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Résumé

Il  existe  beaucoup de xénobiotiques  d’origine  anthropique  dans  l’environnement  pouvant  avoir  un

impact  néfaste  sur  la  biodiversité  et  plus  précisément  sur  les  abeilles.  Les  métaux sont  un de ces

polluants dont l’impact n’a été que très peu étudié et est donc peu compris. Dans ce mémoire, nous

avons donc débuté les prémisses de recherches visant à comprendre l’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 à trois questions biologiques. 

La première question est de comprendre à quel point le Cu et le Cd sont toxiques pour les ouvrières et

les  mâles.  Pour  ce  faire,  le  protocole  expérimental  OECD  revisité  pour  les  abeilles  par  l’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 ouvrières et les mâles. L’obtention de cette valeur a été réalisée par

exposition orale aiguë 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

l’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

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

La deuxième question biologique est une question qui est en rapport avec les causes de l’intoxication

au Cu et au Cd. Pour cette question, nous nous sommes donc penchées sur leur effet au niveau du

système digestif, car il semblerait que celui-ci soit particulièrement atteint. Pour ce faire, une dissection

du système digestif des ouvrières après exposition a été réalisée. Différents paramètres 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  être  en accord avec le  système 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  à  la  LD50,  ces  effets  sont  donc  sûrement  rarement  rencontré  dans

l’environnement. 
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Enfin, pour la dernière question biologique, nous nous sommes posé la question de savoir si à 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 paramètres du développement ont été contrôlés que sont la mortalité,

la croissance des larves, le poids après l’émergence et le temps de développement pour les larves, les

pré-pupes  et  les  pupes.  Les  pré-pupes  étant  le  stade  après  défécation  et  avant  l’acquisition  de  la

morphologie nymphale. Les résultats de cette expérience montrent une accélération de la défécation de

2 jours des larves, un phénomène pouvant s’expliquer par le stress engendré par le Cu. Il est possible

que pour se détoxifier, les larves accélère leur défécation ce qui a pour conséquence d’accélérer le

moment de nymphose. 

En conclusion, le Cu et le Cd n’ont des effets létaux sur les adultes qu’à fortes concentrations qui sont

loin d’être ce qui est retrouvé dans l’environnement. Il semblerait que la masse soit un des facteurs

principale  influençant  la  mortalité  chez  les  ouvrières  et  les  mâles  et  que  le  système  digestif  soit

particulièrement touchée. Une piste sur les causes de l’intoxication des métaux au niveau du système

digestif est donc ouverte. Pour le développement, il semblerait que la sensibilité des larves fait qu’une

exposition  orale  à  dose  environnementale,  et  donc  très  faible  par  rapport  à  la  LD50  des  adultes

rapporté,  soit  assez  élevé  pour  avoir  un impact  sur  le  développement  en  accélérant  la  défécation.

Évaluer l’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. 
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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
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environmental concentrations, affects larval development, highlighting the need for further research

into its toxic mechanisms.
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Introduction

1.1. Problème des métaux dans l’environnement

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

Les éléments  en traces métalliques et  métalloïdes (ci-après « métaux »),  couramment appelés « métaux

lourds » sont des éléments métalliques non-synthétiques présents de manière naturelle dans les sols à l’état

de trace, donc à une concentration inférieure à 1 g/kg. Ils représentent 76 éléments du tableau périodique de

Mendeleïev  (Gekière, 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 particulière 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 l’organisme, il est retrouvé notamment en tant que cofacteur dans beaucoup d’enzymes. Alors qu’un

métal non-essentiel ne possède aucune fonction physiologique chez les êtres vivants, celui-ci est toxique en

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

Source naturel  le   et anthropique  

La présence naturelle de ces métaux est le fruit de plusieurs phénomènes que sont la remontée de magma

granitique, l’érosion et les feux de forêt  (Goff et Bonnomet 2004). Mais l'activité humaine, telle que les

activités  de production,  la  combustion  de combustibles  fossiles,  l'extraction de métaux,  l’utilisation  de

pesticides et d'engrais agricole, ainsi que le rejet des eaux usées domestiques, entraîne 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 l’environnement et de leur risque de bioaccumulation dans la chaîne

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 particulièrement 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

l’environnement (Matech et al. 2014 ; Jaishankar et al. 2014). 
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Figure 1. Schéma de la classification des métaux retrouvé dans les sols contaminés et non-contaminés.

Inspiré de l’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 l'environnement par l'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 être libérés du sol

où ils ont été fixés, puis rester sous forme d'ions libres ou se lier à des composés organiques  (Goff et

Bonnomet 2004) ; (Violante et al. 2010). Une fois le métal biodisponible,  celui-ci peut être absorbé et

s’accumuler dans divers tissus végétaux et in fine se retrouver dans les tissus floraux (Clemens, Palmgren,
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et Krämer 2002 ; Xun et al. 2017 ;Yan et al. 2020) . Cette accumulation dans les tissus floraux accroît le

risque de bioaccumulation des métaux dans la chaîne alimentaire (Sarker et al. 2022), en commençant par

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

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 chaîne trophique sol/plante/insecte. Le devenir des métaux 
dans certains tissus floraux est aussi rapporté. Figure modifiée de l’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 écosystèmes : ils peuvent jouer le rôle 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 l'ingestion, l'inhalation et l'absorption cutanée (Sparks 2005).

Le  phénomène  de  bioaccumulation  des  métaux  dans  les  tissus  floraux  rend  les  insectes  herbivores

particulièrement 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 même si ces éléments sont présents dans les tissus

végétaux, les formes insolubles complexés à la paroi végétale ne sont pas directement disponibles. Par

contre,  les métaux présents dans divers fluides végétaux tels que le nectar ou la sève 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 rôle crucial en

contribuant à la diversité botanique terrestre et en participant à la régulation des cycles des nutriments et de

l'énergie. Les abeilles (Hymenoptera: Apoidea: Anthophila) constituent le principal groupe de pollinisateurs

en raison de leur grande efficacité dans les écosystèmes où 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 l'apport

de polluants d'origine anthropique dans l'environnement est un facteur non négligeable de ce déclin (Potts et

al.  2016  ; LeBuhn  et  Vargas  Luna  2021).  Les  abeilles  sont  particulièrement  importantes  pour  les

écosystèmes, notamment parce qu’elles participent à 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

particulièrement à risque d’exposition aux polluants anthropiques ce qui rend leur étude en écotoxicologie

très  pertinente.  L’espèce  modèle  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 à plusieurs xénobiotiques est plus élevée que
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d’autres espèces, l’utilisation d’une espèce 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 intrinsèque est souvent le

même (Figure 3). Cette caractérisation se fait en utilisant des bioessais sur des organismes modèles, mais il

est également possible d'employer d'autres modèles d'étude, allant de la cellule, qui fournit une réponse

précise de l'intoxication, à une population, qui offre une réponse plus représentative de celle observée  in

situ (Lyubenova et al. 2016) ; (Zhou et al. 2019). La mortalité est l'un des paramètres les plus étudiés pour

caractériser  la  toxicité  des polluants  et  est  généralement évaluée  par  des expositions aiguës,  orales  ou

cutanées (Garric 2009) ; (Lyubenova et al. 2016). Bien que l'évaluation des effets létaux 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 à des concentrations environnementales (Lyubenova et al. 2016).

La létalité d’un polluant est évaluée par des protocoles de laboratoire standardisés réalisés par l’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 l’unité de

mesure de la  LD50 est une dose  par individus (g de polluant / individu), cette dernière  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 l’impact des métaux sur des abeilles en

laboratoire dans le contexte d’une étude écotoxicologique. OECD = Organisation de coopération et de

développement économiques, LD/LC50 = 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 l’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  particulière  a  été  mise  sur  les

pesticides,  pour  lesquels  il  existe  des  bases  de  données  répertoriant  leur  toxicité  comme  l’IUCLID

(International Uniform ChemicaL Information Database)(Richardson et Bopp 2012). 

15

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=3gofoH


Bien que les  pesticides soient  les  polluants  les  plus étudiés pour leur toxicité  envers  les  pollinisateurs

(Sánchez-Bayo 2021), les métaux présents dans l’environnement peuvent aussi avoir un impact négatif sur

les populations d’abeilles (Moroń 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 l’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 espèces 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 l’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 espèces sociales (Gradish et al. 2019). Une dernière voie importante d’exposition des abeilles

est la voie respiratoire qui est causée par la présence de métaux dans l’atmosphère (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 à 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 l’effet des métaux dans cette

partie  prend  en  compte  l’effet  de  métaux  sur  les  cellules  animales  de  manière  générale  et  leur  effet

physiologique sur tout type d'insectes à 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'être 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 rôle dans le transfert d’énergie, la signalisation et

l’équilibre redox et acido-basique (Ziller et Fraissinet-Tachet 2018), mais lorsque ceux-ci sont présents en

trop grande quantité, si le système de détoxification de l’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 entraînent 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 à 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 l’organisme.

1.3.3. Processus de gestion des métaux dans le tube digestif

Comme mentionné précédemment, les abeilles peuvent être exposées aux métaux via diverses voies  dont

l'ingestion qui  est l'une des plus à risque (Leita et al. 1996 ; Tibbett et al. 2021). Le système digestif des

insectes se compose de trois parties principales : l'intestin antérieur, l'intestin moyen et l'intestin postérieur

(Figure 4) (Nation 2016). 
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Figure 4. Schéma et photo du tube digestif des abeilles. Le schéma illustre le tube digestif des insectes. A :

intestin antérieur, B : partie de l’intestin antérieur avec le proventricule et les caeca digestifs, C : l’intestin

moyen, D : la partie antérieur de l’intestin postérieur, E : la partie postérieur de l’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 l’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, où 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 première barrière dans l'absorption des métaux en gérant leur toxicité par leur accumulation

(Ballan-Dufrançais 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 être absorbé par plusieurs moyens et comme les propriétés physico-chimiques de ceux-ci sont

parfois similaires, ces systèmes de transports ne sont pas très 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 l’intestin moyen et qui utilisent un gradient de proton (Folwell, Barton, et

Shepherd 2006) et les transporteurs ZIP retrouvé au niveau des cellules de l’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 Ca2+ qui régulent l’équilibre

électrochimique des cellules (Poteat et Buchwalter 2014). Tous ces transporteurs sont liés à la régulation de

l’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 l’accumulation et

l’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-Dufrançais 2002 ;  Polidori et al. 2018), ou par leur liaison à 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 systèmes majeurs de gestion de l’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  être  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 barrière épithéliale intestinale et s'introduire dans le soma, permettant ainsi

leur circulation dans l'organisme entier grâce à l'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 problème écologique majeur de cette accumulation est que celle-ci risque de provoquer un

phénomène de  bioaccumulation  dans  la  chaîne  trophique(Cheruiyot  et  al.  2013).  C’est  pourquoi il  est

important de contrôler ce phénomène pour le bon maintien des structures écologiques.

Excrétion

Pour gérer la toxicité des xénobiotiques, les insectes ont développé un système 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 système ne soit pas le système principal utilisé pour la gestion des

métaux. 

L’excrétion des métaux peut se faire au travers de l’urine formée par les tubes de Malpighi (Leonard et al.

2009 ;  Dow 2017) ou  par  l’excrétion  des  cellules  cylindriques  de  l’intestin  moyen  mortes  après  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 l’épaisseur de l’épithélium (Vandenbulcke et al. 1998 ;  Bednarska et al.

2016 ; Dabour et al. 2019). C’est par ce phénomène qu’il est possible de retrouver des métaux dans les fèces

des insectes (Heliövaara et Väisänen 1990). 

1.3.3.3. Mélanisation du tube digestif

Un stress produit au niveau de l’intestin peut engendrer une réponse immunitaire et induire la mélanisation

de l’épithélium du tube digestif,  notamment au niveau du pylore  (Engel,  Bartlett,  et  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 pathogènes et est réalisé

par les cellules immunitaires des insectes (Khan et Lang 2023). Le processus de mélanisation est dépendant

de l’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 (González-Santoyo et Córdoba-Aguilar 2012 ; Khan et Lang 2023). Malgré leur utilité dans le

bon fonctionnement du système immunitaire, en condition non physiologique, les métaux peuvent induire

un stress et causer la mélanisation par leur capacité à augmenter la prolifération de bactéries pathogènes

(Ladomersky  et  Petris  2015).  La  prolifération  de  bactéries  pathogènes  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 l’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 ouvrières qui s’occupent du maintien du couvain et les

mâles 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 l’effet des métaux sur les

différents stades de développement (Gradish et al. 2019b) que sont les larves, les pré-pupes, qui est le stade

après 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 ouvrières et les mâles chez les bourdons eusociaux entraînent des

variations de leur exposition aux métaux. Le rôle des ouvrières au sein de la colonie  est réparti en trois

tâches : 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 ouvrières 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 ouvrières

qui maintiennent la colonie et les larves (Gradish et al. 2019b). Les mâles, après leur émergence, restent un

temps dans la colonie avant de la quitter pour aller chercher une nouvelle reine à féconder. Ils peuvent être

exposés  par  voie  orale  car  ils  butinent  pour  subvenir  à  leurs  propres  besoins  alimentaires  et  par  leur

présence pendant un temps dans la colonie. L’aire de distribution des mâles peut atteindre jusqu’à 308 km²,
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ce qui est bien plus vaste que celle des ouvrières, qui est de 17,9 km² (Kraus, Wolf, et Moritz 2009). Les

ouvrières sont donc plus à risque si leur colonie se trouve à proximité d’une zone polluée en métaux. La

durée  d’exposition  des  ouvrières  est  aussi  plus  longue  que  celle  des  mâles  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 manière différente. 

1.4.1.2. Différence de la résistance entre les castes

Chez les abeilles eusociales, la différence de résistance aux métaux entre les mâles et les ouvrières n’a été

que très 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 être due au fait que les mâles produisent

davantage de métallothionéines que les femelles (Egli et al. 2006). Ce phénomène qui pourrait être 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). À partir de ces observations, il est possible d’émettre l’hypothèse que, chez les

insectes,  la résistance et l'homéostasie des métaux seraient influencées par le sexe, ce qui suggère une

dépendance à la ploïdie (Balinski et Woodruff 2017).

Comme les abeilles eusociales possèdent un système haplo-diploïde, il est vraiment intéressant de s’attarder

sur leur résistance liée au sexe. Des études menées sur les pesticides ont déjà démontré que les mâles

seraient  plus  sensibles  à  cause  de  leur  haploïdie  (Friedli  et  al.  2020) car  les  individus  hétérozygotes

possèdent  un  meilleur  système de  détoxification.  Un  individu  hétérozygote  peut  posséder  deux allèles

codant pour un même gène de résistance ce qui améliore l’efficacité du système de détoxification et crée

des phénomènes de codominances (Carrière 2003 ; O’Donnell et Beshers 2004). 

1.4.2. Effet sur le développement

1.4.2.1. Voies d’exposition des larves     

Même 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. L’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 être installées dans des terriers de rongeurs abandonnés,

des bûches creuses, des tas de pierres ou une végétation dense au sol, l’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 œufs, le

pollen et le nectar (Gradish et al. 2019) et cette cire est produite à partir du nectar, du pollen et des glandes

cirières des ouvrières (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 ouvrières 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 être

contaminée par des métaux au travers du nectar et  du pollen contaminés et  collectés  par les ouvrières

(Figure 5).
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 Figure 5. Schéma des voies d’exposition des ouvrières 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 l’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 guêpes sociales que la

composition  en  métaux  des  fèces  des  larves  était  représentatives des  concentrations de  métaux  dans

l’environnement et qu'après la défécation, la composition en métaux dans les pupes était plus faible que

celle des larves  (Urbini,  Sparvoli, et  Turillazzi 2006), ce qui montre l’efficacité de la détoxification au

travers de la défécation. Les larves peuvent aussi absorber les métaux mais comparées aux adultes, leur
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accumulation n’est pas un des principaux systèmes 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 l’intestin

moyen (Filshie, Poulson, et Waterhouse 1971 ; Ballan-Dufrançais 2002), mais les concentrations en métaux

mesurées dans les larves sont supérieures à 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 l’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 révèlent plus sensibles aux métaux que les adultes  (Di et al. 2016) il est important

d’évaluer leur vulnérabilité. Cette différence de résistance peut être attribuée au fait que les larves ont une

capacité réduite de régulation ionique et de défense immunitaire par rapport aux adultes (Ballan-Dufrançais

2002 ; Zhou, Cadigan, et Thiele 2003). De plus, à 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). Même à 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 l’indice de croissance des larves et du poids

des pré-pupes et des pupes (Di et al. 2016). Les métaux, chez les diptères, 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).  Il est

donc intéressant de voir si ce type d’effet est aussi observé chez les abeilles. Ainsi, le développement des

insectes peut être affecté par la présence de métaux à faible dose, ce qui pourrait menacer le fitness des

abeilles et souligner l'importance d'évaluer les risques encourus par les autres stades de développement, et

pas seulement celui des adultes.

25

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=CfWOQq
https://www.zotero.org/google-docs/?1KkZYR
https://www.zotero.org/google-docs/?1KkZYR
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vc6WQP
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vc6WQP
https://www.zotero.org/google-docs/?H5cdc2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=O2mN4q
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vc6WQP


Objectif
L’objectif de ce mémoire est d’évaluer de manière 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 l’espèce modèle

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 : l'un visant à évaluer

les  effets  de  ces  métaux sur  les  adultes  et  l'autre  à  examiner  leurs  impacts  sur  le  développement  des

individus (Figure 6).

2.1. Expérience sur les adultes

Durant cette expérience, des ouvrières et des mâles ont été exposés de manière aiguë au deux métaux à

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

ouvrières et les mâles a été comparée. Dans un deuxième temps, différents paramètres chez les ouvrières

ont été mesurés afin de caractériser l'effet de ces métaux sur le système digestif, en commençant par la

dissection de l’intestin moyen. Le poids avant et après l’expérience et la consommation de sirop de sucre

ont aussi été mesuré.  

L’exposition orale aiguë individuelle des adultes a été réalisée en suivant le protocole  OECD standardisé

d’exposition des abeilles adultes (Brown et al. 2022). L'intérêt d’avoir suivi ce protocole d’exposition est

d’évaluer la LD50 qui est une valeur officielle de toxicité permettant d’évaluer la nocivité d’une molécule

et de la comparer.

Les questions biologiques qui ont été émises pour cette expérience sont les suivantes : 

• Quel est le niveau de toxicité du Cu et du Cd chez les bourdons sociaux et cette toxicité est-t-

elle la même entre les mâles et les ouvrières ?

• Quel impact le Cu et le Cd ont-ils sur l’intestin moyen des ouvrières ?

2.2. Expérience sur le développement des larves

Pour cette expérience, Les larves de B. terrestris ont été mises en incubateur dans des plaques multi-puits

afin d’être nourries oralement  de manière chronique avec une solution  contrôle et contenant du Cu. Pour
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cette expérience, ce qui est principalement mesuré est la mortalité au 3 stades de développement que sont

les larves, les pré-pupes et les pupes. Mais d’autres paramètres ont aussi été évalués tel le temps des stades

de développement, la croissance des larves et le poids après émergence. Le but principal de cette expérience

est de voir si, à une concentration environnementale, donc assez faible, il est possible de voir des effets sur

le développement de B. terrestris. 

La question biologique qui a été émise pour cette expérience est la suivante : 

• La  concentration  environnementale  de  Cu  peut-elle  perturber  le  développement  et  la

mortalité des larves de B. terrestris ? 

Figure 6. Schéma de la structure des recherches expérimentales de ce mémoire. Figure réalisé sur

Biorender. 
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Matériels et méthodes

3.1. Modèle biologique et xénobiotiques étudiées

3.1.1. Choix de l’espèce modèle

L’espèce  modèle  qui  a  été  étudiée  dans  ce  mémoire  est  Bombus  terrestris,  une  espèce  de  bourdons

extrêmement prévalente (Hymenoptera : Apidae). Ce bourdon est une espèce eusociale primitive (Rasmont

et al. 2008), c’est-à-dire qu’il y a une perte de capacité de reproduction des classes non-reproductive mais

que cette perte n’est pas définitive, ce qui est le cas pour les ouvrières de B. terrestris qui peuvent encore se

reproduire en l’absence de reine (Bloch et Hefetz 1999 ; Darrouzet et Corbara 2016).

Développement et cycle de vie 

Pour étudier l’impact que des polluants peuvent avoir sur le fitness de  B. terrestris,  il  est important de

comprendre son cycle de vie et son développement.  Le cycle de vie de B. terrestris se divise en deux

phases, une phase solitaire où la reine émerge du nid, se reproduit, hiberne et fonde une nouvelle colonie, et

une phase sociale durant laquelle la reine produit les ouvrières qui s’occuperont des larves et du maintien de

la colonie (L. Wang et al. 2019a). En fin de saison, des mâles et des reines sont produits et la colonie prend

fin (Holland et Bourke 2015). Les bourdons subissent trois transformations durant leur développement, une

première où l'œuf éclot en larves, une deuxième où les larves passent par quatre stades et se transforment

finalement en pupe, et une dernière ou les adultes émergent de leur cellule. Les œufs sont pondus dans la

colonie sous forme de paquet dans une même cellule ; ils éclosent ensemble et sont nourris régulièrement

par les ouvrières. Après avoir atteint une certaine taille, les larves s’isolent dans des cellules individuelles et

sont nourries jusqu’à défécation. Après la défécation, les larves entament le début de leur métamorphose

pour devenir une pupe et une fois cette transformation terminée, les adultes formés émergent de leur cellule

(Van den Toorn et Pereboom 1996 ; Cnaani, Schmid-Hempel, et Schmidt 2002 ;  Amsalem et al. 2015 ; Tian

et Hines 2018).

Intérêts d’utiliser B. terrestris

En écotoxicologie, les modèles d’études généralement utilisés sont les crustacés et les poissons, mais les

insectes peuvent aussi être utilisés. Parmi celles-ci, l’une d’elle est particulièrement étudiée pour les abeilles

qui est Apis mellifera (Lyubenova et al. 2016). Mais ce choix n’est pas forcément pertinent pour évaluer la
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vulnérabilité  des abeilles  car  sa résistance  à plusieurs  xénobiotiques est  plus élevée que celle  d’autres

espèces (Van der Steen et al. 2012) ; (Arena et Sgolastra 2014). Le choix d’une espèce domestiquée comme

modèle est souvent lié à sa disponibilité qui permet d’obtenir un plus grand nombre de réplicats, un critère

important à prendre en compte lors de bioessais. Une alternative à A. mellifera est B. terrestris (Brown et al.

2022). Afin d’étudier l’impact des métaux sur les différents stades de développement de  B. terrestris, les

stades de larves (2-3), pré-pupes (4), pupes (5) et adultes (6-7) illustrés sur la figure 7 ont été étudié

Figure 7. Montage photo représentant les différents stades de développement de Bombus terrestris. 1 :

œuf pondu en paquet,  2 : larves en groupe, 3 : larve isolée, 4 : larve après défécation (pré-pupe), 5 :

développement de la pupe, 6 : adulte non émergé, 7 : adulte émergé. Photo réalisée dans le laboratoire

de zoologie à l’UMons par Paolo Rosa.
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3.1.2. Choix des métaux étudié     

Comme expliqué précédemment, les métaux peuvent être classés en fonction de leur intérêt biologique, ce

qui les  divises en deux catégories,  les essentiels et  les non-essentiels.  Dans ce mémoire,  afin d’étudier

l’effet de ces deux types de métaux, nous avons utilisé le Cu, un métal essentiel et le Cd, un métal non-

essentiel. 

Les origines anthropiques du Cd proviennent de la combustion d’énergies fossiles solide, de l’incinération

de déchets, de la sidérurgie, de la métallurgie et de la production de piles alcalines. Les zones contaminées

par ce métal sont principalement les zones industrielles et les déchetteries centralisées  (Jaishankar et al.

2014 ;  Cuniasse et Glass 2020). Il peut aussi être présent dans les zones agricoles, étant utilisé dans les

engrais  riches  en  phosphates  (Goff  et  Bonnomet  2004).  Le  Cu,  quant  à  lui,  provient  de  l’usure  des

plaquettes de frein, de l’abrasion des routes, de l’usure des caténaires ferroviaires, de la combustion de

minéraux, du carburant et de la métallurgie (Cuniasse et Glass 2020). Il est aussi présent dans les zones

agricoles  notamment  par  l’utilisation  de  la  bouillie  bordelaise  utilisée  dans  les  vignobles  et  certains

fongicides  (Le Bouil et al. 2001 ;  Darriet et al. 2001 ;  Goff et Bonnomet 2004). Ces deux métaux sont

bioaccumulables et bioamplifiables dans la chaîne alimentaire, d'où leur pertinence en écotoxicologie (Butt

et al. 2018 ; Mann, Vijver, et Peijnenburg 2011). 

3.2. Exposition des adultes au Cu et au Cd

3.2.1. Exposition des ouvrières

Description du protocole OECD No. 247 2017

Afin d’évaluer la toxicité du Cu et du Cd, un protocole standard d’exposition orale aiguë sur les bourdons

adultes  (OECD 2024),  revisité  par  l’équipe  Poshbee  (Brown et  al.  2022),  a  été  utilisé.  Ce protocole

consiste à inoculer  aux bourdons un faible volume de solution contaminée avec le polluant d’intérêt et

ensuite  d’observer la mortalité des individus pendant 96 h, ceux-ci étant alors nourris de solution sucrée.

Cinq concentrations avec un gradient géométrique ont été utilisées afin d’évaluer, in fine, la concentration

létale  50% (LC50)  du  polluant  d’intérêt  pour  l’organisme  étudié.  Ici,  les  organismes  étudiés  sont  des

bourdons  de  l'espèce  domestiquée  Bombus  terrestris venant  de  colonies  commandées  à  l’entreprise

Biobest© (Westerlo, Belgique). Ces colonies se trouvent dans des boites en cartons munies de système de

ventilation et d’un système d’alimentation sans entretien contenant du Biogluc® (Wäckers et al. 2017).
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Des boules de pollen de saule (« Ruchers de Lorraine »,  France) mélangé à de l’eau de SPA© ont été

déposées dans les boîtes de colonies de manière continue afin d’augmenter la production d’ouvrières dans la

colonie (pollen:eau 10:4 w/w) (Vanderplanck et al. 2014).

Pour les expositions individuelles, les ouvrières ont été isolées dans des cages Nicot© trouées et bouchées

par une seringue de 2 ml. Après cette isolation, les ouvrières ont été pesées vivantes dans leur cage Nicot©

et la valeur obtenue a été conservée pour réaliser la mesure de la masse initiale. Pour cette expérience, deux

types de seringues ont été utilisés : les seringues de nutrition sans embout pour les volumes importants et les

seringues d’exposition avec embout pour les faibles volumes. Dans un premier temps, afin d’habituer les

ouvrières à la cage, celles-ci sont nourries avec du sirop de sucrose 50% (eau:sucrose 1:1 w/w)  pendant

24h. Les ouvrières mortes durant ce laps de temps sont remplacées (Figure 8). Dans un deuxième temps,

les ouvrières sont exposées aux différentes concentrations de métaux (Table 1) via une goutte de 40µL de

sucrose contenant la quantité de métal adéquate. Pour cette exposition, la prise de nourritures des ouvrières

a été contrôlée durant maximum 4h et une fois les 40 µL consommés, la survie de l’ouvrière est relevée

toutes les 24 h durant 96 h (i.e. 24, 48, 72 et 96 h après exposition). Durant ces 96 h, les ouvrières sont

nourries avec du sirop de sucrose ad libitum. La consommation a été mesurée chaque jour, c’est-à-dire que

les seringues de sucrose 50% ont été pesées et remplacées toutes les 24 h. Les ouvrières mortes au cours de

l’expérience sont  pesées et  préservées à -70°C pour les  analyses de tube digestif  (vide infra).  Afin de

mesurer la masse initiale,  les cages Nicot© à vide des ouvrières mortes sont pesées et cette masse est

déduite de celle  des ouvrières  vivantes dans leur cage (masse ouvrière et  cage  – masse cage = masse

initiale). Les survivantes après 96 h sont également pesées et ensuite congelées à -70°C. Les masse s ont été

mesurées avec une balance précise à 10-3 g. 
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Figure  8. Expositions individuelles  des adultes  au Cu et  au Cd. A :  Schéma des différentes seringues

utilisées pour les expositions, rouge = inoculum, bleu = sirop de sucrose 50%. B : Plateau contenant un

traitement  complet.  C  :  Cage  Nicot  avec  une  seringue  utilisée  pour  les  expositions.  La  seringue  est

introduite par un trou percé directement dans la cage. Image réalisée sur gimp.

Table 1.  Concentrations utilisées lors de l’expérience principale pour le calcul de la  LC50/LD50/LD50 .

Ces concentrations sont les valeurs mesurées par l’ICP-OES à la plateforme MOCA. Les métaux ont été

dissous dans du sirop de sucrose 50%. 

Ouvrières Mâles

Cd (mg/L) Cu (mg/L) Cd (mg/L) Cu (mg/L)

9 96 20 55

19 202 42 113

30 397 82 231

68 876 170 500

130 1618 410 1182

Les ouvrières isolées ont été placées dans une salle d’élevage munie de lumière rouge et maintenues à une

température et une humidité de 27 +/- 1 °C et 60 +/- 10 % RH. Aucune photopériode n’a été simulée, c’est

dans cette salle que la mortalité a été mesurée. La lumière rouge permet la manipulation des bourdons car

ceux-ci n’ont pas la capacité de voir la lumière spectrale rouge (Skorupski, Döring, et Chittka 2007). 
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Réalisation des solutions

Le protocole OECD 2017 n’ayant jamais été utilisé pour établir la LC50 du Cu et du Cd chez aucune espèce

de bourdons, il  fut  nécessaire de conduire une expérience pilote afin d’estimer les  concentrations avec

gradient géométrique à utiliser pour l’expérience principale. Pour se faire, par essai erreur, des ouvrières

furent exposées à différentes concentrations de Cu et de Cd, en se basant notamment sur une extrapolation

d’effets  létaux  déjà  reportés  dans  la  littérature.  Ainsi,  un  total  de  10  concentrations  de  Cd  et  9

concentrations de Cu ont été testées au travers de deux tests différents (Table  2),  chaque concentration

testant 9 ouvrières issues de trois colonies différentes (3 ouvrières * 3 colonies = 9).  La mortalité des

ouvrières  après  72  h  a  été  enregistrée.  Ces  résultats  préliminaires  nous  ont  permis  de  définir  les

concentrations à utiliser dans l’expérience principale.  Le design d’inoculation de l’expérience pilote est

identique à celui de l’expérience principale (vide infra), mais seule la mortalité a été mesurée.

Table  2. Concentrations  utilisées  lors  de  l’expérience  pilote  et  nombre  de  morts  mesuré  72h  après

exposition.  Les métaux ont été dissous dans du sirop de sucrose 50%. Les concentrations notées sur ce

tableau n’ont pas été analysées en laboratoire et donc la concentration réelle des métaux n’est pas connue.

Ces données n’ont donc pas été comparées avec celle de l’expérience principale.

1er test

Cd (mg/L) Nbr mort Cu (mg/L) Nbr mort

7 0 10 0

20 0 30 1

60 0 90 0

180 9 270 0

540 9 810 1

2e test

Cd (mg/L) Nbr mort Cu (mg/L) Nbr mort

60 1 810 0

90 7 1620 3

120 9 3240 2

150 9 6480 0

180 9
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Sur base des résultats de l’expérience pilote, cinq concentrations de Cu (CuCl2; Sigma-Aldrich, CAS 7447-

39-4) et cinq concentrations de Cd (CdCl2; Sigma-Aldrich, CAS 10108-64-2) ont été testées (Table 1). Ces

solutions furent préparées avec du sirop de sucrose 50% (eau:sucrose 1:1 w/w), qui servit de traitement

contrôle (i.e. 0 mg.L-1). Une solution de diméthoate dissoute dans du sirop de sucrose 50% à hauteur de 0.1

mg.mL-1 fut utilisée comme contrôle positif (OECD 2024). Les concentrations en Cu et Cd des solutions

furent  mesurées  par  ICP-OES  à  la  plateforme  MOCA  (Mineral  and  Organic  Chemical  Analysis)  de

Louvain-la-Neuve. Pour chaque traitements,  35 ouvrières  de 5 colonies différentes ont été exposées (7

ouvrières * 5 colonies = 35).

3.2.2. Exposition des mâles

Les  mâles  utilisés  dans  cette  expérience  sont  issus  de  Masculino-Systems  commandés  à  l’entreprise

Biobest© Westerlo, Belgique). Ce système est une boîte possédant une aération et contenant 50 mâles de B.

terrestris nourris par des bandes de biogluc© (Wäckers et al. 2017). Le système d’exposition pour les mâles

est le même que celui utilisé pour les ouvrières décrit plus haut, à la différence que l’expérience pilote n’a

pas été réalisée et que leur consommation de sirop de sucrose 50% n’a pas été mesurée. Les concentrations

utilisées pour les traitements des mâles sont représentées sur la  Table  1 avec la réalisation d’un contrôle

négatif et un contrôle positif identique à ceux des ouvrières. Le nombre de traitements pour les mâles est

donc de 12. Par contre, le nombre de réplicats est inférieur à celui des ouvrières, à savoir que 20 mâles

provenant de 10 Masculino-System ont été utilisés par traitement (2 mâles * 10 Masculino-System = 20). 

3.2.3. Dissection des tubes digestifs

Afin d’étudier les dégâts causés par l’exposition aux métaux au niveau du tube digestif, les ouvrières sont

sorties  du congélateur  -70°C,  transportées  sur glace et  disséquées  sous binoculaire.  Les individus sont

épinglés sur une plaque de cire blanche, l’abdomen est ouvert ventralement, et les viscères sont immergés

dans 50 µL de solution de Ringer afin de faciliter la manipulation et d’empêcher la dessiccation. Le tube

digestif est isolé sur une plaque de cire blanche propre, les tubes de Malpighi sont retiré s et le mésentéron

est photographié au Keyence VHX-970F (luminosité manuelle 13.25, grossissement 50x) (Figure 9). Les

images sont par la suite ouvertes dans le logiciel Fiji afin de déterminer le degré de mélanisation au niveau

de l’intestin moyen (0 = noir ;  255 = blanc).  Ces valeurs sont ensuite  retravaillées (255 – valeur)  afin

d’obtenir le « degré de noirceur » de l’intestin moyen.

34

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=CPbFwb
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=tUPDmE


Afin de s’assurer que les dégâts observés sur le tube digestif sont bien issus de l’exposition aux métaux et

non d’une décomposition apparue entre le moment de la mort et la mise au congélateur, une expérience

post-hoc a été réalisée. Durant cette expérience, 9 ouvrières ont été congelées vivantes à -70 °C et 9 autres

ouvrières ont été décapitées et laissées 24h dans la salle d’élevage avant d’être congelées à -70 °C. Leur

tube digestif a ensuite été disséqué et analysé comme pour les ouvrières traitées. Nous avons ainsi montré

que la mélanisation du tube digestif n’était pas due à la décomposition post-mortem. 

3.3. Exposition des larves au Cu et au Cd

Cette expérience se base sur l’expérience réalisée par Kato et al. (2022)  qui a développé une technique

permettant de tester l'effet de xénobiotiques sur le développement larvaire de bourdons. Les colonies de

Bombus terrestris utilisées pour cette expérience proviennent de l’entreprise Biobest© (Westerlo, Belgique).

Afin d'accroître au maximum le nombre de larves présentes au sein de ces colonies, ces dernières ont été

nourries  pendant  deux semaines  avec du Biogluc® et  des  pelotes  de  pollen  (pollen:eau 10:4 w/w)  ad

libitum. 

3.3.1. Mise en plaque des larves

Les plaques multi-puits qui contenaient les larves durant tout le long de leur développement (Figure 10)

sont des plaques de 24 puits. Dans ces puits, a été coulée de la cire claire d’abeille naturelle afin de mimer

au mieux l’environnement du nid. 

Les colonies ont été vidées de leurs ouvrières et disséquées afin de prélever les larves et de les mettre dans

les plaques multi-puits. Les larves qui ont été récoltées étaient si possible déjà isolées des autres larves.

Chaque puit contenait une seule larve et au total  25 plaques ont été réalisées, pour un total de 552 larves.

Afin d’avoir un échantillon aléatoire, chaque plaque représentait un mélange de larves provenant de 4 à 5

colonies différentes. Toute la mise en plaque a été réalisée le même jour. 

Une fois les larves mises dans les plaques, celles-ci ont été placées dans un incubateur à 34 °C avec une

humidité de 75% RH et plongées dans le noir. Durant le premier jour, afin de permettre aux larves de

s’acclimater, celles-ci ont été nourries avec de la nourriture non traitée et les mortes (pour cause de la mise

en plaque) ont été retirées de l’expérience.
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3.3.2. Préparation de la nourriture et des traitements

Deux traitements différents ont été administrés aux larves, à savoir un traitement au Cu et un contrôle

négatif sans métaux. Pour la formation de la solution contrôle, du pollen de saule (Salix sp.) en poudre a été

mélangé à de l’extrait de levure, de la caséine de sodium et du sirop de sucrose 50% avec respectivement un

ratio de masse de 0,4:0,1:0,01:1 (Kato et al. 2022). Le tout a ensuite été soniqué pour homogénéisation. La

caséine de sodium permet un apport en acide aminé essentiel ; cet apport est essentiel dans l’alimentation

des bourdons pour une croissance optimale (Stabler et al. 2015). L’apport en levure permet de simuler les

conditions naturelles d’alimentation des larves et d'améliorer leur développement, pouvant agir comme des

probiotiques (Pozo et al. 2020). 

Pour la réalisation des traitements, du Cu (CuCl2; Sigma-Aldrich, CAS 10108-64-2) a été homogénéisé et

dissous dans la solution contrôle. La teneur en métaux des traitements (contrôle et Cu) a été analysée par le

laboratoire Agro-Bio Tech de Gembloux (B.E.A.Gx) ;  cette  valeur  a  été  mesurée  à 11,9  mg/L pour  le

traitement au Cu, valeur inspirée de la moyenne environnementale trouvée par l’équipe PoshBee (~9 mg/L ;

(Durkalec, 2024)

3.3.3. Nourrissage et paramètres mesurés

Les larves sont nourries tous les jours à 8 - 13 - 18h jusqu’à leur défécation. Pour le nourrissage, une goutte

de  6  µl  de  leur  traitement  est  déposée  sur  leur  abdomen  à  la  micropipette.  Chaque  larve  est  nourrie

individuellement. Lorsqu’une larve meurt, celle-ci est retirée du puits. Les puits présentant de la moisissure

(Figure 10 F) ont été retirés de l’expérience.

Afin de simplifier la mesure du développement des bourdons, celui-ci a été divisé en 4 stades que sont le

stade larvaire durant lequel les larves sont nourries, le stade de pré-pupe durant lequel la larve a déféqué et

n’est plus nourrie, le stade de pupe où la morphologie nymphale est bien marquée, et le stade adulte ou

l’organisme est correctement formé avec ses ailes et ses poils (Figure 7).

Les différents paramètres mesurés durant cette expérience sont la date de défécation, la date de début de

pupation, la date d’émergence, l’aire de la larve au 1er et 6e jour d’expérience, le poids de l’adulte après

émergence et l'éventuelle date de décès. La mesure de la croissance de la larve est réalisée à partir de la
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comparaison de la mesure de l’aire de la larve au J1 et au J6. Les larves mesurées sont celles qui n’ont pas

encore déféqué. L’aire de la larve est mesurée au Keyence© VHX-970F.

Figure 10. Illustration du développement de B. terrestris in vitro A : Photo globale d’une plaque de 24

puits remplie de cire d’abeille naturelle et dans lesquelles sont placés des individus en cours de

développement. Les puits vides sont les puits pour lesquels les individus sont morts. B : Larve pré-

défécation. C : Larve post-défécation (pré-pupe). D : Pupe. E : Adulte émergé. F : Puits contaminé par

de la moisissure. Image réalisée sur Gimp.
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3.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le  logiciel R studio© v.  4.4.0 (R Core Team 2024) et  la

significativité est mesurée par la valeur P à un seuil alpha de 0,05 obtenu au travers de différents tests. Les

graphiques sont réalisés avec le package “ggplot2” sauf indication contraire. 

3.4.1. Exposition des adultes

Détermination de la toxicité du Cu et du Cd 

L’évaluation de la toxicité du Cu et du Cd en fonction des sexes a été réalisée avec le modèle dose-réponse

(DRC). Ce modèle permet de calculer la dose effective (ED50) qui est la dose se trouvant à 50% de la

réponse étudiée qui est pour nous la mortalité ; c’est de cette valeur que découle le calcul de la LC50 et de

la LD50 (Ritz et al. 2015). Comme la réponse étudiée est la mortalité des ouvrières, les données utilisées

sont des données binomiales, avec une valeur de 0 pour vivant et une valeur de 1 pour mort. Les fonctions

permettant la réalisation des courbes dose-réponse sont les fonctions drm() et LL.3() du package “drc”. 

La LC50, LD50 et LD50 standardisée par la masse (LD50 std) ont été calculées pour chaque sexe et chaque

métal. Ces valeurs n’ont pas pu être calculées pour les mâles traités au Cu car ceux-ci ont refusé d’ingérer le

Cu à fortes concentrations (concentration Cumax = 500 mg/L). Pour le Cd, les valeurs de toxicité ont pu

être calculées pour les deux sexes. Nous avons cherché à répondre à la question biologique est la suivante :

« la toxicité du Cd est-elle différente entre les ouvrières et les mâles ?”. Cette hypothèse a été testée pour la

courbe dose-réponse de la LD50 et la LD50 std. Un dernier test d’hypothèse pour évaluer la différence entre

la toxicité du Cu et du Cd a aussi été réalisé et la question biologique suivante : la toxicité du Cd est-elle la

même que celle du Cu ?”.Les fonctions utilisées pour ces tests d’hypothèses sont LL.4() et compParm() du

package “drc”.

Effet des métaux sur la survie des ouvrières

La courbe de survie permet de déterminer la probabilité qu’un individu survive jusqu’à un moment t, cette

fonction étant illustrée par la courbe de Kaplan-Meier ; les comparaisons entre les différentes courbes sont

réalisées à partir d’une régression de Cox (Mantel-Cox) (Therneau 2024). 

La courbe de survie des ouvrières pour chaque traitement au Cu et au Cd pendant 96 h (survie mesurée

toutes les 24 h) a été réalisée avec la fonction survfit() du package “survival”. Le test d’hypothèse auquel
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nous avons cherché à répondre est le suivant : “Les courbes de survie des traitements au métaux sont-elles

différentes de la courbe de survie du groupe contrôle ?”. Cette hypothèse a été calculée à l’aide d’une

régression de Cox avec la fonction survdiff() du package “survival” ; les effets aléatoires qui ont été pris en

compte sont la masse et les colonies et l’effet fixe représente les traitements. Après cette comparaison, nous

avons constaté une différence dans la toxicocinétique du Cu et du Cd pour les deux concentrations les plus

élevées. Ces deux courbes ont donc été comparées avec comme test d’hypothèse “La dynamique de survie

des ouvrières traitées à 1618 mg/L de Cu est-t-elle différente de celle des ouvrières traitées à 130 mg/L de

Cd ?”. Le test utilisé pour cette comparaison est une régression de Cox réalisée à partir de la fonction

coxph().  Les données utilisées pour la  réalisation des courbes de survie proviennent  de deux types de

variables, une variable  binomiale avec une valeur de 0 pour vivant et une valeur de 1 pour mort, et une

variable de temps en heures.

Effet des métaux sur la le tube digestif des ouvrières

Les analyses des dégâts  intestinaux,  de la  perte de masse des ouvrières  ainsi  que la  consommation de

sucrose pendant 24 h des ouvrières (standardisée par leur masse) en fonction des différents traitements ont

été réalisées de la même manière. Dans un premier temps, un test de Shapiro avec la fonction shapiro.test()

a été réalisé afin de déterminer la normalité des données. Puisque la normalité n’était pas respectée, nous

avons opté pour des tests non-paramétriques. Pour la consommation de sucrose, le test d’hypothèse qui a été

émis  est  le  suivant :  “La  consommation  de  sucrose  24  h  après  l’administration  du  traitement  est-elle

différente entre les différents traitements ?” et le test statistique qui a été utilisé est un test de Kruskal-Wallis

réalisé par la  fonction kruskal.test().  Pour la  masse des ouvrières,  une comparaison entre les  différents

métaux d’un même traitement a été réalisée avec comme test d’hypothèse “ La masse des ouvrières est-elle

différente entre les traitements pour un même métal ?”. Le test statistique qui a été utilisé est aussi un test de

Kruskal-Wallis réalisé par la fonction kruskal.test(). Par la suite un test post-hoc de Dunn avec la fonction

dunnTest() du package “FSA” a été réalisé pour comparer les concentrations entre elles  (thomash 2014 ;

Midway et al. 2020). 

Pour les dégâts intestinaux, comme le paramètre mesuré est la noirceur du tube digestif qui représente la

réponse de mélanisation, nous avons émis le test d’hypothèse suivant “Les différents traitements ont-ils eu

un effet sur la réponse de mélanisation ?”. Le test statistique qui a été utilisé est aussi un test de Kruskal-

Wallis. Une fois les tests réalisés, les traitements qui étaient différents ont été comparés un à un par un test

post-hoc de Dunn avec la fonction dunnTest() du package “FSA”. Par la suite, une comparaison entre la
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noirceur du tube digestif des plus hautes concentrations en Cu et en Cd ont été comparé avec comme test

d’hypothèse “la noirceur du tube digestif du Cu à 1618 mg/L est-elle différente de la noirceur du tube

digestif du Cd à 130 mg/L ?”. Pour ce faire, un test de Kruskal-Wallis avec la fonction kruskal.test() a été

utilisé. 

3.4.2 Exposition des larves

Effet des métaux sur la survie des larves durant leur développement

Dans un premier temps, nous avons réalisé la courbe de survie globale pour le traitement au Cu et le groupe

contrôle ; ces deux courbes de survie ont ensuite été comparées et nous avons essayé de répondre au test

d’hypothèse  suivant  :  “La  survie  des  individus  traités  au  Cu durant  tout  leur  développement  est-t-elle

différente que la survie des larves non traitées ?”. Dans un second temps, nous avons tracé les courbes de

survie pour chaque stade distinct, à savoir les larves, les pré-pupes et les pupes. Comme pour l'analyse de la

survie globale, nous avons effectué un test statistique afin de comparer la courbe de survie du traitement au

Cu avec celle du groupe contrôle pour chacun de ces stades. Nous avons essayé de répondre à trois test s

d’hypothèses que sont :  “la survie des larves/pré-pupes/pupes est-elle  différente de la survie du groupe

contrôle ?” Le test statistique, comme pour la survie des ouvrières, a été réalisé par une régression de Cox

avec la fonction coxph(), la taille et la colonie de provenance ont été pris en compte dans le code, et les

courbes de survie ont été réalisées avec la fonction survfit() du package “survival”. 

Effet des métaux sur le développement 

L’évaluation de l’impact du Cu sur le développement a été divisée en deux analyses différentes. La première

est la comparaison de la croissance des larves et de la masse des adultes en fonction des traitements (Cu et

contrôle). La deuxième analyse est la comparaison du taux de développement en fonction des traitements, le

taux  de  développement  représentant  le  nombre  d’individus  ayant  atteint  trois  événements  clés  du

développement que sont la défécation, la pupaison et l’émergence.

Pour la comparaison de la croissance et de la masse, les deux tests d’hypothèses qui ont été émis sont “La

croissance des larves entre le 1er et le 6e jours est-elle différente entre les larves nourries avec et sans Cu”

et “La masse à l’émergence est-elle différente entre les larves traitées et non traitées au Cu ?”. Pour ce faire,

nous avons tout d’abord réalisé un test de Shapiro (shapiro.test()) afin de s’assurer que les données étaient

bien non-normales. Nous avons ensuite réalisé un test de Mann-Whitney-Wilcoxon U pour voir s’il existait
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une différence dans la distribution des données en fonction des traitements.  Le test de Mann-Whitney-

Wilcoxon U est un test réalisé pour évaluer la différence dans la distribution des données lorsque ce lles-ci

ne  suivent  pas  la  loi  normale  (Midway  et  al.  2020).  La  fonction  utilisée  pour  réaliser  ce  test  est

wilcox.test().

Enfin, nous avons voulu voir si le temps de développement de chaque stade a été impacté par le traitement

au Cu. Pour ce faire, nous avons essayé de répondre à trois tests d'hypothèses que sont : “ Le temps de

développement des larves/des pré-pupes/des pupes est-il  différent entre le traitement au Cu et le groupe

contrôle ?”. Pour ce faire, nous avons d’abord évalué la normalité des données par un  test de  Shapiro

(shapiro.test()) pour s’assurer que les données étaient bien non-normales. Nous avons ensuite réalisé un test

de de Mann-Whitney-Wilcoxon U avec la fonction wilcox.test() pour évaluer si la distribution des données

était bien différente en fonction des traitements. 
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Résultats

4.1. Exposition aiguë des adultes au Cu et au Cd

4.1.1 Détermination de la toxicité

Comparaison de la toxicité du Cu et du Cd

Le degré de toxicité du cuivre et du cadmium a été comparé dans le but de déterminer quel métal est le plus

toxique. Les indices de toxicité (LC50,  LD50 et  LD50  std) pour les 4 groupes (mâles/ouvrières, Cd/Cu)

sont représentés sur la Table 3 et les différentes courbes réponses-doses sur les figures 11 et 12. Pour les

ouvrières, la LC50 du Cu est 19 fois plus élevée que celle du Cd (DRC, p < 0,001), étant respectivement de

788 mg/L de sucrose et 41 mg/L de sucrose, cette comparaison est aussi valable pour la LD50 qui est 19

fois plus toxique  (DRC, p < 0,001). Cette différence de toxicité est moins marquée lorsqu’on regarde la

LD50 std qui n’est que de 15 fois plus toxique pour le Cd avec une valeur de 110 mg/g.bourdons de sucrose

pour le Cu et de 6,88 mg/g.bourdons pour le Cd (DRC, p < 0,001). 

Table 3. Valeurs de toxicités de l'exposition des ouvrières et des mâles au Cu et au Cd. Toutes les valeurs

de  toxicité  ont  été  calculées  avec  la  “dose  response  model”  du  package  “drc”  du  logiciel  R.  Les

significativités individuelles ont été calculées par une “General Linear Hypotheses” et les significativité de

comparaison ont été calculées avec la fonction compParm(). Le seuil alpha est fixé à 0,05.s 

Cu Cd

Ouvrière Male Ouvrière Male

LD50 std 110,4942 389,5265 6,8827 8,0425

p value <1e-10*** 0,498 <1e-10*** <1e-10***

p value comp 0,7722 0,2693

LD50 31,5426 172,9935 1,6398 2,926

p value <1e-10*** 0,5826 <1e-10*** <1e-10***

p value comp 0,197 <1e-10***

LC50 788,5643 4324,8383 40,9959 73,153

p value <1e-10*** 0,5826 <1e-10*** < 1e-10***
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Figure 11. Représentation des courbes doses/réponses pour le calcul de la LC50, de la LD50 et de la

LD50std du traitement au Cd pour les ouvrières (bleu clair) et les mâles (bleu foncé). a1 = LC50, b1 =

LD50, c1 = LD50 std. Les valeurs de toxicité mesurées sont représentées sur la Table 3. 
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Figure 12. Représentation des courbes doses/réponses pour le calcul de la LC50, de la LD50 et de la

LD50std du traitement au Cu pour les ouvrières (rose clair) et les mâles (rose foncé). Le calcul de ces

valeurs de toxicité pour les mâles n’a pas pu être effectué à cause d’un refus d’ingérer la dose. a1 = LC50,

b1 = LD50, c1 = LD50 std. Les valeurs de toxicité mesurées sont représentées sur la Table 3.
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Comparaison de la toxicité du Cd entre les mâles et les ouvrières

Pour déterminer si la résistance au Cd diffère entre les ouvrières et les mâles, une comparaison de la LD50 a

été effectuée et nous avons observé une différence de résistance au Cd entre les ouvrières et les mâles 

(DRC, p p < 0,001). La LD50 des mâles a été calculée à 2,93 mg/bourdons et celle des ouvrières à 1,64 

mg/bourdons, nous pouvons donc constaté que le Cd 1,8 fois plus toxique pour les ouvrières (Figure 13 A). 

Mais lorsque c’est la LD50 std qui est comparée, nous n’observons plus de différence dans la résistance des 

ouvrières et des mâles (DRC, p = 0,262) (Figure 13 B). Donc quand la masse est prise en compte dans le 

calcul de la LD50, la résistance des ouvrières est la même que celle des mâles.

Figure 13. Comparaison des courbes doses-réponses entre les sexes (ouvrières = bleu, mâles = rouge) de

la LD50 (A) et la LD50 std (B). a = 2,93; b = 1,64; c = 8,04; d = 6,88. Les valeurs de toxicité ont été

calculées avec la “dose response model”, les significativités entre les courbes ont été calculées avec la

fonction compParm(). Le seuil alpha est fixé à 0,05 et les calculs ont été réalisés avec le package “drc” du

logiciel R.
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4.1.2. Analyse des courbes de survie

 Courbe de survie générale aux différents traitements

Pour voir si  la dynamique de survie des traitements au Cd et au Cu diffère,  une comparaison de leurs

courbes avec celle du groupe contrôle a été réalisée. Pour le Cu, les concentrations à 876 mg/L et 1618

mg/L à 24h se démarquent du groupe contrôle (Mantel-Cox, p876= 9e-5; p1618= 2e-9) avec une diminution

respective de la survie de 68% et de 12%. Les autres concentrations ne sont pas différentes du groupe

contrôle (Figure  14 A et D).  Pour le Cd, les concentrations de 68 mg/L et de 130 mg/L montrent une

tendance de survie identique entre elles  (Mantel-Cox, p = 5e-3) et différente du groupe contrôle (Mantel-

Cox, p68= <1e-10; p130= <1e-10). Le traitement à 30 mg/L montre aussi une tendance différente du groupe

contrôle (Mantel-Cox, p = 2e-3). Les autres traitements ne sont pas différents du groupe contrôle (Figure 14

B et D).

 Comparaison de la survie à forte concentration

Comme les courbes de survie aux plus hautes concentrations en Cu (1618 mg/L) et en Cd (130 mg/L)

dessinent une tendance différente, nous les avons comparées et mises en perspective avec la  LC50. Ces

deux  courbes  se  sont  avérées  être  différentes  (Mantel-Cox,  p  =  6e-3) (Figure  14 C).  La  plus  haute

concentration de Cu est +/- 2 fois plus élevée que sa LC50 ; la tendance de survie qui se dessine est une

forte diminution de la survie dès les premières 24h et puis une diminution plus faible et constante. Pour le

Cd, la plus haute concentration représente +/- 3,1 fois sa LC50 ; la tendance de survie qui se dessine est une

diminution modérée et assez constante. Donc, malgré le fait  que la concentration de Cd est 3 fois plus

élevée que sa  LC50, la diminution de sa survie semble être moins abrupte comparée à celle du Cu ou la

concentration n’est  que 2 fois  supérieure  à  sa  LC50,  ce  qui  montre  une potentielle différence dans la

toxicocinétique de ces deux métaux. 
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 Figure 14. Courbes de survie des ouvrières traitées aux différentes concentrations de Cu (A) et de Cd
(B) (mg/L) et comparaison de la survie des ouvrières à 1618 mg/L de Cu et 130 mg/L de Cd (C). D =

Table des proportions de survies pour les traitements au Cu et au Cd pour chaque mesure de mortalité
relevée à 24 - 48 - 72 - 96 h. Les significativités ont été calculées par un test de Log-Rank (Mantel-
Cox) et sont fixées à un seuil alpha de 0,05, celles-ci sont représenté dans le texte. Les courbes de

survie et les significativités ont été réalisées avec le package “survival” du logiciel R.
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4.1.3. Impact sur la physiologie digestive

Analyse de la noirceur du tube digestif

Comme  illustré  sur  la  figure  15,  à  des  concentrations  élevées  en  métaux,  nous  avons  observé  un

noircissement du tube digestif. Les dégâts intestinaux se sont avérés être différents entre les traitements

pour le Cu (Kruskal-Wallis, p = 2,92e-07) et le Cd (Kruskal-Wallis, p = 2,73e-10). 

 Figure 15. Illustration de la dissection de plusieurs tubes digestifs des ouvrières pour chaque traitement au Cu et au Cd.

Pour les ouvrières mortes durant l’expérience, le mot ‘mort” est inscrit à côté du traitement. Ces photos ne sont donc pas

représentatives de la globalité des données de noircissement du tube digestif. Les photos ont été prises avec un Keyence©

VHX-970F dont les paramètres étaient  : luminosité manuelle = 13.25, grossissement = 50x. 
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Pour le Cu, nous avons observé une augmentation des dégâts à 876 mg/L (Dunn, p = 3,06e-3) et 1618 mg/L

(Dunn, p = <1,62e-5) comparé au groupe contrôle et une différence entre ces traitements (Dunn, p = 4,27e-

3),  avec  une augmentation des dégâts  à  1618 mg/L.  Les  dégâts  aux autres  concentrations  ne sont  pas

différents du groupe contrôle (Dunn, p397= 0,911; p202= 0,554; p96= 0,864) (Figure 16 C). Pour le Cd,

nous observons aussi une augmentation des dégâts comparés au contrôle aux fortes concentrations qui sont

de 68 mg/L  (Dunn,  p = 1,9e-3) et  130 mg/L  (Dunn,  p  = 0,00116),  ces dégâts  ne sont  par  contre pas

différents  entre eux  (Dunn,  p = 0,863).  Les dégâts  aux autres concentrations ne sont pas différents  du

groupe contrôle (Dunn, p9 = 0,978; p19 = 0,457; p30 = 0,798) (Figure 16 D). 

Pour le Cu, nous observons une augmentation des dégâts en fonction de la  concentration alors  que ce

constat n’est pas observé pour le Cd. De plus, la réponse de mélanisation est plus forte pour le Cu que le Cd

à leur plus forte concentration (Kruskal-Wallis, p = 5,94e-6), même si la concentration de Cu n’est que 2

fois plus toxique que sa LC50 comparé au Cd qui est 3 fois plus toxique. 

Analyse de la consommation et de la masse des ouvrières

La consommation des ouvrières 24 h après leur exposition est différente en fonction des traitements pour le

Cu (Kruskal-Wallis, p = <1e-10) et le Cd (Kruskal-Wallis, p = <1e-10).

Pour  les  deux  métaux,  nous  avons  observé  une  diminution  de  la  consommation  en  fonction  de

l’augmentation des concentrations. Pour le Cu, la consommation de sucre à 876 mg/L est différente de la

consommation à 1618 mg/L (Dunn, p = 0,0162) (Figure 16 A), comme observé pour les dégâts qui étaient

différents  à  ces  concentrations  (Figure  16 C).  La  consommation  du  groupe  contrôle  est  identique  au

traitement à 96 mg/L  (Dunn, p = 0,181), mais différente des autres traitements  (Dunn, p202= 0,00495;

p397= 4,16e-5; p876= 9,96e-9; p1618= 7,18e-13). Les traitements sont aussi différents entre eux, comparé

à 1618 mg/L, les concentrations à 96, 202 et 397 mg/L sont toutes différentes (Dunn, p96= 7,96e-13; p202=

5,13e-8; p397= 6,26e-5), et ces deux plus faibles concentrations sont différentes du traitement à 876 mg/L

(Dunn, p96= 2,05e-8; p202= 3,46e-4). Enfin, le traitement à 96 mg/L est différent du traitement à 397 mg/L

(Dunn,  p  =  0,00442) (Figure  16 A).  Pour  le  Cd,  nous observons  une différence comparée  au  groupe

contrôle de la consommation de sucre à 68 mg/L (Dunn, p = 4,71e-7) et 130 mg/L (Dunn, p = 1,34e-10)

mais pas de différence entre eux (Dunn, p130-68 = 0,08) (Figure 16 B), cette observation est la même que
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celle pour les dégâts intestinaux (Figure 16 D). La concentration de 30 mg/L est aussi différente du groupe

contrôle  (Dunn, p = 0,0429) et des deux autres plus hautes concentrations  (Dunn, p68= 1,34e-4; p130=

2,24e-8) (Figure 16 B). 

Figure 16. Consommation des ouvrières traitées aux différentes concentrations de Cu (A) et de Cd (B). Au sein d’un métal,

deux concentrations ne partageant pas la même lettre présentent des résultats significativement différents. Les tests

statistiques ont été calculés par un test de Dunn et fixés à un seuil alpha de 0,05. Noirceur du tube digestif des ouvrières

traitées aux différentes concentrations de Cu (C) et de Cd (D). Deux concentrations ne partageant pas la même lettre

présentent des résultats significativement différents. Les tests statistiques ont été calculés par un test de Dunn et fixés à un

seuil alpha de 0,05.
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La consommation des individus évolue de manière différente comparée aux dégâts, car aux concentrations

où les dégâts ne sont pas significatifs comme 202 et 397 mg/L pour le Cu et 30 mg/L pour le Cd, nous

observons  une  diminution  de  la  consommation  par  rapport  au  groupe  contrôle ;  ces  concentrations

impactent donc aussi la prise de nourriture même s’il n’est pas observé de réponse de mélanisation. 

Pour la masse, la diminution est différente du groupe contrôle pour des doses supérieures à la LD50 

mesurée et ces résultats sont identiques que ce soit pour le Cu (Kurskal-Wallis, p = >1e-10) comme pour le 

Cd (Kurskal-Wallis, p = >1e-10). Ces résultats sont aussi différents entre eux, avec pour le Cd, une 

différence entre les groupes à 9mg/L et à 19 mg/L et les deux autres groupes au plus fortes concentrations 

(Dunn, p9-19-68-130= > 1E-10), le groupe 68 mg/L n’est par contre pas différent du groupe 130 mg/L 

(Dunn, p = 0,5) et enfin le groupe de 30 mg/L n’est différent que du dernier groupe (Dunn, p = 6,7e-5) 

(Figure 17A). Pour le Cu, une différence entre les groupes est aussi observée où les deux dernières 

concentrations sont différentes entre elles (Dunn, p= 0,0369), mais aussi où les groupes 96 mg/L, 202 mg/L 

et 397 mg/L sont différents du dernier groupe (Dunn, p96 = 2,83e-4 ; p202 = 1,45e-4 ; p397 = 2,11e-5) 

(Figure 17B).

Figure 17. Masse des ouvrières traitées aux différentes concentrations de Cu (A) et de Cd (B). Deux

concentrations ne partageant pas la même lettre présentent des résultats significativement différents.

Les tests statistiques ont été calculés par un test de Dunn et fixés à un seuil alpha de 0,05. 
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4.2. Exposition chronique des larves au Cu

4.2.1. Courbes de survie

Afin de voir si le cuivre a un impact sur la survie des larves, la mortalité des individus entre traitements a 

été comparée sur l’entièreté de l’expérience ainsi qu’au sein des différents stades. Pour les deux traitements 

(contrôle et cuivre), nous avons observé une survie totale de 21%, ce qui représente 286 individus morts sur

383. Pour la courbe de survie globale, nous avons observé une différence entre le traitement au Cu et le 

groupe contrôle (Mantel-Cox, p = 0,02) (Figure 18 A). Mais lorsque la survie est calculée au sein de chaque

stade, aucune différence de survie n’est observée pour les larves (Mantel-Cox, p = 0,4) (Figure 18 B), pour 

les pré-pupes (Mantel-Cox, p = 0,1) (Figure 18 C) et pour les pupes (Mantel-Cox, p = 0,2) (Figure 18 D). 

Il est possible que cette différence soit attribuée à la complexité statistique pour le calcul de la survie des 

larves.
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Figure 18. Graphique des courbes de survie des larves contrôle et traitées au Cu pour l’expérience globale

(A), pour les larves (B), pour les pré-pupes (C), et pour les pupes (D). La différence significative a été

calculée par un test de Log-Rank (Mantel-Cox) et est fixée à un seuil alpha de 0,05. Les proportions de

survie sont représentées dans l’Annexe R6. 

4.2.2. Analyse du développement

 Croissance et masse

Aucune différence entre les traitements n’a été observée pour la masse des adultes (Wilcoxon, p = 0,0849), 

avec une moyenne de  0,10 ± 0,01 mg pour le contrôle et de 0,131 ± 0,01 mg pour le traitement au Cu 

(Figure 19 A). Pour la croissance des larves, nous n’avons pas non plus observé de différences (Wilcoxon, 
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p = 0,0849) (Figure 19 B), avec une croissance moyenne de 15,5 ± 0,64 mm² pour le contrôle et de 17,1 ± 

0,69 mm² pour le traitement au Cu. Le traitement au Cu n’a donc pas eu d’impact sur ces différents 

paramètres. 

Figure 19. A : Croissance des larves entre le 1er et le 6e jour en fonction des traitements (contrôle et Cu). B

: Masse des adultes émergés en fonction des traitements (contrôle et Cu). La différence significative a été

calculée par un test de Wilcoxon avec un seuil alpha fixé à 0,05. Les graphiques et les statistiques ont été

réalisés sur le logiciel R. 

 Temps de développement

Nous avons aussi regardé si le Cu avait un impact sur le temps de développement des larves, des pré-pupes

et des pupes. Aucune différence n’a été observée pour le temps de développement des pré-pupes (Wilcoxon,

p = 0,815) et des pupes (Wilcoxon, p = 0,0937) (Figure 20). La moyenne de ces temps de développement

est de 4 jours pour les pré-pupes et de 6 jours pour les pupes  ; ces valeurs sont identiques en fonction des

traitements. Par contre, le temps de développement des larves est différent (Wilcoxon, p = 0,00283), avec

une moyenne de temps de 7 jours pour le groupe contrôle et de 5 jours pour le traitement au Cu. Sur la

Figure 20, il est aussi remarquable que la dispersion du temps de développement des larves est beaucoup

plus variable que le temps de développement des pré-pupes et des pupes. Donc même si le Cu n’a pas
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d’effet notable sur les paramètres généraux de développement, celui-ci aurait un effet d’accélération de la

défécation des larves, ce qui explique pourquoi on observe une arrivée plus rapide de la nymphose pour le

traitement au Cu. 

 
Figure 20. Temps de développement des différents stades en fonction des traitements (contrôle et Cu).

L’étoile rouge représente une différence significative. Pour les trois graphiques, la différence significative a

été calculée par un test de Wilcoxon avec un seuil alpha fixé à 0,05. 
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Discussion

 5.1 Effet du Cu et du Cd sur les adultes

5.1.1 Différence de toxicité entre les ouvrières et les mâles

Comparaison de la LD50 entre les ouvrières et les mâles

Les résultats du calcul de la LD50 montrent que la mortalité causée par le Cu et le Cd n’est pas différente en

fonction des sexes une fois standardisée avec la masse, par contre lorsque c’est la LD50 qui est comparé, et

donc la résistance d’un organisme entier, les mâles sont plus résistants. Ce résultat est étonnant, car de par

plusieurs facteurs tels que le système haplodiploïde (Friedli et al. 2020) ou la différence d’expression des

gènes de détoxifications tels que les métallothionéines  (Egli et al. 2006), il aurait été attendu d’observer

une  différence  dans  la  résistance  des  individus,  même  après  avoir  été  standardisé  avec  la  masse.  La

résistance aux métaux semble donc principalement dépendante de la masse des individus, donc lorsqu'on ne

prend en compte que les individus, les bourdons mâles sont plus résistants face aux métaux, ceux-ci étant

en moyenne plus gros. Les bourdons possèdent généralement un dimorphisme sexuel avec comme individu

le plus grand la reine, puis les mâles et puis les ouvrières (del     Castillo et Fairbairn 2012)   ; il serait donc

attendu que les reines possèdent une meilleure résistance que les mâles. 

Une augmentation de la résistance causée par la masse serait le résultat d’une meilleure gestion au niveau

de la détoxification des polluants : en effet, un corps plus grand aurait plus facile à stocker ou à éliminer les

métaux. Cette observation entre la résistance aux métaux et la taille a été faite chez des éphémères et les

résultats montrent que les petits insectes sont plus sensibles que les grands (Cadmus et al. 2020). 

 LD50 autres espèces

L’utilisation de  B. terrestris comme espèce modèle est basée sur le fait que cette espèce est facilement

accessible, qu'elle n’est pas complètement domestiquée (Brown et al. 2022). Cependant, si nous voulons

prendre en compte l’impact des métaux sur tout type d’abeilles, il est important de prendre en compte la

résistance des différentes espèces à ces métaux. Cette comparaison de résistance peut se faire au travers de

la  LD50 :  une étude  réalisée  par  Arena  et  Sgolastra  a  montré  qu’il  existait  de  grandes  différences  de

résistance  dans  l’exposition  des  pesticides  entre  les  différentes  espèces  d’abeilles  (Arena  et  Sgolastra

2014). Il serait donc très pertinent de réaliser cette comparaison aussi pour les métaux. 
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Importance des castes dans le maintien du fitness

Il est important pour évaluer l’impact des métaux sur le fitness de regarder leur effet sur les différentes

castes, mais aussi sur le rôle qu'ont ces castes à maintenir la reproduction de l'espèce et le couvain. Des

études  ont  montré  que  chez les  mâles,  certains  pesticides  diminuent  la  fertilité  des  spermatozoïdes

notamment en impactant leur quantité et  leur viabilité  (Strobl et  al.  2021).  Mais aucune étude ne s’est

penchée sur l’effet des métaux  à ce niveau. Pour les ouvrières, c’est le comportement général qu’il est

important d'étudier, car ce sont elles qui maintiennent le couvain et apportent la nourriture. Dans le cadre

des  expériences  du  mémoire  de  Luca  Dorio,  nous  avons  démontré  qu’à  des  concentrations

environnementales, certains métaux tels que le Cu est détecté par les ouvrières alors que d’autres métaux

comme le Cd, plus toxique encore, ne sont pas détectés (Dorio, 2024). Ces derniers ont donc plus de risques

d’entrer dans le couvain. D'autres articles ont aussi montré l’effet négatif des métaux sur la cognition des

ouvrières en impactant leur apprentissage et leur mémoire appétitive (Monchanin et al. 2021). Enfin, il est

primordial d’évaluer l’effet des métaux sur la reine, mais très peu d'études ont mené des recherches à ce

sujet. En effet, les reines peuvent accumuler les métaux dans leurs tissus comme les autres castes sauf pour

le Cu et le Se  (Hladun et al.  2016) ; il  est  donc possible que la gestion des métaux chez la reine soit

différente de celle des autres castes. 

5  .  1  .  2.   comparaison de la toxicité du Cu et du Cd chez les ouvrières  

Il est important de remarquer que la toxicité du Cu est différente de celle du Cd, une différence qui a été

mise en lien avec la nature essentielle et non-essentielle du métal. 

Comme expliqué  plus  haut,  les  métaux  essentiels  tels  que  le  Cu  possèdent  des  systèmes  d'absorption

spécifiques (Folwell, Barton, et Shepherd 2006); (Tibbett et al. 2021) en plus d’être stockés dans plusieurs

parties du corps afin d’être  cellulairement et biochimiquement utilisés  (Ballan-Dufrançais 2002 ;  Valko,

Morris, et Cronin 2005). Le Cu est utilisé dans plusieurs fonctions physiologiques telles que la fixation de

l’oxygène,  la  catalyse  de réaction enzymatique ou  le bon déroulement du développement neurologique

normal (Navarro et Schneuwly 2017) et sa toxicité est causée par plusieurs phénomènes notamment le stress

oxydatif (Jaishankar et al. 2014) et le dysfonctionnement de toutes les fonctions physiologiques. La toxicité

du Cd est quant à elle causée de manière indirecte en induisant un stress oxydatif sans directement agir sur

la production de ROS ou en libérant les métaux séquestrés dans les métalloprotéines (Figure 21) (Henkler,

Joep, et Luch 2010). Il est donc possible, comme illustré sur la figure 14, que le type de toxicité aient un
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impact  sur  la  toxicocinétique  de  ces  éléments.  Une  idée  spéculative  serait  que  le  Cu,  en  impactant

directement le fonctionnement normal de l’organisme, provoquerait, du point de vue toxicocinétique, la

mort de manière plus “soudaine” que le Cd. Le Cd, même s’il peut être absorbé par plusieurs voies (  Tibbett  

et  al.  2021),  est  directement  considéré  par  l’organisme  comme  une  substance  toxique,  donc  sa

détoxification est plus constante (Braeckman et al. 1999) comparé au Cu. Il est donc nécessaire de réaliser

plus de recherches afin de vérifier cette théorie. 

Figure 21. Schéma de la toxicité du Cd sur les cellules animales. Le Cd, malgré le faite qu’il induise la

production de metalloprotéines et de glutathion pour lutter contre sa toxicité, peut induire un stress oxydatif

ce qui aura pour conséquence de mener la cellule a l’apoptose. De plus, cet éléments peut libérer des

métaux séquestré dans les  métalloprotéines ce qui  augmente  sa toxicité,  Figure  inspiré de l’article de

Henkler, Joep, et Luch 2010. 
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5  .  1.  3. Effet générale sur le tube digestif  

Dégâts au tube digestif

Après dissection du tube digestif des ouvrières exposées, comme illustré sur la figure 15, une noirceur de

l’intestin  moyen  est  observée.  Cette  noirceur  est  probablement  le  résultat  de  l’excrétion  des  cellules

cylindriques mortes après accumulation et intoxication aux métaux comme cela a été observé dans d'autres

études pour le Cu et le Cd  (Bednarska et al. 2016). Il existe  trois processus principaux d’excrétion des

cellules :  l’apoptose  et la  nécrose  qui  sont  impliquées dans  la  dégradation  des  cellules  épithéliales,  et

l’autophagie qui est principalement impliquée dans l’élimination des organites cellulaire endommagés tels

que les vacuoles et les lysosomes  (Dabour et al. 2019).  Il semblerait donc que l’excrétion des cellules

mortes soit un des moyens de gestion les plus utilisés par les abeilles à un dosage supérieur à la LD50, donc

lorsque la dose est létale. Il est intéressant de remarquer que l’intensité de la noirceur est plus forte pour les

individus exposés au Cu. En effet, il semblerait que les abeilles aient la capacité d’excréter une plus grande

quantité de ce métal avant de mourir, ce qui expliquerait cette noirceur plus élevée. Cette intensité est peut-

être aussi le résultat de la cause de la mort des cellules, le Cu ayant la capacité d’induire directement la

production  de  ROS (Jaishankar  et  al.  2014) et  de  dérégler  le  bon fonctionnement  physiologique  des

cellules (Navarro et Schneuwly 2017). 

Une mélanisation du tube digestif est aussi observée sur certains tubes digestifs (figure 22). Cette réaction

se manifeste  généralement  lors d’un dérèglement du microbiote, ce qui créerait une réaction immunitaire

suite à la prolifération de bactéries pathogènes  (Binggeli et al. 2014) ;  (Emery, Schmidt, et Engel 2017)

mais il est aussi possible que ce processus soit le résultat de l’exposition aux métaux.  Les métaux pourrait

donc entre autre induire une perturbation du microbiote intestinal un processus important pour le maintien

des colonies des abeilles eusociales primitives  (Ladomersky et Petris 2015) ;  (Wang et al. 2019). Cette

réaction de mélanisation se réalise généralement au niveau du pylore de l’intestin moyen (Engel, Bartlett, et

Moran 2015). De plus, le Cu est un élément indispensable à la mélanisation par son utilisation en tant que

cofacteur pour oxyder le phénol en quinone  (González-Santoyo et Córdoba-Aguilar 2012b) ;  (Khan et

Lang 2023), il est donc possible que donner des métaux aux abeilles augmente les chances de formation de

la mélanisation.

Au  niveau  des  autres  paramètres  mesurés  que  sont  le  poids  et  la  consommation,  nous  observons  une

diminution de chacun de ces paramètres avec l’augmentation de la dose de métal. La toxicité des métaux
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touche donc aussi le comportement de nutrition au 1 jour après exposition ainsi que la masse des individus,

ce qui veut dire que toute la physiologie de l'insecte est touchée. C’est directement lié à la physiologie

digestive, car il est possible que la diminution de la nutrition ait engendré la diminution du poids suite à,

l’utilisation des réserves de gras, par exemple. 

Figure 22. Montage photo des différents tubes digestifs retrouvés après dissection. Les deux tubes digestifs

à gauche sont des tubes digestifs ayant potentiellement développé de la mélanisation. Le tube digestif noir

est un tube digestif probablement rempli de cellules nécrosées et le tube digestif en bas à droite est un tube

digestif sain. Figure réalisée sur Gimp.

5.2. Effet du Cu et du Cd sur le développement

L'observation principale effectuée durant  cette  expérience est  l’accélération de la  défécation des larves

lorsqu’elles sont nourries avec du Cu. La première défécation effectuée par les larves est leur manière de se

détoxifier des toxines  (Weiss 2006 ;  Scott, Lanno, et Gardiner 2024).  Il est donc possible que le Cu ait

indirectement  accéléré  ce  phénomène  afin  de  détoxifier  le  corps  des  larves.  Le  Cu  aurait  la  capacité

d’accélérer le métabolisme de croissance et  donc la  métamorphose des larves.  Par contre,  le  temps de

développement des pré-pupes et des pupes n’est pas différent entre les traitements. 

Pour les autres paramètres, nous n’avons pas observé de différence significative dans la croissance  ou la

masse. Cela s’explique par le fait que la concentration en Cu utilisée est de 11,7 mg/L ce qui est vraiment
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peu, en comparaison de la LD50 des adultes qui est de 788 mg/L. Les larves sont des organismes beaucoup

plus sensibles que les adultes (Di et al. 2016) ; il n’est donc pas étonnant d’observer une perturbation au

niveau de leur système de détoxification. La cause de cette sensibilité plus accrue  pourraient être le faite

que les larves possèdent une capacité réduite de régulation ionique et de défense immunitaire par rapport

aux adultes (Ballan-Dufrançais 2002 ; Zhou, Cadigan, et Thiele 2003). 

Au niveau de la mortalité,  une différence significative a été observée dans la mortalité des larves pour

l’expérience en globalité, mais aucune différence n’est observée lorsqu’on regarde la mortalité des larves

pour chaque stade. Étonnamment, ce sont les larves traitées au Cu qui possèdent une proportion de survie

plus élevée à la fin de l’expérience. C’est durant la survie des pré-pupes que cette différence se marque fort.

Par contre, pour la mortalité mesurée uniquement durant le stade de larve, ce sont les individus traités au Cu

qui meurent le plus. Les statistiques utilisées pour mesurer la mortalité des larves sont compliquées et en

fonction des codes utilisés, nous obtenons des résultats différents (Therneau 2024). Il aurait été attendu que

les larves traitées au Cu et de plus petite taille au début de l'expérience possèdent une mortalité plus élevée,

mais cette différence n’a pas été observée dans ce mémoire.
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Perspectives
Lors de cette étude, plusieurs perspectives ont été émises quant à l’étude de l’effet des métaux sur les 

abeilles. Peu de recherches ont été publiées dans la littérature scientifique ; c’est pourquoi il est vraiment 

intéressant de creuser le sujet. 

Au niveau de l’étude de l’impact sur le fitness, il aurait été très intéressant d’étudier l’effet des métaux sur

les reines, qui est une caste-clé dans le maintien du fitness de l’espèce. Pour ce faire, il aurait fallu exposer

la  reine  à  chaque  moment  important  de  son  cycle  de  vie,  c’est-à-dire avant  la  reproduction,  après  la

reproduction et après la diapause (L. Wang et al. 2019b). La fertilisation des reines est aussi une étape clé

du cycle de vie des bourdons, il serait donc intéressant de voir l’effet des métaux sur le comportement de

reproduction, mais aussi sur la fertilité des spermatozoïdes des mâles. 

Dans notre étude, nous avons utilisé un métal essentiel et un non-essentiel que sont le Cu et le Cd, mais il

existe de nombreux autres métaux intéressants à étudier  tels que le Zn ou le Pb, retrouvé notamment en

abondance dans  l’environnement  (Zhang et  Wang 2020).  Regarder  de  manière  générale  s’il  existe  une

similitude d’effet entre les métaux essentiels et non-essentiels pourrait aussi s’avérer intéressant afin de

trouver  une généralité  dans  leurs  effets.  Au vu  des  possibles  différences  au  niveau  de  la  cinétique de

mortalité du Cu et du Cd,  il  serait  aussi essentiel  de déterminer si  cette cinétique,  à  savoir que le  Cu

provoque une mortalité aiguë comparée au Cd qui provoque une mortalité continue, soit réellement un fait

en axant les études sur ce sujet. 

Même si aucune différence de mortalité entre les mâles et les femelles n’a été observée, il serait néanmoins

essentiel de déterminer l’effet haplo-diploïde des bourdons sur leur résistance face aux métaux, notamment

au  travers  des  gènes  codant  pour  les  métallothionéines  (Shirley  et  Sibly  1999).  Comprendre  leur

fonctionnement est intéressant, car il est notamment très important de comprendre leur expression.

Au niveau de l’impact sur le tube digestif, il serait intéressant de voir à quelle concentration il est possible

d’observer  des  sphérites  minéralisées  dans les  cellules  de  stockage  (cellules  cylindriques)  comme

mentionné  dans  l’introduction (Polidori  et  al.  2018).  De  plus,  l’analyse  des  déchets  cellulaires  noirs

contenus dans l’intestin moyen serait une bonne manière de déterminer les causes de ce phénomène. Enfin,

comme certains tubes digestifs présentent de la mélanisation, il serait aussi intéressant d’analyser l’impact

des métaux sur le microbiote.
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Pour les larves, seule une exposition orale a été réalisée ; il aurait été cependant aussi intéressant de réaliser

des expositions cutanées en induisant  la présence de métaux dans la  cire,  ce qui  est  une des voies de

contamination  possibles  dans  l’environnement  naturel.  De plus,  les  larves  qui  ont  été  isolées  dans  les

plaques multi-puits étaient à un niveau de croissance assez élevé, car la plupart avaient déjà été isolée dans

des cellules. Mais étudier l’effet des métaux sur les premiers stades larvaires, donc quand ceux-ci n’ont pas

été isolés de leur cellule, est quelque chose d’intéressant, car ces stades ont un développement plus sensible

que les larves plus avancées (Hendriksma, Härtel, et Steffan-Dewenter 2011). 

Enfin, l’effet du Cu sur le développement a montré une plus grande fragilité des larves au Cu ; il serait donc

intéressant de voir si ce phénomène est aussi observé pour d'autres métaux essentiels tels que le Zn. De

plus, l'effet des métaux non-essentiels est encore largement méconnu : surtout qu’il semblerait que ceux-ci

aient des effets différents des métaux essentiels chez les adultes et probablement aussi chez les larves et

dans leur développement. 
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Conclusion
Pour conclure, la réponse aux différents tests d’hypothèse représentés sur la Table 3 nous permette de tirer

les conclusions suivantes :

1) Quels est le niveau de toxicité du Cu et du Cd et cette toxicité est-elle identique pour les ouvrières

et pour les mâles ? La réponse à cette question est donc que le Cd possède une toxicité 19 fois plus élevée

que le Cu et que la résistance entre les ouvrières et les mâles est identique. Cette résistance est identique que

lorsque la masse est standardisée avec la LD50 ; il est donc possible que la masse joue un rôle majeur dans

la résistance à ces deux métaux.

2) Quel impact le Cu et le Cd ont sur la physiologie digestive ? Comme nous avons pu le remarquer, à

des concentrations proches ou au-delà de la LD50, pour les deux métaux, il est possible qu’il y ait une forte

excrétion  de  déchets  cellulaires  au  niveau  de  l’intestin  moyen,  ce  qui  veut  dire  que  le  système  de

détoxification des métaux est certainement saturé, ce qui endommage la paroi intestinal. De plus, il est aussi

observé une mélanisation dans certains cas, ce qui suggère une perturbation du microbiote intestinale. La

prise de ces deux métaux diminue aussi le poids général des ouvrières et leur consommation ; il est donc

possible que ces éléments aient aussi d’autres impacts comme sur le système nerveux.

3) La concentration environnementale de Cu peut-elle perturber le développement et la mortalité des

larves de  B. terrestris ? Du point de vue de la mortalité,  la réponse est assez mitigée ;  en effet,  nous

observons une différence dans la mortalité globale, mais pas dans la mortalité de chaque stade. Il est donc

possible que des erreurs statistiques nous empêchent de répondre correctement à cette question. Quant au

développement, nous avons cependant observé une perturbation dans le temps de défécation qui s’accélère

de 2 jours lorsque les larves sont nourries au Cu.

Table 3. Test d’hypothèse émis et réponse de ces tests. Ces tests ont permis de répondre aux trois questions

biologiques principales.

Test d’hypothèse Résultat de l’hypothèse

Exposition
des adultes

La  toxicité  du  Cd  est-elle  différente  entre  les  ouvrières  et  les
mâles ?”

non

Les  courbes  de  survie  des  traitements  au  métaux  sont-elles
différentes de la courbe de survie du groupe contrôle ?

Pour les concentrations au dessus de la
LD50 oui

La dynamique de survie des ouvrières traitées à 1618 mg/L de Cu
est-t-elle différente que pour les ouvrières traitées à 130 mg/L de

oui
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Cd ?

La  consommation  de  sucrose  24  h  après  l’administration  du
traitement est-elle différente entre les différents traitements ?

oui

 La masse des ouvrières est-elle différente entre les traitements pour
un même métal ?

oui

Les différents traitements ont-ils eu un effet sur la noirceur du tube
digestif après dissection ?

Pour les deux plus fortes concentrations
en métaux oui

la noirceur du tube digestif du Cu à 1618 mg/L est-elle différente de
la noirceur du tube digestif du Cd à 130 mg/L ?

oui

Exposition
des larves

La  survie  des  individus  traitées  au  Cu  durant  tout  leur
développement  est-t-elle  différente que  la  survie  des  larves  non
traitées ?

oui

la survie des larves/pré-pupes/pupes est-elle différente que la survie
du groupe contrôle ?

non

La croissance des larves entre le 1er et le 6e jours est-elle différente
entre les larves nourries avec et sans Cu

non

La masse à l’émergence est-elle différente entre les larves traitées
et non traitées au Cu ?

non

Le  temps  de  développement  des  larves/des  pré-pupes/des  pupes
est-il différent entre le traitement au Cu et le groupe contrôle ?

Oui seulement pour le temps de
développement des larves

Dans cette conclusion, nous pouvons aussi dire que la toxicité du Cu semble être asssez différente de celle

du Cd. Le Cd possède une plus forte toxicité que le Cu car sa LD50 a été mesurée à 110 mg/g.bee comparé

à 6,88 mg/g.bee pour le Cd. De plus, aucune différence n’a été observée entre la résistance des mâles et des

ouvrières, lorsque la LD50 a été standardisée avec la masse, ce qui laisse croire que la principale cause

d’une  plus  grande  résistance  chez  les  mâles  est  leur  poids  et  non  une  plus  grande  production  de

métallothionéines. 

La nature du métal  influence probablement  sur l’effet de ceux-ci sur les ouvrières : il semblerait que la

toxicocinétique du Cu soit différente de celle du Cd en plus des effets généraux sur la physiologie digestive

tel que la gestion de la détoxification. Essayer de voir s’il existe une généralité dans l'effet de la nature du

métal sur les abeilles serait donc intéressant. Quand à l’effet sur le tube digestif, c’est à des doses proches

ou supérieures à la LD50 calculée qu’a été observé un rejet des cellules mortes et une mélanisation. Ces

concentrations n’étant pas retrouvées dans l’environnement, les causes de mortalité par cette voie sont donc

faibles à observer sur le terrain. 
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Pour les larves, il semblerait que le Cu, à des concentrations environnementales, ait pour effet de stimuler le

système de détoxification des larves, ce qui accélère la défécation. Cette accélération de la défécation aurait

pour effet secondaire d’accélérer  le moment de  pupaison. Il serait donc possible que le Cu ait pour effet

d’impacter la phénologie des abeilles. Il serait donc très pertinent d’aussi voir l’effet du Cd sur la défécation

des larves et s’attarder plus précisément sur ce processus. 

Les risques environnementaux du Cu et du Cd, même s’il semblerait au premier abord, soit inoffensifs pour

les adultes, pourraient malgré tout avoir un impact sur le fitness de l’espèce, car de très faibles doses,  ils

pourraient accélérer  la  défécation  des  larves  de  bourdons.  C’est  pour  cela  qu’avoir  une  meilleure

compréhension de leurs effets est essentiel. 
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