant s’expliquer par le stress engendré par le Cu. Il est possible
que pour se détoxifier, les larves accélére leur défécation ce qui a pour conséquence d’accélérer le

moment de nymphose.

En conclusion, le Cu et le Cd n’ont des effets 1étaux sur les adultes qu’a fortes concentrations qui sont
loin d’étre ce qui est retrouvé dans 1’environnement. Il semblerait que la masse soit un des facteurs
principale influencant la mortalité chez les ouvriéres et les males et que le systeme digestif soit
particulierement touchée. Une piste sur les causes de I’intoxication des métaux au niveau du systéeme
digestif est donc ouverte. Pour le développement, il semblerait que la sensibilité des larves fait qu’une
exposition orale a dose environnementale, et donc trés faible par rapport a la LD50 des adultes
rapporté, soit assez élevé pour avoir un impact sur le développement en accélérant la défécation.
Evaluer I’impact des métaux n’est donc pas qu’une question d’effet sur les adultes, mais aussi d’effet

sur les larves et leur développement.



Summary

Metals are natural elements that can be introduced into the environment through human activity. This
introduction can make it toxic to biodiversity, particularly to insects like bees. The purpose of this study
is to identify the effects of copper and cadmium on bumblebees, specifically on their fitness and
development, to assess the potential environmental toxicity of these metals. To identify these effects,

three biological questions were posed.

The first question is whether the toxicity of copper is comparable to that of cadmium and whether there
is a difference in toxicity between worker bees and males of Bombus terrestris. The second question
explores the effects of copper and cadmium on the digestive tract of worker bees. Finally, the third

question examines how these metals affect the development of Bombus terrestris.

To address these questions, three experiments were conducted. The first experiment involved an oral
acute exposure of copper and cadmium to worker bees and males to determine the LD50 (lethal dose
for 50% of the population). This experiment was conducted using the OECD standardized protocol.
The second experiment involved dissecting the digestive tract of workers that had been previously
exposed to the metals. The final experiment involved the chronic oral exposure of larvae in multiwell
plates in an incubator to observe the effects of copper on mortality, development time, and larval

growth.

The results of these three experiments indicate that copper is 19 times less toxic than cadmium, a
logical finding given that cadmium is a non-essential metal that is highly toxic to all organisms. The
resistance between workers and males did not differ for these two metals, suggesting that the principal
factor influencing mortality is body weight rather than sexual differences. Regarding the digestive tract,
significant cell death was observed at high concentrations, around or above the calculated LD50.
Additionally, larvae exposed to copper defecated two days earlier than expected, which accelerated

pupation.

In conclusion, the toxicity of copper and cadmium does not pose a significant threat to adult
bumblebees, as the LD50 values found were at concentrations typically not encountered in the field.
However, even though these concentrations are not immediately dangerous, understanding the

mechanisms of oral toxicity is crucial for preventive measures. Conversely, copper, even at



environmental concentrations, affects larval development, highlighting the need for further research

into its toxic mechanisms.






Introduction

1.1. Probléeme des métaux dans I’environnement

1.1.1. Pourquoi évaluer le risque des métaux dans I’environnement ?

Les éléments en traces métalliques et métalloides (ci-apres « métaux »), couramment appelés « métaux
lourds » sont des éléments métalliques non-synthétiques présents de maniere naturelle dans les sols a 1’état
de trace, donc a une concentration inférieure a 1 g/kg. Ils représentent 76 éléments du tableau périodique de
Mendeleiev (Gekiére, Vanderplanck, et Michez 2023). Parmi ces métaux, on distingue plusieurs types
d’éléments tels que les métaux lourds mais aussi les métaux de transition, de post-transition, alcalino-
terreux ou terreux, mais une catégorie particuliere de métaux nous intéresse ; ce sont les métaux essentiels
et non-essentiels (Rashid et al. 2023). Un métal essentiel est un métal indispensable au bon fonctionnement
de I’organisme, il est retrouvé notamment en tant que cofacteur dans beaucoup d’enzymes. Alors qu’un
métal non-essentiel ne posséde aucune fonction physiologique chez les étres vivants, celui-ci est toxique en

trés faible quantité (Figure 1) (Wright et Baccarelli 2007).

Source naturelle et anthropique

La présence naturelle de ces métaux est le fruit de plusieurs phénomeénes que sont la remontée de magma
granitique, 1’érosion et les feux de forét (Goff et Bonnomet 2004). Mais l'activité humaine, telle que les
activités de production, la combustion de combustibles fossiles, 1'extraction de métaux, 1’utilisation de
pesticides et d'engrais agricole, ainsi que le rejet des eaux usées domestiques, entraine une augmentation
des niveaux de métaux dans l'environnement, dépassant ainsi les apports naturels (Zhang et Wang 2020).
Cette hausse de la concentration des métaux est potentiellement dangereuse pour la biodiversité en raison de
leur toxicité, de leur persistance dans 1’environnement et de leur risque de bioaccumulation dans la chaine
trophique (Ali, Khan, et Ilahi 2019 ; Tibbett et al. 2021). De plus, il est important de prendre en compte la
nature du métal car ceux-ci présentent des toxicités différentes, avec une toxicité particulierement élevée
pour les métaux non-essentiels. La durée biologique élevée des métaux non-essentiels fait que ceux-ci
peuvent s’accumuler dans les sols pendant des décennies, créant ainsi un risque important pour

I’environnement (Matech et al. 2014 ; Jaishankar et al. 2014).
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Metaux retrouveés dans les
sols contaminés

Métaux Meatalloides
Meétaux de Méetaux Métaux alkalino- Metaux
transition post-transition terreux alkalin

Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Mo || Al, Zn, Cd, Hg, Pb | | Ca Mg | | Li, Na, K B, Si, As

Cu, Zn, Fe, Mn, Mo, Ni, Mg, Ca, B _

Figure 1. Schéma de la classification des métaux retrouvé dans les sols contaminés et non-contaminés.

Inspiré de I’article de Rashid et al. 2023.

1.1.2. Transport des métaux du sol aux plantes / insectes

Disponibilité dans les sols et accumulation dans les plantes

La présence naturelle de métaux n’est généralement pas toxique pour les organismes, mais ils le deviennent
lorsqu'ils sont introduits dans 1'environnement par I'activité humaine, car leur concentration dépasse le seuil
de non-toxicité (Matech et al. 2014). Les métaux sont présents dans les sols par leur liaison avec des
minéraux inorganiques ou de la substance humique organique ; cette liaison se produit par leur capacité de
sorption qui leur permet de pénétrer (absorption) et de s'attacher (adsorption) dans le sol (Sparks 2005 ;
Violante et al. 2010). Afin que les métaux soient biodisponibles, ils doivent tout d'abord étre libérés du sol
ou ils ont été fixés, puis rester sous forme d'ions libres ou se lier a des composés organiques (Goff et
Bonnomet 2004) ; (Violante et al. 2010). Une fois le métal biodisponible, celui-ci peut étre absorbé et

s’accumuler dans divers tissus végétaux et in fine se retrouver dans les tissus floraux (Clemens, Palmgren,
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https://www.zotero.org/google-docs/?broken=XGBWMi
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=7QIW6X

et Krdmer 2002 ; Xun et al. 2017 ;Yan et al. 2020) . Cette accumulation dans les tissus floraux accroit le
risque de bioaccumulation des métaux dans la chaine alimentaire (Sarker et al. 2022), en commengant par

I'accumulation de ces éléments chez les herbivores (Figure 2) (Tibbett et al. 2021).

| Insectes: I
| « Métabolisme I
| «  Excrétion I
| I

| Fruit / Fleur: I
| »  Stockage :

Eeuilles : I
Métabolisme |
Transport |
Stockage |
Mobilisation |

—_——————_——————

Transport A

Xyléme

Fhlogme

Transport Y

Rhizosphére :
* Sorption
*  Modification
* Transport
» Stockage
Metabolisme

Compartiment / niveau trophique
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

R |

.metal

Figure 2. Voie d’exposition orale des insectes au métaux par leur bioaccumulation dans les plantes. Cette
figure illustre les échanges de métaux dans la chaine trophique sol/plante/insecte. Le devenir des métaux
dans certains tissus floraux est aussi rapporté. Figure modifiée de ’article de Tibbett et al. 2021 et de
(Cataldo, Wildung, et Garland 1987).
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Risque sur les insectes

Les insectes sont des organismes essentiels dans la structure des écosystémes : ils peuvent jouer le role de
décomposeurs, d’herbivores ou de prédateurs. L'évaluation des risques de leur extinction est donc
importante pour la conservation de la biodiversité (Miller 1993), surtout que d’autant plus ils fournissent
des services écosystémiques essentiels tels que l'approvisionnement en nourriture, la pollinisation des
plantes, l'enfouissement des excréments, la lutte contre les parasites et la nutrition de la faune (Skaldina et
Sorvari 2019). Les métaux peuvent entrer en contact direct avec ces insectes et ce par plusieurs voies, qui

incluent I'ingestion, I'inhalation et 1'absorption cutanée (Sparks 2005).

Le phénomene de bioaccumulation des métaux dans les tissus floraux rend les insectes herbivores
particuliérement sensibles aux métaux, surtout par voie orale (Xun et al. 2017) ; (Tibbett et al. 2021). La
forme des métaux dans la plante est importante, car méme si ces éléments sont présents dans les tissus
végétaux, les formes insolubles complexés a la paroi végétale ne sont pas directement disponibles. Par
contre, les métaux présents dans divers fluides végétaux tels que le nectar ou la séve sont directement
assimilables par les organismes car ceux-ci sont présents sous forme ionique (Cataldo, Wildung, et Garland
1987). Parmi ces insectes herbivores se trouvent les insectes pollinisateurs, qui jouent un réle crucial en
contribuant a la diversité botanique terrestre et en participant a la régulation des cycles des nutriments et de
I'énergie. Les abeilles (Hymenoptera: Apoidea: Anthophila) constituent le principal groupe de pollinisateurs
en raison de leur grande efficacité dans les écosystémes ou elles se trouvent (Carnell, Hulse, et Hughes
2020).

1.2. Etude écotoxicologique sur les abeilles

Il est reconnu que les populations d’abeilles sont en déclin. Les causes de ce déclin sont multiples et I'apport
de polluants d'origine anthropique dans I'environnement est un facteur non négligeable de ce déclin (Potts et
al. 2016 ; LeBuhn et Vargas Luna 2021). Les abeilles sont particuliérement importantes pour les
écosystéemes, notamment parce qu’elles participent a la pollinisation de la plupart des cultures et fleurs
sauvages (Potts et al. 2016). Donc leur proximité notamment des zones agricoles fait que ces insectes sont
particuliérement a risque d’exposition aux polluants anthropiques ce qui rend leur étude en écotoxicologie
trés pertinente. L’espece modeéle généralement utilisé en laboratoire pour ce groupe est Apis mellifera

(Lyubenova et al. 2016). Ce choix n’est pas forcément approprié pour évaluer la vulnérabilité des

Anthophila, malgré sa facilité d’acquisition, car sa résistance a plusieurs xénobiotiques est plus élevée que
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d’autres especes, 1’utilisation d’une espece sensible est un choix plus adapté (Van der Steen et al. 2012 ;

Arena et Sgolastra 2014).

Structure d’une étude en laboratoire

Les prémisses d’une étude en écotoxicologie se réalisent par des expériences en laboratoire. Le schéma
expérimental pour caractériser la toxicité d’'un composé et évaluer sa dangerosité intrinseque est souvent le
méme (Figure 3). Cette caractérisation se fait en utilisant des bioessais sur des organismes modeles, mais il
est également possible d'employer d'autres modeles d'étude, allant de la cellule, qui fournit une réponse
précise de l'intoxication, a une population, qui offre une réponse plus représentative de celle observée in
situ (Lyubenova et al. 2016) ; (Zhou et al. 2019). La mortalité est I'un des parametres les plus étudiés pour
caractériser la toxicité des polluants et est généralement évaluée par des expositions aigués, orales ou
cutanées (Garric 2009)_; (Lyubenova et al. 2016). Bien que I'évaluation des effets 1étaux soit importante, il
est également essentiel de déterminer les effets sublétaux tels que la capacité de reproduction, la croissance,
le développement et le comportement ; ces effets sont généralement évalués au travers d’expositions

chroniques a des concentrations environnementales (Lyubenova et al. 2016).

La 1étalité d’un polluant est évaluée par des protocoles de laboratoire standardisés réalisés par I’OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) (OECD 2024). Ces protocoles standardisés
permettent de calculer la LC50 (concentration létale 50%) et plus généralement la LD50 (dose létale 50%)
(Calow et Forbes 2003 ; Pillai et al. 2021) ; ces valeurs permettent de déterminer le niveau de résistance des
populations (Bakr et al. 2010) et de comparer la toxicité des polluants. La différence entre ces deux valeurs
est que la LC50 est mesurée en unité de concentration (g de polluant / ml de solvant), alors que 1’unité de
mesure de la LD50 est une dose par individus (g de polluant / individu), cette derniere étant donc plus
précise pour déterminer la toxicité du produit. Cette valeur est encore plus précise lorsqu’elle est

standardisée avec la masse (mg) (L. M. da Costa et al. 2015).
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Figure 3. Schéma du protocole expérimentale pour étudier I’impact des métaux sur des abeilles en
laboratoire dans le contexte d’une étude écotoxicologique. OECD = Organisation de coopération et de
développement économiques, LD/L.C50 = létale dose/concnetration 50 %, IUCLID = International Uniform

ChemicaL Information Database. Figure réalisée sur BioRender.

Type de polluants

Il existe différent polluants en écotoxicologie étudiés pour leur toxicité : ce les produits de 1’agriculture
comme les fertilisants et les pesticides, les micropolluants industriels comme les PCB
(Polychlorobiphényle) ou la dioxin, les substances émergentes comme les composés perfluorés et les
métaux lourds (Pourret, Bollinger, et Hursthouse 2021). Une attention particuliére a été mise sur les
pesticides, pour lesquels il existe des bases de données répertoriant leur toxicité comme I’IUCLID

(International Uniform ChemicaL Information Database)(Richardson et Bopp 2012).
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Bien que les pesticides soient les polluants les plus étudiés pour leur toxicité envers les pollinisateurs
(Sanchez-Bayo 2021), les métaux présents dans 1’environnement peuvent aussi avoir un impact négatif sur
les populations d’abeilles (Moron et al. 2012). Il est donc crucial de déterminer leur toxicité en raison de

leur apport anthropique (Zhang et Wang 2020) et des risques qu'ils posent pour les organismes (Jaishankar
et al. 2014).

1.3. Risque des métaux sur les abeilles

1.3.1. Voies d’expositions générale

Une des voies d’exposition les plus importantes est 1’ingestion ; cette voie est causée par la présence de
métaux dans les ressources florales, comme le nectar et le pollen (Hladun, Parker, et Trumble 2015), surtout
lorsque les plantes poussent dans des zones fortement polluées, comme les zones urbanisées (Kalbande et
al. 2008). La présence de métaux dans ces tissus expose directement les abeilles adultes mais aussi les
jeunes, car elles utilisent le nectar et le pollen pour leur alimentation et le maintien du couvain, en
particulier les espéces sociales comme certains bourdons (Tepedino et Parker 1982 ; Gradish et al. 2019).
Les métaux peuvent aussi se trouver dans les liquides de guttation des plantes, exposant les abeilles
lorsqu'elles s'hydratent (Gradish et al. 2019). Une autre voie d’exposition est la voie cutanée : cette voie est
causée par la présence de métaux dans I’environnement et notamment dans les feuilles (Yan et al. 2020) et
le sol (De Temmerman et al. 2003), exposant les abeilles qui utilisent ces éléments pour confectionner leur
nid, dont les especes sociales (Gradish et al. 2019). Une derniere voie importante d’exposition des abeilles
est la voie respiratoire qui est causée par la présence de métaux dans 1’atmosphére (A. Costa et al. 2019) ;
(Sparks 2005). Parmi ces trois voies d’exposition, la voie orale causée par la contamination des ressources

florales est une des voies les plus a risque (Leita et al. 1996).

1.3.2. Utilité et toxicité générale

L’utilisation physiologie et la toxicité des métaux chez les insectes n’ont été que peu étudiées dans la
littérature scientifique et ne sont pas totalement comprises. La description de I’effet des métaux dans cette
partie prend en compte ’effet de métaux sur les cellules animales de maniére générale et leur effet

physiologique sur tout type d'insectes a cause du manque de spécificité sur les abeilles.

Les métaux sont intéressants d'un point de vue biochimique en raison de leur capacité de valence multiple,

ce qui leur permet d'étre utilisés comme groupes prosthétiques dans les sites actifs de certaines enzymes,
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des pigments respiratoires, des métalloprotéines et d'autres éléments biologiques(Valko, Morris, et Cronin
2005) ; (Koo 2023). Les métaux peuvent aussi avoir un role dans le transfert d’énergie, la signalisation et
I’équilibre redox et acido-basique (Ziller et Fraissinet-Tachet 2018), mais lorsque ceux-ci sont présents en
trop grande quantité, si le systeme de détoxification de 1’organisme ne peut pas les gérer, ils deviennent
toxiques (van Straalen et Roelofs 2005). En cas d'intoxication, les métaux sont nocifs pour les organismes,
car ils entrainent un stress oxydatif en modifiant la concentration de ROS dans le cytosol, et en altérant les
protéines par leur intéraction avec les groupements thiols, imidazoles et carboxyles, ce qui a pour
conséquence de troubler plusieurs processus cellulaires et physiologiques (Jaishankar et al. 2014 ; Kim,
Kim, et Kumar 2019). Le potentiel de toxicité des métaux fait que ceux-ci sont maintenus a un équilibre
précis, avec une absorption, une distribution, une accumulation et une excrétion finement régulée (Kim,

Kim, et Kumar 2019); il est donc important de prendre en compte ces aspects pour comprendre leur

utilisation par 1’organisme.

1.3.3. Processus de gestion des métaux dans le tube digestif

Comme mentionné précédemment, les abeilles peuvent étre exposées aux métaux via diverses voies dont
l'ingestion qui est 1'une des plus a risque (Leita et al. 1996 ; Tibbett et al. 2021). Le systeme digestif des
insectes se compose de trois parties principales : I'intestin antérieur, l'intestin moyen et l'intestin postérieur

(Figure 4) (Nation 2016).

17


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=04IC1D
https://www.zotero.org/google-docs/?lBR6aZ
https://www.zotero.org/google-docs/?lBR6aZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=LkWzGU

(Esophage

Jabot

) ; intestin

Proventricule : moyen

Intestin moyen Pylore

lléon

Tube de
Malpighie

Rectum “.’ Rectum

Figure 4. Schéma et photo du tube digestif des abeilles. Le schéma illustre le tube digestif des insectes. A :
intestin antérieur, B : partie de I’intestin antérieur avec le proventricule et les caeca digestifs, C : I’intestin
moyen, D : la partie antérieur de I’intestin postérieur, E : la partie postérieur de I’intestin postérieur. Ce
schéma a été modifié du livre “Insect Physiology and Biochemistry” de Nation de 2016 (Nation 2016).
Photo du tube digestif d’Apis mellifera adulte provenant de I’article de Engel et al. 2015. Le rectum est
rempli de pollen, la barre d’échelle représente 1 mm (Engel, Bartlett, et Moran 2015). Image réalisée sur

GIMP.

1.3.3.1. Absorption des métaux

L'absorption des métaux se fait principalement au niveau de l'intestin moyen, ou ont également lieu les
processus de détoxification des xénobiotiques (Dabour et al. 2019). Les cellules cylindriques sont les

cellules majoritaires du tube digestif, ce sont elles qui absorbent les molécules du bol alimentaire et qui
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forment une premiere barriére dans I'absorption des métaux en gérant leur toxicité par leur accumulation

(Ballan-Dufrancais 2002 ; Nation 2016).

Les métaux sont absorbés sous forme d’ions libres et donc ne peuvent pas entrer dans les cellules par simple
diffusion, mais au travers de transporteurs actifs ou d’une diffusion facilitée par des canaux ioniques. Un
métal peut étre absorbé par plusieurs moyens et comme les propriétés physico-chimiques de ceux-ci sont
parfois similaires, ces systémes de transports ne sont pas tres sélectifs entre métaux différents et donc les
métaux non-essentiels peuvent aussi passer par ces transporteurs (Craig, Hare, et Tessier 1999 ; Tibbett et
al. 2021). Parmi les transporteurs actifs, il existe les transporteurs Malvolio (Mvl), qui permettent
d’absorber le Cu au niveau de I’intestin moyen et qui utilisent un gradient de proton (Folwell, Barton, et
Shepherd 2006) et les transporteurs ZIP retrouvé au niveau des cellules de I’intestin moyen ou tu tube de
Malpighi (Xiao et al. 2014 ; Khan et Lang 2023). Les métaux peuvent aussi passer indirectement par des
transporteurs qui ne leur sont pas destinés comme c’est le cas des canaux Ca** qui régulent 1’équilibre
électrochimique des cellules (Poteat et Buchwalter 2014). Tous ces transporteurs sont liés a la régulation de
I’homéostasie électrochimique et ionique des cellules (Dow 2017); les ions métalliques peuvent donc

perturber cet équilibre par leur impact sur ces transporteurs (Ryu et al. 2004 ; Missirlis et Oliveira 2022).

1.3.3.2. Détoxification

Une fois les métaux absorbés, ceux-ci sont utilisés dans diverses voies biochimiques, mais de par la non
spécificité d’absorption et les risques d’overdose, il est important que ceux-ci soient détoxifiés. Pour gérer
la toxicité des métaux, les insectes utilisent deux modes de fonctionnement que sont 1’accumulation et

I’excrétion.

Accumulation
L’accumulation des métaux se réalise au travers de leur séquestration dans les lysosomes sous forme de

sphérites minéralisées dans différents tissus tels que les cellules intestinales, les tubes de malpighi et les
corps gras (Ballan-Dufrancais 2002 ; Polidori et al. 2018), ou par leur liaison a des métallothionéines qui
sont des protéines soufrées qui sont des chélateurs d’ions métalliques de part leur résidus cystéines
multiples. Ces métallothionéines sont un des systemes majeurs de gestion de 1’homéostasie des métaux
(Ziller et Fraissinet-Tachet 2018 ; Yiwen et al. 2022), il est possible de les utiliser en tant que biomarqueurs
physiologiques du stress métallique (Lu, Wu, et Ding 2018). La production des métallothionéines est

régulée au niveau transcriptionnel et traductionnel ; elles peuvent étre produites dans tous les
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compartiments cellulaires, dans tous types de tissus et durant tous les stades de développement des insectes

(Lauverjat, Ballan-Dufrancais, et Wegnez 1989 ; Liu et al. 2014 ; Ziller et Fraissinet-Tachet 2018).

Les métaux peuvent traverser la barriere épithéliale intestinale et s'introduire dans le soma, permettant ainsi
leur circulation dans 1'organisme entier grace a 'hémolymphe. Dans ce cas, ces éléments peuvent se stocker
dans d’autres tissus que les cellules intestinales tels que les corps gras (Leonard et al. 2009 ; Al-Naggar et
al. 2013). Le probléme écologique majeur de cette accumulation est que celle-ci risque de provoquer un
phénomeéne de bioaccumulation dans la chaine trophique(Cheruiyot et al. 2013). C’est pourquoi il est

important de contr6ler ce phénomene pour le bon maintien des structures écologiques.

Excrétion

Pour gérer la toxicité des xénobiotiques, les insectes ont développé un systéeme de détoxification générale
permettant d’évacuer les molécules toxiques et utilisant divers enzymes de détoxification tels que les
cytochromes P450, les glutathion-S-transférases et certains transporteurs actifs(Berenbaum et Johnson
2015). Cependant, il est probable que ce systéme ne soit pas le systéme principal utilisé pour la gestion des

métaux.

L’excrétion des métaux peut se faire au travers de 1’urine formée par les tubes de Malpighi (Leonard et al.
2009 ; Dow 2017) ou par I’excrétion des cellules cylindriques de I’intestin moyen mortes apres leur
accumulation (Vandenbulcke et al. 1998). Lorsque les métaux sont accumulés en trop grande quantité, ils
provoquent la nécrose de ces cellules cylindriques et les fragments nécrosés sont rejetés dans le lumen, ce
qui provoque une diminution de 1’épaisseur de 1’épithélium (Vandenbulcke et al. 1998 ; Bednarska et al.
2016 ; Dabour et al. 2019). C’est par ce phénomeéne qu’il est possible de retrouver des métaux dans les féces

des insectes (Helidvaara et Vdisdnen 1990).

1.3.3.3. Mélanisation du tube digestif

Un stress produit au niveau de I’intestin peut engendrer une réponse immunitaire et induire la mélanisation
de I’épithélium du tube digestif, notamment au niveau du pylore (Engel, Bartlett, e¢ Moran 2015). La
mélanisation est le résultat de la polymérisation de la quinone qui est produite par une enzyme appelée la
phénoloxydase, ce processus physiologique a pour fonction d’encapsuler les agents pathogénes et est réalisé
par les cellules immunitaires des insectes (Khan et Lang 2023). Le processus de mélanisation est dépendant

de I'utilisation de certains métaux tels que le Cu qui est utilisé en tant que cofacteur pour oxyder le phénol
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en quinone (Gonzalez-Santoyo et Cérdoba-Aguilar 2012 ; Khan et Lang 2023). Malgré leur utilité dans le
bon fonctionnement du systéme immunitaire, en condition non physiologique, les métaux peuvent induire
un stress et causer la mélanisation par leur capacité a augmenter la prolifération de bactéries pathogénes
(Ladomersky et Petris 2015). La prolifération de bactéries pathogeénes induit la stimulation des PRR
(Pattern Recognition Receptors) qui sont les initiateurs de la mélanisation (Binggeli et al. 2014 ; Emery,

Schmidt, et Engel 2017).

1.4. Effet des métaux sur le fitness des abeilles eusociales

La plupart des abeilles domestiques utilisées pour la pollinisation des champs sont eusociales ; c’est
avantageux car la forte production d'individus permet de polliniser de grandes surfaces agricoles (Thakur
2012). L’évaluation de I’impact d’un polluant sur le cycle de vie des abeilles eusociales doit tenir compte de
leur structure hiérarchique. Cette structure est composée de trois castes que sont les reines qui s’occupent de
la fondation de la colonie et de la reproduction, les ouvriéres qui s’occupent du maintien du couvain et les
males qui permettent de fertiliser les nouvelles reines (Fayet 2012). Il est donc important d’évaluer la
toxicité des métaux sur ces différentes castes. De plus, le maintien du fitness est aussi lié au bon
développement des individus ; c’est pourquoi il est également essentiel d’évaluer 1’effet des métaux sur les
différents stades de développement (Gradish et al. 2019b) que sont les larves, les pré-pupes, qui est le stade

apres la défécation des larves, et les pupes.

1.4.1. Risque sur les abeilles adultes

1.4.1.1. Différence d’exposition orale entre les castes

Les divergences écologiques entre les ouvrieres et les males chez les bourdons eusociaux entrainent des
variations de leur exposition aux métaux. Le role des ouvrieres au sein de la colonie est réparti en trois
taches : le maintien du couvain, la thermorégulation de la colonie et la recherche de nourriture (Hogeweg et
Hesper 1983 ; Foster et al. 2004). L'exposition orale des ouvriéres passe, dans un premier temps, par les
butineuses qui vont chercher les ressources florales. Ces ressources peuvent ensuite s’accumuler dans la
colonie, surtout au niveau des réserves nutritives, ce qui aura pour conséquence de contaminer les ouvrieres
qui maintiennent la colonie et les larves (Gradish et al. 2019b). Les males, apres leur émergence, restent un
temps dans la colonie avant de la quitter pour aller chercher une nouvelle reine a féconder. Ils peuvent étre
exposés par voie orale car ils butinent pour subvenir a leurs propres besoins alimentaires et par leur

présence pendant un temps dans la colonie. I’aire de distribution des males peut atteindre jusqu’a 308 km?,
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ce qui est bien plus vaste que celle des ouvrieres, qui est de 17,9 km? (Kraus, Wolf, et Moritz 2009). Les
ouvrieres sont donc plus a risque si leur colonie se trouve a proximité d’une zone polluée en métaux. La
durée d’exposition des ouvrieres est aussi plus longue que celle des males car celles-ci vivent plus
longtemps (del Castillo et Fairbairn 2012). Ces différences écologiques entre les castes font qu’il est

possible que leur mécanismes de résistance aient évolué de maniére différente.

1.4.1.2. Différence de la résistance entre les castes

Chez les abeilles eusociales, la différence de résistance aux métaux entre les males et les ouvriéres n’a été
que tres peu étudié. Pourtant certaines études ont démontré qu’il existe une différence de résistance liée au
sexe chez certains insectes comme Drosophila melanogaster (Balinski et Woodruff 2017) ;
(Halmenschelager et da Rocha 2019). Cette résistance pourrait étre due au fait que les males produisent
davantage de métallothionéines que les femelles (Egli et al. 2006). Ce phénomeéne qui pourrait étre expliqué
par le fait que la régulation de ces protéines est influencée par des variants du chromosome X (Shirley et
Sibly 1999). Certains transporteurs d’ion métalliques sont aussi impactés par le chromosome X (Christie,
Williams, et Jacobson 1985). A partir de ces observations, il est possible d’émettre I’hypothése que, chez les
insectes, la résistance et 1'homéostasie des métaux seraient influencées par le sexe, ce qui suggere une

dépendance a la ploidie (Balinski et Woodruff 2017).

Comme les abeilles eusociales possedent un systeme haplo-diploide, il est vraiment intéressant de s’attarder
sur leur résistance liée au sexe. Des études menées sur les pesticides ont déja démontré que les males
seraient plus sensibles a cause de leur haploidie (Friedli et al. 2020) car les individus hétérozygotes
possédent un meilleur systéme de détoxification. Un individu hétérozygote peut posséder deux alléles
codant pour un méme gene de résistance ce qui améliore 1’efficacité du systéme de détoxification et crée

des phénomeénes de codominances (Carriere 2003 ; O’Donnell et Beshers 2004).

1.4.2. Effet sur le développement

1.4.2.1. Voies d’exposition des larves

Méme si les abeilles principalement exposées aux métaux sont celles qui butinent, il est également possible
que ces éléments entrent en contact direct avec les larves, ce qui représente un risque pour leur
développement. Chez les bourdons sociaux, il existe deux principales voies de contamination : cutanée et

orale. I’exposition cutanée se fait au travers de la présence de métaux dans l'environnement, notamment
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dans les sols car les colonies de bourdons peuvent étre installées dans des terriers de rongeurs abandonnés,
des biiches creuses, des tas de pierres ou une végétation dense au sol, 1’utilisation des éléments extérieurs
pour former la colonie peut donc mener a une exposition des larves (Gradish et al. 2019 ; Feldhaar et Otti
2020). Une autre source d’exposition cutanée des larves est la présence de métaux dans la cire des colonies
(Formicki et al. 2013). Les bourdons produisent de la cire dans leur colonie afin d’y stocker leurs ceufs, le
pollen et le nectar (Gradish et al. 2019) et cette cire est produite a partir du nectar, du pollen et des glandes
ciriéres des ouvrieres (Hepburn 1986 ; Rottler, Schulz, et Ayasse 2013). C’est donc par le pollen utilisé pour
créer la cire et le stockage des aliments que les métaux peuvent s’introduire dedans et contaminer les larves.
Mais la contamination qui reste la plus répandue s’effectue par l'alimentation que les ouvriéres donnent aux
larves. Cette solution de nutrition est composée d’un mélange de pollen, de nectar et de sécrétion
glandulaire (Pereboom 2000 ; Carnell, Hulse, et Hughes 2020). La nourriture des larves peut donc étre
contaminée par des métaux au travers du nectar et du pollen contaminés et collectés par les ouvrieres

(Figure 5).

23


https://www.zotero.org/google-docs/?GjVEz0
https://www.zotero.org/google-docs/?j3QPaa

Métal dans = Métal dans plante
sol et eau ! ,E‘['”

(pollen + nectar)

\nqes\l\on

Nutrition des
ouvrieres

.

.

Contact cutané .
Couvain >

Provisions pour fes ouvriéres

Ouvrieres
du couvain

Figure 5. Schéma des voies d’exposition des ouvrieres et des larves dans le couvain aux métaux.

Figure réalisé sur Biorender.

1.4.2.2. Effet des métaux sur les larves

Il est intéressant de se pencher sur I’effet des métaux sur les différents stades de développement des abeilles
car leur fonctionnement physiologique est différent de celui des adultes. La principale voie de détoxification
des métaux des larves se réalise par leur excrétion durant leur défécation qui survient avant la pupaison
(Weiss 2006) ; (Scott, Lanno, et Gardiner 2024). Il a été observé chez certaines guépes sociales que la
composition en métaux des féces des larves était représentatives des concentrations de métaux dans
I’environnement et qu'apres la défécation, la composition en métaux dans les pupes était plus faible que
celle des larves (Urbini, Sparvoli, et Turillazzi 2006), ce qui montre 1’efficacité de la détoxification au

travers de la défécation. Les larves peuvent aussi absorber les métaux mais comparées aux adultes, leur

24



accumulation n’est pas un des principaux systémes de gestion de la toxicité. Les larves peuvent accumuler
des métaux dans leurs tissus tels que les corps gras (Krantzberg et Stokes 1990) ou les cellules de I’intestin
moyen (Filshie, Poulson, et Waterhouse 1971 ; Ballan-Dufrancais 2002), mais les concentrations en métaux
mesurées dans les larves sont supérieures a ceux des pupes (Scott, Lanno, et Gardiner 2024), ce qui montre
bien que la plupart des métaux sont excrétés lors de la défécation et que donc I’accumulation n’est pas utile
pour leur détoxification. Seul certains types de métaux comme le Cu peuvent s’accumuler dans les tissus
des larves (Hladun, Parker, et Trumble 2015 ; Filshie, Poulson, et Waterhouse 1971). Il est aussi possible
que les larves produisent des métallothionéines et qu’il serait donc possible de les utiliser pour mesurer le

stress métallique (X. Wang et al. 2018).

Comme les larves se révelent plus sensibles aux métaux que les adultes (Di et al. 2016) il est important
d’évaluer leur vulnérabilité. Cette différence de résistance peut étre attribuée au fait que les larves ont une
capacité réduite de régulation ionique et de défense immunitaire par rapport aux adultes (Ballan-Dufrangais
2002 ; Zhou, Cadigan, et Thiele 2003). De plus, a des concentrations environnementales en métaux, il est
observé une augmentation de la mortalité des pupes et une altération de la structure du couvain (Hladun et
al. 2015). Méme a des concentrations en métaux ou aucun effet n’est observé sur les adultes, les colonies
présentent moins de pupes et il est observé une diminution de I’indice de croissance des larves et du poids
des pré-pupes et des pupes (Di et al. 2016). Les métaux, chez les diptéres, peuvent aussi modifier le temps
de développement, impacter la masse des larves et des pupes, créer de la malformation (Shulman,
Pakhomov, et Brygadyrenko 2017) et diminuer les chances d’éclosion (Rayms-Keller et al. 1998). 1l est
donc intéressant de voir si ce type d’effet est aussi observé chez les abeilles. Ainsi, le développement des
insectes peut étre affecté par la présence de métaux a faible dose, ce qui pourrait menacer le fitness des
abeilles et souligner I'importance d'évaluer les risques encourus par les autres stades de développement, et

pas seulement celui des adultes.
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Objectif

L’objectif de ce mémoire est d’évaluer de maniére générale la toxicité de deux métaux que sont le Cu et le
Cd sur les bourdons domestiques car ceux-ci n’ont été que peu étudiés dans la littérature. Ces deux métaux
ont été choisis afin d’avoir une idée de la toxicité d’un métal essentiel et non-essentiel et 1’espéce modele
utilisée est B. terrestris. Afin d'évaluer cette toxicité, les organismes ont été exposés par voie orale afin de
mesurer la létalité des deux métaux. Les expériences ont été divisées en deux volets : 1'un visant a évaluer
les effets de ces métaux sur les adultes et l'autre a examiner leurs impacts sur le développement des

individus (Figure 6).

2.1. Expérience sur les adultes
Durant cette expérience, des ouvriéres et des males ont été exposés de maniere aigué au deux métaux a
différent range de concentration afin, dans un premier temps, d’établir la LC50, la LD50 et la LD50
standardisé avec la masse. Suite au calcul de ces valeurs, la toxicité entre ces deux métaux et entre les
ou