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Résumé

Les villes sont des environnements qui attirent de plus en plus de pollinisateurs sauvages.
Toutefois, ces villes sont soumises a de nombreuses contraintes environnementales telles que la
fragmentation de I'habitat, les polluants présents dans l'air ainsi que le sol, etc. Parmi ces polluants
urbains se trouvent les gaz d’échappement, les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les
phtalates et bien d’autres. Les phtalates sont des polluants anthropiques rejetés depuis quelques
décennies dans I'environnement en quantités importantes. Ils peuvent avoir des effets néfastes
sur la faune et la flore du monde entier. Ils sont connus en tant que perturbateurs endocriniens
chez les vertébrés et les invertébrés. Cela implique que ces phtalates peuvent altérer la
physiologie et le métabolisme des insectes, notamment chez les abeilles sauvages. Ils peuvent
dérégler la voie de signalisation des ecdystéroides, importante dans le contréle de la mue et la
métamorphose des abeilles, mais aussi impacter l'olfaction, qui est utile dans la communication

entre individus et dans l'interaction plante - pollinisateur.

Nous avons investigué l'impact de deux phtalates, le dibutyle phtalate (DnBP) et le di-2-
éthylhexyle phtalate (DEHP), a doses environnementales sur les abeilles en utilisant Bombus
terrestris comme espece modele. Ces phtalates a doses environnementales ont été étudiés seuls et
en mélange. L’étude s’est divisée en deux expériences : une exposition aigué par application de
contact sur des ouvriéres placées dans des conditions d’élevage individuelles, et une exposition
chronique par application de contact sur des ouvriéres placées en microcolonies de 10 ouvrieres.
Les microcolonies ont été élevées durant 35 jours et les ouvriéres des deux conditions d’élevage
ont été nourries ad libitum. L'impact des différents traitements sur les ouvrieres de Bombus
terrestris a été étudié en analysant le taux de mortalité dans les deux conditions d’élevage et en
analysant la consommation de nourriture des microcolonies, leur production de larves et la masse

de ces derniéres en conditions d’élevage sociales.

Les résultats obtenus indiquent que le DnBP, en conditions d’élevage individuelles, induit un
taux de survie des ouvrieres diminué a une dose de 60 ng/g b.w et a 600 ng/g b.w. Une dose mixte
de phtalates (DnBP 600 ng/g b.w & DEHP 120 ng/g b.w) provoque un taux de mortalité
significativement plus élevé des ouvrieres exposées par rapport au contréle. Cependant, toutes
les doses de phtalates testées n’affectent pas le taux de survie des microcolonies. Elles n’affectent
pas non plus le nombre de larves produites mais certains traitements tels que le DnBP 60 ng/g
b.w, le DnBP 600 ng/g b.w et le mélange de DnBP 60 & DEHP 120 ng/g b.w augmentent la masse

des individus des stades larvaires intermédiaires.

Mots clés : Insectes, Bombus terrestris, phtalates, DnBP, DEHP, perturbateurs endocriniens,
mortalité, développement.
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Summary

Cities are environments that are attracting more and more wild pollinators. However, these
cities are subject to numerous environmental constraints, such as habitat fragmentation, air and
soil pollutants, and so on. These urban pollutants include exhaust fumes, polycyclic aromatic
hydrocarbons, phthalates and many others. Phthalates are anthropic pollutants that have been
released into the environment in large quantities for decades. They can have harmful effects on
flora and fauna around the world. They are known to be endocrine disruptors in vertebrates and
invertebrates. As endocrine disruptors, phthalates can alter the physiology and metabolism of
insects, particularly wild bees. They can deregulate the ecdysteroid signalling pathway, which is
important in controlling moulting and metamorphosis of bees, and also have an impact on
olfaction, which is useful for communication between individuals and in plant-pollinator

interaction.

We investigated the impact of two phthalates, dibutyl phthalate (DnBP) and di-2-
ethylhexylphthalate (DEHP), at environmental doses on bees using Bombus terrestris as model
species. These phthalates at environmental doses were studied alone and in mixture. The study
was divided into two experiments: acute exposure by contact application to workers places in
individual rearing conditions, and chronic exposure by contact application to workers places in
microcolonies of 10 workers. The microcolonies were reared for 35 days and the workers of the
two rearing conditions were fed ad libitum. The impact of the different treatments on Bombus
terrestris workers was studied by analysing the mortality rate in the two rearing conditions and
by analysing the food consumption of the microcolonies, their larvae production and the weight

of these larvae produced under social rearing conditions.

The results obtained indicate that DnBP, under individual rearing conditions, induces a reduced
survival rate in workers at a dose of 60 ng/ g b.w and at 600 ng/g b.w. A mixed dose of phthalates
(DnBP 600 ng/gb.w & DEHP 120 ng/g b.w) caused a significantly higher mortality rate in exposed
workers compared with the control. However, all the doses of phthalates tested did not affect the
survival rate of microcolonies. They also did not affect the number of larvae produced, but some
treatments such as DnBP 60 ng/g b.w, DnBP 600 ng/g b.w and the mixture of DnBP 60 and DEHP

120 ng/g b.w increased the weight of individuals of intermediate larval stages.

Key words: Insects, Bombus terrestris, phthalates, DnBP, DEHP, endocrine disruptors,

mortality, development.
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Abréviations

BBP : Phtalate de benzyle et de butyle

COVa: Composés organiques volatils d’origine anthropique

COVs Composés organiques volatils

DEHP : Di-2-éthylhexyle phtalate

DEP : Diéthyle phtalate

DBP ou DnBP : Dibutyle phtalate

DiBP Diisobutyle phtalate

DiPP Di-isopentyle phtalate

DHP Phtalate de dihexyle

DMP : Diméthyle phtalate

DnPP ou DPP: Di-n-pentyle phtalate ou Di-pentyle phtalate

DINP Phtalate de diisononyle

DPrP: Dipropyle phtalate

HAPs : Hydrocarbures aromatiques polynucléaires

H] Hormone juvénile

m/m: Masse par rapport a la masse

ng/gbw Nanogram per gram of body weight

OCDE/OECD: Organisation de Coopération et de Développement Economiques (The
Organisation for Economic Co-operation and Development)

PVC: Polychlorure de vinyle

X







Chapitre 1 : Introduction

1.1. Les abeilles

Les abeilles (Hyménoptéres: Anthophila) sont un groupe monophylétique diversifié de
pollinisateurs comprenant plus de 20 000 espéces décrites, réparties en sept familles (Melittidae,
Apidae, Megachilidae, Andrenidae, Halictidae, Stenotritidae, Colletidae) et 25 sous-familles
(Danforth et al., 2013). Elles se nourrissent principalement de nectar (source de sucre) et de
pollen (source d’acides aminés, de protéines et de lipides) d’Angiospermes, aussi appelées plantes
a fleurs (Campos et al., 2008 ; Vanderplanck et al., 2014). Elles présentent une grande variabilité

en matiere de morphologie et d’écologie (socialité, nidification, lectisme, etc. ; Michez et al.,, 2019).

1.1.1. Socialité et relations intra-spécifiques

Il existe chez les abeilles un gradient de sociabilité, allant des abeilles solitaires aux especes
eusociales (Figure 1). Les espéces solitaires représentent le type de socialité le plus courant,
incluant 85 % des especes d’abeilles (Michener, 2007). Dans ce type de socialité, les femelles
confectionnent leur nid seules et n’ont pas de contact avec les autres individus de la méme espeéce,
a 'exception des males lors de I'accouplement (Michez et al., 2019). Parmi les espéces eusociales
se trouvent entre autres les bourdons et 'abeille mellifere (Michez et al., 2019). Ces espéces vivent
en colonie, avec une structure organisée en caste (une reine, des ouvriéres et des males), une
division du travail et un chevauchement des générations (Lindauer, 1976). Dans ce type de
socialité, la reine stérilise ses ouvrieres en libérant des phéromones, de maniere a ce qu’elle soit
la seule a pondre des ceufs, tandis que les ouvriéres s’occupent de la progéniture (Brady et al.,
2006). Contrairement a des espéces comme Apis mellifera, la colonie de certaines espéces
eusociales, comme Bombus terrestris, présente une phase solitaire dans son cycle de vie : la reine,
apres avoir été fécondée en fin de saison de vol, hiberne seule. En début de saison suivante, elle

construit son nid seule avant d’y fonder sa colonie (Michez et al,, 2019).

Figure 1 : A. Agrégats de nids d’'une espece d’abeille solitaire, Cellophane inégale, Colletes
inaequalis (© Spencer Hardy). B. Une abeille solitaire, 'Osmie cornue, Osmia cornuta, allant dans
une galerie existante (© Marc Mangelschots). C. Nid d’abeille eusociale, le Bourdon terrestre,
Bombus terrestris (© Wildbienen).



Chez les especes eusociales, la communication entre individus est complexe et bien développée,
notamment pour la coordination dans les taches a réaliser, I'indication des sites de nourriture ou
des sites de nidification (Michener, 1969 ; Conte & Hefetz, 2008). Cette communication est
principalement sous le contréle de signaux phéromonaux (Conte & Hefetz, 2008). Il existe
différentes phéromones, telles que les phéromones sexuelles pour l'accouplement, les
phéromones sociales essentielles a la cohésion des colonies, les phéromones d’alarme
(notamment pour la défense), les phéromones de reconnaissance, etc. (Andreu, 2024). Les
signaux de reconnaissance des semblables chez les insectes sont principalement olfactifs et sont
contenus essentiellement dans les lipides cuticulaires (hydrocarbures cuticulaires; Dani et al,
2005). Les composés cuticulaires peuvent aussi jouer un role de signalisation dans
I'environnement du nid. Par exemple, pour marquer l'entrée de leur nid, les ouvrieres de B.
terrestris laissent des empreintes de pas qui sont des traces lipidiques cuticulaires (Rottler et al.,
2013). La détection des molécules odorantes telles que ces phéromones se fait par des récepteurs
olfactifs a l'intérieur des poils fins (sensilles) antennaires des abeilles (Burger et al., 2013 ; Gomez
Ramirez et al., 2023). L’olfaction est donc un systeme tres important chez les abeilles, surtout chez
les especes eusociales. Une perturbation de ce systéme pourrait engendrer un stress chez ces

individus.
1.1.2. Relations plantes-pollinisateurs

Depuis leur émergence au Crétacé, les abeilles ont coévolué avec les Angiospermes, ce qui leur
a permis de développer des adaptations morphologiques (brosse de récolte, poils) et
comportementales spécialisées dans la collecte de pollen (Michener, 2000 ; Michez, et al.,, 2011).
Seules les femelles présentent une brosse de récolte, qui, selon les taxons, se trouve sur différentes
parties du corps (Michez, 2019). Cette collecte de pollen permet une pollinisation efficace et
importante des plantes a fleurs, faisant des abeilles les insectes les plus importants dans le
processus de pollinisation (Michener, 2000). La pollinisation est importante pour le rendement

d’environ 85% des cultures (Gallai et al., 2009).

Toutes les abeilles ne visitent pas toutes les plantes a fleurs. En effet, il existe des espéces
spécialistes, ne visitant qu'une seule espéce (monolectiques) ou une seule famille (oligolectiques)
de plantes a fleurs et des espéces généralistes (polylectiques), visitant une grande variété de
plantes a fleurs (Michez et al., 2008). Le choix floral de ces abeilles est un processus complexe
influencé par de nombreux facteurs. La longueur des piéces buccales (comme la langue) est un
facteur morphologique limitant I'accés a certains types de plantes. En outre, un pollinisateur peut
étre attiré par le motif, la forme, ou encore la couleur des fleurs (Dotterl et al., 2011). L’abeille peut

également étre attirée par des molécules chimiques (composés organiques volatils ou COVs)



émises par la fleur, qui sont, pour la plupart, similaires a celles impliquées dans le systéme de
communication chimique de l'abeille (Dotterl et al., 2006; Schiestl & Johnson, 2013). Ces
molécules chimiques jouent un role crucial dans l'interaction plante-pollinisateur, en facilitant la
localisation de la fleur et sa pollinisation, tandis que la plante offre en retour des ressources

alimentaires au pollinisateur (Burger et al., 2013).

1.1.3. Déclin

L’Homme, en exploitant les écosystémes, a altéré 75 a 95% de la biosphere terrestre (Kennedy
et al,, 2019 ; Ellis et coll.,, 2021). Les populations d’insectes ont diminué de 45% au cours de ces
40 dernieres années (Wagner et coll,, 2021). Les abeilles, fournissant des services écosystémiques
importants tels que la pollinisation des plantes sauvages et de culture, sont également concernées
par ces tendances (Potts et al,, 2010 ; Ollerton et al., 2011). Leur déclin en matiére d’abondance et
de diversité représente un probleme majeur, tant pour les écosystemes naturels que pour les

sociétés humaines (Matias et al,, 2017 ; Ollerton, 2017 ; Porto et al., 2020).

Il existe plusieurs facteurs de déclin affectant les pollinisateurs, la plupart étant d’origine
anthropique (Goulson et al., 2015) : citons notamment les changements climatiques (Dormann et
al., 2008), les especes exotiques (Stout & Morales, 2009), la propagation d’agents pathogénes
(Cox-Foster et al,, 2007), la concurrence entre les pollinisateurs sauvages et l'abeille mellifére
(Torné-Noguera et al.,, 2016 ; Ropars et al, 2019), I'intensification de I'agriculture depuis les
années 1990 dans diverses régions du monde (Lambin & Meyfroidt, 2011), la perte et la
fragmentation des habitats dues aux changements d’affectation des terres (Ricketts et al,
2008), la pollution environnementale (Plutino et al, 2022), l'utilisation des produits
agrochimiques (Alston et al.,, 2007) et 'urbanisation massive (Zattara & Aizen, 2021). Les facteurs
cités ci-dessus peuvent également interagir ensemble (Tylianakis et al., 2008), accélérant ainsi le

déclin des abeilles sauvages.

La perte et la fragmentation de I'habitat figurent parmi les facteurs les plus importants du déclin
des pollinisateurs (Brown & Paxton, 2009). Environ 38% de la surface terrestre est utilisée a des
fins agricoles, notamment pour une agriculture intensive (Foley et al., 2005). Avec I'expansion de
I'agriculture, de plus en plus de produits agrochimiques sont utilisés dans les sols agricoles. Les
pesticides tels que les insecticides, les fongicides et les herbicides ont des conséquences néfastes
sur les populations d’abeilles via des effets 1étaux (Alston et al., 2007, Godfray et al., 2015) ou des
effets sublétaux tels qu'une perturbation dans la recherche de nourriture, une modification du
comportement pour récolter le nectar et le pollen ou encore des effets néfastes sur le

développement et la reproduction des populations (Morandin et al., 2005).



En milieu urbain, I'Europe commence a implémenter des législations zéro-phyto de maniére a
ce que les villes n’utilisent plus de produits chimiques tels que des pesticides. Ces derniers sont
donc moins présents que dans les milieux agricoles (Botias et al, 2015). Les zones urbaines
concernées sont alors décrites comme refuges pour les pollinisateurs par certaines études
(Thimmegowda et al., 2020). Mais ces initiatives sont encore loin d’étre une généralité : toutes les
villes n’ont pas encore adopté ces législations. Méme si certains pollinisateurs semblent bien
s’adapter dans les espaces verts des zones urbaines tels que les jardins communautaires et
familiaux (Deguines et al., 2012 ; Baldock et al., 2019), le désherbage et 'utilisation de produits
chimiques restent encore utilisés dans beaucoup de villes n’ayant pas adopté les législations zéro-
phyto, ce qui impacte négativement les abeilles telles que les bourdons (Smith et al,, 2006). De
plus, la tonte fréquente des espaces verts diminue I'abondance des fleurs et des abeilles ainsi que
leur richesse (Wastian et al.,, 2016 ; Lerman et al., 2018). L’expansion urbaine constitue également
une menace pour la biodiversité (Seto et al., 2012). En outre, 'imperméabilisation des paysages
urbains empéche les espéces d’abeilles de nidifier et diminue leur abondance (Geslin et al., 2016 ;
Burdine & McCluney, 2019). En plus de ces contraintes, la pollution urbaine présente un risque
important pour la santé des pollinisateurs. Les particules en suspension dans l'air peuvent
s’accrocher sur leurs poils (Plutino et al,, 2022) ou peuvent étre ingérées en consommant des
ressources alimentaires contaminées (Krunic et al., 1989). Parmi cette pollution se retrouvent les
gaz d’échappement, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Rehwagen et al., 2005), ainsi
qu'une nouvelle classe de polluants urbains émergents: les composés organiques volatils
d’origine anthropique (COVa) dont font partie les phtalates (Bergé et al., 2013 ; Moreau-Guigon et
al,, 2016). Les effets de ces derniers sur les pollinisateurs, et en particulier sur les abeilles, sont
peu connus malgré leur forte présence dans divers environnements, notamment en milieu urbain
(Bergé et al, 2013). Ces phtalates pourraient représenter une nouvelle contrainte pour les

populations d’abeilles vivant en zones urbaines.

1.2. Les phtalates
1.2.1. Définition, source et utilisation

Les phtalates (Figure 2), également appelés esters d’acide phtalique, sont des dérivés de I'acide
phtalique (Bauer & Herrmann, 1997). Ils sont produits par la réaction de I'anhydride phtalique
avec des alcools tels que le méthanol et I'éthanol afin d’obtenir de I'alcool tridécyle (C13), en
présence d'un catalyseur (OCDE, 2018 ; Peijnenburg, 2008). Ce sont des éléments lipophiles
(Mathieu-Denoncourt et al., 2016). Il existe différents phtalates. Ils se distinguent par leurs
chaines alkyles et ont des propriétés physico-chimiques qui varient (Staples et al., 1997, Tableau

1).



Figure 2 : Structure générale des phtalates. Ils sont composés d’'un noyau benzénique, de
deux groupements ester et de chaines alkyles (R1 et R2) de longueurs variables (Source :
Peijnenburg, 2008).

Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques de six phtalates (Source : Saillenfait, A.M., 2005).

Composé Di-n-butyl- | Butylbenzyl- Di-n-octyl- Phtalate | Phtalate de Di-(2-
phthalate phthalate phthalate de di- di- ethylhexyl)
isononyle | isodécyle phthalate
Abréviation DnBP BBP DnOP DINP DIDP DEHP
Masse 278,34 312,36 390,56 418,62 446,68 390,56
molaire
(g/mol)
Densité 1,04 1.12 0,98 0,97 0,97 0,99
Point de -35 -40 -25 -48 -48 -47
fusiona (°C)
Point 340 370 390 370 370 386
d’ébullition?
(°C)
Tension de 3,6 x103 8x105a 1,3x1052a 6x105a | 51x1053a 1,3x1053a
vapeur? (Pa) 25°(C 25°C 20°C 25°C 25°C
Solubilité Faible Faible Pratiquement | Insoluble Insoluble Pratiquement
dans'eau (11,2 mg/L) (2,7 mg/L) insoluble (<1 ug/1) (<1 pg/L) insoluble
(0,5 pg/L) (3 ug/L)

Les plastifiants sont des additifs incorporés aux matériaux plastiques afin d’augmenter leur
plasticité, leur flexibilité (Billings etal., 2021). Ils représentent de 10 a 70% de la matiére plastique
(Hansen et al,, 2013). Les phtalates sont souvent utilisés comme plastifiants des matériaux
plastiques (Bauer & Herrmann, 1997). Ils ont été incorporés pour la premiére fois dans les années
1920 et leur production a augmenté dans les années 1930 lorsqu’ils ont commencé a étre
incorporés au polychlorure de vinyle (PVC) pour augmenter sa flexibilité (OCDE, 2018). Les esters
d’acide phtalique sont présents dans beaucoup de produits tels que les matériaux d’emballages et
de construction, les dispositifs médicaux, les jouets pour enfants, les outils, les adhésifs, et bien
d’autres matériaux plastiques (Horn et al.,, 2004). Ils sont également utilisés comme solvants dans
d’autres produits chimiques comme les peintures, les insecticides, les détergents, etc. ou comme
activateurs de pénétration cutanée dans les produits de soins personnels et cosmétiques

(Koniecki et al.,, 2011 ; Guo & Kannan, 2013). Afin de déterminer leur utilisation, beaucoup de
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phtalates sont groupés selon leur poids moléculaire. Par exemple, le di-2-éthylhexyle phtalate
(DEHP) est principalement utilisé dans les matériaux de construction comme plastifiant (Gaudin
et al,, 2011), tandis que le diméthyle (DMP) et le diéthyle (DEP) phtalates sont surtout retrouvés
dans les cosmétiques ou comme solvants pour les revétements et les muscs synthétiques

(Sanchez-Prado et al., 2011).

Ces biens de consommation ont connu un développement important lors du siécle dernier, afin
de fournir des produits moins chers, plus solides et durables (Meeker et al., 2009). Cela a provoqué
une hausse de I'utilisation des phtalates. Leur production a ainsi atteint 5,5 millions de tonnes en
2018 (OCDE, 2018). La Chine représente le marché le plus important en la matiére, consommant

plus de la moitié de la production mondiale de phtalates (IHS Markit, 2021).

1.2.2. Pollution aux phtalates dans I’environnement

Les phtalates, n’étant pas liés de maniére covalente a la matrice plastique, sont susceptibles de
migrer de la matrice ou d’étre lessivés et ainsi de se retrouver dans I'environnement (Fromme et
al,, 2002). Les phtalates ayant un poids moléculaire plus faible tels que le DEHP, le DEP, le phtalate
de dibutyle (DBP), le phtalate de diisobutyle (DiBP) ou le phtalate de benzyle et de butyle (BBP),
migrent généralement plus vite de la matrice (Hansen et al. 2013 ; Staples et al., 1997).1ls peuvent
ensuite étre transportés sur de longues distances par les eaux ou par l'air en s’attachant aux
molécules plastiques présentes dans I'atmosphére (Feng et al., 2020). Ils sont semi-volatiles et
peuvent également se lier aux particules lipidiques dans I'environnement, comme par exemple, la
cuticule des insectes (Lenoir et al., 2014). Dans les milieux naturels, les phtalates peuvent étre
dégradés de différentes maniéres : par photodégradation dans I'atmosphere, par biodégradation
dans les milieux aquatiques ou encore par dégradation dans les sédiments et les sols en conditions

anaérobies (Staples et al., 1997 ; Gao & Wen, 2016).

Au niveau atmosphérique, Moreau-Guigon et collegues (2016) ont recensé des concentrations
de 3,4 ng/m> de DnBP et 28 ng/m?* de DEHP dans I'environnement extérieur de la ville de Paris.
Ils ont également trouvé des concentrations de phtalates plus élevées dans l'air intérieur par
rapport al'air extérieur, sauf pour le DEHP (Moreau-Guigon et al.,, 2016). Cela pourrait s’expliquer
par le fait que les phtalates sont omniprésents dans les objets de consommation ou les objets
plastiques présents dans les environnements intérieurs (Blanchard et al,, 2014 ; Laborie et al,
2016). En effet, certains phtalates tels que le DiBP sont retrouvés principalement dans les produits
de consommation et sont donc émis a l'intérieur des batiments, tandis que le DEHP est retrouvé
aussi bien dans les matériaux intérieurs qu’extérieurs (Teil et al.,, 2006). Selon Rudel et Perovich
(2009), les environnements intérieurs dans les zones fortement urbanisées semblent étre une

source majeure de polluants pour I'air ambiant extérieur. Cependant, les phtalates pouvant étre
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transportés sur de longues distances par les vents, ceux-ci ont également été recensés dans les
milieux peu anthropisés. Des phtalates ont été trouvés dans I'’Arctique (Xie et al., 2007) et sur des
cuticules de fourmis de la forét Amazonienne (0,5 ng/mg de poids sec a 2 ng/mg de poids sec;

Lenoir et al,, 2016).

Les esters d’acides phtaliques peuvent étre éliminés de I'atmosphere par dépéts secs et dépots
humides (Net et al., 2015). Selon Dargnat et colléges (2009), 1a principale source de contamination
des eaux de pluie par les phtalates serait la volatilisation de ceux-ci depuis les matériaux de
construction des batiments des zones urbaines. (Dargnat et al., 2009). Des concentrations de
0,423 pg/L de DEHP et de 0,592 pug/L pour le DnBP dans les eaux de pluie ont été recensées a Paris
(Teil et al., 2006). Ces précipitations peuvent transférer les phtalates présents dans I'atmospheére
vers les eaux douces, se dispersant ainsi dans les rivieres, les lacs, les sédiments, etc. (Gao & Wen,

2016).

Les phtalates ont été détectés dans I'environnement aquatique des 1978 (Giam et al., 1978) et
le DEHP est celui qui est le plus souvent retrouvé dans cet environnement (Uren-Webster et al.,
2010).11 a été détecté dans divers milieux, y compris dans les eaux douces ou marines et les zones
industrielles (Giam et al., 1998). Ses concentrations peuvent atteindre 100 pg/L dans les eaux de
surface et 200 mg/kg (poids humide) dans les sédiments (Petrovi¢ et al., 2001, Fromme et al,,
2002). Ces derniers ont une grande capacité a adsorber les phtalates comme le DEHP, ce qui peut
aussi affecter les organismes vivants dans ces milieux (Larsson & Thurén, 1987). De plus, le DEHP
a une faible solubilité, ce qui lui permet d’avoir un potentiel d’accumulation dans les sols et les
sédiments. Lorsqu’il est en suspension dans I'eau, sa demi-vie est d’environ deux a cinq semaines,
tandis que dans les sédiments, sa demi-vie est estimée a plus de 100 ans en raison de son
indisponibilité pour la biodégradation (Migliarini et al., 2011). Outre le DEHP, le DBP a également
été retrouvé dans les eaux usées, les riviéres et dans bien d’autres environnements (Liu et al,,
2014 ; Chen et al.,, 2019). La valeur maximale de DBP a été détectée dans le delta du fleuve Yangtsé
en Chine, atteignant 3,55 pg/L (Zhu et al,, 2022).

Les dépots atmosphériques sont des sources importantes de phtalates dans les sols, notamment
via les précipitations (Net et al,, 2015). En outre, il a été démontré que les phtalates pénetrent
également dans les sols par I'application des pesticides, par 'irrigation (Michael et al., 1984) ou
encore par I'épandage des boues d’épuration (Net et al,, 2015). Le DnBP et le DEHP sont les plus
présents dans les sols, les plus importants, avec des taux allant de 0,01 a 30,1 mg/kg de poids sec
et de 0,02 a 264 mg/kg de poids sec respectivement. Des taux similaires dans les sols urbains et
agricoles ont été observés (Bergé et al., 2013). Les sols européens (0,17 mg/kg de poids sec)
semblent étre moins contaminés en phtalates qu’en Chine (3,09 mg/kg de poids sec; Bergé et al.,

2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X10002080?casa_token=xEYZ-5_bX9YAAAAA:g-nT4TMUE4K6HOIxWfrfeFiV4aeufHsFGaujGxhPrQCM8hQz7djWuJpzZ6XAG5CYFJo06yQH1A#bib17
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X10002080?casa_token=xEYZ-5_bX9YAAAAA:g-nT4TMUE4K6HOIxWfrfeFiV4aeufHsFGaujGxhPrQCM8hQz7djWuJpzZ6XAG5CYFJo06yQH1A#bib17

1.2.3. Impacts des phtalates sur les organismes

Les phtalates étant ubiquistes, les organismes y sont exposés continuellement (Mankidy et al.,
2013). Ces polluants peuvent s’accumuler dans les organismes et se retrouver dans la chaine
alimentaire (Zhang et al.,, 2023). Des études ont démontré leurs effets néfastes sur les organismes
et la santé humaine. Ils ont ainsi été identifiés comme perturbateurs endocriniens (Erkekoglu et
al., 2016). En conséquence, l'utilisation de ces plastifiants a été restreinte et réglementée en
Europe mais cela ne concerne pas les produits importés d’autres pays (Jobling et al., 1996 ; ECHA,
2018). L’utilisation de certains d’entre eux (DEHP, DBP et BBP) a été interdite dans la fabrication
des jouets pour enfants (Directive 2005/84/CE, 2005). En ce qui concerne les emballages
alimentaires a usage unique, I'utilisation du DEHP est également interdite (B-Lands Consulting, s.
d. UE REACH). De plus, I'Union Européenne a banni I'utilisation du BBP, du n-pentyl-isopentyl
phtalate, du di-n-pentyle phtalate (DnPP) et du di-isopentyle (DiPP) dans les cosmétiques
(Directive 2005/80/CE, 2005).

La découverte croissante des dangers que représentent les phtalates pour I'étre humain a
accéléré le besoin de comprendre leurs effets sur le vivant. Etant des perturbateurs endocriniens,
ces polluants peuvent, en raison de leur structure moléculaire, se fixer sur des récepteurs
hormonaux et imiter ou bloquer l'action des hormones endogénes, mais aussi interférer avec les
voies de synthéses et/ou de dégradations des hormones naturelles (Soto et al,, 1995, Bradlee &
Thomas, 2003). Cependant, les effets de ce type de molécule ne peuvent pas étre prédits en
fonction de la dose car ils présentent un profil de toxicité non monotone (Lagarde et al., 2015).
Ces perturbateurs endocriniens affectent le systeme reproducteur des vertébrés en provoquant
des effets oestrogéniques chez les femelles, notamment chez le rat et 'humain ou encore chez le
poisson zébre, Danio rerio (Jobling et al, 1995 ; Carnevali et al,, 2010). Ils peuvent également
provoquer des effets anti-oestrogéniques chez la femelle medaka japonaise, Orizias latipes (Kim
et al,, 2002), et des effets anti-androgéniques chez les rats et les lapins (Higuchi et al.,, 2003). Sans
oublier leurs effets obésogenes, neurotoxiques et immunotoxiques, notamment chez les humains

(Griin & Blumberg, 2009 ; Casas et al., 2013).

Beaucoup d’études ont été réalisées sur les organismes aquatiques puisque les phtalates sont
rejetés dans I'environnement de maniére quasi continue et peuvent donc étre trouvés en grande
quantité dans les écosystemes aquatiques (Oehlmann et al.,, 2008). Quelques années auparavant,
ces études se sont concentrées sur la toxicité des phtalates principalement sur des organismes
aquatiques avec 'hypothése que si les phtalates a hautes concentrations n’avaient pas d’effets sur
ces organismes, les faibles doses de ces phtalates n’affecteraient pas non plus ceux-ci (Staples et
al., 1997). Actuellement, de plus en plus d’études se tournent vers le profil d’activité non

monotone des perturbateurs endocriniens, notamment des phtalates (Lagarde et al,, 2015). Il a
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été découvert que ces derniers induisent, tout comme chez les vertébrés, différents effets néfastes
sur ces organismes aquatiques. Par exemple, il a été observé chez les crevettes, Macribrachium
rosenbergii, que le DEP, le DHP (phtalate de dihexyle), le DPrP (dipropyle phtalate) et le DPP
peuvent endommager leurs hémocytes et diminuer leur immunité cellulaire, les réactions
immunitaires variant en raison des effets toxiques différents des phtalates (Sung et al., 2003 ;
Chen & Sung, 2005). Les phtalates affectent également le poids corporel et la reproduction de
certaines espéces. Une exposition des juvéniles de Daphnia magna a des concentrations de 1 et
10uM de DnBP ou de DEHP augmente la teneur en lipides dans ces organismes (Seyoum &
Pradhan, 2019). De plus, cette méme étude a montré que la reproduction de cette espece était

augmentée de 1,5 fois par rapport au témoin (Seyoum & Pradhan, 2019).

Une étude menée sur des larves du quatriéme stade de Chironomus riparius a révélé que le BBP
semble étre plus toxique que le DEHP pour ces larves (Planell6 et al., 2011). En effet, le BBP a
provoqué la mort de 60 % des larves exposées durant 24 heures a une concentration de 100 mg/L
de BBP alors que le DEHP n’a causé aucune mortalité parmi celles-ci (taux de survie de 100 %).
Planell6 et collegues (2011) ont mis en évidence une diminution légére mais significative de la
transcription de I'ARN ribosomique par de hautes concentrations au BBP (+ 15 % d’inhibition
pour 1mg/L). Cette perturbation peut entrainer des lésions cellulaires qui pourraient expliquer le
taux de mortalité élevé occasionné par ce phtalate. Le DEHP n’a quant a lui pas affecté la
transcription de ’ARN ribosomique. Cela pourrait expliquer que le taux de survie au DEHP n’a pas
été impacté. (Planell6 et al., 2011). Dans cette méme étude, Planellé et collegues (2011) ont
également démontré la capacité potentielle des phtalates a modifier la réponse au stress et la voie
de signalisation de 'ecdysone des insectes. Une exposition au DEHP ou au BBP de ces larves du
quatrieme stade semble réguler a la hausse le gene hsp70 (géne exprimé en réponse a un stress)
de maniére dépendante de la concentration. De plus, ces deux phtalates affectent 'expression du
géne EcR, I'un des genes permettant les changements de mue et de métamorphose, le BBP (a
0,1mg/L et plus) induisant sa surexpression et le DEHP (100 mg/L) provoquant une diminution

de son activité (Planell6 et al., 2011).

Tres peu d’études se sont concentrées sur I'impact des phtalates sur les invertébrés terrestres,
notamment chez les arthropodes, puisque leur cuticule remplit un réle de protection face a
I'environnement extérieur (Balabanidou et al., 2018). Cependant, les phtalates étant lipophiles, il
a été démontré par Cuvillier-Hot et collégues (2014) que cette cuticule constitue une voie d’entrée
pour les phtalates atmosphériques. En effet, certains d’entre eux ont été retrouvés dans les
cuticules de fourmis noires des jardins, Lasius niger, a Tours (France ; Lenoir et al., 2012). Des taux
de phtalates (DEHP, DBP, DiBP et BBP cumulés) d’environ 25 ng/mg de poids sec ont été retrouvés

sur les cuticules de fourmis Solenopsis saevissima et d’autres especes vivant en ville (ex. Kourou et



Cayenne, Guyane) contre 2 ng/mg de poids sec chez les fourmis vivant en forét tropicale
amazonienne (Lenoir et al,, 2016). De plus, les phtalates ont également été retrouvés dans leurs
corps gras, ce qui suggérerait qu'ils traversent la barriere épidermique (Lenoir et al., 2012). La
cuticule lipidique serait donc un piége pour les phtalates (Cuvillier-Hot & Lenoir, 2020) malgré

leurs effets répulsifs chez les fourmis de feu, Solenopsis invicta (Chen, 2005).

Les quelques études menées sur les insectes terrestres ont montré que ces polluants peuvent
avoir des effets sur ces organismes. Par exemple, il a été démontré chez la noctuelle Spodoptera
littoralis qu'une contamination au DEHP, 'un des phtalates retrouvés sur la cuticule des especes
de fourmis, perturbe la voie des ecdystéroides et peut donc avoir des effets sur les différentes
voies biologiques telles que le systeme immunitaire, le développement, les voies métaboliques du
sucre et des lipides ou sur la reproduction (Mankidy et al., 2013 ; Avileés et al., 2020). En ce qui
concerne ce dernier parametre, il a été démontré chez les fourmis L. niger, que le DEHP impacte
négativement la fertilité de la reine et active leur systéme immunitaire (Cuvillier-Hot et al., 2014).
Une autre étude réalisée sur S. littoralis démontre qu’'une exposition des stades larvaires au DEHP
influence également le taux de reproduction. En effet, lorsqu’'un male exposé oralement a hautes
doses de DEHP (1,1 pg, 19,7 pg et 4,3 mg par gramme d’aliment) durant son développement
s’accouple avec une femelle non exposée, les chances d’éclosions et la viabilité sont réduites, ce
qui suggeérerait que les males exposés produisent moins de spermatozoides. (Avilés et al., 2020).
D’autres effets du DEHP ont été mis en évidence sur cette méme espéce : des doses élevées de ce
phtalate non trouvées dans l'environnement (4,3 mg et/ou 39,5 mg par gramme d’aliment)
altérent le cycle de vie, allongent certains stades larvaires mais aussi nymphals et augmentent le
taux de mortalité de ceux-ci (Aviles et al,, 2019). Le DEHP diminue également I'expression des
génes des récepteurs nucléaires EcR et USP (Aviles etal., 2019), des genes E75, E78, tous impliqués
dans la voie des ecdystéroides antennaires, et provoque aussi une diminution du géne de la

calmoduline (Aviles et al,, 2020), impliqué dans 'olfaction (Xu et al.,, 2017).

Diverses études ont démontré les effets biologiques du DEHP sur la drosophile, Drosophila
melanogaster, tels que la peroxydation lipidique (ZHAO et al., 2003), 'expression de I'insuline (Cao
et al, 2016) et la neurotoxicité (Ran et al.,, 2012). Une autre étude a démontré qu'une exposition
au DEHP (0,005, 0,01, 0,02 M) au troisieme stade larvaire de ces drosophiles altére I'activité des
enzymes anti-oxydants neutralisant les ROS, ce qui induit un stress oxydatif et entraine une
augmentation du taux de ROS. Cette augmentation endommage ainsi I’ADN des tissus, notamment
ceux des intestins larvaires, provoquant in fine I'apoptose de ces cellules. Cela conduit également
a la cytotoxicité et a la génotoxicité chez les larves du troisiéme stade (Gaur et al.,, 2023). L’effet
d’un autre phtalate, le DINP a également été étudié chez ces organismes et semble avoir des effets

létaux. En effet, une exposition supérieure a 0,2% de DINP (v/v) induit une diminution de la durée
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de vie qui dépend du sexe, et une augmentation du taux de mortalité chez cette espéce (Zhang et
al,, 2020). Chen et collegues (2019) ont exposé la drosophile au DEHP et ont constaté que la durée
de vie des males diminuait de maniére dose - dépendante lorsque la concentration était inférieure
a 0,5 %, tandis que les mouches femelles présentaient une réponse non monotone (Chen et al.,
2019). Ce phtalate peut également provoquer une série d’effets sublétaux liés a la reproduction, a
la longévité, au comportement, a la capacité anti-famine et aux changements biochimiques (Zhang

etal, 2020).

1.3. Impacts des phtalates sur les abeilles sauvages

L’'impact des phtalates sur les abeilles n’est pas encore bien connu. Cependant, les effets néfastes
observés chez d’autres invertébrés, notamment chez les insectes terrestres, suggerent que ces
esters d’acide phtalique pourraient également affecter les abeilles. Ces derniéres peuvent étre
exposées a ces polluants trouvés dans tous les environnements, aussi bien en ville, qu'en milieu
peu anthropisé (Lenoir et al., 2016). Elles peuvent étre facilement en contact avec ces polluants
par l'intermédiaire de leurs poils ou leur cuticule (Gémez-Ramos et al.,, 2016). Cette derniére,
composée d'une procuticule (en chitines et protéines) et d'une épicuticule (en protéines,
hydrocarbures et lipides), est favorable a lI'adsorption de substances lipophiles comme les
phtalates (Balabanidou et al., 2018). Ces derniers ont été retrouvés sur la cuticule des abeilles
melliféeres, avec un taux représentant 0,73% de leurs composés cuticulaires, montrant ainsi une
contamination importante par ces polluants (Lenoir et al., 2012). Les phtalates peuvent également
pénétrer a l'intérieur du corps des insectes en traversant leur cuticule, comme témoigne la
présence de phtalates dans le corps gras des fourmis (Lenoir et al., 2012). De plus, les matrices de
nidification des abeilles, constituées de matériaux variés tels que le bois, les fibres végétales, la
cire, la terre, etc. en fonction des espéces (Michez et al, 2019), peuvent également étre des
vecteurs de contaminations aux phtalates. En effet, 'ubiquité de ces derniers leur permet de se
déposer sur ces matériaux, de s’y accumuler et d’étre, in fine, incorporés dans les nids (Shen et al.,
2022). Sur les zones cétiéres du sud de la Chine, divers phtalates ont été retrouvés dans les feuilles
de plantes a des taux variables. Dans cette étude, le DnBP et le DEHP sont les deux phtalates
retrouvés avec la concentration moyenne la plus élevée dans les échantillons analysés, avec
respectivement 2,282 mg/kg et 4,144 mg/kg (Xing et al,, 2022). Des taux de phtalates ont
également été retrouvés dans des racines et des feuilles de plantes cultivées telles que des laitues,
des carottes ou encore des fraises. Par exemple, le DnBP et le DEHP ont été retrouvés
respectivement a des taux d’environ 2 500 et 1 500 pg/kg de poids sec de racines de carottes et a
des taux d’environ 500 et 1 250 pg/kg de poids sec de feuilles de carottes (Dodgen et al., 2013).
Les phtalates, étant des composés organiques volatils lipophiles, pourraient également se

retrouver dans le pollen des plantes, ce dernier étant composé en partie de lipides. Ce pollen
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collecté par les abeilles et potentiellement contaminé pourrait étre ramené au sein du nid afin de
nourrir les membres de la colonie ou les larves d’abeilles solitaires et ainsi contaminer le couvain
(Gémez-Ramos et al., 2016). Une étude a également détecté la présence de phtalates tels que le
DEP, le BBP ou encore le DEHP dans la cire des ruches des abeilles melliferes, indiquant une

contamination des nids par ces polluants (Gémez-Ramos et al., 2016).

Pour saisir I'impact que les phtalates pourraient avoir sur ces pollinisateurs, il est important de
savoir que le systéme hormonal des abeilles est complexe et joue un role crucial dans la régulation
du développement, de la reproduction, de la pollinisation et du comportement social. L’hormone
juvénile (H]J), sécrétée par les corps allates (corpora allata), et les ecdystéroides (principalement
I'ecdysone et le 20-hydroxyecdysone (20E)), sécrétés par les glandes prothoraciques, régulent des
processus essentiels tels que le développement (mues, métamorphoses) et la reproduction
(Nijhout, 1994 ; Gruntenko & Rauschenbach, 2008 ; Jindra et al., 2013). Les phtalates, en tant que
perturbateurs endocriniens, pourraient déréguler ces voies hormonales, perturbant ainsi le
développement et la reproduction des abeilles. Ces dérégulations ont été observées sur la
noctuelle Spodoptera littoralis (Aviles et al., 2019 ; Avileés et al., 2020). Chez cette méme espece, il
a été démontré que les phtalates diminuent 'expression des genes impliqués dans la voie des
ecdystéroides antennaires, provoquant ainsi une diminution de I'olfaction (Aviles et al., 2019). Ces
phtalates pourraient également avoir des effets négatifs sur l'olfaction des abeilles. Ce qui ne serait
pas sans conséquences. En effet, chez de nombreux insectes tels que ces pollinisateurs, ce sens est
important pour le comportement social et sexuel, notamment via la perception des phéromones
et hormones sexuelles, les relations intra-spécifiques entre individus (Canivenc-Lavier et al.,

2013) ou encore pour 'interaction plantes-pollinisateurs.

Les phtalates pourraient jouer un role dans le déclin des populations d’abeilles en perturbant
leur développement, leur comportement et leur reproduction. De plus, un modéle prédictif
(KNN/IRFMN v.1.0.0.) suggére une toxicité importante des phtalates sur les abeilles
(Arulanandam et al.,, 2022). Il est donc crucial d’évaluer I'impact de ces phtalates sur ces

pollinisateurs, en commencant par investiguer leur 1étalité a des doses environnementales.
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Chapitre 2 : Objectifs du mémoire et hypotheses de départ

Ce mémoire s'intégre dans le projet ASPI (Abeilles sauvages en ville : effets des polluants urbains
sur la santé des insectes et sur les interactions plantes - pollinisateurs), un projet étudiant les

impacts des polluants urbains sur la santé des insectes et les interactions plantes - pollinisateurs.

L’objectif principal de ce mémoire de fin d’étude est d’investiguer la toxicité de deux phtalates,
le DnBP et le DEHP, a des doses environnementales sur la santé de Bombus terrestris, en les
exposant par application topique. L’'investigation de cet objectif principal se divise trois parties, a
savoir :

o Evaluer la toxicit¢é du DnBP et du DEHP a doses différentes environnementales
individuelles et en mélange.

o Investiguer la toxicité de ces deux phtalates a différentes doses en conditions d’élevage
isolées et en conditions d’élevage sociales (microcolonies).

o Investiguer les effets de ces deux phtalates sur le développement des microcolonies

exposées.

Selon les résultats d'une expérience préliminaire du projet ASPI (données en cours de
publication), une mortalité de B. terrestris placé dans des conditions d’élevage individuelles et
exposé au DnBP seul est attendue. De plus, nous émettons I’hypothése que les effets du DnBP et

du DEHP combinés sur B. terrestris induiraient également une mortalité importante.

Nous émettons aussi 'hypothese que le taux de mortalité sera plus élevé chez les bourdons
exposés et placés dans des cages individuelles par rapport a ceux exposés et placés dans des
microcolonies. L’effet colonial pourrait jouer un réle tampon sur la toxicité des phtalates, comme

cela a été observé avec d’autres molécules telles que les néonicotinoides (Crall et al.,, 2019).

Enfin, les phtalates étant des perturbateurs endocriniens, il est possible que ceux-ci affectent
également le systéme reproducteur et le cycle de reproduction de B. terrestris (Aviles et al.,, 2019 ;

Avilés et al., 2020).
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

3.1. Modeéle biologique étudié : Bombus terrestris

Les bourdons sont des insectes de 'ordre des Hyménopteéres, plus précisément de la famille des
Apidae. IIs font partie du genre Bombus, un des genres d’abeilles eusociales (Michener, 2000),
comptant environ 270 espéces. Ce genre se retrouve dans la quasi-totalité de I'hémisphére nord
jusqu’en Amérique du Sud mais est pratiquement absent en Afrique et en Océanie (Michener,
2000). 11 existe trois phases de développement de la colonie. La premiére est l'initiation de la
colonie durant laquelle la reine fécondée sort d’hibernation au printemps afin de fonder seule une
colonie (Goulson, 2010). La reine pond des ceufs diploides donnant les premieres ouvriéres
(phase eusociale ; Duchateau & Velthuis, 1988). Au fil des pontes, la réserve de spermatozoides
de la reine s’épuise et elle commence a pondre des ceufs haploides, donnant des males (Michener,
1974 ; Doorn & Heringa, 1986). C’est la phase de commutation. La derniére phase, dite de
compétition, commence lorsque la colonie arrive en fin de vie, c’est-a-dire quand les ouvriéres
commencent a pondre des ceufs, donnant également des males (Duchateau & Velthuis, 1988). Ce
phénoméne de ponte a lieu car la reine perd sa dominance au sein de la colonie (Van Honk et al.,
1980 ; Roseler et al., 1981). Le reste des ceufs pondus par la reine donnent les jeunes reines de la
génération suivante avec un systéme reproducteur pleinement développé. Les nouvelles reines
sortent du nid, s’accouplent et entrent a leur tour en hibernation jusqu’au printemps suivant. Elles
fonderont les colonies de la génération suivante, tandis que les ouvriéres et les males mourront

(Goulson, 2010 ; Figure 3).

L’espéce B. terrestris a été choisie pour réaliser les expériences car c’est une espéce a large
distribution dans le monde. De plus, les pollinisateurs sont de bons bioindicateurs dans les milieux
agricoles, industriels et urbains (Bromenshenk et al., 1985) et sont donc utilisés pour surveiller
les polluants. B. terrestris, espece trés polylectique, butine un tres grand nombre d’espéces de
plantes et joue un réle crucial en tant que pollinisateur dans les communautés de plantes cultivées
et sauvages, contribuant ainsi de maniére importante aux services écosystémiques (Velthuis &
Doorn, 2006 ; Kleijn & Raemakers, 2008). En outre, c’est une espece facile a élever, elle présente
une grande faculté d’adaptation, la rendant facilement procurable et utilisable en laboratoire
(Kleijn & Raemakers, 2008). Son élevage a commencé en Belgique et aux Pays-Bas en 1988
(Velthuis, 2002). Aujourd’hui, B. terrestris est largement domestiqué et de nombreuses colonies
sont exportées a travers divers pays (Velthuis & Doorn, 2006). Cette espece est aussi exploitée a

des fins commerciales afin de favoriser la pollinisation des cultures en serre (Sirali et al., 2012).
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Cycle de vie
du bourdon

Figure 3 : Schéma du cycle de vie général du bourdon. 1. Au début du printemps, la jeune
reine fécondée sort d’hibernation et commence a chercher des ressources alimentaires. 2. Elle
trouve un endroit pour commencer son nid, creuser des cavités souterraines. Elle y construit des
pots a nectar et des cellules ou elle pond ses premiers ceufs. 3. Les premieres ouvriéres émergent
et effectuent des taches de la colonie pendant que la reine continue a pondre ses ceufs. 4. A la fin
deI'été, la colonie produit ainsi des males et les ceufs de la reines restants donne de jeunes reines.
5. Les males et les jeunes reines émergent et quittent la colonie pour se reproduire. 6. L’hiver, les
jeunes reines fécondées entrent en hibernation avant de fonder une colonie la saison suivante,
tandis que les males et les ouvrieres meurent. (Source : modifiée du site Koppert US).

3.2. Molécules étudiées et concentrations

Les molécules sélectionnées pour les expositions par application topique sont le DnBP et le
DEHP. Elles ont été choisies car ce sont deux des phtalates qui semblent étre les plus présents
dans I'environnement (Xie et al, 2006). De plus, ces deux phtalates ont été retrouvés sur les
cuticules de bourdons de la ville de Lille pendant des campagnes du projet ASPI en 2021 (données
en cours de publication). Enfin, elles semblent avoir des effets sur les voies hormonales des

insectes. (Aviles et al,, 2019 ; Aviles et al,, 2020 ; Zhang et al., 2020).

Les ouvriéres de B. terrestris maintenues individuellement ont été exposées a I'un des trois
controles : eau minérale plate Spa Reine, méthanol, 0,07 %, acétone pur ; ou I'une des 10 doses
de phtalates suivantes: DnBP a concentration 6 ng/g de poids corporel (ng/g b.w), DnBP a
concentration 60 ng/g b.w, DnBP a concentration 600 ng/g b.w, DnBP a concentration 6 000 ng/g
b.w, DEHP a concentration 12 ng/g b.w, DEHP a concentration 120 ng/g b.w, DEHP a
concentration 1 200 ng/g b.w, DEHP a concentration 12 000 ng/g b.w, mélange (cocktail) de DnBP
60 & de DEHP 120 ng/g b.w ou a un mélange de DnBP 600 & de DEHP 120 ng/g b.w. Seules sept
des 13 conditions citées précédemment pour I'expérience en conditions individuelles ont été

utilisées pour I'expérience en conditions sociales (microcolonies). Dans cette derniere expérience,
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les ouvriéres ont été exposées a I'un des deux contréles : eau minérale plate Spa Reine, méthanol
0,07% ; ou al'une des cinq doses de phtalates suivantes : le DnBP 60 ng/g b.w, le DnBP 600 ng/g
b.w, le DEHP 12 ng/g b.w, le DEHP 120 ng/g b.w ou au mélange de DnBP 60 ng/g b.w & de DEHP
120 ng/g b.w (Tableau 2). L’exposition au contréle méthanol 0,07 % ainsi qu’au controle eau

minérale ont été utilisés pour évaluer la toxicité du solvant (méthanol 0,07 %).

Les doses de DnBP (Sigma-Aldricht™ ; CAS : 84-74-2 ; Cswock : 1,043 x 106 ng/uL) allantde 6 2 600
ng/g b.w et de DEHP (Sigma-Aldricht™ ; CAS : 117-81-7 ; Cswock : 9,85 x 105 ng/puL) allant de 12 a
1200 ng/g b.w ont été diluées dans un premier solvant, le méthanol (CAS: 67-56-1), afin de
permettre la solubilisation des phtalates dans I'’eau minérale plate Spa Reine par la suite. Cela
permet également de diminuer le taux de méthanol en solution a 0,07 %. Concernant les doses
plus élevées de DnBP (6 000 ng/g b.w) et de DEHP (12 000 ng/g b.w), la dilution a été réalisée
dans de I'acétone pur (CAS: 67-64-1) aprés avoir testé sa toxicité sur les ouvrieres (Annexe 1,
point 7.1.2.). Les phtalates étant lipophiles, les dilutions sont plus difficiles dans le méthanol et
dans I'eau minérale. La solubilité diminue avec une augmentation du poids moléculaire et devient
difficile lorsque leur limite solubilité est dépassée (Bradlee & Thomas, 2003). La solution controle
méthanol 0,07% a été obtenue en mélangeant 7 pl de méthanol pur avec 9993 pl d’eau minérale
Spa Reine.

Tableau 2 : Molécules utilisées pour les expériences d’exposition par application topique.
Ce tableau reprend les différents phtalates ainsi que leurs doses utilisées, le type d’expérience
(conditions d’élevage individuelle ou sociale) utilisant les différentes doses environnementales et
enfin le controle utilisé pour chaque dose de phtalate. Le traitement méthanol 0,07 % est une
dilution du méthanol pur dans de I'’eau minérale Spa Reine. Les doses de DnBP 6 ng/g b.w a 600
ng/g b.w, de DEHP 12 ng/gb.w a 1 200 ng/g b.w ainsi que les mélanges de DnBP & de DEHP ont

été diluées dans du méthanol et de 'eau minérale Spa Reine. Les doses de DnBP 6 000 ng/g b.w et
de DEHP 12 000 ng/g b.w ont été diluées dans de 'acétone pur et de I'’eau minérale Spa Reine.

Phtalates Dose (ng/g b.w) Expérience(s) Controles
6 Individuelle
. . Eau minérale ;
DnBP 60 Individuelle ; sociale méthanol 0,07 %
600 Individuelle ; sociale
6000 Individuelle Acétone
12 Individuelle ; sociale
. . Eau minérale ;
DEHP 120 Individuelle ; sociale méthanol 0,07 %
1200 Individuelle
12 000 Individuelle Acétone
60&120 Individuelle ; sociale
Mélange de DnBP & de Eau minérale ;
DEHP 600 & 120 Individuelle méthanol 0,07 %
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3.3. Dispositifs expérimentaux

Le matériel utilisé pour les expériences était préférentiellement en métal ou en verre.
potentielle de phtalates dans ceux-ci. Avant toute manipulation, le matériel a été calciné quand
cela était possible, ou a été décontaminé sous hotte, avec de I'’hexane (CAS: 110-54-3) et de
I'acétone pur (CAS: 67-64-1). L’hexane permet de capturer les phtalates qui seraient
potentiellement présents sur le matériel (les phtalates étant semi-volatiles et présents dans

I'atmosphere). L’acétone permet d’enlever 'hexane et les phtalates du matériel.

3.3.1. Exposition de contact individuelle des ouvriéres

3.3.1.1. Installation et maintien

Toutes les manipulations ont été réalisées sous lumiére rouge car les bourdons ne détectent pas
cette longueur d’onde et ne voient donc pas cette couleur. Sous ces conditions, le bourdon est

désorienté et ne peut donc voler, ou difficilement. Cela limite surtout leur stress (OCDE, 2018).

Les colonies meres de B. terrestris utilisées pour cette expérience ont été fournies par la firme
Biobest® et contenaient entre 80 et 120 ouvriéres ainsi qu'une reine. Elles ont été maintenues a
une température de 25°C £ 5°C, a humidité constante (61 % + 5%) et ont été nourries une fois par
semaine avec du pollen de saule, en plus d’avoir eu acces a une ressource de sirop Biobest® ad

libitum. Chaque colonie a été utilisée pendant un mois maximum apreés sa réception.

Durant cette expérience, 14 sessions ont été réalisées, une session correspondant a six jours de
manipulations. Pour chaque session, 72 ouvrieres de deux colonies meéres différentes ont été
placées dans des cages individuelles artisanales en métal de dimensions similaires aux Nicot
Cages® et préalablement décontaminées (Figure 4), sur trois plateaux recouverts d’aluminium et
de papier essuie-tout. Un plateau regroupe 24 ouvriéres (de deux colonies meres différentes)
exposées a une méme condition (traitement phtalate ou contréle ; Figure 5). Placer 72 ouvriéres
dans les cages individuelles permet d’avoir 12 individus supplémentaires afin d’en exposer
suffisamment (60 individus exposés a I'un des traitements ou contrdles, soit 20 individus par
condition) en cas de mortalité due aux conditions de maintien de I'élevage. Les individus
provenant de la méme colonie ont été placés cote a cote afin d’éviter un stress. En effet, les
bourdons sont des espéces eusociales pour qui la possibilité de contact permet de réduire le stress
dii aux conditions d’élevage (OCDE, 2017). Des pipettes pasteurs boulées en verre ont été remplies
de sirop sucrose - eau 50 % m/m (50 % sucre cristallisé - 50 % eau minérale) tous les jours,
permettant aux individus de s’alimenter ad libitum. L’eau utilisée pour le sirop provient des

bouteilles en verre Spa Reine (eau minérale plate) afin de limiter la pollution de ’eau du robinet
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(taux de phtalates allant de 0,133 - 3,804 pg/L; Net et al., 2015) et éviter la contamination de

phtalates pouvant provenir des emballages de bouteilles en plastique (Luo et al., 2018).

Apres avoir installé les ouvriéres, une période d’acclimatation de minimum huit heures a été
nécessaire afin de les habituer aux nouvelles conditions de maintien. Elles ont été laissées dans le

noir durant cette période.

Figure 4 : Ouvriére de B. terrestris dans une cage individuelle en métal. La pipette en verre
contient du sirop, permettant a 'ouvriéere de s’en substanter. Chaque ouvriére contient un code
unique (photographie : A. Pinchon).

[ S —

Figure 5 : Trois plateaux contenant 72 ouvrieres de B. terrestris dans des cages individuelles,
séparées par colonie (une colonne par colonie) et par condition (un plateau par condition). Seules
60 ouvrieéres sur les 72 sont exposées a une des conditions (20 par condition ; photographie : A.
Pinchon).

3.3.1.2. Exposition topicale aigiie

Il a été convenu d’exposer les bourdons de maniére topicale et non de maniere orale en raison
d’'une expérience réalisée, démontrant que les fourmis L. niger sont capables de détecter des
phtalates tels que le DEHP présents dans leur nourriture, et évitent ainsi de s’en sustenter
(Cuvillier et al., 2014). Une hypothese a été émise sur le fait que B. terrestris est également capable
de détecter des phtalates présents dans leur nourriture, ce qui aurait engendré des biais dans
I'expérience. L’exposition par application topique permet d’éviter ces bais. En effet, ce type
d’exposition permet d’administrer une dose exacte de phtalate a chaque bourdon de maniere
égale. De plus, cela permet de mimer le mode d’exposition du bourdon aux phtalates
atmosphériques. L'atmosphere semble étre 'une des principales sources de contamination selon

les résultats obtenus par le projet ASPI (données en cours de publication ; Lenoir et al., 2012).
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Le protocole d’exposition topicale aigué a été inspiré de la norme OCDE 246, 2017, pour
I'évaluation de la toxicité des composés chimiques via une exposition aigué de B. terrestris.
Chacune des 14 sessions a été réalisée comme suit : apres la période d’acclimatation, 20 ouvrieres
ont été exposées a une dose de traitement phtalate, 20 autres ont été exposées au controle eau
minérale et 20 dernieres l'ont été a un contréle méthanol (Tableau 3). Seule la session 12
correspondant aux doses environnementales de phtalates les plus hautes testées differe
légérement : 20 ouvrieres ont été exposées au DnBP 6 000 ng/g b.w, 20 autres ont été exposées
au DEHP 12 000 ng/g b.w et 20 dernieres 'ont été au contrdle acétone pur (Tableau 3).

Tableau 3 : Nombre d’ouvrieres exposées a une des molécules lors des 14 sessions. Une

session correspond a six jours de manipulations. Pour chaque session, 60 ouvrieres provenant de
deux colonies meéres ont été exposées a leur molécule respective par application topique aigué.

Sessions Molécules utilisées pour la session Nombre d’ouvriéres exposées
DnBP 6 ng/g b.w 20
Session 1 (DnBP) Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 60 ng/g b.w 20
Session 2 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 60 ng/g b.w 20
Session 3 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 60 ng/g b.w 19
Session 41 Eau minérale 19
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 600 ng/g b.w 20
Session 5 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 600 ng/g b.w 20
Session 6 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DEHP 12 ng/g b.w 20
Session 7 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
Session 82 DEHP 120 ng/g b.w 12
Eau minérale 20

1 Suite au déces de plusieurs ouvriéres avant leur exposition, seules 19 ouvriéres ont été exposées au
DnBP 60 ng/g b.w et 19 autres ont été exposées au controle eau minérale.

2 Suite a une erreur de manipulation de la session 8, seules 12 ouvriéres ont été exposées au DEHP 120
ng/gb.w. Une session supplémentaire (session 9) a donc été nécessaire afin d’exposer le reste des ouvriéres
au traitement correspondant.
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Méthanol 0,07 % 20
DEHP 120 ng/g b.w
Session 9 Eau minérale

Méthanol 0,07 %
DEHP 1200 ng/g b.w 20
Session 10 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DEHP 1200 ng/g b.w 20
Session 11 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 6 000 ng/g b.w 20
Session 12 DEHP 12 000 ng/g b.w 20
Acétone pur 20
DnBP 60 & DEHP 120 20
Session 13 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 20
DnBP 600 & DEHP 120 20
Session 14 Eau minérale 20
Méthanol 0,07 % 21

Durant la période d’exposition, apres retrait de la pipette pasteur, les ouvrieres ont été
endormies sur glace deux par deux dans leurs cages, dans des bocaux en verre décontaminés,
durant environ 10 minutes. Cela leur permet de s’endormir progressivement et d’éviter qu’elles
subissent un choc thermique. Ensuite, 2 microlitres de traitement ont été déposés sur la partie
glabre du thorax de I'ouvriere a I'aide d'un micro-capillaire et a travers la cage (Figure 6). Une fois
réveillés a température ambiante, les bourdons exposés ont été replacés en salle d’élevage. Cela
permet d’éviter le stress que pourrait engendrer les variations de température entre la sortie de
la glace (x 4°C) et la remise en salle d’élevage (+ 25°C). Leur pipette remplie de sirop leur a été

remise a disposition.

—

Figure 6 : Exposition topicale aigiie d'une ouvriere de B. terrestris en conditions
individuelles. A. Application d’'une goutte de traitement de 2 microlitres sur le thorax d’une
ouvriere a travers la cage, une fois celle-ci endormie (photographie A. Pinchon). B. Zoom sur une
ouvriere venant de recevoir 2 microlitres de traitement sur son thorax (photographie : D. Evrard).
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3.3.1.3. Parameétre mesuré : analyse de la mortalité

Le taux de mortalité des ouvriéres a été évalué a 16 heures, 48 heures, 72 heures et 96 heures
aprés l'exposition topicale aigué. A chaque observation, les ouvriéres mortes ont été pesées. En
fin de période d’observation, les ouvrieres restantes ont été pesées et congelées afin de les

sacrifier.

Des données supplémentaires des expositions par application topique réalisées par Justine
Dewaele (Projet ASP], Lille) ont été utilisées pour les analyses de la mortalité, en plus des données
générées pour ce mémoire. Il est important de préciser quelques différences par rapport a
I'expérience réalisée dans ce mémoire : la période d’acclimatation des ouvriéres était de huit
heures ; les ouvrieres ont été endormies dans un congélateur a - 20°C durant 10 minutes et la
vérification du taux de mortalité a été réalisée a 16 heures, 24 heures, 48 heures et 72 heures
apres l'exposition des ouvrieres. Le matériel et méthodes de ces données supplémentaires est

disponible en annexe (Annexe 2).

3.3.2. Exposition de contact en microcolonies

3.3.2.1. Installation et maintien des microcolonies

Toutes les manipulations ont été réalisées sous lumiere rouge pour les mémes raisons citées au

point 3.3.1.1.

Cinqg colonies meres provenant de la firme Biobest® ont été utilisées pour réaliser I'expérience
d’exposition topique et chronique des microcolonies qui a duré 35 jours. Elles ont été maintenues
en salle d’élevage a une température d’environ 25°C £ 5°C et a humidité constante (61 % £ 5 %).
Une microcolonie par colonie meére et par traitement (huit traitements réalisés, qui seront
développés par apres) a été préparée. Une microcolonie est constituée d’ouvrieres de B. terrestris

provenant d'une seule colonie mere. 40 microcolonies ont donc été installées en une journée.

Les microcolonies ont été placées dans des boites transparentes en plastique dur de 16 x 16 x
10 cm (Figure 7 A). Le nourrissage a été permis grace a des pots a sirop de type Corning® Gosselin™
ou le sirop est amené aux ouvrieres par capillarité (Figure 7 B). Du pollen d’aubépine sous forme
de candis leur a également été fourni a I'intérieur de la boite en plastique. Les microcolonies ont
été étiquetées selon le nom de I'expérience, la colonie mére, le bloc de lancement et le traitement.
Ensuite, elles ont été placées sur les étageres de la salle d’élevage a une température d’environ
25°C £ 5°C et a humidité constante (61 % + 5 %). Elles ont été rangées par ordre de colonie mere
et regroupées par traitement (Figure 7 C). La période d’acclimatation des microcolonies a été de

deux jours.
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Figure 7 : Conditions d’élevage des microcolonies. A. Cage en plastique contenant une
microcolonie de 10 ouvrieres de B. terrestris. Une boite en plastique est placée sous cette cage
pour y accueillir le récipient a sirop. Cette cage est aussi équipée d’un socle grillagé pour faciliter
le nourrissage et I'évacuation des excréments de la microcolonie. B. Pots a sirop en plastique avec
un trou dans le capuchon afin de permettre le passage d’un capillaire en coton. Ce dernier permet
au sirop de monter par capillarité et a la colonie de s’en sustenter. C. Microcolonies placées par
traitement sur des étageres dans une salle d’élevage. La salle est maintenue a une température de
25°C£5°C et a un taux d’humidité de 61 % + 5 % (photographies : A. Pinchon).
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3.3.2.2. Exposition par application topique et chronique

L’expérience (réalisée de maniére topicale et non par voie orale pour les raisons évoquées au
point 3.3.1.2.) a nécessité la mise en place de huit traitements (Tableau 4). Parmi ces huit
traitements, trois conditions de controles ont été établies afin de tenir compte des effets potentiels
du dispositif expérimental mis en place pour le développement des microcolonies : (I) contréle
«rien » : microcolonies non traitées aux phtalates et au froid afin de tenir compte de ces deux
facteurs sur le développement et la mortalité des microcolonies, (II) contréle « eau minérale » :
microcolonies exposées au froid et traitées a I’eau minérale afin de tenir compte de I'impact du
froid sur le développement et la mortalité des microcolonies, (III) contréle « solvant»:
microcolonies exposées au froid et traitées au méthanol 0,07 % afin de tenir compte de I'impact
de ce solvant sur les microcolonies. Cinq traitements phtalates ont été mis en place en plus de ces
contrdles : (I) DnBP 60 ng/g b.w, (II) DnBP 600 ng/g b.w, (1II) DEHP 12 ng/g b.w, (IV) DEHP 120
ng/g b.w, et (V) un mélange de DnBP 60 ng/g b.w & de DEHP 120 ng/g b.w.

Tableau 4 : Tableau des huit traitements ainsi que leurs abréviation, composition et dose.

Chaque traitement est associé a cinq microcolonies de 10 ouvriéres (nombre de microcolonies par
traitement = 5).

Molécule/composition Type de condition Dose (ng/g b.w) Abréviation

Rien Controle / 0000

Eau minérale Controle / C000
Solvant (méthanol 0,07%) Controle / S000
DEHP Traitement phtalate 12 D012

DEHP Traitement phtalate 120 D120

DnBP Traitement phtalate 60 P060

DnBP Traitement phtalate 600 P600

Mixte DnBP & DEHP Traitement phtalate 60 & 120 X180 ou Mix180

Les microcolonies ont été exposées a un de ces traitements une fois par semaine, sauf pour le
traitement contréle « rien » ou les individus ne sont ni exposés au froid, ni aux molécules. La
premiere exposition a eu lieu apreés la période d’acclimatation. Les bourdons ont été endormis sur
glace deux par deux dans des bocaux en verre décontaminés durant 10 minutes. 2 microlitres de
traitement ont été appliqués et étalés sur la partie glabre du thorax de chacun (Figure 8). Une fois
réveillés a température ambiante, ils ont été replacés en salle d’élevage dans leur microcolonie

respective afin d’éviter le stress que pourraient engendrer les variations de température.
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Figure 8 : Exposition topicale chronique d'une ouvriere endormie a un traitement. A.
Application de 2 microlitres de traitement sur 'ouvriére endormie sur glace durant 10 minutes et
posée sur le ventre. B. Ouvriere endormie venant de recevoir 2 microlitres sur son thorax. Par la
suite, cette goutte a été étalée sur le thorax de cette ouvriére (photographie : A. Pinchon).

3.3.2.3. Consommation de sirop et de pollen d’aubépine

Les candis ont été obtenus en mélangeant du pollen d’aubépine avec un ratio de 0,25 a 0,30 ml
de sirop par gramme de pollen. Les candis ont été préparés, pesés (erreur standard = = 0,001 g)
et remplacés tous les deux jours afin de déterminer la consommation de pollen des microcolonies.
Le premier candi préparé a été laissé au centre de la colonie afin de permettre aux ouvrieres de
débuter la construction de leur nid par-dessus. Les microcolonies ont été nourries avec les candis
ad libitum. Au début de I'expérience, les premiers candis d'une masse de 1,1 g+ 0,1 g ont été placés
dans chaque microcolonie. Au fur et a mesure que les microcolonies consommaient leur candi, la
masse de ce dernier a été augmentée. Quelques jours avant la fin de I'expérience, la masse du candi
était de 4,5 g £ 0,1 g. Un candi controle a également été préparé afin de tenir compte du taux
d’évaporation et a été placé dans une microcolonie sans ouvriéres. Les candis ont été distribués

aux microcolonies a l'aide d’un plateau en carton et d’'une pince en métal (Figure 9).
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Figure 9 : Candis de pollen d’aubépine. Ceux-ci sont obtenus en mélangeant du pollen
d’aubépine et du sirop (50/50) avec un ratio de 0,25 a 0,30 ml par gramme de pollen. Les candis
sont d’abord pesés puis placés sur le plateau en carton, triés par traitement. Les lettres allant de
A A E correspondent aux lettres des microcolonies. Les codes donnés aux traitements sont : 0000
= contrdle rien ; SO00 = controle solvant ; C000 = contréle eau ; D012 = DEHP 12 ng/g b.w ; D120
= DEHP 120 ng/g b.w ; P060 = DnBP 60 ng/g b.w ; P600 = DnBP 600 ng/g b.w ; X180 = mélange
de DnBP 60 ng/g b.w & DEHP 120 ng/g b.w. Un candi de pollen « EVAP » est également préparé
afin de tenir compte du taux d’évaporation (photographie : A. Pinchon).

De plus, du sirop sucrose — eau minérale Spa Reine 50% m/m a été mis a disposition des
ouvriéres dans chaque microcolonie. Le sirop est pesé et rempli tous les deux jours afin de
déterminer la quantité consommée par les microcolonies. Un pot controle de sirop a également

été déposé dans la microcolonie sans ouvriéres afin de tenir compte du taux d’évaporation.

3.3.2.4. Parametres mesurés

Différents parametres sont mesurés en conditions sociales, a savoir la mortalité des ouvriéres
au sein des microcolonies, la consommation de sirop et pollen des ouvriéres en microcolonies
ainsi que le développement des stades larvaires (nombre d’'individus et masses). Ce dernier
parameétre a pu étre mesuré, car, a cette échelle, la reine n’était pas présente dans la microcolonie
et ne pouvait donc pas transmettre ses phéromones aux ouvriéres. Cela a donc permis a celles-ci

d’entamer la ponte d’individus males et a la microcolonie de se développer (Roseler, 1970).

ATinstar des conditions individuelles, les ouvrieres ont été pesées, flashées a 'azote liquide et
conservées a -80°C. Le taux de corps gras, 'expression de genes notamment impliqués dans
I'olfaction, le développement, 'immunité, le métabolisme et dans la voie des ecdystéroides ainsi

s R - "z . R .
que des parameétres d’activité antibactérienne de 'hémolymphe sont aussi des parametres qui

seront ultérieurement mesurés par Justine Dewaele dans le cadre de sa these.

25



3.3.2.4.1. Mortalité

Le taux de mortalité des ouvrieres a été évalué tous les deux jours a partir de la premiére
exposition de contact des ouvriéres des microcolonies. A partir du 30¢me jour d’expérience, la
mortalité a été évaluée tous les jours. Les ouvrieres mortes ont été pesées. En outre, les larves
éjectées ont été dénombrées. L’éjection de ces larves en cours de développement est un
comportement adapté par les ouvriéres lorsque celles-ci sont soumises a un stress (Pomeroy &
Plowright, 1979). Ce comportement permet d’évaluer le stress des microcolonies selon le
traitement auquel elles sont soumises. Il est donc possible, en dénombrant les larves éjectées et

les ouvrieres mortes, d’évaluer ces réponses au stress.

3.3.2.4.2. Production des microcolonies

Durant l'expérience, le nombre de males émergés par traitement a été relevés. Ces males ont
également été pesés. A la fin de 'expérience, les microcolonies ont été disséquées afin d’observer
leurs différents stades de développement, ces derniers étant : les ceufs, les larves non isolées, les
larves isolées pré défécation, les larves isolées post défécation, les pupes, les males non émergés
(Figure 10). Les larves non isolées ont été pesées en groupe sur une balance analytique et
dénombrées. Les ceufs et les larves éjectées ont été dénombrés et non pesés. Le reste des stades

du cycle de développement du bourdon ont été pesés individuellement et dénombrés par stade.

Figure 10: Stades de développement de B. terrestris. Les différents stades de développement
sont les suivants : 1. Les ceufs ; 2. Les larves non isolées ; 3. Les larves isolées pré défécation ; 4.
Les larves isolées post défécation ; 5. Les pupes; 6. Les males non émergés; 7. Les bourdons
terrestres adultes. Notez que les ouvriéres peuvent mettre des larves sur le c6té de la colonie, les
larves éjectées (non représentées ici), qui ne passeront pas par ces différents stades (Crédits des
photographies : Paolo Rosa, Projet PoshBee (2022)).

3.3.2.4.3. Consommation des ressources
Afin de déterminer la quantité de pollen et de sirop consommée par les ouvriéres des 40
microcolonies sur les 35 jours, la masse du pot contenant le sirop et ainsi que celle des candis de

pollen a été relevé tous les deux jours. Une microcolonie sans ouvriéres a été utilisée comme
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témoin pour estimer la perte de masse du sirop et du pollen due a I'évaporation, avec des relevés

également effectués tous les deux jours.

3.5. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel R version 4.4.0 (2024-04-24
ucrt). Pour ces analyses, un seuil de significativité a été fixé a une valeur de p < 0,05. Lorsque les
résultats sont significatifs, un test de comparaison deux a deux est réalisé (fonction « emmeans »,
package « emmeans » ; Lenth, 2018). Tous les graphes ont été générés avec ggplot2 (Wickham,
2016) exceptés ceux faisant référence a la probabilité de survie des ouvrieres (courbes de Kaplan-

Meier) réalisés avec la fonction « ggsurvplot », package « survminer » (Kassambara et al. 2021).

3.5.1. Analyse de la mortalité a I’échelle individuelle

Des données générées par Justine Dewaele ont été utilisées en plus des données générées pour
ce mémoire. Les analyses sur le taux de mortalité s’arrétent a 72 heures apreés I'exposition par
application topique. Les effets des traitements sur la mortalité des ouvrieres ont été évalués a
I'aide de modeles linéaires généralisés mixtes (GLMM) a distribution binomiale avec une fonction
de lien logit (fonction « glmmTBM », package « glmmTMB » ; Brooks et al., 2017). Le traitement et
I'expérimentateur ont d’abord été sélectionnés comme facteur fixe et la colonie mere comme
facteur aléatoire. Si aucune différence significative n’a été détectée entre expérimentateurs, seul
le traitement a été sélectionné comme facteur fixe et la colonie mére comme facteur aléatoire. A
probléme de séparation complete (lorsqu’une des niveaux d'un effet fixe explique pleinement la
variable de réponse binomiale ; effet Hauck-Donner), une inférence Bayésienne en utilisant un a
priori par défaut (c’est-a-dire une moyenne nulle normale) sur I'effet fixe a été utilisée (fonction
« bglmer », package « blme » ; Chung, et al., 2013). Des courbes de Kaplan-Meier ont été réalisées,
ainsi que des modeles de régression de Cox (fonction « coxph », package « survival » ; Therneau,
2024) avec le traitement comme facteur fixe, afin d’analyser la significativité du taux de mortalité.
Il est a noter que lorsque le controle eau et le contréle solvant n’étaient pas significativement
différents, ils ont été regroupés en un seul groupe « Contréle » (OCDE, 2017). De plus, les individus
morts englués ou coincés dans les cages ont été supprimés des analyses (environ 10 individus

concernés).
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3.5.2. A I’échelle coloniale

3.5.2.1. Mortalité

Afin d’analyser les effets des traitements sur le taux de mortalité des microcolonies exposées,
une courbe de Kaplan-Meier ainsi qu'un modéle de régression de Cox ont été réalisés (fonction

« coxph », package « survival » ; Therneau, 2024). Le traitement a été utilisé comme facteur fixe.

3.5.2.2. Production des microcolonies et consommation des ressources

Le nombre d’individus total produits par les microcolonies ainsi que le nombre d’'individus de
chaque stade de développement ont été analysés avec une distribution de Poisson et une fonction
de lien log (fonction « glmmTBM », package « glmmTMB » ; Brooks et al., 2017). Les problémes de
surdispersion (« testDispersion ») et d'inflation nulle (« testZeroZinflation ») ont été vérifiés a
I'aide du package DHARMa (Hartig, 2021). Dans le cas d’'une surdispersion ou d'une inflation nulle,
un modele binomial négatif avec la famille « nbinom2 » a été utilisé (fonction « glmmTBM »,
package « glmmTMB »; Brooks et al,, 2017), en tenant compte du probléeme d’inflation nulle
lorsque celui-ci était présent. Pour ces deux modeéles, le traitement a été défini comme facteur fixe

et la microcolonie comme facteur aléatoire.

Un modéle linéaire mixte (LMM) a distribution gaussienne (fonction « lmer » du package
«Ime4 » ; Bates et al., 2015) est effectué pour la masse totale du couvain, la masse des différents
stades de développement des microcolonies ainsi que pour la collecte de sirop et de pollen,
uniquement si les données sont symétriques (fonction « skewness », package « e1071 » ; Meyer et
al.,, 2023) et si les résidus suivent une distribution normale (fonction « shapiro.test » du package
«stats »; R Core Team 2018). Si ces deux conditions ne sont pas respectées, un GLMM a
distribution Gamma et une fonction de lien log est utilisé (fonction « glmmTBM », package
«glmmTMB »; Brooks et al, 2017). Le traitement a été défini comme facteur fixe et la
microcolonie comme facteur aléatoire. Les males émergés n'ont pas fini d’étre pesés et

enregistrés. Nous avons donc réalisé les analyses sur les individus déja pesés (322 sur 584 males).
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Chapitre 4 : Résultats

Pour les expériences d’expositions topiques aiglies individuelles (données de Justine Dewaele
et d’Audrey Pinchon), 1144 ouvrieres ont été exposées a un des traitements phtalates ou controle.
En conditions d’élevage individuelles, 687 ouvriéres sont exposées au contrdle, 189 a une des
doses de DEHP, 228 a une des doses de DnBP, 20 au mélange de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP
120 ng/g b.w ainsi que 20 au mélange de DnBP 600 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/g b.w.

Pour I'expérience d’exposition topicale chronique, 40 microcolonies composées de 10 ouvrieres
ont été placées dans des conditions d’élevage optimales durant 35 jours. 400 ouvriéres ont donc
été exposées a leur traitement phtalate ou contréle respectif. Au total, 323 ouvrieres de B.
terrestris vivantes ont été récupérées a la fin de I'expérience. Au total, 584 males ont émergé

durant cette expérience.

4.1. Mortalité a I’échelle individuelle

Les controles solvants (méthanol 0,07 % et acétone pur) ainsi que les controles eau minérale
des différentes sessions de DnBP ont été réunis en un seul groupe « Controéle » car ils n’étaient pas
significativement différents entre eux (GLMM, famille binomiale, 2 = 12,326, df = 6, p-value =
0,05507). 11 en va de méme pour les contrdles solvants et les controles eau minérale des
différentes sessions de DEHP (GLMM, famille binomiale, x2 = 7,4966, df = 6, p-value = 0,2773).

Pour certaines sessions.

Sur les 1144 ouvriéeres de B. terrestris exposées, 1053 ont survécu a l'exposition d'un des
traitements et 91 sont mortes. Les ouvriéres placées dans des cages individuelles et traitées au
DnBP 60 ng/g de bourdon sont celles ayant eu le plus de mortalité (environ 20% de mortalité).
4% des ouvrieres exposées au DEHP 12 ng/g b.w, au DnBP 6 ng/g b.w, sont mortes, représentant
les traitements ayant eu le taux de mortalité le plus bas (Tableau 5).

Tableau 5 : Nombre d’ouvrieéres vivantes ou mortes exposées par traitement. Le

pourcentage de mortalité a été calculé comme suit: (ouvriéres mortes/ (ouvrieres mortes +
ouvrieres vivantes)) *100. Les traitements DEHP et DnBP sont exprimés en ng/g b.w.

Traitements | Contrdle | DEHP | DEHP | DEHP | DEHP | DnBP | DnBP | DnBP | DnBP | DnBP | DnBP
12 120 1200 | 12000 6 60 600 | 6000 | 60& | 600&
DEHP | DEHP
120 120
Vivants 649 47 47 61 17 48 71 58 19 19 17
Morts 38 2 3 9 3 2 18 11 1 1 3
Pourcentage 6 4 6 13 15 4 20 16 5 5 15
de mortalité
(%)
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4.1.1. Effet du DnBP sur la mortalité individuelle

L’exposition aigiie aux différentes doses de DnBP a un effet significatif sur la mortalité des
ouvrieres (GLMM, famille binomiale, x2 = 20,277, df = 4, p-value = 0,0004402 ; Figure 11). Apreés
la réalisation d’'un post-hoc a comparaisons multiples par paires a 'aide de la correction de
Benjamini-Hochberg, seul le DnBP 60 ng/g b.w a un effet significatif sur la mortalité des ouvriéres
de B. terrestris par rapport au contréle (post-hoc, p-value = 0,0001). Une augmentation non
significative de la mortalité pour le traitement DnBP 60 ng/g b.w par rapport au DnBP 600 ng/g
b.w est observée (post-hoc, p-value = 0,0538). La courbe de Kaplan-Meier montre une diminution
du taux de survie des ouvriéres au DnBP 600 ng/g b.w des les 16 premieres heures apres
exposition et diminue jusqu’a 72 heures apreés exposition (Figure 12). Le DnBP 6 ng/g b.w semble
étre le traitement ayant un taux de mortalité d’ouvrieres le plus faible (+ 96 %). La mortalité a
augmenté 72 heures apres I'exposition pour le DnBP 60 ng/g b.w et le DnBP 600 ng/g b.w mais
pas pour le DnBP 6 ng/g b.w. La régression de Cox montre un effet significatif des traitements sur
la mortalité des ouvriéres (Régression de Cox, p-value = 0,000331). Apres la réalisation d’un post-
hoc a comparaisons multiples par paires a I'aide de la correction de Benjamini-Hochberg suivant
la régression de Cox, le DnBP 60 ng/g b.w a diminué significativement la survie des ouvrieres par
rapport au controle (post-hoc, p-value = 0,0004). Le DnBP 600 ng/g b.w a également diminué la

survie des ouvrieres par rapport au controle (post-hoc, p-value = 0,0380).
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Figure 11: Taux de mortalité (%) des ouvriéres en fonction des traitements DnBP a doses
environnementales (ng/g b.w) et du contréle 72 heures apres exposition. Nombre totale
d’ouvriéres exposées a une des conditions = 663. Les lettres différentes indiquent une différence
significative entre les conditions a p-value < 0,05. Les barres d’erreur montrent 'erreur standard

pour la moyenne, calculée avec la fonction « emmeans » (taux de mortalité + erreur standard ;
GLMM, famille binomiale).
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Figure 12 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvrieres de B. terrestris exposées aux
traitements DnBP a doses environnementales (ng/g b.w) et au contrdle. Les données
représentent les probabilités de survie des ouvriéres en fonction des traitements (nombre total
d’ouvriéres exposées = 663). Chaque étape correspond a une vérification du taux de mortalité. Le
temps 0 correspond au moment de I'exposition de toutes les ouvriéres et le taux de mortalité est
observé jusqu’'a 72 heures. Des lettres différentes indiquent une différence significative entre les
conditions a p-value < 0,05. Notons que I'axe de proportion de survie a été modifié (0.75 - 1.00).

4.1.2. Effet du DEHP sur la mortalité individuelle

L’exposition topicale aigiie aux différents traitements de DEHP n’a pas eu d’effets significatifs
sur la mortalité des ouvrieres de B. terrestris, quelle que soit la dose de DEHP utilisée (GLMM,
famille binomiale, x2 = 3,9738, df = 4, p-value = 0,4096 ; Figure 13). La courbe de Kaplan-Meier
indique que le DEHP 12 ng/g bw est le traitement ayant le taux de survie des ouvriéres le plus
élevé (environ 96 % ; Figure 14). L’exposition des ouvrieres au DEHP 12 000 ng/g b.w a réduit la
survie des ouvriéres de 15 %, avec un premier taux de survie ayant chuté 48 heures et 72 heures
apres I'exposition. Cependant, la régression de Cox montre un effet non significatif des traitements

sur la mortalité des ouvriéres (Régression de Cox, p-value = 0.2253).
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Figure 13 : Taux de mortalité (%) des ouvrieres en fonction des traitements DEHP a doses
environnementales (ng/g b.w) et du contrdle 72 heures apres exposition. Nombre total
d’ouvriéres exposées a un des traitements = 559. Des lettres différentes indiquent une différence
significative entre les conditions a p-value < 0,05. Les barres d’erreur montrent I'erreur standard
pour la moyenne, calculée avec la fonction « emmeans » (taux de mortalité + erreur standard ;
GLMM, famille binomiale). Aucune différence significative n’a été observée entre les traitements
ou controle (p-value > 0,05).

1.001 E

o
©
o

a | Traitements

== Contréle
0.90- == DEHP 12
DEHP 120
== DEHP 1200
== DEHP 12 000

Probabilité de survie

o
o)
o
©

0.801

0 16 24 48 72
Temps (Heure)

Figure 14 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvriéres exposées aux traitements
DEHP a doses environnementales (ng/g b.w) et au contrdle jusqu'a 72 heures apreés
exposition. Les données représentent les probabilités de survie des ouvrieres en fonction des
traitements (nombre total d’ouvriéres exposées a un des traitements = 559). Chaque étape
correspond a une vérification du taux de mortalité. Le temps 0 correspond au moment ou toutes
les ouvrieres sont exposées. Des lettres différentes indiquent une différence significative entre les
conditions a p-value < 0,05. Aucune différence significative n’a été observée entre les traitements
ou contrdle (p-value > 0,05). Notons que I'axe de proportion de survie a été modifié (0.80 - 1.00).
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4.1.3. Effet des phtalates combinés sur la mortalité individuelle

Le taux de mortalité ne différe pas significativement pour les ouvriéres exposées de maniere
topicale aiglie au mélange de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/g. b.w par rapport au
contrdle (GLMM, famille binomiale, x2 = 0,2488, df = 1, p-value = 0,6179). Cependant, le mélange
composé de DnBP 600 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/ g b.w a un effet significatif sur la mortalité

des ouvriéres exposées par rapport au contréle (BLMM, famille binomiale, x2 = 4,7935, p-value =
0,02857 ; Figure 15).
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Figure 15 : Taux de mortalité (%) des ouvriéres de B. terrestris 96 heures aprés
exposition en fonction des traitements et des controles. A. Taux de mortalité des ouvriéres
exposées au contrdle ou au mélange de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/g b.w. B. Taux de
mortalité des ouvrieres exposées au controle ou au mélange de DnBP 600 ng/g b.w et de DEHP
120 ng/g b.w. Les barres d’erreur montrent l'erreur standard pour la moyenne, calculée avec la
fonction « emmeans » (taux de mortalité £ erreur standard ; GLMM ou BLMM, famille binomiale).
Les différentes lettres indiquent une différence significative entre les conditions a p-value < 0,05.

4.2. A I’échelle coloniale

4.2.1. Mortalité

Sur les 400 ouvriéres installées en microcolonies et exposées a leurs traitements respectifs, 73
ouvrieres sont mortes durant I'expérience. Les microcolonies exposées aux DEHP 12 ng/g b.w
sont celles ayant eu le taux de mortalité le plus élevé, avec environ 26% d’ouvriéres mortes. Le

DnBP 60 ng/g b.w est le traitement ayant le taux de mortalité le plus bas, avec 8 % d’ouvriéres

mortes (Tableau 6).
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Tableau 6 : Pourcentage d’ouvriéres mortes exposées apres 35 jours d’expérience en
fonction des traitements. Le pourcentage de mortalité (exprimé en pourcent) a été calculé
comme suit: (ouvrieres mortes/ (ouvrieres mortes + ouvrieres vivantes)) *100. Les doses de
DEHP et de DnBP seules ou en mélange sont exprimées en ng/g b.w. Nombre de microcolonie par
traitement = 5.

Traitements | Controle | Controle | Controle | DEHP | DEHP | DnBP DnBP | DnBP 60 &
rien eau solvant 12 120 60 600 DEHP 120
Pourcentage
de mortalité 17 25 13 26 25 8 20 12
(%)

Une seule ouvriere est morte 72 heures apres la premiere exposition. Cette ouvriere provenait
d’'une microcolonie du controle rien (Annexe 3, Figure 24). Au 10¢me jour, le taux de survie des
ouvrieres exposées au DnBP 600 ng/g b.w a diminué rapidement (+ 88 % de survie) et a ensuite
lentement diminué pour arriver a un taux de survie de 80 % a la fin de I'expérience. A partir du
26¢me jour, le taux de mortalité des ouvrieres exposées au DEHP 12 ng/g b.w, a 'eau ou au DEHP
120 ng/g b.w a augmenté. Concernant la survie des ouvrieres exposées a un des autres
traitements, celle-ci diminue petit a petit au cours de l'expérience (Figure 16). Cependant,
'exposition chronique des ouvriéres n’a pas affecté significativement la mortalité de celles-ci, quel

que soit le traitement (Régression de Cox, p-value = 0.1026).
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Figure 16 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvrieres exposées a I'un des controles
ou un des phtalate a doses environnementales (ng/g b.w). Les données représentent les
probabilités de survie des ouvrieres en fonction des traitements (nombre de microcolonie par
traitement = 5). Chaque étape de la courbe de Kaplan-Meier correspond a une vérification du taux
de mortalité. Le temps 0 correspond au moment ot toutes les ouvriéeres sont exposées. Le taux de
mortalité est observé pendant 32 jours, tous les deux jours. Les différentes lettres indiquent une
différence significative entre les conditions a p-value < 0,05. Aucune différence significative entre
traitements n’a été observée. Notons que 'axe de proportion de survie a été modifié (0.70 - 1.00).
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4.2.2. Production du couvain

Tous les stades de développement de B. terrestris sont présents dans chaque traitement : les
ceufs, les larves non isolées, les larves isolées pré défécation, les larves isolées post défécation, les
pupes, les males non émergés et les males émergés. Le nombre de larves éjectées a également été

pris en compte dans les analyses.

4.2.2.1. Effets des traitements sur le nombre d’individus produits

Une moyenne du nombre total d’individus produits par les cinq microcolonies dans chaque
traitement a été réalisée (Tableau 7). Le contréle rien, correspondant aux microcolonies qui n’ont
pas été exposées au froid ou a I'un des traitements, a produit en moyenne 215 individus, ce qui en
fait la production la plus élevée. Les autres traitements ont produit quelques individus en moins
par rapport a cette condition, avec 168 individus pour le DnBP 600 ng/g b.w, qui s’avere étre la
production d’individus la plus faible (Tableau 7). Cependant, aucune différence significative n’a
été détectée entre les traitements concernant le nombre d’individus total produits dans les
couvains (GLMM, binomiale négative, x2 = 3,9197, df = 7, p-value = 0,789).

Tableau 7 : Nombre moyen d'individus produits dans une microcolonie par traitement

avec les erreurs standards (production moyenne + erreur standard). Les erreurs standards sont

calculées comme suit : écart — type/Vnombre d'observations du traitement. Les traitements
phtalates sont exprimés en ng/g b.w. Nombre de microcolonies par traitement = 5.

Traitements | Controle | Contrdle | Contrdle DEHP | DEHP | DnBP | DnBP | DnBP 60 &
RIEN EAU SOLVANT 12 120 60 600 DEHP 120
Nombre
d’individus 198 + 175+ | 198+ 168 +
moyen dans 215+13 | 208+18 189+ 19 44 19 29 14 185+ 25
un couvain

En analysant le nombre d’individus produits dans les différents stades de développement
(Tableau 8), le nombre ceufs produits par les microcolonies ne différe pas significativement entre
les traitements (GLMM, binomiale négatif, x2 = 3,5574, df = 7, p-value = 0,8291). Concernant le
nombre de larves non isolées produites, aucune différence significative n’a été détectée entre les
traitements (GLMM, binomiale négatif, x2 = 5,2092, df = 7, p-value = 0,6345). Il en va de méme
pour le nombre de larves pré défécation (GLMM, binomiale négatif, x2 = 8,7728, df = 7, p-value =
0,2694) et le nombre de larves post défécation (GLMM, binomiale négatif, x2 = 10,362, df = 7, p-
value = 0,169). Le nombre de pupes et de males non émergés produits dans les microcolonies ne
varie pas significativement selon les traitements (respectivement GLMM, binomiale négatif, x2 =
2,394, df = 7, p-value = 0,9349 et GLMM, famille Poisson, x2 = 9,1895, df = 7, p-value = 0,2393). Le
nombre de males émergés renseigne une tendance non significative entre les traitements (GLMM,

famille Poisson, x2 = 13,323, df = 7, p-value = 0,06462). Apres la réalisation d’'un post-hoc a
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comparaisons multiples par paires a 'aide de la correction de Benjamini-Hochberg, le controle
solvant a une tendance non significative a diminuer le nombre de males émergés par rapport au
controle rien (post-hoc, p-value = 0,0800). Le DEHP 120 ng/g b.w a quant a lui une tendance non
significative a augmenter le nombre de males émergés par rapport au contréle solvant (post-hoc,
p-value = 0,0535). Enfin, aucune différence significative n’a été observée entre les traitements
concernant le nombre de larves éjectées (GLMM, binomiale négatif, x2 = 10,871, df =7, p-value =
0.1444).

Tableau 8 : Nombre moyen d'individus produits dans une microcolonie par stade de

développement et par traitement avec les erreurs standards (production moyenne + erreur
standard). Les erreurs standards sont calculées comme suit: écart —type/

Vnombre d'observations du traitement. Les traitements phtalates sont exprimés en ng/g b.w.
Nombre de microcolonies par traitement = 5.

Traitements Contrdle | Controle | Controle | DEHP | DEHP | DnBP | DnBP | DnBP 60 &

RIEN EAU | SOLVANT | 12 120 | 60 | 600 | DEHP 120
Tombr?.mo’,'e" 14+7 441 6+1 6+2 | 642 | 842 | 5+2 6+2
arves éjectées
Nombre moyen 55+ 44 + 75+ 43+
Fooufs 50410 | 53+9 51+8 i i S o 56+ 13

Nombre moyen 76 + 524 65 +

la_rves,non 78+ 15 82+13 79+12 23 11 12 70+5 69+ 16
isolées
Nombre moyen 26+
larves pré 277 265 18+3 20+5 | 25+4 7" 15+3 165
défécation
Nombre moyen 11+
larves post 6+2 6+2 5+2 6+2 10+ 4 3_ 3+1 6+1
défécation
Nombremoyen | ., , | 5104 | 1845 |17+3|19+2| 0% | 1743 | 1644
pupes 3
Nombre moyen 14
males non 2+£0,8 1+0,2 1+£0,6 3£0,7 | 2+0,4 0 5 2+1 1+0,4
émergés ’
Nombre moyen | 17 +2 1542 10+2 15+2 | 18+1 | 13+ | 13£3 15+1
males émergés 3

4.2.2.2. Effets des traitements sur la masse du couvain et des individus

La masse totale des larves produites dans les couvains n’a pas révélé de différence significative

entre les traitements (LMM, x2 = 3,8103, df = 7 p-value = 0,8014 ; Figure 17).

A la suite des analyses statistiques, 'exposition chronique des ouvriéres aux différents
traitements n’a pas affecté significativement la masse des larves non isolées produites (GLMM,

famille Gamma, x2 = 11,36, df = 7, p-value = 0,1237 ; Figure 18).
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Figure 17 : Masse de l'ensemble des individus des stades larvaires produits par les
microcolonies en fonction des traitements. Nombre de microcolonies par traitement = 5. Les
traitements phtalates sont exprimés en ng/g b.w. Les lettres différentes au-dessus des boites de
dispersion indiquent une différence significative entre les conditions a p-value < 0,05. Les
premiere, deuxiéme et troisieme barres horizontales des boites de dispersion représentent
respectivement le premier quartile, la médiane et le troisiéme quartile. Le minimum et le
maximum sont indiqués par les deux barres verticales, sans tenir compte des valeurs extrémes
représentées par les points. Aucune différence significative n’a été détectée entre les traitements
phtalates ou contréles (LMM, p-value > 0,05).
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Figure 18 : Masse totale des larves non isolées en fonction des traitements (nombre de
microcolonies par traitement = 5). Les traitements phtalates sont exprimés en ng/g b.w. Les
différentes lettres indiquent s’il y a une différence significative entre les conditions a p-value
<0,05. Les premiere, deuxieme et troisieme barres horizontales des boites de dispersion
représentent respectivement le premier quartile, la médiane et le troisieme quartile. Le minimum
et le maximum sont indiqués par les deux barres verticales, sans tenir compte des valeurs
extrémes représentées par les points. Aucune différence significative n’a été observée entre les
traitements ou contréles (GLMM, famille Gamma, p-value > 0.05).
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La masse des individus larvaires pré défécation a différé significativement selon le traitement
(GLMM, famille Gamma, x2 = 25,086, df = 7, p-value = 0,007325 ; Figure 19 A). Apreés la réalisation
d’'un post-hoc a comparaisons multiples par paires a I'aide de la correction de Benjamini-
Hochberg, le DnBP 60 ng/g b.w a augmenté significativement la masse des larves par rapport au
controle eau (post-hoc, p-value = 0,0015), de méme que le DnBP 600 ng/g b.w a augmenté leur
masse par rapport au contrdle eau (post-hoc, p-value = 0,0248). Cette comparaison multiple a
également mis en évidence une différence significative entre deux traitements : une exposition
des ouvrieres au DnBP 60 ng/g b.w a augmenté significativement la masse des larves pré
défécation par rapport au DEHP 120 ng/g b.w (post-hoc, p-value = 0,0389). Enfin, une
augmentation non significative de la masse de ces larves pour le traitement DEHP 12 ng/g b.w par

rapport au controle eau a été observée (post-hoc, p-value = 0,0622).

Aucune différence significative n’a été détectée concernant la masse des larves post défécation

selon le traitement (LMM, x2 = 11,025, df = 7, p-value = 0,1375 ; Figure 19 B).

La masse des pupes a varié significativement entre les traitements (GLMM, famille Gamma, x2 =
22,567,df =7, p-value = 0,0020 ; ; Figure 19 C). Apreés la réalisation d’un post-hoc a comparaisons
multiples par paires a I'aide de la correction de Benjamini-Hochberg, il s’avere que le mélange de
DnBP 60 ng/g b.w & de DEHP 120 ng/g b.w (Mix 180) a augmenté significativement la masse des
pupes par rapport au contréle eau (post-hoc, p-value = 0,0310). Une différence significative est
également observée entre deux traitements. En effet, 'exposition des ouvriéres au mélange de
DnBP 60 ng/g b.w & de DEHP 120 ng/g b.w (Mix 180) a augmenté significativement la masse des
pupes produites par rapport au DEHP 120 ng/g b.w (post-hoc, p-value = 0,0222). Enfin, une
augmentation non significative de la masse des pupes pour le mélange de DnBP 60 ng/g b.w & de
DEHP 120 ng/g b.w (Mix 180) par rapport au DEHP 12 ng/g b.w a été observée (post-hoc, p-value
=0,0507).

La masse des males non émergés n’a pas révélé de différence significative entre les traitements

(GLMM, famille Gamma, x2 = 8,8714, df = 7, p-value = 0,262 ; ; Figure 19 D).

Enfin, la masse des males émergés différe significativement entre les traitements (GLMM, famille
Gamma, x2 = 17,164, df = 7, p-value = 0,01637 ; Figure 20). Aprés la réalisation d’'un post-hoc a
comparaisons multiples par paires a l'aide de la correction de Benjamini-Hochberg, une
diminution non significative de la masse est observée pour le traitement DEHP 12 ng/g b.w par
rapport au solvant (post-hoc, p-value = 0,0725) et par rapport au mélange de DnBP 60 ng/g b.w
& de DEHP 120 ng/g b.w (Mix 180 ; post-hoc, p-value = 0,0682).
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Figure 19 : Boites de dispersion représentant la masse (en grammes) des individus de quatre stades de développement de B. terrestris en
fonction des traitements. A. Masse des larves pré défécation. B. Masse de larves post défécation. C. Masse des pupes. D. Masse des males non émergés.
Nombre de microcolonies par traitement = 5. Les traitements phtalates sont exprimés en ng/g b.w. Les différentes lettres au-dessus des boites de
dispersion indiquent s’il y a des différences significatives (p-value < 0,05) entre les traitements (GLMM Gamma ou LMM ; post-hoc a comparaisons
multiples par paires a I'aide de la correction de Benjamini-Hochberg quand p-value < 0,05). Les premiere, deuxieme et troisieme barres horizontales
des boites de dispersion représentent respectivement le premier quartile, la médiane et le troisiéme quartile. Le minimum et le maximum sont indiqués
par les deux barres verticales, sans tenir compte des valeurs extrémes représentées par les points.
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Figure 20 : Masse totale des males émergés en fonction des traitements (nombre de
microcolonies par traitement = 5). Les traitements phtalates sont exprimés en ng/g b.w. Les
lettres identiques au-dessus des boites de dispersion indiquent des différences non significatives
entre traitements (GLMM, famille Gamma, p-value > 0.05). Les premiere, deuxiéme et troisieme
barres horizontales des boites de dispersion représentent respectivement le premier quartile, la
médiane et le troisieme quartile. Le minimum et le maximum sont indiqués par les deux barres
verticales, sans tenir compte des valeurs extrémes représentées par les points.

4.2.3. Consommation des ressources

Une exposition chronique des ouvriéres a I'un des traitements n’affecte pas significativement
leur consommation totale de pollen (GLMM, famille Gamma, x2 = 8,2327,df = 7, p-value = 0,3125 ;
Figure 21 A). La consommation totale de sirop, quant a elle, differe significativement selon le
traitement (GLMM, famille Gamma, x2 = 14,95, df = 7, p-value = 0,03664 ; Figure 21 B). Apreés la
réalisation d’'un post-hoc a comparaisons multiples par paires a l'aide de la correction de
Benjamini-Hochberg, il n’y a pas eu de différences significatives entre les traitements et les
contrdles. Cependant, une différence significative entre les traitements phtalates a été révélée par
ce test : seule la consommation de sirop des ouvriéres exposées au DEHP 12 ng/g b.w difféere de
celles exposées au mélange de DnBP 60 ng/g b.w & de DEHP 120 ng/g b.w (Mix 180 ; post-hoc, p-
value = 0,0216).
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Figure 21 : Consommation des ressources (en grammes) des microcolonies sur les 35
jours d'expérience, en fonction des traitements (nombre de microcolonies par traitement = 5).
A. Masse du pollen consommé par les microcolonies. B. Masse du sirop consommé par les
microcolonies. Les traitements phtalates sont exprimés en ng/g b.w. Le traitement « Mix 180 »
représente le phtalate mixte DnBP 60 ng/g bw & DEHP 120 ng/g b.w. Les différentes lettres au-
dessus des boites de dispersion indiquent s’il y a des différences significatives (p-value < 0,05)
entre les traitements (GLMM et Post-hoc a comparaisons multiples par paires a Post-hoc a I'aide
de la correction de Benjamini-Hochberg). Les premiere, deuxiéme et troisiéme barres
horizontales des boites de dispersion représentent respectivement le premier quartile, la
médiane et le troisieme quartile. Le minimum et le maximum sont indiqués par les deux barres
verticales, sans tenir compte des valeurs extrémes représentées par les points.
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Chapitre 5 : Discussion des résultats

Dans cette étude, nous avons exploré les effets du DnBP et du DEHP a des doses
environnementales sur la mortalité, la production d’individus males et la consommation de
ressources par B. terrestris. Le taux de mortalité a été étudié dans des conditions d’élevage
individuelles et sociales, alors que la production et la consommation ont été uniquement étudiées
en conditions d’élevage sociales. Les effets des doses de DnBP de 6 ng/gb.w a 6 000 ng/g b.w pour
les conditions individuelles et les effets des doses de DnBP 60 ng/g b.w et 600 ng/g b.w pour les
conditions sociales ont été analysés. Les effets des doses de DEHP de 12 ng/g b.w a 12 000 ng/g
b.w pour les conditions d’élevage individuelles et les effets des doses de DEHP 12 ng/gb.w et 120
ng/g b.w pour les conditions d’élevage sociales ont été analysés. Enfin, des mélanges de phtalates
mixtes ont été utilisés (DnBP 60 ng/ng b.w & DEHP 120 ng/g b.w pour les deux conditions
d’élevage ; DnBP 600 ng/ng b.w & DEHP 120 ng/g b.w pour I'élevage individuel) afin d’étudier

leurs effets.

5.1. Mortalité a I’échelle individuelle

5.1.1. Effet du DnBP sur la mortalité individuelle

Dans notre étude, les taux de mortalité les plus élevés ont été observés a des doses
environnementales a concentration moyenne (DnBP 60 ng/g b.w et DnBP 600 ng/g b.w ; Figure
11 et Figure 12). En revanche, la plus faible dose environnementale (DnBP 6 ng/g b.w) et la plus
haute dose environnementale testées (DnBP 6 000 ng/g b.w) n’ont pas induit d’effets significatifs
sur la survie des ouvrieres de B. terrestris (Figure 12). La mortalité liée au DnBP a également été
étudiée chez d’autres especes. C'est le cas d'un invertébré terrestre, le collembole Folsomia
fimetaria, chez qui le DnBP réduit le taux de survie des adultes a partir de 250 mg/kg de poids sec
de sol et cause la mort de presque tous les individus a 500 mg/kg de poids sec (Jensen et al., 2001).
Cependant, chez des espéces aquatiques telles que le Crabe gazami Portunus trituberculatus, il a
été observé que le DnBP n’a pas eu d’effets significatifs sur le taux de moralité des adultes de cette
espece (0,2, 2 et 10 mg/L de DnBP ; He et al,, 2022). Ce phtalate, a doses de 1-10 uM, n’a pas non
causé de mortalité chez les juvéniles de D. magna exposés pendant 48 heures (Seyoum & Pradhan,

2019).

Le champ de la recherche sur I'impact des phtalates est tres large. Que ce soit au niveau des
especes étudiées, des doses de phtalate administrées ou des modes d’exposition, les possibilités
sont multiples. De quoi aboutir a des résultats eux aussi tres différents. Au sein de notre seule
étude, nous avons obtenu des résultats sensiblement différents selon les concentrations de

phtalates auxquelles ont été exposées les ouvrieres. Mais au-dela de ces variations, c’est ce résultat
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a l'allure en forme de cloche caractéristique du profil de toxicité et d’activité non monotone du
DnBP qui a été mis en évidence (Figure 11). Cela fait écho a I'approche utilisée par de plus en plus
d’études ces dernieres années. Cette impossibilité de prévoir les effets engendrés sur base de la
dose administrée est investiguée par un nombre croissant de chercheurs pour se concentrer sur

I'activité de perturbateurs endocriniens attribuée aux phtalates (Lagarde et al., 2015).

Jusqu'il y a peu, les études menées sur la toxicité des phtalates se concentraient sur la
détermination de la dose 1étale (LD50) ou de la concentration 1étale (LC50) causant la mort de
50% des individus exposés (Staples et al, 1997 ; Heudorf et al, 2007). D’autres études ont
également essayé de déterminer la concentration efficace médiane (CE50), représentant la
concentration a laquelle 50% de l'effet maximale d’'une substance est observée (Staples et al.,
1997). Ces études ont été principalement réalisées sur les organismes aquatiques (Staples et al,,
1997). Par exemple, chez D. magna, la LCsp a été déterminée en placant des adultes pendant 24
heures et 48 heures dans de I’eau contaminée au DnBP a une concentration de 4,92 et 4,31 mg/L
respectivement (Shen et al., 2019). La LCsp a également été déterminée chez les nouveau-nés de
cette espéce (agées de moins de 24 heures). Elle atteint des valeurs de 3,48 et 2,83 mg/L pour des
expositions de 24 heures et 48 heures respectivement (Shen et al., 2019). Les stades plus jeunes

semblent ainsi étre plus sensibles aux expositions de DnBP (Shen et al.,, 2019).

5.1.2. Effet du DEHP sur la mortalité individuelle

Contrairement au DnBP, le DEHP ne semble pas présenter un profil de toxicité et d’activité non
monotone (Figure 13). De plus, le DEHP n’a pas eu d’effets significatifs sur la mortalité quelle que
soit la dose et n’affecte donc pas la survie des ouvrieres placées dans des conditions d’élevage
individuelles (Figure 13 et Figure 14). Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par d’autres
études sur 'absence de mortalité significative chez d’autres especes d’invertébrés. C’est le cas par
exemple du collembole F. fimetaria, chez qui les expositions a différentes doses de DEHP (1 000 -
5000 mg/kg de poids sec de sol) n’affectent ni la mortalité des adultes, ni des juvéniles (Jensen et
al,, 2001). C’est également le cas pour la larve aquatique C. riparius dont la survie n’a pas été
affectée par une exposition aigué a court terme (pendant 24 heures), méme a des concentrations
de DEHP élevées (0,01 a 100 mg/L ; Planell6 et al,, 2011). Une étude menée sur des juvéniles de
D. magna a montré qu’'une exposition au DEHP (1-10 uM) pendant 48 heures n’a causé aucune
mortalité chez ceux-ci (Seyoum & Pradhan, 2019). Une exposition durant 48 heures du copépode
Parvocalanus crassirostris n’a pas non plus affecté la survie des adultes a des doses de DEHP allant
jusque 5120 pg/L par rapport au témoin (Heindler et al,, 2017). Cependant, chez les mémes
especes, la survie des nauplii a significativement été affectée par I'exposition au DEHP, méme a

des concentrations environnementales (0,06 ng/L a 1953,13 ng/L), montrant ainsi la sensibilité
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différenciée aux phtalates des différents stades de développement, bien que les concentrations
utilisées pour 'exposition des nauplii soient plus faibles que celles des adultes (Heindler et al.,
2017). D’autres études ont également montré que le DEHP pouvait induire de la mortalité chez
certaines espéces. C'est le cas chez D. magna, chez qui une exposition chronique a une dose de
811pg/L induit une surmortalité (Knowles et al, 1987) et chez le nématode Caenorhabditis
elegans pour qui une exposition topique et chronique de 14 jours induit une surmortalité a une
dose de 1 uM de DEHP (Pradhan et al., 2017). Tres peu d’études se sont intéressées au taux de
mortalité chez les insectes terrestres. Une étude menée sur les larves de S. littoralis montre qu’'une
exposition chronique au DEHP a 4,3 mg/g d’aliments a provoqué une mortalité environ 30 % plus
élevée par rapport au controle (Aviles et al., 2019). Cette méme dose a induit la mort de 36 % des
individus au stade nymphal (Avilés et al., 2019). Cependant, il est important de noter que cette
étude a été menée sur des larves et qu’elles ont été exposées au traitement par voie orale. Une
autre étude sur cette méme espéce montre que le DEHP a des concentrations de 100 ng/g et 10
ug/g n'a pas affecté la mortalité des adultes. Dans cette étude, les adultes ont également été
exposés au DEHP par voie orale et ces doses sont plus faibles que I'étude précédente sur les larves
de cette espece (Humann-Guilleminot et al., 2024). Notre étude s’est pour sa part portée sur des
individus adultes exposés de facon topicale. L’effet du DEHP sur la mortalité des organismes, tout
comme le DnBP, semble donc étre variable en fonction de lI'espéce exposée, du stade de

développement de celle-ci, de la fréquence et du temps d’exposition a la molécule.

5.1.3. Effet des phtalates combinés sur la mortalité individuelle

Dans notre étude, nous avons également investigué la toxicité du DnBP et du DEHP en mélange
sur les ouvriéres de B. terrestris en conditions individuelles car ces deux molécules semblent étre
les plus présentes dans l'environnement (Xie et al., 2006) mais surtout parce qu’elles ont été
retrouvées ensemble sur les cuticules de bourdons de la ville de Lille pendant des campagnes du
projet ASPI en 2021 (données en cours de publication). De plus, les organismes sont rarement
exposés a un polluant isolé : les profils d’analyse de I'environnement pour les phtalates révelent
souvent la présence de plusieurs phtalates simultanément (Lenoir et al., 2012). Dans notre étude,
le mélange de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/g b.w n’a pas impacté significativement la
mortalité des ouvrieres exposées par rapport au controle (Figure 15). Au-dela de I'effet démontré
du DnBP 60 ng/g b.w sur la mortalité des ouvriéres, son impact sur la survie des ouvrieres
n’apparait donc pas comme significatif lorsqu’il est en mélange avec une dose d’'un autre phtalate.
En revanche, nos résultats indiquent que le mélange de DnBP 600 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/g
b.w a provoqué un taux de mortalité des ouvrieres significativement plus élevé par rapport au
contréle (Figure 15). Nous avons pu voir que le DnBP 600 ng/g b.w seul diminuait

significativement la survie des ouvrieres exposées (Figure 12) et que le DEHP 120 ng/g b.w seul
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n’affectait pas la survie des ouvriéres (Figure 14). Un taux de mortalité significatif des ouvriéres
exposées a ces doses mélangées pourrait étre expliqué par la toxicité du DnBP 600 ng/g b.w. Une
étude menée sur S. littoralis a montré qu’une exposition par voie orale d’'un mélange de DEHP et
de cadmium a de faibles et fortes doses impacte significativement la mortalité des adultes
(Humann-Guilleminot et al., 2024). Alors que dans cette méme étude, le cadmium a faibles et
fortes doses diminue significativement la mortalité des adultes de S. littoralis mais le DEHP a
faibles et fortes doses n'impacte pas significativement la mortalité des adultes de cette espece
(Humann-Guilleminot et al., 2024). Dans notre étude et celle de Humann-Guilleminot et collégues
(2024), 1e DEHP seul ou en mélange avec une autre substance ne semble pas impacter la mortalité

des individus adultes exposés et ne semble donc pas étre toxique pour ces deux espéces.

5.2. A I’échelle coloniale

5.2.1. Mortalité

Contrairement a I'expérience en conditions d’élevage individuelle, aucune ouvriéere n’est morte
dans les 72 heures suivant la premiére exposition, hormis une ouvriére provenant d’une
microcolonie du contrdle rien. (Annexe 3, Figure 24). De plus, sur les 32 jours d’expérience suivant
la premiére exposition topicale, nous avons montré qu'il n'y a pas eu de différence significative
entre la mortalité issue du controéle rien et celles découlant des autres contréles ou traitements.
Le controdle rien était la seule condition n’ayant pas subi d’exposition au froid et a un des
traitements. Les microcolonies peuvent jouer un réle tampon lorsqu’elles sont exposées au froid
et/ou a une autre source de stress, ce qui pourrait expliquer cette absence de différence
significative entre les microcolonies du contréle rien avec les autres microcolonies (Easton-
Calabria et al., 2023). En outre, a I'inverse des expositions en conditions d’élevage individuelles,
le DnBP 60 ng/g b.w et le DnBP 600 ng/g b.w n’ont pas eu d’effets significatifs sur le taux de
mortalité des ouvrieres en microcolonies (Figure 16). L’effet tampon pourrait donc diminuer la
toxicité du DnBP face aux doses les plus susceptibles d’augmenter le taux de mortalité, méme par
contact répété (exposition chronique une fois par semaine dans le cadre de cette expérience). Cet
effet tampon a été observé pour d’autres molécules telles que les néonicotinoides sur les espéeces

sociales (Crall et al., 2019 ; Easton-Calabria et al., 2023).

Comme pour les expositions des individus isolés, le mélange de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP
120 ng/g b.w n’a pas montré d'impact significatif sur le taux de survie des ouvrieres (Figure 16).
Le DEHP 12 ng/g b.w et le DEHP 120 ng/g b.w en doses seules n’ont pas non plus eu d’effets
significatifs sur la survie des microcolonies. Cependant, I'expérience sur les microcolonies
exposées aux mémes doses de phtalates réalisée par des mémorants ayant travaillé sur le projet

ASPI a révélé une mortalité significativement plus élevée au traitement DEHP 120 ng/g b.w et au
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traitement cocktail DnBP 60 ng/g b.w & DEHP 120 ng/g b.w (Terzo, 2023). Une hypothese
pouvant expliquer cette différence serait que la saison d’exposition aux différents traitements et
controles agisse différemment sur les individus, provoquant des perturbations physiologiques et
un taux de mortalité plus élevée d'une saison a 'autre. Une étude sur A. mellifera a montré que les
effets d’'une exposition a une substance (I'acétone dans cette étude) varient selon la saison, cela
pourrait étre lié a I'interférence des différentes saisons sur leur cycle biologique (Desclos le Peley
et al,, 2024). L’expérience de Terzo (2023) sur les microcolonies de B. terrestis a été réalisée en
décembre 2022, alors que notre expérience a été réalisée en mars 2024. 1l est possible que les
traitements utilisés durant les expériences aient eu un impact plus important sur la mortalité des
ouvrieres en décembre qu’'en mars, décembre étant la période ou les bourdons ne sont pas en
activité et ou les reines hibernent en conditions naturelles (Sharma et al., 2021). Mars est le tout
début de la saison des abeilles sauvages, 'impact des phtalates sur la mortalité pourrait étre moins
important. De plus, les colonies méres B. terrestris provenant de Biobest® utilisées pour les
expériences sont des bourdons d’élevage artificiels. Le mode et le cycle de vie des espéces
d’élevage comme B. terrestris sont controlées et modifiées par rapport aux especes sauvages
(Sharma et al.,, 2021). Casser le cycle de vie, modifier la diapause de la reine, en plus de la
saisonnalité, pourrait avoir un impact sur le taux de mortalité des ouvriéres exposées aux
phtalates et expliquer cette différence de résultats. En effet, une étude montre qu'une modification
du temps de diapause de la reine et de la température modifie le taux de survie de la colonie ainsi

que sa production de larves (Nasir et al., 2019).

5.2.2. Production du couvain

5.2.2.1. Effets des traitements sur le nombre d’individus produits

Il est connu que les phtalates provoquent des troubles de la reproduction, aussi bien chez les
vertébrés que chez les invertébrés (Jobling et al., 1995 ; Staples et al.,, 1997). Cependant, dans
notre étude, a la suite de l'exposition chronique des ouvriéres de B. terrestris a I'un des
traitements, le nombre total de larves produites dans les différents stades larvaires ne differe pas
significativement entre les traitements. Les doses seules de DnBP, de DEHP et le mélange de ces
deux phtalates ne semblent pas affecter la fertilité des ouvrieres de B. terrestris. D’autres études
indiquent également que certains phtalates n’affectent pas la fécondité ou le taux de reproduction
chez les invertébrés exposés. Le DEHP a concentration de 1 000 mg/kg de poids sec de sola 5 000
mg/kg de poids sec de sol n’a pas d’effets sur la reproduction des collemboles F. fimetaria (Jensen
et al,, 2001). Chez le copépode estuarien Eurytemora affinis, la fécondité n’a pas été affectée par
une exposition de 10 jours au DEHP allant jusqu’a 109 ng/mL (Forget -Leray et al., 2005). Chez D.

magna, les ceufs ont été exposés a 1'un des trois phtalates (DEP, DnBP ou DEHP) et I'éclosion de
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ces ceufs n’a pas été affectée par ces traitements (Seyoum & Pradhan, 2019). Chez cette méme
espece, une expositiona 1 et 10 uM de DnBP oude DEP n’a pas altéré lareproduction des daphnies,
contrairement au DEHP 1 pM qui augmente la reproduction par rapport au témoin (Seyoum &

Pradhan, 2019).

Cependant, dans une expérience similaire a la nétre réalisée par Terzo (2023), tous les
traitements phtalates ainsi que les controles eau et controle solvant montrent une diminution du
nombre total des différents stades larvaires par rapport au controle rien (Terzo, 2023). Les
microcolonies de ce dernier contréle sont les seules a ne pas avoir été endormies au froid. Cette
diminution de production des couvains dans les différents traitements et controle par rapport a
celui-ci peut étre expliquée par le fait que les abeilles (hormis le controle rien) ont été soumises a
un stress lié au froid, malgré I'effet tampon de la microcolonie (Owen et al.,, 2013). Toutefois, nos
microcolonies exposées a l'un des différents traitements ou controles ont également été
endormies de la méme maniere au froid par rapport a 'expérience de Terzo (2023). Nous
suggérons donc que les ouvrieres issues de nos colonies méres ont été plus résistantes au froid
que celles issues des colonies méres de Terzo (2023). Une hypothése supplémentaire et plus
probable serait que la saison d’exposition a 'un des traitements ou contréles ait un impact sur le
métabolisme des abeilles comme expliqué précédemment (Desclos le Peley et al., 2024). Ainsi, la
diminution du nombre de larves produites par les microcolonies de Terzo (2023) pourrait
s’expliquer par le fait que I'exposition ait eu lieu en décembre, période ou les abeilles sauvages
(ex. bourdons) sont en inactivité, alors que nos expériences ont eu lieu en mars (2024), début de

la saison d’ativité des abeilles sauvages.

Le nombre de larves éjectées par traitement au sein des microcolonies a également été
dénombré et comparé pour évaluer le stress de la microcolonie causé par les traitements. Aucune
différence concernant ce nombre d’éjections larvaires n’a été observée, suggérant que l'impact
des phtalates en microcolonies n’affecterait pas le comportement d’éjections larvaires des

ouvrieéres.

5.2.2.2. Effets des traitements sur la masse du couvain et des individus

La masse totale des couvains de B. terrestris n’est pas significativement différente en fonction
des traitements (Figure 17). Terzo (2023) a pourtant détecté une différence de masse entre le
traitement mixte de DnBP 60 ng/g b.w & DEHP 120 ng/g b.w et le contréle rien (Terzo, 2023). La
différence entre ces deux résultats peut surement s’expliquer par le fait que dans son expérience,
Terzo (2023) a eu une mortalité plus élevée et significative entre ces deux molécules ou par le fait
qu'une production de larves était plus faible pour le traitement phtalate mixte par rapport au

contrdle rien (Terzo, 2023). Dans notre cas, le taux de mortalité est similaire entre ces deux
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traitements. Nous avons également montré que les phtalates n’avaient pas d’effets significatifs
sur la production du nombre d’individus. En conséquence, les différences constatées entre les
deux expériences pourraient s’expliquer par le taux élevé de mortalité chez les ouvrieres, affectant

le nombre de larves produites chez Terzo (2023).

Malgré une différence non significative de la masse totale des couvains en fonction des
traitements dans notre expérience, la masse de certains stades larvaires varie selon les
traitements. Une explication plausible serait que la masse et le nombre de certains stades larvaires
compensent ces différences de masse détectées dans les traitements ou les controles chez d’autres
stades larvaires, ce qui aménerait a ne plus détecter de différences significatives concernant la
masse totale des couvains en fonction des traitements. Les deux doses individuelles de DnBP
augmentent la masse des larves pré défécation par rapport au contréle eau (Figure 19 A). Le DEHP
a concentration de 120 ng/g b.w diminue quant a lui la masse de ces larves par rapport au DnBP
60 ng/g b.w (Figure 19 A). La masse des pupes a également été augmentée par 'un des
traitements. En effet, le mélange de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP 120 ng/g b.w a augmenté la
masse de ces pupes par rapport au controle eau et au DEHP 120 ng/g b.w (Figure 19 C).

Dans une expérience similaire a la nétre, I'exposition chronique des ouvriéres de B. terrestris a
I'un des traitements ou controles a révélé d’autres effets des phtalates sur certains stades de
développement (Terzo, 2023). En effet, une exposition au DnBP 600 ng/gb.w a augmenté la masse
des larves post défécation produites par rapport au DEHP 120 ng/g b.w. De plus, le DnBP 600 ng/g
etle DnBP 60 ng/g b.w ont augmenté la masse des pupes produites par rapportau DEHP 120 ng/g
b.w. En outre, le DEHP 120 ng/g b.w a réduit la masse de ces pupes par rapport au DEHP 12 ng/g
b.w. Enfin, la masse des males non émergés se trouve augmentée par rapport au contréle rien
lorsque les ouvrieres sont exposées au DnBP 600 ng/g (Terzo, 2023). Dans notre étude et celle
réalisée par Terzo (2023), les doses de DnBP semblent induire une augmentation de la masse des
larves de certains stades de développement. L’exposition des ouvrieres de B. terrestris n’a
toutefois pas révélé de différences significatives de la masse des stades larvaires entre le DEHP et
les controéles (rien, solvant ou eau), mais a révélé des différences significatives dans certains
stades de développement entre le DEHP et d’autres doses de DEHP ou de DnBP. Dans une étude
réalisée par Avilés et collegues (2019) sur S. littoralis, le DEHP a plus forte concentration (39,5
mg/g d’aliment) a eu également un impact significatif sur le poids des larves exposées par rapport
aux autres conditions (controéle et autres doses de DEHP), en diminuant celui-ci. Cette diminution
de la masse corporelle due au DEHP a surtout eu lieu dans les deux derniers stades larvaires de la
noctuelle (Aviles et al.,, 2019). Il est important de savoir que dans I'étude d’Avilés et collegues
(2019), les larves ont directement été exposées au traitement par voie orale alors que dans notre

étude et celle de Terzo (2023), I'exposition a été réalisée par application topique sur des adultes.
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Une étude réalisée sur D. melanogaster a mis en évidence que I'impact transgénérationnel du
DEHP sur la masse corporelle des drosophiles dépend de plusieurs facteurs tels que la période
d’exposition, le sexe des parents exposés au DEHP et de la dose utilisée (Chen et al,, 2019). Une
exposition a long terme et a de fortes doses de DEHP chez la drosophile mere diminue le poids
corporel de la progéniture, alors qu'une exposition du pere dans les mémes conditions augmente
la masse corporelle de la progéniture (Chen et al., 2019). Les différences observées concernant les
effets des phtalates dans notre étude et dans d’autres études pourraient en fonction de ces
facteurs. Ces effets pourraient également varier en fonction du type d’exposition, du stade de

développement exposé a une dose ou encore de I'espece exposée.

Les deux études sur les expositions d’ouvrieres de B. terrestris ont mis en évidence l'effet
obésogéne du DnBP sur certains stades larvaires. Les doses de DnBP 60 ng/g b.w et 600 ng/g b.w
DnBP ont augmenté la masse des larves pré défécation et lamasse des pupes (Figure 19 A et Figure
19 C). Le DnBP 600 ng/g b.w a également augmenté la masse des larves post défécation ainsi que
celles des males non émergés (Terzo, 2023). L’exposition de D. magna a I'état juvénile et a des
concentrations de 1 et 10 pM augmente la teneur en lipides dans ces organismes. Tout comme le
DnBP, le DEHP et le DEP augmentent également leur teneur en lipides (Seyoum & Pradhan, 2019).
Une explication serait que ces phtalates inhibent 'absorption des acides gras et le catabolisme,
augmentant ainsi la teneur en lipides a l'intérieur de 'organisme (Seyoum & Pradhan, 2019).
L’augmentation de la masse des individus de certains stades larvaires due au DnBP pourrait
également étre expliquée par ce processus. Chez les abeilles, les corps gras (les tissus les plus
lipidiques) jouent plusieurs réles essentiels, notamment de stockage, de métabolisme et
immunitaire (Law & Wells, 1989). Le DnBP inhiberait le processus de catabolisme des acides gras
dans les corps gras, ce qui augmenterait ainsi la masse des individus des stades larvaires impactés.
Pour vérifier cela, une vérification de I'immunité des individus serait nécessaire car une
modification du taux de corps gras pourrait indiquer une réaction immune de l'organisme

(Rosales, 2017).

5.2.3. Consommation des ressources

La consommation par les ouvriéres des différents traitements et contrdles a également été prise
en compte dans les analyses (Figure 21). Concernant la consommation de sirop par les
microcolonies, les ouvriéres exposées au traitement mixte de DnBP 60 ng/g b.w et de DEHP 120
ng/g b.w ont consommé significativement plus de sirop que le DEHP 12 ng/g b.w. Le DEHP 12
ng/g b.w est le traitement ayant eu le taux de mortalité des ouvrieres plus important, méme si ce
taux n’est pas significativement différent des autres conditions. Il ne faut cependant pas exclure

la possibilité des phtalates a modifier la consommation de nourriture. Ce qui pourrait expliquer
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cette consommation plus faible de sirop et la consommation la plus élevée de sirop par les
ouvrieres exposées au mélange de phtalates. Concernant la consommation de pollen par les
microcolonies, les phtalates ne semblent pas augmenter ou diminuer significativement la
consommation de candis par les microcolonies en comparaison avec les différents contréles ou
les doses de phtalates. Le fait que les individus exposés a un traitement/controle ne changent pas
leurs habitudes de consommation de pollen par rapport a d’autres individus exposés a un autre
traitement/controéle pourrait renforcer I’hypothése de I'effet obésogéne du DnBP sur certains
stades larvaires de B. terrestris, malgré le nourrissage ad libitum des microcolonies. Cependant,
en ce qui concerne le DEHP, I'étude réalisée par Aviles et collegues (2019) indique que des doses
faibles et intermédiaires de ce phtalate (1,1 ug a 4.3 mg par gramme d’aliment) augmentent la
consommation des larves de S. littoralis alors que la dose de DEHP la plus élevée non pertinente
pour l'environnement (39,5 mg/g d’aliment) diminue significativement la consommation de
nourriture de ces larves (Aviles et al., 2019). Notre étude est légérement différente de celle-ci
(exposition des adultes par application topique), ce qui pourrait expliquer cette différence
observée dans la consommation de nourriture. Le DEHP ou un autre phtalate pourrait avoir un
impact négatif sur le métabolisme de ces deux insectes terrestres, mais les impacteraient
différemment selon le mode d’exposition (orale ou topicale). Les larves de S. littoralis étant
exposées au phtalate par la contamination de sa nourriture, le polluant pourrait avoir des impacts
directs sur le métabolisme des larves et provoquer une altération de la digestion ou une
malabsorption des aliments. Les larves auraient compensé cette baisse d’apport nutritif par une
consommation élevée de nourriture (Aviles et al.,, 2019). Dans notre étude, les ouvrieres de B.
terrestris ont été exposées par application topique. Les phtalates ne sont pas en contact direct avec
les voies digestives et pourraient donc concentrer leurs effets sur d’autres voies, comme les voies

hormonales, n'impactant pas la consommation de nourriture des ouvriéres.

5.3. Perspectives

L’exposition par application topique des ouvrieres de B. terrestris en conditions d’élevage
individuelles nous montre donc que le DnBP, a certaines doses environnementales, impacte les
ouvrieres isolées n’ayant pas accés a l'effet tampon de la microcolonie. De ce fait, il serait
intéressant d’étudier ces doses de DnBP sur des espéces solitaires telles qu’Osmia bicornis afin
d’en évaluer leur toxicité. Tout comme B. terrestris, O. bicornis est de plus en plus utilisée en
laboratoire pour évaluer la toxicité et les effets sublétaux de certains produits chimiques tels que

des pesticides (Mokkapati et al., 2022).

L’'impact du DnBP et du DEHP seuls ou en mélange et a des doses environnementales sur la
mortalité ainsi que les effets sublétaux sur des ouvrieres ont été investigués en conditions

individuelles et sociales. Il serait intéressant d’étudier, dans les deux conditions d’élevage, 'effet
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d’autres phtalates : le DnBP et le DEHP ne sont pas les seuls a se retrouver dans I'environnement,
bien qu'’ils soient les plus présents (Xie et al.,, 2006). D’autres phtalates tels que le DiBP et le DEP
ont ainsi été retrouvés sur les cuticules de différentes especes de fourmis (Lenoir et al., 2012). Ces
phtalates pourraient également se retrouver sur la cuticule des abeilles et avoir des effets néfastes
sur celles-ci. L'exposition par application cutanée en conditions individuelles a permis de mettre
en évidence l'effet d'un mélange de phtalates sur la mortalité des ouvrieres, celui du DnBP 600
ng/g b.w mélangé au DEHP 120 ng/g b.w. Il serait intéressant d’également étudier I'effet d’autres
phtalates en mélange et a différentes doses car ceux-ci ne sont pas trouvés seuls dans
I'environnement. De plus, ces doses mélangées pourraient, en plus du DnBP 600 ng/g b.w mélangé
au DEHP 120 ng/g b.w, étre également testées en microcolonies afin de comparer leurs effets en
conditions sociales et individuelles. Ces doses seraient aussi bien testées pour évaluer le taux de
mortalité que les effets sublétaux des individus exposés. Il est également important de garder a
I'esprit que d’autres molécules ayant des impacts importants sur les abeilles telles que des
pesticides ou des éléments traces métalliques (Alston et al., 2007 ; Gekiére et al., 2023) pourraient
engendrer des effets cocktails avec les phtalates et impacter négativement ces abeilles. Par
exemple, le cadmium et le DEHP sont deux molécules présentes dans les mémes environnements ;
une exposition orale des adultes de S. littoralis a impacté significativement leur mortalité
(Humann-Guilleminot et al., 2024) et pourrait donc également impacter les abeilles sauvages. Ces

mélanges avec ces autres molécules seraient aussi a investiguer.

L’exposition par application topique et chronique des ouvriéres en conditions sociales a permis
de mettre en évidence les effets des phtalates sur la génération suivante en matiére de production
larvaire, que ce soit en ce qui concerne le nombre de larves ou la masse totale de I'effectif. Certains
stades larvaires ont été significativement impactés par les divers phtalates utilisés. Mais il serait
aussi intéressant d’exposer directement les différents stades larvaires des abeilles a 'un des
différents phtalates et a des doses différentes et d’en observer les effets. Cette perspective
permettrait de mimer une exposition non transgénérationnelle (directement sur l'individu
larvaire) car il a été démontré que les matrices lipidiques telles que la cire des ruches d’A. mellifera
entourant les larves contiennent des phtalates, ce qui pourrait directement affecter les larves
(Gémez-Ramos et al.,, 2016). En outre, cela permettrait d’explorer les effets 1étaux mais aussi le
temps de métamorphose, comme cela a été effectué chez la noctuelle S. littoralis (Avilés et al.,
2019). De plus, comme observé dans une étude réalisée sur 'espéce D. magna, les différents stades
de développement d’'une espece exposée semblent étre sensibles de maniere différenciée aux
expositions de phtalates (Shen et al,, 2019). Les autres castes des abeilles telles que les males et
les reines pourraient également étre directement exposées aux phtalates directement afin d’avoir
une vue d’ensemble sur tous les castes et stades de développement des abeilles. L’exposition des

males permettrait d’'investiguer I'impact des phtalates sur la production des spermatozoides. Pour
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également analyser I'impact des phtalates sur la production de spermatozoides, une perspective
serait d’exposer un male a I'un des différents phtalates et a différentes doses, puis de I'accoupler
a une reine saine (c’est-a-dire non exposée aux phtalates). Il a été supposé par Avileés et collegues
(2020) qu’en exposant un male a de fortes de doses de DEHP et en I'accouplant avec une femelle
non contaminée, les chances d’éclosion sont réduites car la production de spermatozoides était
affectée (Avilés et al,, 2020). L’expérience inverse pourrait également étre réalisée (exposition
d'une reine a une de doses de phtalates et accouplement avec un male non contaminé). Cela
pourrait permettre d’analyser I'impact transgénérationnel comme réalisé dans une étude sur la
drosophile D. melanogaster (Chen et al,, 2019). Cette étude a montré qu'une exposition d'un(e)
male/femelle accouplé(e) avec le sexe sain opposé impacte différemment la masse de la

progéniture (Chen et al., 2019).

Une derniére perspective serait de permettre aux bourdons d’étre directement en contact avec
la source de nourriture contaminée par les phtalates. Cela permettrait d’'une part de savoir si les
bourdons sont capables de détecter les phtalates présents dans leur source de nourriture, comme
cela a été démontré chez les fourmis L. niger (Cuvillier et al.,, 2014). Cela permettrait d’autre part
d’évaluer si I'impact de ces polluants est plus prononcé lorsque les abeilles doivent activement
rechercher leur nourriture. Si les abeilles se nourrissent malgré tout de la source contaminée, cela
permettrait d’analyser les effets physiologiques et de déterminer si la consommation des
individus est impactée par cette exposition. En effet, certains phtalates tels que le DEHP
pourraient impacter les voies olfactives et digestives des invertébrés (Aviles et al., 2019). L'impact
de ces composés organiques volatils sur les voies digestives pourrait étre plus important lorsque

les individus sont exposés par voie orale (contamination de la nourriture).

5.4. Conclusions générales

Nous avons montré ici que le DnBP suit un profil de toxicité non monotone sur B. terrestris,
impliquant ainsi que les phtalates peuvent agir comme des perturbateurs endocriniens. De plus,
ce phtalate, a certaines doses environnementales trouvées en ville, induit de la mortalité en
conditions d’élevage individuelles. Cela indique que ces doses peuvent impacter les bourdons
isolés et déja affaiblis au niveau de leur systéme immunitaire. De plus, nous avons mis en évidence
qu'une dose mixte de phtalates (DnBP 600 ng/g b.w & DEHP 120 ng/g b.w) induit également de
la mortalité en conditions d’élevage individuelles, bien que ces doses mélangées n’agissent pas en
synergie ou en addition. Le DEHP a doses environnementales n’a quant a lui pas eu d’effets
significatifs sur le taux de mortalité des ouvrieres individuelles. Dans ces conditions d’élevage, le
DEHP ne semble pas étre toxique pour B. terrestris, que ce soit par exposition a court ou a long

terme.
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Nous avons également mis en évidence que toutes les doses environnementales de phtalates
(seules ou en mélange) n’ont pas d’effets significatifs sur la survie des ouvrieres. A certaines doses,
le DnBP impacte ainsi le taux de survie uniquement par exposition a court terme. De méme, la
socialité chez les abeilles joue un réle tampon contre certaines molécules. Toutefois, certaines de
ces doses induisent des effets sublétaux sur la production des colonies. En effet, ces doses
augmentent la masse des individus de certains stades larvaires tels que les larves pré défécation
et les pupes. La consommation de pollen des ouvrieres exposées a I'un des différents traitements
ne differe pas entre les traitements. La consommation de sirop se trouve quant a elle augmentée
par une exposition au phtalate mixte (DnBP 60 ng/g b.w & DEHP 120 ng/g b.w) mais semble
diminuer lorsque les individus sont exposés aux doses environnementales de DnBP et de DEHP

les plus faibles.

La faune et la flore sont continuellement exposées aux phtalates présents dans tous les
environnements. Il est donc important d’'investiguer leurs effets sur les invertébrés terrestres et
en particulier sur les abeilles sauvages, ces dernieres étant en déclin et jouant un réle important

dans la pollinisation des plantes a fleurs.
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Annexes
7.1. Annexe 1 : expériences préliminaires
7.1.1. Expérience par application topique au diméthoate

Avant 'exposition par application topique aux divers traitements contréles ou phtalates sur
Bombus terrestris, un test préliminaire est réalisé avec une substance de référence afin de
démontrer la sensibilité des bourdons et afin de voir si 'exposition aigué par contact est bien
réalisée (OCDE, 2017). Le produit chimique utilisé est le diméthoate de la marque PESTANAL®
(CAS: 60-51-5). 10 ug de cette matiére active par bourdon permettrait d’obtenir une mortalité
supérieure ou égale a 50 % a la fin de la période d’essai (OCDE, 2017). Le diméthoate se trouve
sous forme de poudre, une dilution dans de I'eau distillée est nécessaire pour réaliser I'exposition.
Deux microlitres de traitement final sera déposé sur le thorax du bourdon et contiendra 10 pg de
diméthoate. Une solution traitement de 200 pl est préparée : 1000 ug de diméthoate dans 200 ul

d’eau distillée.

7.1.1.1. Matériels et méthodes

L’installation et le maintien des ouvrieres dans les cages individuelles sont réalisés comme
expliqué au point 3.3.1.1. Installation et maintien du matériels et méthodes. L’exposition est
réalisée de la méme maniere qu'au point 3.3.1.2. Exposition topicale aiglie (matériels et
méthodes). Seul le nombre de bourdons exposés et les traitements changent : 30 ouvriéres sont

exposées a I’eau distillée (controle) et 30 sont exposées au diméthoate.

L’effet des traitements sur la mortalité des ouvrieres a été évalué a ’aide d’'un GLMM binomiale

et une fonction de lien logit (fonction « glmmTBM », package « glmmTMB » ; Brooks et al., 2017).

7.1.1.2. Résultats et discussion

L’exposition topicale aiglie au diméthoate 10 000 ng/g b.w a un effet significatif sur la mortalité
par rapport a I'eau (GLMM, famille binomiale, x2 = 21,401, df = 1, p-value < 0,0001 ; Figure 22).
Ces résultats nous indiquent que les ouvriéres sont sensibles a I'exposition aigué par contact et

que cette manipulation est bien réalisée.
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Figure 22 : Taux de mortalité (%) des ouvriéres en fonction des traitements. Nombre

by

totale d’ouvriéres exposées a un des traitements = 60. La concentration de diméthoate est
exprimée en ng/g b.w. Les différentes lettres indiquent une différence significative (p-value<0,05)
entre les traitements (GLMM, famille binomiale). Les barres d’erreur montrent I'erreur standard
pour la moyenne, calculée avec la fonction « emmeans » (taux de mortalité + erreur standard).

7.1.2. Exposition par application topique a I’acétone pur

7.1.2.1. Matériels et méthodes

Avant de pouvoir exposer les bourdons a 'acétone pur, un test préliminaire est réalisé afin de
voir si ce solvant était toxique pour eux. L’installation et le maintien des ouvrieres dans les cages
individuelles est réalisée comme expliqué au point 3.3.1.1. Installation et maintien (matériels et
méthodes). Seul le nombre d’ouvrieres installées change : 42 individus installées. Installer 42
ouvrieres dans les cages individuelles permet d’avoir quelques individus supplémentaires afin

d’en exposer suffisamment en cas de mortalité due aux conditions de maintien de I'élevage.

L’exposition est réalisée de la méme qu’expliquer au point 3.3.1.2. Exposition topicale aigiie
(matériels et méthodes). Seul le nombre d’ouvrieres exposées et les traitements changent : 30
ouvrieres sont exposées a un des trois traitements préparés dans des Eppendorf: acétone pur,

acétone 10% dilué dans de I'’eau minérale SPA ou eau minérale SPA.

Les effets des traitements sur la mortalité des ouvriéres ont été évalués a I'aide de I'inférence
Bayésienne sur l'effet fixe (traitement) en utilisant un a priori par défaut (fonction « bglmer »,

package « blme » ; Chung, et al.,, 2013), car un probléme de séparation compléte était présent.
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7.1.2.2. Résultats et discussion

L’exposition topicale aiglie aux différents traitements n’a pas non plus eu d’effets significatifs
sur la mortalité des ouvrieres de B. terrestris (BLMM, famille binomiale, x2 = 1,5077, df = 2, p-
value = 0,4706 ; Figure 23). Nous pouvons donc utiliser 'acétone pur pour diluer nos phtalates a
haute concentration (DnBP 6 000 ng/g b.w, DEHP 12 000 ng/g b.w). De plus, certaines études
utilisent ce solvant pour diluer leur substance et ensuite I'appliquer par voie orale ou par contact

sur les abeilles (Gauthier et al., 2008).
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Figure 23 : Taux de mortalité (%) des ouvriéres en fonction des traitements (ng/g b.w).
Nombre totale d’ouvriéres exposées a un des traitements = 60. Les différentes lettres indiquent
une différence significative (p-value < 0,05) entre les traitements (GLMM, famille binomiale). Les
barres d’erreur montrent l'erreur standard pour la moyenne, calculée avec la fonction
« emmeans » (taux de mortalité + erreur standard).

7.2. Annexe 2 : protocole des expositions d’ouvrieres de B.
terrestris au DnBP et DEHP effectuées en 2022 au Laboratoire
EEP UMR 8198, Lille

7.2.1. Préparation des traitements

Le DnBP (n°® CAS 117-81-7) et le DEHP (n°® CAS 84-74-2) ont été achetés a Sigma-Aldrich sous
forme de solution liquide. La premiere dilution de ces phtalates a été faite dans du méthanol pour
permettre une bonne solubilité, puis les étapes de dilution suivantes ont été faites dans de 1'eau
minérale en bouteilles en verre (SPA Reine, SPA NV, Bruxelles, Belgique) pour assurer la plus
faible concentration de méthanol dans les solutions finales (0,07%). L'exposition a une solution
témoin contenant 0,07 % de méthanol ainsi qu’a une solution témoin ne contenant que de I'eau

minérale ont été utilisées pour évaluer la toxicité du solvant. Du matériel en verre (décontaminé
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al'hexane et a l'acétone et, aussi souvent que possible, par calcination) a été utilisé pour préparer
toutes les solutions. Les ouvriéres ont été exposées a 60 ng/g b.w. de DnBP ou 120 ng/g b.w. de
DEHP comme doses de base (c.-a-d. 1X) et ont été encadrés par des traitements 0,1X (DnBP 6 ng/g
b.w. ou DEHP 12 ng/g b.w) et 10X (DnBP 600 ng/g b.w. ou DEHP 1 200 ng/g b.w.).

7.2.2. Design expérimental

Le protocole d'exposition utilisé a été adapté de la ligne directrice n°246 établie par 'OCDE pour
I'évaluation de la toxicité des composés chimiques via I'exposition aigué de Bombus terrestris
(OCDE, 2017). Les expositions ont été effectuées en trois sessions (Tableau 9). Lors de chaque
session, dans chacun des quatre groupes de traitements, i.e. DnBP (pour une des trois doses
testées), DEHP (pour une des trois doses testées), les contréles Eau minérale ou Méthanol 0.07 %,
12 ouvriéres de chacune des trois colonies méres pourvues d'une reine, achetées chez Biobest NV
(Waterloo, Belgium) ont été installées. Ensuite, 10 ouvriéres de chacune des colonies méres ont
été exposée a l'un des quatre traitements (Tableau 9). Les colonies méres ont été renouvelées a
chaque session. Avant I'exposition, les ouvrieres ont été installées dans des cages métalliques
artisanales de dimensions similaires aux Nicot Cages®. Ces cages ont été décontaminées al'hexane
et al'acétone au préalable afin de limiter la présence de phtalates sur les surfaces en contact avec
les ouvrieres. Pendant toute la durée de 1'expérience, les ouvrieres ont eu accés ad libitum a du
sirop a 65% (masse/masse) a l'aide d'une pipette pasteur en verre décontaminée également a
I'’hexane et I'acétone. Une période d'acclimatation de 8 heures a également été respectée avant
d'anesthésier les ouvriéres par refroidissement. Lors de I'anesthésie, elles ont été placées dans un
congélateur a - 20°C jusqu’a évanouissement (ou max. 10 minutes). Les ouvrieres ont ensuite été
exposées a la solution de phtalate ou de controle correspondant en déposant une gouttelette de
2pL al'aide d'un micro-capillaire en verre calcinée de 10 pL sur la partie glabre du thorax. Aprés
I'exposition, les ouvriéres ont été maintenues a température ambiante, a la lumiere du jour et avec
acces ad libitum au sirop 65% pendant les 72 heures restantes de 'expérience. La mortalité a été
comptabilisée aprés 16 heures, 24 heures, 48 heures et 72 heures. A chaque observation, les
ouvrieres mortes ont été pesées. En fin de période d’observation, tous les individus survivants ont

été pesés et sacrifiés.

Au terme de I'expérience d’exposition, les ouvriéres ont également été flashées a l'azote liquide
et conservées a -80°C. Le taux de corps gras, 'expression de genes impliqués dans I'olfaction et
dans la voie des ecdystéroides ainsi que des parameétres d’activité antibactérienne de

I’hémolymphe sont aussi des paramétres qui seront ultérieurement mesurés.
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Tableau 9 : Nombre d’ouvriéres exposées par session, par traitement et pour chaque
colonie mere.

Session Groupes Nombre d’ouvriéres exposées
(Molécules et doses utilisées durant la session) (Colonie : nb.)
DnBP 60 30
(DnBP 60 ng/g b.w) (A:10; B: 10, C: 10)
DEHP 12 30
Session 1 (DEHP 12 ng/g b.w) (A:10; B: 10, C: 10)
ession
Controle eau 30
(Eau minérale SPA) (A:10; B: 10, C: 10)
Controle solvant 30
(Méthanol 0.07%) (A:10; B: 10, C: 10)
DnBP 6 30
(DnBP 6 ng/g b.w) (D:10; E: 10, F: 10)
DEHP 120 30
Session 2 (DEHP 120 ng/g b.w) (D:10; E: 10, F: 10)
Controle eau 30
(Eau minérale SPA) (D:10; E: 10, F: 10)
Controéle solvant 30
(Méthanol 0.07%) (D:10; E: 10, F: 10)
DnBP 600 30
(DnBP 600 ng/g b.w) (G:10; H: 10,1: 10)
DEHP 1200 30
Session 3 (DEHP 1200 ng/g b.w) (G:10; H: 10,1: 10)
ession
Controle eau 30
(Eau minérale SPA) (G:10; H: 10,1: 10)
Controéle solvant 30
(Méthanol 0.07%) (G:10; H:10,1: 10)

7.3. Annexe 3 : courbe de survie en microcolonie apres 72
heures

La premiere ouvriére est morte 72 heures apres la premiere exposition (Figure 24). Cette
ouvrieére provient d’'une microcolonie du contréle rien. Les autres traitements n’ont pas provoqué
de mortalité. Aprés la réalisation d'une régression de Cox, aucune différence significative n’est

détectée entre les traitements ou contréles (Régression de Cox, p-value = 0,7778).
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Figure 24 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvriéres de B. terrestris exposées aux
traitements DnBP a doses environnementales (ng/g b.w) et au contrdle. Les données
représentent les probabilités de survie des ouvriéres en fonction des traitements (N par
traitement = 5). Chaque étape correspond a une vérification du taux de mortalité. Le temps 0
correspond au moment de I'exposition de toutes les ouvrieres et le taux de mortalité est observé
jusqu’a 72 heures. Les lettres identiques a c6té des traitements indiquent une différence non
significative entre les conditions a p-value > 0,05. Notez que I'axe de proportion de survie a été
modifié (0.85 - 1.00).

7.4. Annexe 4 : résultats des effets des phtalates sur la

mortalité en conditions isolées

Ces résultats regroupent uniquement ceux générés durant ce mémoire. Sur les 674 ouvrieres de
Bombus terrestris exposées, 624 ont survécu a I'exposition d'un des traitements et 50 sont mortes.
Les ouvriéres placées traitées au DEHP 1200 ng/g de bourdon sont celles ayant eu le plus de
mortalité (25% de mortalité). 5% des ouvriéres exposées au DEHP 12 ng/g b.w, au DnBP 6000
ng/g b.w ou au mélange de DnBP 60 ng/g b.w et DEHP 120 ng/g b.w sont mortes, représentant
les traitements (hormis les contréles) ayant eu le taux de mortalité le plus bas (Tableau 10).

Tableau 10 : Nombre d’ouvriéres vivantes ou mortes exposées par traitement. Le

pourcentage de mortalité a été calculé comme suit: (ouvriéres mortes/ (ouvriéres mortes +
ouvrieres vivantes)) *100. Les traitements DEHP et DnBP sont exprimés en ng/g b.w.

Traitements | Controle | DEHP | DEHP | DEHP | DEHP | DnBP | DnBP | DnBP | DnBP | DnBP | DnBP
12 120 1200 | 12000 6 60 600 6000 60& | 600&
DEHP | DEHP
120 120
Vivants 414 19 18 15 17 18 51 18 19 19 16
Morts 21 1 2 5 3 2 8 2 1 1 4
Pourcentage 5 5 10 25 15 10 14 10 5 5 20
de mortalité
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7.4.1. Effet du DnBP sur la mortalité individuelle

L’exposition topicale aiglie aux différents traitements de DnBP n’a pas d’effets significatifs sur
la mortalité des ouvriéres, quelle que soit la dose de DnBP utilisée (GLMM, famille binomiale, x2
=7,9826, df = 4, p-value = 0,09222 ; Figure 25). Apreés la réalisation d'un post-hoc a comparaisons
multiples par paires a l'aide de la correction de Benjamini-Hochberg, une augmentation non
significative de la mortalité pour le traitement DnBP 60 ng/g b.w par rapport au controle est
observée (post-hoc, p-value = 0,0523). La courbe de Kaplan-Meier montre une diminution du taux
de survie des ouvrieres au DnBP 600 ng/g b.w dés les premieres 24 heures apres exposition et
diminue ensuite 96 heures apres exposition (Figure 26).Le DnBP 60 ng/g b.w semble étre le
traitement ayant un taux de survie d’ouvriéres le plus faible (+ 86 %), avec une augmentation du
taux de mortalité a partir de 48 heures apres exposition. Cependant, la régression de Cox montre
un effet non significatif des traitements sur la mortalité des ouvriéres (Régression de Cox, p-value
=(,0972), ainsi qu'une augmentation non significative de la mortalité pour le traitement DnBP 60
ng/g b.w par rapport au contréle (post-hoc, p-value = 0,0523), confirmant les résultats obtenus

avec le modele GLMM binomial.
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Figure 25 : Taux de mortalité (%) des ouvrieres en fonction des traitements DnBP a doses
environnementales (ng/g b.w) et du contrdle 96 heures apres I'’exposition. Nombre totale
d’ouvriéres exposées a un des traitements = 338. Les différentes lettres indiquent des différences
significatives entre les traitements (p-value < 0,05). Les barres d’erreur montrent l'erreur
standard pour la moyenne, calculée avec la fonction « emmeans » (taux de mortalité + erreur
standard ; GLMM, famille binomiale). Aucune différence significative du traitement sur la
mortalité n’est observée (p-value > 0,05).
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Figure 26 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvrieres de B. terrestris exposées aux
traitements DnBP a doses environnementales (ng/g b.w) et au contrdle. Les données
représentent les probabilités de survie des ouvriéres en fonction des traitements (nombre total
d’ouvriéres exposées a un des traitements = 338). Chaque étape correspond a une vérification du
taux de mortalité. Le temps 0 correspond au moment de I'exposition de toutes les ouvriéres et le
taux de mortalité est observé jusqu’a 96 heures. Les différentes lettres indiquent des différences
significatives entre les traitements (p-value < 0,05). Notons que 'axe de proportion de survie a été
modifié (0.70 - 1.00). Aucune différence significative du traitement sur la mortalité n’est observée
(p-value > 0,05).

7.4.2. Effet du DEHP sur la mortalité individuelle

L’exposition topicale aigiie aux différents traitements de DEHP n’a pas non plus eu d’effets
significatifs sur la mortalité des ouvrieres de B. terrestris, quel que soit la dose de DEHP utilisée
(GLMM, famille binomiale, x2 = 6, 4212, df = 4, p-value = 0,1698 ; Figure 27). La courbe de Kaplan-
Meier indique le DEHP 12 ng/g bw est le traitement ayant un taux de survie des ouvrieres le plus
élevé (95% ; Figure 28). L’exposition des ouvriéres au DEHP 1 200 ng/g b.w a réduit la survie des
ouvrieres de 25 %, avec un premier taux de survie ayant chuté 24 heures et 72 heures apres
I'exposition. Cependant, la régression de Cox montre un effet non significatif des traitements sur

la mortalité des ouvriéres (Régression de Cox, p-value = 0.2272) ;
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Figure 27 : Pourcentage de mortalité des ouvriéres en fonction des traitements DEHP a
doses environnementales (ng/g b.w) et du contréle 96 heures apres I’exposition. Nombre
totale d’ouvrieres exposées a un des traitements = 236. Les différentes lettres indiquent des
différences significatives entre les traitements (p-value < 0,05). Les barres d’erreur montrent
I'erreur standard pour la moyenne, calculée avec la fonction « emmeans » (taux de mortalité +
erreur standard ; GLMM, famille binomiale). Aucune différence significative du traitement sur la
mortalité n’est observée (p-value > 0,05).
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Figure 28 : Courbe de survie de Kaplan-Meier des ouvriéres exposées aux traitements
DEHP a doses environnementales (ng/g b.w) et au contréle. Les données représentent les
probabilités de survie des ouvrieres en fonction des traitements (nombre total d’ouvrieres
exposées a un des traitements = 236). Chaque étape correspond a une vérification du taux de
mortalité. Le temps 0 correspond au moment ou toutes les ouvriéres sont exposées. Le taux de
mortalité est observé jusqu’a 96 heures aprés exposition. Les différentes lettres indiquent des
différences significatives entre les traitements (p-value < 0,05). Notons que l'axe de proportion de

survie a été modifié (0.70 - 1.00). Aucune différence significative du traitement sur la mortalité
n’est observée (p-value > 0,05).
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