Seconde Partie Etude expérimentale

1. Introduction

Varroa destructor(Acari : Varroidae), nouvel ectoparasite s\pis mellifera sévit sous

forme d’épizootie. La plupart des colonies meurent en I'espace de 3 ans si aucune mesure
n'est prise. La gravité de la parasitose est due au fait que I'acarien parasite a la fois les
abeilles adultes, mais également le couvain sur lequel il effectue sa reproduction.

La femelle V. destructorest fécondée une seule fois au cours de sa vie dans l'alvéole
operculée ou elle est née. La fécondation se déroule dans le cas d’'une mono-infestation entre
un frere et ses soeurs juste aprés la mue imaginale. Plusieurs accouplements se succédent dans
I'alvéole au niveau du ‘site d’accumulation fécale’. Le male change de partenaire environ
toutes les 30 heures dés gqu’'une nouvelle femelle acheve sa mue imaginale €Dahzé

1996 ; Martin, 1994 ; Martin, 1995b).

Lors de I'accouplement, les pro-spermatozoides de forme ovoide (diamétre 40 um) contenus
dans un spermatophore sont déposés par le male a l'aide de ses chélicéres aux deux pores
d’entrée des voies génitales femelles. Au bout de 2 jours, les spermatozoides arrivent dans la
spermathéque et prennent peu a peu leur forme définitive en ruban de 180 a 230 um de long
(Donzéet al., 1996).

Le potentiel reproducteur d’'une femelle dépendrait du nombre de spermatozoides contenus
dans la spermatheque. Ce nombre augmenterait avec la fréqguence des réaccouplements
(Donzéet al,, 1996).

La vie de la femell&/. destructorest constituée d’'une succession de cycles de reproduction
(1,5 & 3 en moyenne en condition naturelle) (Fries et Rosenkranz, 1996 ; Martin et Kemp,
1997). Un cycle de reproduction comporte 2 phases : une phase de phorésie, de durée variable
et obligatoire pour les jeunes femelles nullipares (5 a 14 jours) (Akenal, 1988), ainsi

gu’'une phase de reproduction de durée imposée par les particularités de la reproduction de
son hoéte. La phase de reproduction débute juste avant I'operculation de la cellule et se
poursuit pendant 270 a 280 heures dans le couvain d’ouvrieres et 330 a 360 heures dans le
couvain de faux-bourdons (Donzé et Guérin, 1994 ; Martin, 1994 ; Martin, 1995b).

La femelle V. destructor qui va initier une phase de reproduction et engendrer une
descendance, appelée femelle fondatrice, a une espérance de vie estimée a 2,5 a 3,5 mois
pendant la belle saison (Calatayud et Verdu, 1994 ; De Ruijter, 1987).

Les ceufs sont pondus uniquement par des fondatrices fécondées dans les alvéoles operculées
de couvain d’ouvrieres (un total de 5 ceufs, rarement 6) et de faux-bourdons (6 ceufs, rarement
7), a un rythme d'un ceuf toutes les 30 heures. Le premier ceuf pondu lors d'un cycle de
reproduction engendre un maéle, les suivants des femelles (Martin 1994 ; Martin 1995b). La
reproduction de l'acarien est qualifiée d’arrhénotoque ou de pseudo-arrhénotoque suivant les
auteurs (Akimowet al, 1986b, 1988 ; Martiet al, 1997). Une fondatrice pourrait pondre une
trentaine d’'ceufs au cours de sa vie (Akimov et Yastrebtsov, 1984 ; Alberti et Hanel, 1986 ;
De Ruijter, 1987).

La durée de I'ontogenése du parasite dans une alvéole operculée est de 144 a 156 heures pour
les males (haploides), et de 116 a 143 heures pour les femelles (diploides) (Donzé et Guérin,
1994 ; Martin, 1994 ; Martin, 1995b). Les femelles n'ayant pas atteint 'dge adulte avant
I'’émergence de la jeune abeille sont vouées a mourir.
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Plusieurs hypotheses ont été proposées pour erpliga cas d’infertiliteé (Akimowet al,
1988 ; Harris et Harbo, 1999): la premiére est éi@me absence ou un épuisement d’'un type
de gamete (spermatozoides ou ovocytes). La sedopighése consiste en une infertilité de
type transitoire (Fries et Rosenkranz, 1996 ; Fudl®94 ; Garrido et Rosenkranz, 2003 ;
Kirraneet al, 2011 ; Rosenkraret al, 2009).

Peu d’informations sont disponibles sur le contenispermatozoides des spermatheques des
femellesV. destructor Les rares études réalisées sur le sujet présemdsnrésultats issus
d’échantillons réduits. La connaissance de la @amgermathécale en spermatozoides est
toutefois fondamentale pour caractériser a la @ipotentiel reproducteur des femels
destructor, pour veérifier que cette charge spermathécalealgithe constitue pas le facteur
limitant la reproduction du parasite et pour comgre les cas d’infertilité.

Le travail de recherche présenté ici, a été réalisd aboratoire de Pathovigilance et de
Développement Apicole de Montpellier. A partir d’'nombre représentatif de dissections de
spermathéques provenant de femelles adultes plpaeétiet de femelles adultes prélevées a
I'intérieur d’alvéoles de couvain de faux-bourdaperculées, nous avons déterminé le stock
initial en spermatozoides contenu dans la sperma#héepuis tenté de comprendre les
modalités de leur utilisation au cours des cyclesreproduction successifs. La charge
spermathécale est-elle dépendante de la saisanstatit physiologique de I'héte, explique-
t-elle les cas d'infertilité observés ? Les pertipes de recherches complémentaires sur la
reproduction de cet acarien dans une optique degehu parasitisme sont présentées.

2.  Matériels et méthodes
2.1. Matériel biologique : Varroa destructor

2.1.1. Source

Cing colonies du rucher d’étude du Laboratoire @d¢hévigilance et de Développement
Apicole de Montpellier, non traitées confve destructordepuis au moins 3 années, vont
servir comme source de parasites.

2.1.2. Collecte desvarroa destructor
2.1.2.1. Femelles adultes phorétiques

Les abeilles adultes sont prélevées directementiesucadres de couvain. Les récipients
fermés de fagon non hermétique contenant les abedbnt placés, en laboratoire, sous
atmosphere chargée en CO2 pendant 2 minutes pRE @ pendant 10 minutes. Ce procede
permet I'anesthésie des abeilles et des éventuelgeas phorétiques présents (femelles
adultes). Les abeilles sont ensuite sacrifiees@oaasement du thorax. Les parasites sont
récupérés en examinant les abeilles une a unerecheerche d’acariens phorétiques. Les
acariens recueillis sont placés en attente danstwwve (température 34°C) avec une source
de nourriture (abeille adulte).
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Les prélévements ont été réalisés a quatre pérideldannée : octobre, décembre, mars et
juillet. Pour chaque période, nous avons récupssézad’abeilles parasitées pour la réussite
d’au moins 30 dissections d’acariens

2.1.2.2. Femelles adultes recueillies a [l'intérieur dahesol
operculées du couvain de faux-bourdons.

Du couvain operculé de faux-bourdons est prélebiatarieur des ruches. Les alvéoles sont
alors ouvertes une a une sous loupe binoculairs. lyenphes ou imagos d’abeilles sont
extraits soigneusement des alvéoles. Le stadedamperculé ne sera pas utilisé. Le stade de
développement du couvain d’abeilles est alors deter d’apres les criteres morphologiques
et colorimétriques présentés par Martin (1995) yFeégb9b). Quand la recherche est positive
(Figure 96), le nombre d'acariens adultes est riteénelles et males), le nombre de
descendants immatures est déterriiné

Une présentation plus précise de la méthodologisj qu'un extrait du tableau de recueil des
résultats est placé en annexe (annexe 3).

Figure 96 : Vue de l'intérieur d’'une alvéole de couvain infestpres le retrait de la nymphe
d’abeille gu’elle contenait (Scott, 2003, image@da).
On distingue les descendants (cuticule claire) aorid de I'alvéole (fleches bleues). On devine une daux

fondatrices sur la paroi droite de I'alvéole (flecle verte). Sur la paroi du haut, d’aspect jaunatrepn
apercoit la zone d’accumulation fécale (fleche orage).

La couleur de la cuticule est relevée pour les flmmeadultes. Elles sont classées en deux
modalités : claires ou foncées (Figure 24). Lesn&w intermédiaires ne seront pas utilisées
dans I'exploitation des résultats utilisant le pag#re colorimétrique.

'En octobre, le prélévement de 1040 abeilles a &éisé, ce qui a permis la découverte de 121 asarie
phorétiques (taux d’infestation de 12,6 %). Cegiana ont servi a la fois & I'apprentissage destéhnique de
dissection, mais également a la réussite de 32dliess.

En décembre, le prélévement de 362 abeilles aéété&sé, ce qui a permis la découverte de 160 amsaftaux
d’infestation de 44,2 %). Parmis ces acariens,r8®t& nécessaires pour la réussite de 30 disssctio

En mars, le prélevement de 258 abeilles a étésééatie qui a permis la découverte de 66 acariens (t
d’infestation de 25,6 %). Ces acariens ont perenrglissite de 30 dissections.

En juillet, le prélevement de 935 abeilles a ét#isé, ce qui a permis la découverte de 56 acalf@ux
d’infestation de 6,0 %). Ces acariens ont permigissite de 30 dissections.

2 Six cents quatre vingt alvéoles de faux-bourdoms éé examinées, ce qui a permis la découverts7de
alvéoles parasitées. Ainsi, le taux d'infestatioyen du couvain de faux-bourdons analysé est d&68,4
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2.2. Protocole de dissection

Les femellesV/. destructoradultes collectées sont anesthésiées par le (i22dC) pendant 5
minutes. Elles sont ensuite fixées sur leur facsale par de la colle (Super glue-3 ND) et
immergées dans une solution tampon de PBS. Unetatttune demi-heure est nécessaire
pour la prise complete de la colle.

La dissection est réalisée sous loupe binoculaine grossissement de x 50.
La dissection débute, par le retrait du scutumtgérentral et se poursuit par le retrait des
deux scuta métapodaux postérieurs et du scutumadizédie d’'une pince fine (Figure 97).

Figure 97 : Principe de dissection des structures externea fisrlelleV. destructor
(marqueur = 0,5 mm) (Pest and Diseases Image libraage adaptée).

La dissection est effectuée par la face ventraléuthe femelle adulteV. destructor. Lors de cette opération,
le retrait des structures délimitées par un trait ouge est réalisé : 1. scutum génito-ventral, 2. geu
métapodaux postérieurs, 3. scutum anal.

La dissection se poursuit par le retrait des lofp@stro-caecaux, du rectum, ainsi que des
tubules de Malpighi (Figure 98).
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Figure 98 : Principe de dissection des structures internea tknhelleV. destructor
(Charriere et Imdorf, 2002, figure adaptée).

Dans un premier temps, les lobes gastro-caecaux (¥oncé), ainsi que les tubules de Malpighi (vertlair)
sont retirés afin de faciliter la visualisation dda spermathéque. Dans un second temps, les organes
reproducteurs (ovaire, spermathéque, organes lyrifones) sont précautionneusement retirés en masse,
puis sont placés dans une goutte d'un mélange deg/gérol et de fuchsine.

(m = muscles, gc = lobes gastro-caecaux, Ig = glanlatérale, b = cerveau, lo =organes lyriformes, nip=
tubules de Malpighi, ov = ovaire, r = ramus, re = ectum, sf = spermatheque, sg = glandes salivairess
ventricule).

A Tlissue de cette opération, la visualisation deganes reproducteurs devient possible. La
spermathéque et les organes lyriformes apparaissemine 3 poches translucides (diamétre
de la spermathéque dans sa plus grande longuel@ puéh (Akimovet al, 1988)). Ces
organes reproducteurs sont alors prélevés a lilidee pince fine et sont placés entre lame et
lamelle dans une solution d’'un mélange 1 : 1 deégiyl et de fuchsine (Guillet, 2008).

La spermatheque est visualisée aux grossissemd®3 &t x400 (Figure 99). Si cette

spermathéque n’est pas ouverte, une |légere rotetola lamelle est réalisée, ce qui suffit
généralement a libérer les spermatozoides et peeniecomptage.
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Figure 99 : Appareils reproducteurs femelle placés entre lashé&mmelles (G. x 400) (Photos
personnelles).

(a = spermathéque, b = organes lyriformes)

A : La spermathéque est remplie de spermatozoidesatures. Elle a été ouverte afin de permettre leur
libération et faciliter le comptage.

B : La spermathéque est vide.

Seules sont conservées pour le comptage les lamesnpant des spermatozoides visibles, en
bon état et non éparpillés. Les cas ou la spermaehapparait vide sont releves.

Lors de chaque dissection, on releve la forme pessatozoides. Soit ils prennent leur forme

immature : ronds, en forme de poire ou de rubanstegpro-spermatozoides) (Figure 100 et
Figure 101), soit ils prennent leur forme maturewdrans longs (Figure 99A et Figure 102).
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Figure 100 :Contenu spermathécal de type immature (G. x 10@t¢ppersonnelle).

Cette spermathéque (diamétre 210 um ) est celle dia jeune femelleV. destructor possédant une cuticule
claire. Cette spermathéque n’a pas été ouverte a stade et contient des spermatozoides immatures
(Figure 101) de 40 um de diameétre.

Figure 101 :Pro-spermatozoides a différents stades de matar@iox 400) (Photos
personnelles).

A : Le pro-spermatozoide (diamétre 40 um) présenten son centre un noyau rond entouré d’'un
cytoplasme plus clair.

B et C: La forme des pro-spermatozoides évoluesol'effet de I'allongement progressif du noyau. B
prennent tout d’abord une forme de poire puis petita petit leur forme définitive de spermatozoides
matures en ruban.
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Figure 102 :Spermatozoides matures (Guillet, communicationgoerslle).

Les spermatozoides prennent une forme en ruban d'enlongueur de 170 a 230 um. Ces spermatozoides
apparaissent immobiles. Ils sont constitués d’'un n@u allongé entouré d’'un fin cytoplasme.

2.3. Analyses statistiques

A partir des résultats de comptages de spermaitezoigsus des différentes catégories
d’acariens, le logiciel ‘SigmaStat for Windows Miers 2.03’ permet I'exploitation statistique
des résultats par I'utilisation du t-test, du #®SIOVA, et du test de Mann-Whitney (Scherrer,
1984).

3. Résultats

3.1. Numération des spermatozoides contenus dans les
spermatheques de femelles phorétigues a quatre péri  odes de
'année

L’analyse des résultats avec le test ANOVA (df =F37= 0,538, P = 0,657) montre qu'il
n'existe pas de différence statistique concernantharge en spermatozoides au cours des
guatre périodes étudiées.

Le contenu spermathécal moyen est de 31,0 speroidész en octobre (n = 32), 31,7
spermatozoides en décembre (n = 30), 35,0 speraidés en mars (n = 30) et 32,3
spermatozoides en juillet (n = 28).
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Figure 103: Contenu spermathécal en spermatozoides de tpdibrétiques a différentes
périodes de I'année.
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3.2. Relation entre phorésie et contenu spermathé  cal

Lors de la dissection de femelles phorétiques 28)dont la spermatheque était remplie de
spermatozoides, 7,2 % présentaient des spermagsziédype immature. Les femelles
restantes possédaient toutes des spermatozoidaesiesiment matures.

3.3. Relation entre couleur cuticulaire et type d e spermatozoides
chez les femelles fondatrices

Les femelles fondatrices sont des femelles initiamgé phase de reproduction et engendrant
une descendance lors de celle-ci. Afin d’étre aed&tudier des fondatrices, nous observons
des femelles adultes présentes dans les alvéolesustain de faux-bourdons durant le stade
nymphal avant I'apparition de nymphes aux yeux pas (Figure 59b). A ce stade, les
descendantes filles n'ont pas encore atteint l&éte.

Ainsi, toutes les femelles étudiées possédent utieute foncée (n = 9). De plus, toutes ces
femelles possedent dans leur spermathéque des apeaitdes exclusivement de type
mature.

3.4. Relation entre couleur cuticulaire et type d e contenu
spermathécal chez des femelles adultes du couvain o perculé

Quatre vingt quinze pour cent des femelles aduétesuticule claire ont un contenu
spermathécal de type immature (rond, en forme de pa en forme de rubans courts (Figure
101)) (n = 20).

Vingt neuf pour cent des femelles a cuticule fonpéglevées dans le couvain operculé de
faux-bourdons possedent des spermatozoides damypeture (n = 42).
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3.5. Numération globale des spermatozoides matures et
immatures chez des femelles a cuticule foncée ou claire.

L’analyse des résultats avec le t-test (t = 0,233 ; P = 0,817) montre qu’il n'existe pas de
différence statistique concernant la charge spermathécale en spermatozoides pour les deux
populations étudiées.

Le contenu spermathécal moyen est de 40,4 pour les femelles adultes possédant un contenu
spermathécal immature et une cuticule claire (n = 18), elle est de 38,7 pour les femelles
adultes possédant un contenu spermatécal immature et une cuticule foncée (n = 13).

Figure 104: Comparaison du contenu spermathécal de femelles adultes possédant des

spermatozoides immatures suivant que leur couleur cuticulaire est foncée ou claire.
100

E | ]
[ ]
[
5.7 804
£ . .
m
mE_ -
a &) 4 T
= q
-
g5
H B 40
Em
3 5
- -
= f 1
v B
3 3 . -
a
-
T T

Cuticule foncée Cuticule claire

3.6. Numération des spermatozoides chez les femelles
phorétiques et fondatrices en phase de reproduction

Est considérée comme <<fondatrice>> dans la suite de ce travail toutes les femelles possédant
les caractéristiques présentées en partie 4.3. de la discussion.

L’analyse des résultats avec le test de Mann-Whitney (U = 3875 ; P = 0,364) montre qu’il
n'existe pas de différence statistique concernant la charge en spermatozoides pour les deux
populations étudiées.

Le contenu spermathécal moyen est de 32,3 spermatozoides pour 'ensemble des femelles
phorétiques disséquées (n = 120) ; il est de 36,9 spermatozoides pour les fondatrices (n = 44).

MCours.com
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Figure 105: Comparaison du contenu spermathécal en speroidészde femelles
phorétiques et de femelles fondatrices en phasepteduction.
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3.7. Comparaison du nombre de spermatozoides chez les
femelles fondatrices ayant effectué leur ponte et |  es femelles-filles
adultes.

Les fondatrices étudiées sont les fondatrices a@mve leur ponte du cycle de reproduction
en cours. Pour cela, les fondatrices sont préleaéestir du stade nymphal au thorax jaune
(Figure 59b).

L’analyse des résultats avec le t-test (t = 2,2R9;0,029) montre qu’il existe une différence
statistique concernant la charge en spermatozpmledes deux populations étudiées.

Le contenu spermathécal moyen est de 44,3 podeneslles adultes filles (n = 42), il est de
34,4 pour les femelles fondatrices (n = 30).

Figure 106: Comparaison du contenu spermathécal de fenfelhekatrices ayant effectué au
moins un cycle de ponte et de femelles-filles ault
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3.8. Proportion de spermathéques vides

On observe que 14 des 64 femelles-filles étudied, 21,9 %, ne possedent pas de
spermatozoides dans leur spermathéque. L’'absenspatenatozoides est associée a une
absence de male dans l'alvéole pour 11 de ces lies¥fdles, 2 des 3 femelles-filles restantes
proviennent de cellules multi-infestées. On coestabsence de descendant male vivant dans
17,6 % des alvéoles parasitées contenant une adiswanfemelle adulte (n = 34).

On observe que 7 des 49 femelles (14,3 %) entrées whe alvéole et recueillies a un stade
du couvain d'abeilles postérieur a ‘nymphe aux yélancs’ (Figure 59b) n'ont pas de
descendance. Parmi elles, 2 n’ont pas de spernmidészdans leur spermatheque.

Deux femelles phorétiques sur les 30 disséquéesoaide juillet avaient une spermatheque
vide, soit 6,7 % des femelles phorétiques.

4. Discussion

4.1. Contenu spermathécal moyen et maximum

Le contenu spermathécal moyen des femellesdestructorest compris entre 31 et 45
spermatozoides pour les différentes populationsadiens étudiées dans notre étude. Il est
difficile d’établir une comparaison avec les étudealisées précédemment sur le sujet, faute
de représentativité suffisante de ces études. fasitélarris et Harbo (1999), en utilisant une
technique de dissection similaire a la nbtre, oot des moyennes de 22 (n = 27) et 35 (n =
18) pour des fondatrices engendrant une descendance

Le contenu spermathécal maximal observé dans gaide est de 115 spermatozoides. Les
études précédentes rapportent un maximum de 7Bapmroides pour Donzd al (1996),

de 90 pour Guillet (2008).

Comme cela est observé chez d’autres especesrdjaottes, la charge spermathécale est
réduite che2/. destructor Par exemple, la charge spermathécale est de HE28Eapelmus
orientalis (Hymenoptera : Eupelmidae) et 79 ch&inarmus basalis (Hymenoptera :
Pteromalidae) (Damieret al, 2002). D’'autres espéeces, qui comvhedestructoy lors d’'une
période de fécondation unique stockent les spemuétes dans une spermatheque,
conservent en revanche un nombre important de speroides. Ainsi, la charge moyenne
est de 59020 che&2lagiolepis pygmaeéHymenoptera : Formicidae), 106900 cliepinoma
erraticum (Hymenoptera : Dolichoderinae), 309700 cherpithema humiléHymenoptera :
Dolichoderinae), 2621680 chdzasius niger (Hymenoptera : Formicidae), 2733520 chez
Crematogaster scutellarifHymenoptera : Myrmicinae) (Cournault et Aron, 8Q0plus de
4,7 millions chez la reine A. mellifera(Koeniger et Koeniger, 2000).

Cournault et Aron (2008) observent, lors de I'étudedifférentes especes de fourmis, une
corrélation positive entre la charge spermathécate spermatozoides des femelles
reproductrices et la taille de la descendance atrgerpar ces femelles. Au vu des résultats
établis chez les Hyménoptéres et chealestructor on peut supposer qu’il s’agit d’'une loi
plus générale.
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4.2. Influence de la phénologie de la colonie sur le contenu
spermathécal

Pour avoir des lots les plus homogenes possildssdissections ont été réalisées sur des
femelles phorétiques. L'étude de cette catégoriesn@ermet d’avoir un bon reflet de la
diversité des femelles concernant le nombre deesyce reproduction réalisés. Nous
emettons I'hypothese que la proportion de nullipae primipares et de multipares reste
constante au sein de la cohorte de phorétiguesoars de I'année. Cette hypothése nous
parait raisonnable d’une part du fait que le nont&eycles de reproduction moyen réalisé au
cours de la vie d’'une fondatrice est faible et pauable: ce nombre est estimé entre 1,5 et 3
(Fries et Rosenkranz, 1996 ; Martin et Kemp, 19%rautre part, méme si en hiver, la
fécondité est plus faible que pendant la belleosaite déficit en femelle nullipare est réduit
du fait de la faible proportion de femelles engandiun cycle de reproduction pendant cette
période.

Nous avons choisi de réaliser les dissections &epariodes de I'année correspondant a des
stades phénologiques particuliers de la colonéeditférents états physiologiques de I'abeille:
en octobre (période de préparation d’hivernage)dé&rembre (hivernage), en mars (sortie
d’hivernage), en juillet (période de pleine ac#yitFigure 16).

Nous avons ainsi observé que le stock moyen emspezoides ne montrait pas de différence
statistique au cours des quatre périodes étudiéssmble que l'efficacité du transfert des
spermatozoides dans la spermatheque au cours cagbanents soit similaire au cours de
'année. CheZ. melliferg il a été montré que le contenu spermathécahblrétait plus faible
lorsque la température au sein de la grappe dlabailiminuait (Woyke et Jasinski, 1980).
PourV. destructoy la température au lieu de reproduction semblar pau d’effets sur le
remplissage de la spermatheque, malgré le faitnghieer, la température du couvain au
centre de la grappe, varie entre 27°C et 35°C (Gwd®71), alors qu’en été, cette
température est maintenue a 34-35°C (Krausl, 1998). Rappelons qu’en hiver et sous
notre climat, on observe des périodes sans co@kimérieur des ruches, ce qui empéche de
fait la reproduction du parasite.

En outre, la conservation des spermatozoides t&ri@ur de la spermathéque au cours du
temps semble bonne, particulierement en hiver. e, @endant la belle saison, I'espérance
de vie d’'une femelle est estimée entre 2,5 et J)5 @n été (Calatayud et Verdu, 1994 ; De
Ruijter, 1987) alors gu’elle est certainement glusgue en hiver, sans toutefois avoir été
précisément caractérisée. Chez certaines espesespérmatozoides peuvent étre conserves
durant plusieurs années tout en conservant ledilitéer Ainsi, chez A. melliferg les
spermatozoides sont conservés plus de 8 annéefadgpermatheque de la reine malgré une
évolution de I'environnement spermathécal au calustemps (Al-Lawatiet al, 2009 ;
Winston, 1993); chez une espéce de fourRtrmica exsectacette conservation peut
atteindre pres de 3 décennies (Pamilo, 1991).

4.3. Distinction femelles fondatrices / femelles- filles adultes au
sein d'une population de V. destructor adultes recueillie a
l'intérieur d’alvéoles de couvain

La femelle fondatrice est une femelle initiant ytese de reproduction et engendrant une
descendance, reconnaissable par sa cuticule foeicdmr I'absence de spermatozoides
immatures dans sa spermatheque.
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Une femelle-fille adulte est une femelle n’ayanhgas initi€ de phase de reproduction. Nos
observations confirment les résultats de DonzéX)L808Lobb et Martin (1997) qui indiquent
que la femelle adult¥. destructorest de couleur brun clair apres la derniere mugvelue
peu a peu vers la couleur définitive brun foncd'espace de 24 a 72 heures (Donzé, 1995 ;
Lobb et Martin, 1997). En effet, nous observons pesmiéres femelles-filles a cuticule
foncée des que l'abeille atteint le stade nymph#icaax jaune, ce qui correspond a des
femelles-filles adultes agées d’au maximum 3 j¢hftartin, 1995b).

Ainsi, la couleur cuticulaire des femelles-filledudtes peut étre claire ou foncée et le contenu
spermathécal de type immature ou mature. Toutefemeslles adultes possédant une cuticule

claire et/ou des spermatozoides immatures sontekaiasivement des femelles-filles.

Pratiquement, pour étre sOr d’avoir affaire a dawdiles fondatrices, les prélevements de
femelles adultes a cuticule foncée doivent étréisesa dans le couvain operculé de faux-
bourdons avant que la nymphe d’abeille n’atteignstdde a thorax jaune. Si les prélevements
sont réalisés pendant ou au-dela du stade nymptiadrax jaune, seule la femelle adulte a
cuticule foncée présentant des spermatozoides @sadgt considérée comme fondatrice. Si a
ce stade, on observe plusieurs femelles adultegicule foncée et avec des spermatozoides
de type mature dans la spermatheque, on pourrgildifient savoir si on est dans le cas
fille/fondatrice, ou fondatrice/fondatrice dansdas d’'une multi-infestation. Le nombre de
males présents peut servir d’'indice: I'observatier2 males impliquerait 2 fondatrices.

La possibilité offerte par les dissections de pdauwdistinguer, par observation des
spermatozoides, des femelles-filles ou des forodsripossédant des caractéristiques de
couleur cuticulaire semblable, pourrait aboutia@é&couverte de parametres morphologiques
externes facilitant I'évaluation de l'dge des fele®ladultes (mensuration des membres,
longueur des setae,... ).

4.4. Influence de la phorésie sur le contenu sper  mathécal

Nous n’'observons pas de différence statistiqueedatcontenu spermathécal de femelles en
phase de phorésie et le contenu spermathécal dellédsmfondatrices en phase de
reproduction. Ce résultat indiquerait que I'enseambliés femelles participe a la phase de
reproduction. Il ne semble pas exister de sousdptipn possédant une charge spermathécale
faible se maintenant en phase de phorésie. Dates logbothése, on pouvait penser a des
femelles ayant consommé une grande partie ou lalitéotde leur stock initial en
spermatozoides, ou encore a des femelles jeundéqmndées.

En outre, on observe que 7,2 % des femelles phoedi présentent des spermatozoides
immatures dans leur spermathéque. Comme une paditemelles-filles en phase phorétique
ont déja acquis des spermatozoides présentant arghafogie de type mature, ce chiffre
minore le nombre de femelles-filles dans la popotatie phorétiques. Ainsi, la population
des phorétiques est constituée d’au moins 7,2 #érdelles-filles dans notre étude.

4.5. Transfert et maturation des spermatozoides

Nous n'observons pas de différence statistique exmant le contenu spermathécal de
femelles possédant des spermatozoides immatureasnswjue leur couleur cuticulaire soit
claire ou foncée. Ce résultat nous indique quealestert des pro-spermatozoides a travers les
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voies génitales (solénostome, tubulus, ramus) eleslfes-filles est rapide et que le contenu
en pro-spermatozoides a l'issu du transfert cooms$@u contenu définitif en spermatozoides
matures. La durée de transfert des pro-spermatezdidiquée par Donzt al. (1996) serait
d’environ 2 jours. Selon nos observations, cett@elae transfert nous apparait plus rapide,
de quelques heures au maximum. On ne sait toutqdas s'il y a des pertes de
spermatozoides au cours de ce transfert. Cette jpstt constatée chez d’autres especes
commeA. melliferaou seuls 3 a 5 % des spermatozoides sont effewiveretenus dans la
spermathéque par la reine suite aux accoupleméntegste est perdu lors du transfert
(Koeniger et Koeniger, 2000).

L’acquisition d’'une morphologie de type mature pdes spermatozoides semble rapide ;
certainement plus rapide que la période de 5 aoldsjde phorésie, obligatoire aprés
I’émergence pour permettre la maturation de I'apipaeproducteur (Akimowet al, 1988).

En effet, nous avons vu précédemment que les presiidles possédant des spermatozoides
de type mature apparaissaient au stade nymphdidoaaxt gris du couvain d’abeilles. Ainsi,
on peut penser que la maturation compléete des speznides dure moins de 5 jours, puisque
les filles adultes présentes a l'intérieur des @k® ne peuvent étre plus agées (Martin,
1995b). Il est des lors peu probable que le temgsessaire a la maturation des
spermatozoides soit le facteur retardant I'entnéereproduction des jeunes femellgs
destructor

En outre, comme on observe des spermatozoides uresathez des femelles a cuticule
foncée, I'acquisition de la couleur cuticulaire idéive (1 a 3 jours d'aprés Donzé, 1995 ;
Lobb et Martin, 1997 ; et la présente étude) senuhls rapide que l'acquisition de la
maturité des spermatozoides.

Ainsi, la cuticulisation complete s’acquerrait enfr et 5 jours apres la mue imaginale. Un
intervalle compris entre 3 et 5 jours nous sembleefois plus probable car une partie des
femelles-filles adultes en phase de phorésie pesses spermatozoides immatures.

Nous ne pouvons cependant pas déterminer si leagasies spermatozoides a la forme
mature est concomitant de I'acquisition de leunaufécondant.

Comme le transfert des spermatozoides a I'intédeua spermathéque semble rapide et que
I'on n'observe pas de différence en terme de nonderspermatozoides contenus dans des
spermathéques de filles immatures a cuticule ctaironcée, on peut penser, contrairement a
ce qu'affirment Donzeét al (1996), que le remplissage de la spermatheqa# s#icace des

les premiers accouplements et que peu d’accouplsnsemaient au final nécessaires pour

aboutir a un remplissage optimal de la spermathéque

4.6. Infertilité des femelles V. destructor

Une femelle infertile est une femelle n’engendnaaxt de descendance (viable ou non viable)
lors d’'un cycle de reproduction. Cette infertiliéut étre transitoire ; cette femelle sera alors
capable d’engendrer une descendance lors de ayelesproduction ultérieurs. L'infertilité
peut également étre définitive et correspondresalarmne stérilité.

Dans notre étude, une partie des spermathequesgggeat vides. On ne peut exclure que la
technique de dissection, bien gu’elle soit précawieuse, aboutisse a des observations
faussement négatives. En effet, la spermathequeuestorgane trés fragile et les

spermatozoides peuvent se perdre lors d’un probtenpeélevement ou lors du transfert de la

143



spermathéque sur la lame d’observation. Cependang pensons avoir limité ce phénomeéne
en conservant uniguement les résultats issus dertaére période d’étude (juillet), alors que
la technique de dissection était parfaitement isaitret éprouvée.

On observe que prés d’'un cinquiéme des femelllesfile contient pas de spermatozoides
dans la spermathéque. Ceci est lié en grande parige non fécondation des filles due a
'absence de méle au moment de réceptivité desliiesne€ette stérilité est définitive car,
pour étre fécondée, cette femelle devrait restaptive pour un accouplement, ce qui semble
peu probable (la durée de réceptivité des fem#lledestructom’a toutefois pas été définie
précisément a ce jour).

On observe dans notre étude que les males sonitaltlns 17,6 % des alvéoles contenant
une descendance femelle. Cette observation est@rdaavec les résultats de I'étude de
Donzéet al (1996). Ces auteurs notent cette absence dah®@8es cas dans le couvain de
faux-bourdons mono-infeste.

Dans le cas d'alvéoles multi-infestées ou au mainsmale était présent, I'absence de
fécondation s’expliquerait par une compétition efpgunes femelles au lieu d’accouplements,
plusieurs jeunes femelles étant réceptive au méommaent pour un accouplement. On peut
eégalement penser que ce phénomeéne est lié a uiceenéd du ou des males, ces derniers
étant tres sollicités et/ou mal nourris a causeladeompétition alimentaire au site de
nourrissement.

On observe que 14,3 % des femelles enfermées dasmilain operculé ne se reproduisent
pas. Ce résultat est en accord avec les donnékartitde de synthése de Rosenkragtzal
(2010) indiquant que 5 a 20 % des femelleslestructorestaient infertiles dans ce cas la.

On peut s’interroger sur le devenir des 21,9 % deelles-filles adultes stériles:
correspondent-elles aux 14,3 % de femelles entefesphase de reproduction restant
infertiles? Cette hypothese est peu probable. t&h, @fhoins de 5 % de ces femelles infertiles
ont une spermathéque vide. On peut penser queredlés non fécondées ont une espérance
de vie plus courte que les femelles fécondéesnst disparaissent petit a petit de la cohorte
des femelles adultes. Cette hypothese est confpaéte fait que seule 7 % des femelles en
phase de phorésie ont une spermatheque vide daesétade. Garrido et Rosenkranz (2003)
ne trouvent dans leur étude aucune spermathégeehik les femelles phorétiques étudiées
(n = 59). Le fait que des femelles non fécondéestaine espérance de vie plus courte que
des femelles qui I'ont été, est un phénoméne débez d’autres espéces d’acariens, par
exemple cheHistiostoma feroniarungAcari : Astigmata : Acaridida) (Liana, 2005).

Nous expliquons un tiers des cas d'infertilité pabsence de spermatozoides dans la
spermathéque. Harris et Harbo (1999) observent aatsence chez 55 % des femelles
infertiles issues de colonies d’abeilles résistaaté. destructor Nos résultats sont toutefois a
interpréter avec grande précaution vu la tailleii@dde notre échantillon (n = 7).
La moyenne du contenu spermathécal des femellestiieé non vide (n = 5) est de 21
spermatozoides en moyenne, ce qui est plus faidejcontenu moyen de I'ensemble des
fondatrices (34,4). Cette méme tendance est obsgrag Harris et Harbo (1999). Ainsi les
auteurs suggerent qu’'une partie des cas d’intértdst liée soit a un probleme lors de la
fécondation, soit a un probléme lors de la matonaties pro-spermatozoides ou enfin un
épuisement des réserves en spermatozoides.
D’autres hypothéses ont été proposées pour expligsieas d’infertilité :

- une stérilité par épuisement du stock d’ovocytdsr(®v et al, 1988 ) ;

- une infertilité transitoire liée soit a un défatadativation de I'ovogenese (Garrido et

Rosenkranz, 2003 ; Rosenkraat al, 2009), soit a I'entrée dans les alvéoles de
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jeunes femelles dont I'appareil reproducteur npest encore tout a fait mature (Fries
et Rosenkranz, 1996) ;

- une désynchronisation du cycle de I'héte et du gmrasuite au comportement
‘hygiénique’ de I'h6te, ce qui diminue le succeproelucteur du parasite (Kirrams
al., 2011).

4.7. Fécondation des ovocytes

Connaissant le faible nombre de spermatozoidekédpda question de savoir s’ils sont
suffisamment nombreux pour féconder tous les owscye pose.

Afin d’estimer le potentiel reproducteur des feraelV. destructoy il est nécessaire de
connaitre le nombre moyen de spermatozoides canieitialement dans la spermathéeque,
ainsi que le nombre de spermatozoides recrutéslpdécondation d’un ovocyte. Ce nombre
détermine le nombre maximum d’ceufs fécondés pougtmst produit, et donc le nombre
maximum de descendants issus de ces oeufs qu’omeléepourra engendrer au cours de sa
vie. Ainsi, les fillesV. destructoront en moyenne 44,3 spermatozoides disponiblés dua
fécondation.

Comment est utilisé le stock initial de 44,3 spdomaides en moyenne suite a la
fécondation ?

On constate une différence statistique entre léetanspermathécal de femelMsdestructor
fondatrices aprés I'oviposition compléte et celai féamelles-fillesV. destructor Ainsi, les
fondatrices en question ont effectué 1 ou plusieycdes de reproduction de plus que leurs
filles. Nous trouvons une différence en terme de&au moyen en spermatozoides chez ces 2
catégories de femelles de prés de 10 spermatoz@@eexactement). On sait également que
dans le couvain de faux-bourdons, 6 ceufs, tresnemre7 ceufs sont pondus par la fondatrice
lors de chaque cycle de reproduction (Martin, 193fint I'un est méle, donc non fécondé
s'il s’agit d’'une reproduction arrhénotoque (Akimet al, 1986b) ou fécondé si elle est
pseudo-arrhénotoque (Akimet al, 1988 ; Martinet al, 1997). Ainsi, un minimum de 5a 7
spermatozoides seraient utilisés lors de chaquke dg reproduction dans du couvain de
faux-bourdons. En émettant I'hypothese que pouceuri fécondé, un seul spermatozoide est
nécessaire, on tombe en accord avec le résultéittdede de Fries et Rosenkranz (1996)
concernant le nombre moyen de cycles réalisésre énb (équivaut a un minimum de 7
spermatozoides utilisés) et 2 (correspond a unnmoim de 10 spermatozoides utilisés) pour
une femelleV. destuctorUne moyenne de 3 cycles de reproduction est pehaple dans le
cas de notre étude car elle impliquerait au mininl@monsommation de 15 spermatozoides,
ce qui est supérieur a la différence entre le caniaitial moyen en spermatozoides et le
contenu moyen en spermatozoides des femelles fazetaayant effectuée au moins un cycle.
L’hypothése que 2 ou plus de 2 spermatozoides tsp@essaire par ceuf produit n'est tout
simplement pas possible vu la réalité biologiqueritk Ainsi chezV. destructoy le nombre

de spermatozoides nécessaire pour féconder unsteuioehe du minimum nécessaire, c’est-
a-dire de 1 spermatozoide.

Le nombre de spermatozoides utilisés est égalederit par ceuf cheRinarmus basalis
(Hymenoptera : Pteromalidae) (Damiegtsal, 2002). Chez d’autres espéces, le nombre de
spermatozoides nécessaire est plus élevé : 1,40sbemphila bifurcata(Joly et al., 2008), 3

a 100 par ceuf suivant les études chemellifera(Baer, 2005 ; Rubinsky, 2010).
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4.8. Potentiel reproducteur des femelles V. destructor

Ainsi le potentiel reproducteur d’'une femell. destructor déterminé par le contenu
spermathécal est estimé en moyenne a 44 descendants

Toutefois, en condition naturelle, ce nombre dedéd4cendants par femelle n'est jamais
observé. Cela nécessiterait au minimum 7 cyclesegeoduction (avec I'utilisation de 7
spermatozoides par cycle de reproduction) dansodwain de faux-bourdons. De Ruijter
(1987) avait cependant déterminé, toujours en ¢iomdexpérimentale, que les fondatrices
étaient capables de se reproduire plus de 7 faiss préciser toutefois le nombre d’ceufs
pondus.

Contrairement a d’autres especeshilarmus basaligDamienset al, 2002), le nombre de
spermatozoides présent dans la spermathéque @oredléV. destructome semble pas étre
le facteur limitant pour sa reproduction. Peut-&sece le nombre de gametes femelles selon
I'hnypothése d’Akimovet al (1988). Il est sans doute vrai que qu’en conditi@aturelle,
'espérance de vie du parasite est tout simplenr@pt courte pour pouvoir épuiser son
potentiel reproducteur.

Il parait important de déterminer le ou les factdimitant la reproduction de ce parasite. En
effet, la phase de reproduction est une étapeetlélp dynamique de population.

4.9. Compétition spermatique

ChezV. destructor une compétition spermatique dans les voies génifamelles ne semble
pas exister. On peut y voir plusieurs raisons. Rrement, chez cet acarien, la viabilité des
spermatozoides contenus dans la spermathéque ms¢ 16090 % de viabilité) (Guillet,
2008). De plus, les spermatozoides contenus darspdematheque proviennent le plus
souvent d’'un male haploide unique (cas d'une mafestation ou d’'une pluri-infestation
avec un unique descendant male viable a I'age gdulfensemble des spermatozoides
posséde donc des caractéristiqgues génétiques sseshlee qui rend inutile une compétition
entre ces derniers. En cas de pluri-infestationc gvesieurs descendants males adultes
viables, une compétition spermatique pourrait p#éement se produire a I'intérieur des
voies génitales femelles puisque les femelles gtikbes d’étre fécondées acceptent plusieurs
accouplements. Toutefois, comMedestructorest une espece quasi clonale (Soligeiaal.,
2005), on peut s’interroger sur la réalité de cettmpétition spermatique chez le parasite lors
d’accouplements avec plusieurs males, alors qu'el¢ pourtant observée chez de
nombreuses especes d’acariens (Witalinsky, 1998jinEcontrairement a des especes
utilisant plusieurs spermatozoides pour la fécaadad’'un ovocyte, une compétition
spermatique au lieu de fécondation ne pourra stumeche?/. destructor(Baer, 2005).

4.10. Perspectives

Il nous parait ainsi intéressant de poursuivre resherches sur les particularités de la
reproduction de cet acarien, afin de découvrir,ttne a terme un nouveau moyen de
contrdle du parasite. Certaines voies de rechesghke sujet nous paraissent intéressantes.

Il a été montré que les cellules de certains gottules pouvaient contenir des micro-
organismes parasites ou symbiotiques. Par exemypsleacarien,Pergamasus barbarus
(Gamasida : Pergamasidae) contient des particuigles de type parvovirus ou picornavirus
dans le cytoplasme de ses spermatozoides (Afzadlals 1989)
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Quelques études relevent la présence d’endosynelsiaiitez des acariens. Par exemple, on
trouve des bactéries du ger@ardiniumchezBrevipalpus phoenicigAcari : Tenuipalpidae)
(Novelli et al, 2008), desWolbachia chez Tetranychus urticagAcari : Tetranychidae)
(Tsagkarakowet al., 1996).

L’élimination ou l'introduction d’endosymbiontes pawait modifier la reproduction de ces
especes. Par exemple, la proportion de males, riadeéd’oviposition, le nombre d’ceufs
pondus sont modifiés cheBrevipalpus phoenicigAcari: Tenuipalpidae) (Novellet al,
2008). Plus généralement, les endosymbiontes pewdten a I'origine d’incompatibilités
cellulaires, d’induction de la parthénogenese oudadmodification du ratio de descendants
males/femelles (Harris et Braig, 2003 ; Zindehl, 2011).

ChezV. destructorla présence d’endosymbiontes, dont la naturpasété déterminée, a été
décrite a ce jour uniguement dans les glandesasads/(Cicero et Sammataro, 2010). Il serait
intéressant d’élargir les recherches a I'appaepkaducteur afin de vérifier la présence de
micro-organismes endosymbiotiques et le cas écHéantaractériser. Cela peut avoir un
grand intérét chez cette espece qui se reprodng dae alvéole fermée. En effet, rien que le
fait de modifier le ratio males/femelles peut awdes conséquences considérables : sans male,
pas de fécondation des filles ; avoir plus d’'un endlminue le nombre de descendants
femelles produit et ralentit considérablement laétigue de croissance de la population de
parasites. Modifier la période de ponte du pargstigt aboutir également a une baisse de la
fécondité des femelles fondatrices.

Une autre voie de recherche potentielle s’appuidasconnaissance des genes impliqués dans
la reproduction. Guo et Reuben Kaufman (2008) éussi a identifier des genes participant a
la maturation des gonades et a la spermatogenégzdecmaleAmblyomma hebraeu(dcari:
Ixodidae). L’atténuation de I'expression de 2 de genes a entrainé des malformations des
gonades, ainsi qu'une spermatogenése anormalefelreslles élevées avec ces males ont
produit significativement moins d’ceufs et certainestaient infertiles.

Enfin, certaines molécules ont la propriété d'&ltda reproduction de certains parasites. Par
exemple, des molécules de la famille des formaraglia laquelle appartient I'amitraze
(Iborahim etKnowles, 1986), ainsi que I'azadirachtin, du growes limonoides (Martinez-
Villar et al, 2005), ont la propriété d'altérer la fécondl& potentiel reproducteur, la ponte
d’ceufs chezTetranychus urticae(Acari: Tetranychidae) ; des mono-terpénes (ameth
carvacrol, 1,8-cineole, p-cymene, mentheterpinen-4-ol, thymol) altérent la fécondité de
Tetranychus cinnabarinu@\cari: Tetranychidae) (Erler et Tung, 2004).
Ainsi chezV. destructor il serait intéressant de tester I'effet de molésisur la fonction de
reproduction. Au préalable, il faudrait mettre elacp des protocoles standardisés en
laboratoire afin de caractériser objectivementeffdt. Ces tests permettraient de prendre en
compte plusieurs paramétres tels la fertilité, daohdité des fondatrices, mais il serait
également intéressant d’'y inclure l'observation chntenu spermathécal des filles, un
marqueur indirect de la fonction de reproductions dméales. Les comptages de
spermatozoides, ainsi que des tests de viabilittedespermatozoides en serait la base. Une
difficulté a relever che¥. destructorest que sa reproduction se déroule dans un enslotit
de I'environnement externe : l'alvéole de couvaper@ulé. Ainsi, les molécules utilisées
devraient avoir une action en phase de phorésialas la propriété de pouvoir pénétrer a
I'intérieur des alvéoles de couvain.
Cette démarche présenterait plusieurs intéréts :

- connaitre d’éventuels effets sublétaux d’acaricitiga utilisés,

- développer de nouvelles molécules ciblées spéeifigant sur la reproduction du

parasite,
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- évaluer la résistance des colonies d’abeilles contre le parasite sur des critéres précis
de sa reproduction.
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