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RESUME

Les abeilles melliferes sont cruciales pour I'agriculture et la préservation de la

biodiversité, et leurs males sont indispensables a leur reproduction.

Cette étude porte sur l'analyse des pratiques liées a la gestion des faux
bourdons (FB) de I'abeille Apis mellifera intermissa et leur fertilité, combinant une
enquéte réalisée auprés de 52 apiculteurs et des analyses histologiques en

laboratoire.

Les apiculteurs interrogés sont majoritairement ages de 21 a 49 ans, avec une
expérience de 3 a 10 ans pour la plupart. L'apparition des Faux Bourdons est
principalement observée entre février et avril, leur pic d’activité culmine en mois de
mai, tandis que leur disparition s’étend de juin a aodt, bien que certains apiculteurs
signalent des présences jusqu’au mois de novembre. Selon I'enquéte, seulement
14,29% des apiculteurs recourent a I'insémination artificielle, tout en privilégiant des
méthodes d’observation traditionnelles pour évaluer la maturité des FB, comme leur
regroupement au niveau des zones de congrégation des faux bourdons (DCA)
(42,86%) ou les vibrations abdominales (28,57 %).

Les analyses de fertilité, basées sur des échantillons collectés principalement
en avril (36,05 %) et mars (29,07 %), révélent que 62,78 % des faux Bourdons
présentent des spermatozoides dans les vésicules séminales, avec des variations

saisonnieres marquées : 100 % en juin contre 7,14 % en octobre.

L’état des ruches joue un réle clé : les colonies fortes présentent 89,29 % de
FB fertiles, contre 41,46 % pour les colonies moyennes. La maturité des FB est
déterminante, avec 76 % des individus matures porteurs de spermatozoides, contre
24 % pour les immatures. Les sécrétions des glandes a mucus, quant a elles, sont
quasi systématiques (91,67 % a 100 %), indépendamment de I'age des FB ou de la

densité des colonies.

Ces résultats soulignent I'importance de la saisonnalité, du peuplement des
ruches et de la maturité sexuelle des faux bourdons. lls mettent en lumiére des
pratiques apicoles encore peu axées sur des méthodes scientifiques comme
I'insémination artificielle (IA), tout en gagnant de la conscience quant a I'élevage des

faux bourdons et leur réle principal dans la reproduction des abeilles.

Mots clés : Colonie d’abeilles, faux bourdons, Apis mellifera intermissa, coupes

histologiques, spermatozoides, glande a mucus, fertilité.



ABSTRACT

Honey bees are vital for agriculture and biodiversity conservation, and their males

are essential for their reproduction.

This study focuses on the analysis of practices related to the management of
drones (FB) of the honey bee Apis mellifera intermissa, and their fertility, combining a
survey conducted among 52 beekeepers, with histological analyses performed in the

laboratory.

The surveyed beekeepers are mostly between 21 and 49 years old, with 3 to 10
years of experience for the majority. The appearance of drones is mainly observed
between February and April, with peak activity in May, while their disappearance occurs
between June and August, although some beekeepers report their presence until
November. According to the survey, only 14.29% of beekeepers use artificial insemination,
while most rely on traditional observation methods to assess drone maturity, such as

aggregation at drone congregation areas (42.86%) or abdominal vibrations (28.57%).

Fertility analyses, based on samples collected mainly in April (36.05%) and March
(29.07%), reveal that 62.78% of drones have spermatozoa in their seminal vesicles, with
marked seasonal variations: 100% in June compared to 7.14% in October.
Colony strength plays a key role: strong colonies present 89.29% fertile drones, compared
to 41.46% in medium-strength colonies. Drone maturity is crucial, with 76% of mature
individuals  carrying spermatozoa, compared to 24% of immature ones.
Secretions from the mucus glands are nearly systematic (91.67% to 100%), regardless of

drone age or colony strength.

These results highlight the importance of seasonality, colony population, and sexual
maturity of drones. They also underscore beekeeping practices that remain minimally
oriented toward scientific methods, such as artificial insemination, while demonstrating an

increasing awareness of drone rearing and its key role in bee reproduction.

Keywords: Bee colony, drones, Apis mellifera intermissa, histological sections,
spermatozoa, mucus gland, fertility.



uaidlal)

Al Glee (dagie e Y )5S0 o slsull g il e Blaall g ded )3l (g 55 puin dunll Jas

52 g s i (o el UDA (e Al g cagi gead s Jaill 5S35 1l Adlaiall il jlaall Jidad Gl jall o34 J s
SRl 8 dpas s g Yias

Dseb a5 1005 3 Om s B 0n agal s i 49 5 21 (o Il 8 aa sleel gl 5 () s saianal) () il
) O e (e pd 5EA) iy Lt cle gl DA aekali 5,3 &g il 5 5y (g el Om ey S, 5SA
g el Sia Yy s ga s O Goads Calladl) Gan Of e e

L) Una Sl 5k agalins oy (an (b oo liba) milill () sario Cllaill (g Jai 714,29 (b (laiiud i
Loy dphad) <l ) 3aY) 5l 742 86 dawsy S Al Ghiie L cJaiall 7 A agaand Jie ¢ 5SA) i ol
1.28.57

e £62.78 & ¢(729.07) e (436.05) Judl el cuaed e e Al e seadl) Jallad CalSs
T4 Qlas gl 47100 il s (oamse il s ae Ay sie Gl s o (5 giall aglilus (5 5iay ¢ 5SA)

& 741,46 Jlie IS Al el S (g 789,29 il ) jpaniosal) el Cum (L ) 1 50 LOIAL) A8 Canls g
Qi ey gia Ul gon (O slany Cpaaalill ol 8Y) e 776 ) 3 clanla 1 amie 5 oSO prmi aady Ao gial) i janiosall
Gass (71005 791,67 Op 75 o Aniy) daliiia 4nd b dplalaall aaadl <l )8 Ll cpancalill ye (40 Laid 724

G yarinad) LS 51 &N e e il

Gl e O e o guall Bl LS oSO iall il 5 (LA A8US 5 dpans sl Jal gall Lpanl i) o3a 5

DS Ay Apaaly 1) e e 5 il L€)oo lilaal) = @lilS dpaladl ) e sadies ye JI 3 e Jailldy 58

o) IS b ol a2 550

4.1}\455\ cl}kw\ paaldl c':A.a.J.'\.Aj\ QU\):\AJ\ (Ao tb\s.« cJJS.J“ (Jad 3.\3; 3.91.’&.«1\ Cilalsl)



«osallall Gy b daally

REMERCIEMENTS

Il m’est fort agréable d’exprimer ma profonde gratitude au Dr YAHIMI Abdelkrim,
directeur de cette thése, pour son encadrement précieux, ses conseils avisés et son
soutien constant. Sa rigueur scientifique, sa disponibilité et ses encouragements ont été
déterminants pour 'achévement de ce projet.

Je remercie chaleureusement Dr MOULA Nassim, MDV, PhD a I'Université de
Liege et co-directeur de cette thése, pour son expertise, I'analyse statistique, ses
orientations éclairées et son accompagnement bienveillant tout au long de ce travail. Au-
dela de son role académique, Nassim est bien plus qu'un collégue : un ami fidéle qui a
partagé avec moi tant de moments joyeux et parfois des épreuves les plus difficiles. Notre
amitié fraternelle, forgée au fil des années, a été un rempart contre les tempétes et une
source inépuisable de réconfort. Qu’il trouve dans ces mots toute ma reconnaissance.

A Madame SAIDJ Dahia.
Professeure a I'Université Saad Dahlab University — Blida1. Qui nous a fait ’honneur
d’accepter la présidence de notre jury. Hommage respectueux.

A Monsieur BESBACI Mohamed.
Maitre de conférences A a I'Université Saad Dahlab University — Blida 1. Pour avoir
accepté de participer a notre jury de thése. Sincéres remerciements.

A Monsieur ABERKANE Boubekeur.
Maitre de conférences A a I’'Université de Bouira. Qui nous a fait I'honneur d’accepter de
participer a notre jury de thése. Sinceres remerciements.

A Monsieur ABDELLI Amine.
Maitre de conférences A a I'Université de Bouira. Qui nous a fait 'honneur d’accepter de
participer a notre jury. Sinceres remerciements.

Je tiens également a exprimer ma profonde reconnaissance au Professeur KAIDI
Rachid pour m’avoir offert 'opportunité de travailler sur un sujet qui me tient tant a cceur.
A la recherche d’'un encadrement doctoral dans le domaine de la reproduction des
abeilles, c’est grace a lui que jai pu enfin m’engager dans cette thématique. Cette thése
représente bien plus qu'un accomplissement académique car elle m’a permis d’allier ma
passion pour I'apiculture a la recherche scientifique. Je suis infiniment reconnaissant au
Professeur KAIDI pour la confiance qu’il m’a accordée et pour avoir rendu possible ce
réve.

Mon vocabulaire est trés limité pour exprimer ma reconnaissance et mon estime
envers le Professeur IGUER-OUADA Mokrane. Les mots semblent bien pales face a tout
ce qu’il m’a apporté, tant sur le plan académique que sur mon développement personnel.
Avoir eu le privilege de le cotoyer pendant toutes ces années constitue une chance
inestimable et un honneur dont je mesure toute la valeur. De par son parcours émérite en
sciences vétérinaires et enseignant-chercheur renommeé, il a su insuffler a ses étudiants,
dont je fais partie, cette passion pour la recherche scientifique. Véritable "sapeur
académique" et par ses engagements sans faille, il a formé et guidé des générations
d'étudiants aussi bien en Algérie qu’a I'étranger. "Chikh Mokrane", ce guide bienveillant,
nous a été toujours une source constante d'inspiration et de soutien. Ses remarques
constructives et sa vision multidisciplinaire ont profondément nourri nos curiosités et
enrichi nos réflexions.



Aprés ma premiére année, faute de moyens pour mener a bien ce travail, j'étais
dans un désarroi total. Sans méme le solliciter, il "’a pas Iésiné de me proposer une idée
originale, celle d'étude de la fertilité par analyse histologique. Il ne s’est pas contenté de
m’apporter une solution, mais il a méme déployé des efforts considérables pour me fournir
I'acceés au laboratoire de médecine et me disposer des moyens nécessaires. Sans son
intervention décisive, ce travail n'aurait pu jamais voir le jour. Qu'il trouve ici I'expression
de ma gratitude éternelle et de mon respect le plus profond, pour tout ce qu'il a accompli,
tant pour ma formation que pour ma vie personnelle.

Mes vifs remerciements au personnel du laboratoire d’anatomie pathologique de la
faculté de médecine de I'Université de Bejaia. Je pense particulierement a Madame YAHI
Hakima, chef de service, pour son encadrement expert et sa disponibilité, ainsi qu’a ses
collegues Louiza, Lynda et Ouarda, pour leur assistance technique précieuse et leur
patience inlassable. Cette équipe dévouée par son professionnalisme a rendu possible la
réalisation des coupes histologiques dans des conditions optimales et dans les délais
impartis. Leur engagement quotidien au service de la recherche scientifique mérite toute
notre admiration et notre respect. Qu'elles trouvent ici I'expression de ma profonde
reconnaissance.

J'adresse aussi mes sincéres remerciements au Professeur Adel Djallel de
I'Université de Blida. Des notre premiére rencontre, cet homme d'exception m'a
impressionné par son humilité légendaire et sa bienveillance naturelle. A maintes reprises
lorsque je me trouve sur la vallée de désespoir, ce gentleman a su, par ses conseils
éclairés, de me redonner la force de persévérer. Qu'il trouve ici I'expression de ma
gratitude la plus sincére pour son soutien moral et scientifique, ainsi que mon admiration
pour ses qualités humaines qui font toute la noblesse de son métier d'enseignant-
chercheur.

Je tiens a exprimer ma profonde gratitude au Professeur ZIAM Hocine, enseignant-
chercheur a I'Université de Blida 1, Faculté des Sciences Vétérinaires. En sa qualité de
responsable de la DPGRS, il m’a grandement facilité les démarches liées aux inscriptions
ainsi qu’a l'ensemble des procédures administratives (reformulation du théme,
changement de promoteur, etc.). Son attitude sage et son accueil chaleureux font de lui
une personne des plus respectables. Qu’il trouve a travers ces mots I'expression sincere
de toute ma reconnaissance pour sa disponibilité et sa bienveillance.

Au fil des années consacrées a la réalisation de cette thése et méme bien avant, s’il
y a une personne dont la présence constante a mes cétés a été inestimable, c’est bien Mis
n’Djeddi (Dr Madjid SADI). J'aime l'appeler ainsi, avec fierté, car je me sens
profondément honoré d’étre issu des mémes origines que lui. Docteur vétérinaire
compétent, d’'une grande intelligence, et aujourd’hui enseignant-chercheur a l'université de
Blida, il a largement contribué a I'aboutissement de ce travail. C'est d’abord grace a lui
que jai eu le contact avec le Professeur KAIDI, qui a accueilli avec enthousiasme mon
idée d’étude de la fertilité des faux-bourdons. Il m’a également soutenu dans toutes les
démarches administratives au sein de l'université, et n’a jamais cessé de m’encourager a
aller jusqu’au bout de cette thése.

Son amour pour les abeilles et les liens de fraternité qui nous réunissent, I'ont
immédiatement plongé dans ce sujet, et depuis, il n’a jamais cessé de se soucier de
moindre détail. Dés le début, il a mis la main a la pate en m’aidant a réaliser
I'échantillonnage malgré les piqures d’abeilles, puis I'analyse des résultats, la rédaction et
la relecture des manuscrits ainsi que ses remarques et ses corrections toujours
pertinentes. Au-dela du cadre académique, nous partageons un quotidien et un mode de



vie en commun avec beaucoup de complicité, d’autant plus que nous habitons la méme
localité. J’ai trouvé en lui un vrai ami; plutét un frére. Un confrére de profession, avec qui
je partage le lien de sang, les passions, nos ambitions, les moments de bonheur et méme
nos peines endurées. Je saisis cette occasion pour lui témoigner toute ma reconnaissance
et lui adresser mes remerciements les plus sincéres. Les souffles de ses encouragements
et son soutien inconditionnel et inlassable resteront a jamais gravés dans ma mémoire.

Reconnaissant que I'aboutissement de cette thése soit le fruit d’efforts collectifs,
nourris aussi bien par I'aide concréte que par les encouragements sinceres des uns et des
autres, je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a mes amis, et tout particulierement
au Dr Touazi Leghel, Dr Kaddour Abdenour, Dr Akkou Madjid, Sadoudi Hacene, Ben Said
Rachid et Amara Mustapha. Je remercie également le personnel administratif d’'ISV de
Blida-1 pour leur serviabilité ainsi que 'ensemble des apiculteurs qui ont contribué par le
renseignement des questionnaires. Qu’ils trouvent ici I'expression de ma profonde
gratitude.



DEDICACES

Au terme de ces années de travail sur les abeilles, je dédié cette thése :

> A mes trés chers parents, dont les prieres et linquiétude bienveillante

m’accompagnent sans relache. J'adresse un hommage tout particulier a mon pére, qui
a su planter en moi la graine de I'amour pour les abeilles. Avec patience et passion, il
m’a initié a I'apiculture dés mon plus jeune age. Par sa sagesse et son savoir-faire, il
m’a transmis un héritage familial ancestral, riche de traditions apicoles. Cette thése est,
en vérité, bien plus qu’un travail scientifique : elle est un hommage a mes aieux, a mon
pére, et a une enfance pleine du miel en abondance.

A mon trés cher frére Samir et son épouse, ainsi que leurs enfants : Emeline, Elena
et le petit Yanis.

A mes trés chers fréres Mahdi et Ahmed, ainsi qu’a notre petite sceur Kamilia.

A ma trés chére épouse, dont le soutien indéfectible m’a accompagné tout au long de
ces années. C'est grace a ses encouragements constants, a sa patience et a sa
présence bienveillante que jai puisé la force et la détermination nécessaires pour
mener ce travail a son terme.

A mes trés chers enfants Sara, Aymene et Alaa. Que DIEU vous protége et vous
guide sur le droit chemin.

A mes chers beaux-parents, & mes beaux-fréres et belles-sceurs ainsi que leurs
enfants (mes niéces et mes neveux). Mes dédicaces s’adressent tout particulierement
a Nora, professeure universitaire, pour ses précieux conseils, son orientation
constante et son soutien indéfectible, ainsi qu’a Amar, informaticien, pour son aide
précieuse dans I'ensemble des traitements informatiques.

A tous mes amis, & mes proches et a tous les passionnés des abeilles.

A la mémoire de mes trois fréres qui nous ont quittés
trés tot:

g Le docteur vétérinaire SADI Said (Mis n’Djeddi), qui nous a quitté
subitement le 05/07/2006, a I'age de 27 ans.

£ Mon frere Fodil, décédé le 10/05/2021 a l'age de 40 ans. Sa mort
tragique a ébranlé toute ame sensible.

Z Mon trés cher ami Dr SADOUDI Ahmed, décédé le 29/03/2024 a 'age
de 44 ans, suite a une longue maladie. Je lui rends un hommage trés
particulier car il m’a beaucoup aidé dans ce projet de thése. Il était un
ami hors du commun, dont la complicité ne connait aucune limite.
Homme de valeurs et de principes.

« Les dettes d’argent se remboursent, mais les dettes de loyauté demeurent a
jamais »

« Paix a leurs ames, Que DIEU les accueille dans son vaste paradis et
NOUS réunisse un jour avec eux ».






LISTE DES ABREVIATIONS

CASA : Computer-Assisted Sperm Analysis.

DCA : Drones Congregation Area.

FB : Faux bourdon.

MG : mucus gland.

OGM : Organismes génétiquement modifiés.
Pl : Propidium lodide.

SPZ : Spermatozoides.

VS : Vésicule séminale.

9-ODA : Acide 9-Oxo-2-Décénoique.



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Répartition mondiale des abeilles melliféres...........ccccvvviiiiiiiiiiiii e, 3
Figure 2 : Différentes castes de la colonie sur un cadre de couvain..........c...cccceeeeeeeeneeennn, 7
Figure 3: Couvain des ouvriéres entouré par le couvain des faux bourdons (En rouge : les
alvéoles des males, en orange : les alvéoles abeilles OUVIEres)........cccccccvvvvviiiiiiiiiiiiennnnnne. 8

Figure 4: Deux cellules royales. (En jaune : cellule royale vide, en rouge : la reine n’est

PAS ENCOIE ECIOSE). ..uuiiiiiiiiiieitti et e ettt et e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e et e e e e aaeeeeessaanaeeeaaeeennnnes 9
Figure 5: Ponte des ceufs dans les alvéoles de Cire. ... 10
Figure 6: Ontogenése des males (FB), de I'ceuf au stade adulte.......................... 14
Figure 7: Initiation spontanée de I'élevage des faux bourdons. ...............cccoevviiiiieen 16
Figure 8: Cadres d’élevage des FB (A : avec cire gaufrée, B : en plastique).................... 16

Figure 9: Cadre du couvain d’ouvriéres, avec une portion du couvain des FB (en bleu).
(Ce cadre du couvain reflete les proportions des effectifs de la colonie en ouvriéres et en
122 10D 0T 1] o (o] o =) T 17
Figure 10 : (A) appareil reproducteur de la reine. (B) La région médiane de l'appareil.
Ovaires (1), le calice (2), les oviductes latéraux (3) (I'oviducte droit est gonflé par les
ceufs), I'oviducte médian (4), la spermathéque (5) (recouverte d'un réseau trachéal). ...... 21
Figure 11: Organes de reproduction d'un faux bourdon. EPH : endophallus, blb: bulbe,
crv : cervix (col), VST : vestibule, ED : canal éjaculateur, MG : glandes a mucus, SV :
VESICUIES SEMINAIES ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e eeeeennnn s 23
Figure 12: Différence spectaculaire entre la masse testiculaire d'un faux bourdon
immature (a) et d'un FB mature (D). 25
Figure 13: Evolution de développement de Il'appareil reproducteur du FB, depuis
I'émergence jusqu'a la maturité sexuelle. ...........coooiiiiiiiiiii e 25
Figure 14 : Cellule spermatique du FB (A: Spermatozoide filamenteux avec un trés long
flagelle [146] ; B : Spermatozoide vivant illustré par la fluorescence bleue (Hoechst) a :
'acrosome, b :le noyau, c:leflagelle . ... 31
Figure 15 : Essaim d’abeilles sur une branche d’arbre. ............ccccoiiiiii 34
Figure 16 : Coupe transversale d’'une jeune glande séminale. (Début de migration des
spermatozoides depuis les testicules vers les glandes séminales). ........ccccccvvvvvveiiieeennnnee. 35
Figure 17 : DCA (Drones Congrégation Area) . ..o 41
Figure 18: Reine d'abeille mellifere (Apis mellifera L), en quéte d’énergie pour poursuivre

son vol nuptial, elle se nourrit du nectar d’'une fleur de bourrache (Borago officinalis) . ....42



Figure 19 : Accouplement de la reine avec un faux bourdon en plein vol ....................... 45
Figure 20 : Eversion partielle de 'endophallus. V : vestibule, C : cornules ...................... 46
Figure 21 : Eversion compléte de I'endophallus . ...........cccooiiiiiiiiiiiiiii e, 47
Figure 22: Signe d’accouplements avec filament terminal.................ccoooooiiiiiiiee . 48
Figure 23: Membrane Orange ..........coooiiiiiii i 48
Figure 24: Signe d’accouplement du dernier faux bourdon..............ccooooeiii, 49

Figure 25: Organe reproducteur d’'une reine fraichement fécondée, en rose : les oviductes
latéraux bourrés du sperme des spermatozoides...........covvviiiiiiiiiiiiiii i 50
Figure 26: Double coupe de la spermathéque d’'une jeune reine d’abeille fécondée, vue
au microscope électronique a balayage. Masse trés dense en spermatozoides, C (centre):
SPZ allongés en faisceaux, P (périphérie): SPZ enrélés et entrelacés.............................. 51
Figure 27: Elimination des faux bourdons a la fin de la saison de reproduction. .............. 52
Figure 28 : Test de viabilité par évaluation de l'intégrité de la membrane plasmique a
I'aide des colorants Hoechst/Pl. (En bleu : SPZ vivants et en rouge : SPZ morts). ........... 54
Figure 29 : Tests de viabilité des SPZ. [SYBR-14 (noyau en vert), Hoechst (noyau en
bleu), Drag5 (noyau en orange), Propidium iodé (noyau en rouge), Calcein Violet (flagelle
=TT o1 (=¥ | PP 54
Figure 30 : Répartition géographique des quatre lignées évolutives de I'espece d’Apis
= 1= TR 60
Figure 31 : Répartition géographique des 25 sous-espéces d’Apis mellifera a travers
PAfrique, 'Europe etle Moyen OFeNt ............eeiiiii i 60
Figure 32 : Carte de la Wilaya de Tizi-Ouzou (cadre d’étude) et les postions des
apiculteurs collaborés avec 'enNQUELE. ...........oooviiiiii e 63
Figure 33 : Zone de position des ruchers, objets des prélévements des faux bourdons
(Commune A’ AZETTOUN). ..o 65
Figure 34 : Prélévement des FB immatures (soit juste a leur émergence du couvain, soit
sur les cadres latéraux de provision : mince, gros yeux violettes, duvet blanc).................. 66
Figure 35 : Préléevement des FB matures sur les trous de vol des ruches. ....................... 66
Figure 36 : Organe de reproduction de faux bourdon (FB), juste aprés le prélevement
[GM : glandes a mucus, VS : vésicules séminales et ENDPH : I'endophallus

(BLB : le bulbe avec ses plaques chitineuse et GC : les glandes des cornules en jaune)].

Figure 37 : Coupes transversales des vésicules séminales (VS). (M) : couche musculaire,
(EP) : épithélium, (spz) : SpermMatozZoides. .......ccceeeeiiiiiiiiieee e 71
Figure 38 : Coupe longitudinale d’une glande séminale, perforée latéralement
(VS : vésicule séminale, PDVS : péle distale de la glande séminale, spz : spermatozoides,
tg : tissu glandulaire de la glande séminale, cm : les couches musculaires). .................... 71



Figure 39 :

Coupes longitudinales des glandes a mucus (GM : glande a mucus,

VS : vésicule séminale, CEC : canal éjaculateur commun, CEL : canal éjaculateur latéral,

JGM : jonction de la paire de glandes a mucus, spz : spermatozoides, sgm : sécrétions

deS GlanNdESs @ MUCUS. ......coeiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt et e e e e e e e eeeeees 72
Figure 40 : Pourcentage de questionnaires réCUPEreés. ..........cooovvvuriieiiiiiiiiieeeiiie e 73
Figure 41 : Age des apiculteurs participés & 'eNQUBLE. ...........ccevueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 74
Figure 42 : Expérience des apiCUREUIS. .........cooii i e 74
Figure 43 : Mois d’apparition des faux bourdons. ...........ccoooviiiiiiiiiiiici e 75
Figure 44 : Activité intense des faux bourdons. .............cccoiiiiiiiiiiiiccce 76
Figure 45 : Mois de disparition des faux bourdons. ... 77
Figure 46 : Principaux réles des faux bourdons. ..., 77
Figure 47: Pratique de lI'insémination artificielle. ..............cccco 78
Figure 48 : Maturité sexuelle des Faux Bourdons.............ccooviiiiiiiiiii i 79
Figure 49: Répartition des échantillons selon le mois de prélevement ............................. 80
Figure 50 : Présence de spermatozoides dans les vésicules séminales. ........................ 81
Figure 51 : Présence spermatozoides selon 1€ MOIS .............ccccviiiiiiiei i 82
Figure 52 : Présence de spermatozoides selon 'age des reines..........ccceeevevvviiieeeeevnnnnnn. 82
Figure 53 : Présence de spermatozoides selon I'état des ruches.........c......vieiii. 83
Figure 54 : Présence de spermatozoides selon I'age des faux bourdons......................... 84
Figure 55 : Présence de I'activité sécrétoire des glandes @ mucus. ...........cccceeeeeieennnn. 84
Figure 56 : Activité des glandes a mucus selon le mois de prélevement.......................... 85
Figure 57 : Activité des glandes a mucus selon I'age des reines. .........cccceeveveeiiiiieeeeinnnnnn. 86
Figure 58 : Activité des glandes a mucus selon I'dge des faux bourdons (matures et
0] 0= LU =T TR 86
Figure 59 : Activité des glandes a mucus selon I'état des ruches.............cccc 87

Figure 60 : Courbe d’infestation des colonies par le varroa et protocole d’application du

traitement Par APIVAI® .............uuuiuiuiiiiiiieiiie e ——————————————————_ 98



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Périodes de développement des castes d’abeilles melliferes . ...........ccc........... 9
Tableau 2: Emploi du temps d'une abeille ouvriere danslaruche . .........ccccooooeviiiiiinnnnnnnn. 19
Tableau 3 : Mensurations du spermatozoide de quelques types d’abeilles. ..................... 31
Thorax
Yeux \ A/bdomen
Téte \ e Ailes
.

Antennes

Pattes / Pattes
antérieures Pattes postérieures
médianes



TABLE DES MATIERES

LISTE DES TABLEAUX
RESUME

ABSTRACT

oeildl)

REMERCIEMENTS
DEDICACES

LISTE DES ABREVIATIONS
LISTE DES FIGURES

1 I 15 L@ I [ 1
1. Biologie de 'abeille ... 7
1.1, TYPES A'AIVEOIES ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e e e e e e e e eeeeeees 8
1.1.1. AIVEOIES AES OUVIIBIES ...t e e e e ettt e e e e e e e e eeeaean e e e eeeeeeeenne 8
1.1.2. Alvéoles des fauxX DOUIrdONS : ... ..o e eeeeaaeees 8
1.1.3. AIVEOIES AES MINES ...ttt e e e e e ettt a e e e e e e e e eeeean e e e eaeeeennnnns 9
1.2, EIeVAaQge U COUVAIN :..coiiiiiiiiiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt ettt ettt et e et e et et e e e e e e e e e e eeeeees 9
1.2.1. PONte dES 0BUFS ... 10
L - To [N =T V7=V =SSR 11
1.2.3. Stade NYmMPhal ..o 11
1.3. ONtOGENESE UES CASIES....iiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt e e e e e eeeeeees 11
1.3.1. INAiVidUS fertiles: ... 12
PR TR I R =T 1= PRSPPI 12
G TR 2 o= 0 ) o Yo 11 o o] o = SERR 13
1.3.1.2.1.1. Colonies a VIelleS rEINES & ......ccovieiiiiiiie e 15
1.3.1.2.1.2. Elevage spontané des faux bourdons :..........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 15
1.3.1.2.1.3. Utilisation des cadres @ males ............ccoooeiiiiiiiiiiiiii i 15

1.3.2. Individus non fertiles (IS OUVIIEIeS) & .....coooi i 16
2. Anatomie des appareils reproducteurs des castes fertiles............cccoeeeeeeiie 21
2 T U= 1= TP 21
20t T TR O 1= 1 | =Y 22
N I © 1Y/ o [N o3 (=PSRN 22
Nt T S T o141 1= [ 22
2.1.4. Glande spermath@Cale: .............uuuuuuuiiiiiiiii e 22
205, VAGIN: e 23
P ot~ U ) oo 18] {e [0 o < TSP 23
2.2.1. Unités de production et de maturation de la semence :.............coooiiiiiiiiiiiiieiiiiii. 24
2.2 1. TeSHCUIES & e 24
2.2.1.2. Glandes SEMINAIES :.......cooviiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e aeeaeees 26
A T B € 1= g o L= Y= T o 10 o U PP 27
2.2.1.4. Canal €Jaculateur : .........oooiicie e 28

2.2.2. Organe copulatoire ou endophallus: ...........ccoooiiiiiiiii 28



A T € 1= g o L= o TU | oYU L PP 28
2.2.2.2. Glandes des COMMUIES: .........coooeeiiieeeeeeeeeeee e 29
2.2.3. Appareil reproducteur du FB: (Ontogénéses, spermatogenése et spermiogenése). ..... 29
2.2.4. Morphologie et morphométrie de spermatozoide : ..........cccccceeviiiiiiiiiiiiiieee e, 30
Reproduction des abeilles MEllifEres ........oovuiii i 32
3.1. Multiplication des colonies (ESSAIMAGE) & ...uuvuuiiiiieeiiieicee e e e e e e e e eaaees 32
3.2. Reproduction des castes fertiles ;... 35
3.2.1. Maturation des faux boUrdONS :........ee i e 35
3.2.2. VOIS des fauX DOUFAONS:..........uuiiiiiiiii e 36
3.2.3. C’est quoi une DCA (Drones Congrégation Area): ............ccccuueeemeummmimmmmniiiiiiiiiiininnnnens 38
3.2.4. Vol nUptial de 18 rEINE ... ..o e e e e e e e aaaaas 41
BT T oot o 18] o] 1= o 4 1= o | AR 44
3.2.5.1. Eversion de I'endophallus lors d’accouplement : .............cccoviiiiiiiiiiiiiiiceee e, 46
3.2.5.1.1. Eversion partielle & ... 46
3.2.5.2. Signe d’acCouplemeEnt : ... .o.uiuiii i 47
3.2.5.3. Ejaculation et stockage du sperme dans la spermathéque : ............ccooevvvieeeeneee. 50
3.2.6. Retour de la reine a la ruche et début de ponte:..........coooeiiiiii i, 51
3.2.7. Fin de vie des faux bOUIdONS :.........uuiiiiiiiie e e e 52
4. Semence des fauxX DOUrdONS ..........ooiiiiiiii e 53
4.1. Evaluation de la qualité spermatique des faux bourdons :...........ccceveviiiiiiiiieiriccee e, 53
4.2. Ejaculat spermatique du faux DOUFAON & ..........eeuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i eeeeeeeeeeeeeeneenenennnnnnnes 55
4.3. Facteurs influengant la qualité spermatique: .........ccooooiiiiiiiiiie e 55
4.3.1. Age du faux bourdon et de lareine @ ... 55
4.3.2. Poids de faux bourdon :.......coooooiiiieeee e 56
4.3.3. Tempeérature dU COUVAIN : ......ooiiiiiiis et e e et e s s e e e e e e e eaat e e e e e eaeearaannaaeeeaees 57
4.3.4. Origine GENELIQUE :....ccceieeee e 57
G TR TR V10441 o o S 58
5. Partie eXpEerimeENtale .............u it e e aan 59
5.1, ProblematiqQUE : ......ooeiieii e e e e e aaeeeaaaaa, 59
5.2.Cadre de TetUAE ..o 62
5.3. Matériel €1 MEtNOUES ;... .o et e e e e e e et e e e e e e e eeenanes 63
53.1. Enquéte sur la gestion d’élevage des faux bourdons par les apiculteurs :.................... 63
5.3.2. Etude de la fertilité des faux bourdons : ..........ouueiiiiiieii i 64
5.3.2.1. Cadre experimental @ ... 65
5.3.2.2. Echantillonnage (les faux bourdons):............eeeiiiiiiiiiiiiiiieee e 65
5.3.2.3. Technique de prélévement @ ... 66
5.3.2.4. Fixation et conservation des prélevements :...........ccooiiiiiiiiiiii 67
5.3.2.5. Réalisation des lames histologiques ... 67
5.3.2.5.1. Phase de déshydratation : .................euuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 67
5.3.2.5.2. Phase d’éclaircissement (déshydratation finale) : ..........cccccooeiiiiiiiiiiee e, 68
5.3.2.5.3. Phase d'iMpPrégnation : ..............ueeeueuuueeiiiiiiiiieeieiiieiineeeeeneeeeneeeeeeeeeeneeneeeeeenaaees 68
5.3.2.5.4. Phase d’€nrobage :.........ccoiiiiiiiiiiiiiei et 68



LR I X S T \Y/ o] (0] (o 1 111N ROROTTPRT 69

5.3.2.5.7. Etalement deS COUPES & ....oiiiiiiiiiiiee et 69
5.3.2.5.8. Phase de déparaffin@ge :©..............uuuuuiiiiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeneeeeeeeeeeneaees 69
5.3.2.5.9. Phase de réhydratation :............cccoiiiiii i 69
LR T2 Tt L I @701 (o] =1 i o o [ 70
5.3.2.5.11. Montage deS lamEs :......coooiiiiiiecce e 70
5.3.2.6. Observations des coupes histologiques & ... 70
5.3.2.7. Analyse des dONNEES : ........coooiiiiiiii i 72
5.4, RESURALS & oo 73
5.41. Résultats de N'eNQUELE : .......coooiiiiie e 73
5.4.1.1. Age deS aPICUILEUIS ;... coiiii e e et e e e e e e et e e e e aaa e eeeaes 73
5.4.1.2. Expérience des apiCUREUIS : ........ccooviiiiiiiiii e 74
5.4.1.3. Activité des faux bourdons ..., 75
5.4.1.4. Mois d’activité intense des faux bourdons : ...........ccceeiiiiiiiiiiic 76
5.4.1.5. Mois de disparition des faux bourdons ... 76
5.4.1.6. Principaux roles des faux bOUrdONS :........cccoiiiiiiiiiiiiiie e 77
5.4.1.7. Pratiques de L’insémination artificielle :.............cccoiieiii i 78
5.4.1.8. Maturité des FauX BOUIdONS :........ccooiiiiiiiiii e 78
5.4.2. Résultats de I'étude de fertilité des faux bourdons : ............ccccooiiiiiiiiie 80
5.4.2.1. Présence des spermatozoides & .........ouuiuiiiiiiiiii i 81
5.4.2.1.1. Présence de spermatozoides selon le mois de prélevement .......................... 81
5.4.2.1.2. Présence de spermatozoides selon 'age des reines :..........cccccvvvemeennnnnnnnnnnns 82
5.4.2.1.3. Présence de spermatozoides selon I'état des ruches :............ccooeiiiiiiien, 83
5.4.2.1.4. Présence de spermatozoides en fonction de I'age des faux bourdons (Immature
L2 10 F= LCE = PR 83
5.4.2.2. Activité des glandes @ MUCUS © ......oooiiiiiiiii e 84
5.4.2.2.1. Activité des glandes a mucus selon le mois de prélévement :......................... 85
5.4.2.2.2. Activité des glandes a mucus selon I'age des reines :.........cccccevveeeeenennnnnnnnnnns 85
5.4.2.2.3. Activité des glandes a mucus selon I'adge des faux bourdons (immature et
MU &ttt 86
5.4.2.2.4. Présence des secrétions des glandes a muqueuses en fonction de I'état des
0 T L= TSR 86
SRS T I o U1~ o o SRR 88
5.5.1. Enquéte sur la gestion de I'élevage des FB par les apiculteurs :..........ccccoeeveevieiinnnnnnnn. 88
5.5.1.1. Profil des apiCUlEUIS: .........ooooiiii 88
5.5.1.2. Cycle des faux BOUMdONS & .........uiiiiiiiiiiie e 88
5.5.1.3. ROles des faux bourdonsS : .......cccooi i 89
5.5.1.4. Utilisation de l'insémination artificielle:...............ccccc 89
5.5.1.5. Critéres de maturité sexuelle des faux bourdons :..........ccccevvviiiiiiieeiiiiiicce e, 89
5.5.2. Fertilité des faux DOUrdONS :...........uuuumiiiiiiii e eeeeeneenennne 89
5.5.2.1. Production des spermatozoides en fonction de la saison d’élevage des faux
o701 o [ 1= PR 90

5.5.2.2. Sécrétions des glandes a mucus en fonction des saisons d’élevage des faux



5.5.2.3. Fertilité des faux bourdons en fonction de 'adge des reines :@...........ccccceeeeeeiiiiinnnne. 96
5.5.2.4. Fertilité des FB en fonction de I'état de peuplement des ruches :.......................... 99
5.5.2.5. Fertilité des faux bourdons en fonction de leurs ages :............ccooeeiiii . 100

5.6, CONCIUSION ..ttt e e e e e ettt e e et e e et r e e e e e e e e e e reeeeeas 104
A =T 1= o T= o 1)Y= T USSR 106
REfErences bibliographi€s:............. i 107



INTRODUCTION

Sur la planéte terre, I'espéce humaine cohabite avec des millions d’espéces
animales dont 80% sont des insectes [1], [2]. La biomasse entomologique est 300 fois
plus supérieure que celle des humains, avec un ratio de 1,25 milliards d’insectes par
personne [3]. De part son intelligence, ’homme est I'espéce la plus évoluée malgré qu'’il
est, de loin, le moins répondu sur terre par rapport aux insectes. Dans les années
soixante, la présence de I'espéce humaine est estimée a trois milliards d’individus. Dés
alors, une croissance d’'un milliard d’habitants supplémentaires est enregistrée tous les
12 ans [4]. Depuis l'année 2022, la population mondiale a dépassé le cap des
8 milliards d’ames [5]. Cette croissance vertigineuse met 'humanité face a des défis
eléphantesques, en particulier le logement, la gestion des ressources hydriques, la
gestion des déchets et I'épuration des eaux usées, la protection de I'environnement,

I'exploitation rationnelle des énergies, mais aussi I'alimentation.

Etant de nature omnivore, le régime alimentaire de 'homme est trés varié, basé
sur les produits d’origine végétale et des produits d’origine animale. Nonobstant, la flore
végeétale est a la base de toute chaine alimentaire. Par conséquent, I'alimentation
humaine est fortement tributaire de la reproduction des plantes et de la dynamique des
végétaux. L’abeille, étant la seule espéce animale qui procure a 'homme des produits
d’origine végétale (miel, pollen, propolis et le pain d’abeille), joue, en outre, un réle trés
capital dans la préservation des écosystemes naturels et des agro-systemes en tant
que pollinisateur principal [6], [7]. Sans le vouloir, les abeilles pollinisent les fleurs en
récoltant leur pollen et leur nectar. Le pollen fournit aux abeilles tous les nutriments
essentiels, tandis que le nectar est transformé en miel pour constituer des réserves. En
échange, les abeilles favorisent la reproduction des plantes et préservent leur diversité
[5]. En effet, 87,5% (environ 308 000 espéces) des plantes a fleurs dans le monde ont
besoins de la pollinisation animale [8], [9], dont les abeilles sont les plus efficaces [10],
[11], de part leurs nombre et la possibilité de les mobiliser (transhumance) pour fertiliser

les cultures intensives [12].

La reproduction sexuée des plantes, qui sont a l'origine des productions de fruits,
de légumes, de céréales et autres produits agricoles, nécessite incontestablement la
pollinisation des fleurs [7]. A I'échelle mondiale, environ 70% des cultures cultivées, et

qui représentent 35% des productions vivrieres, dépendent de la pollinisation



2
entomophile [5], [13]. Et selon Klein et al (2007) [14], parmi les cents espéces cultivars
qui assurent 90% de Ila production alimentaire mondiale, 71 cultures sont
principalement pollinisées par les abeilles. Et d’aprés Kluser et al (2010) [15], plus de
4 000 espéces de légumes en y aussi dépendantes. En outre, les rendements de
certaines cultures commerciales, telles que les graines de luzerne et le colza, sont
également trés sensibles a la pollinisation par les insectes [7]. De méme, 78 a 94 % des
plantes sauvages dépendent aussi de la pollinisation entomophile pour se reproduire
[5]. Traditionnellement, la pollinisation a été un service écosystémique, assuré
naturellement par le vent (céréales, oliviers,...) ou par les pollinisateurs sauvages tels
que les insectes, les oiseaux et les chauves-souris [11]. De plus en plus, ce service est
fourni d’'une maniére commerciale par les apiculteurs, de moins dans certaines régions
du monde [7], [16]. Rien qu’aux Etats-Unis, le service de pollinisation apporté par les

colonies d’abeilles domestiques est estimé a 14,6 milliards de dollars par an [17].

L'importance de l'apiculture dans lI'augmentation des rendements des cultures,
ainsi que 'amélioration de la qualité des produits agricoles est devenue évidente [18],
[19], faisant de cette filiere un levier pour répondre aux besoins nutritionnels humains.
Toutefois, la disparition et le déclin plausible des pollinisateurs, en particulier les
populations d’abeilles, suite aux agents pathogenes résistants, aux mauvaises gestions
apicoles (ex : le nourrissage intensif des colonies) et aux nouvelles pratiques agricoles
telles que l'usage des pesticides, les monocultures, les cultures OGM, la déforestation,
auraient systématiquement un impact négatif sur les écosystéemes naturels et les
productions agricoles [20]. Pour cette raison, plusieurs auteurs s’efforcent d’attribuer
une valeur économique au service de la pollinisation des cultures par les abeilles
domestiques. Popescu et al (2024) [21] estiment que plus de 90 % de la valeur
économique apportée par les abeilles melliferes provient de leur réle pollinisateur. En
effet, la valeur économique mondiale de la pollinisation a été estimée de 153 a 163
milliards d’euro, soit environ 10 % de la production agricole destinée a I'alimentation
humaine [17], [22]. Par ailleurs, selon Gallai et al (2009) [17], les cultures dépendantes
des pollinisateurs avaient une valeur économique 5 fois plus élevée (761€/t) que les

autres cultures (151€/t).

Autrefois, la mécanisation des utiles agricoles, le développement des moyens
d’irrigation, les cultures sous serres, 'amélioration des semences, ['utilisation des
fertilisants organique et chimiques, le recours aux traitements phytosanitaires, autant de

procédes et de techniques ayant permet aux terres cultivables d’assurer la nourriture
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humaine et animale. Face a une démographie de plus en plus croissante et suite a la
régression et la disparition des milliers de pollinisateurs sauvages, la pollinisation par
les abeilles domestiques revét une importance indéniable pour soutenir une agriculture
durable et productive, d’autant plus, que les cultures entomophiles ne cessent

d’augmenter dans le monde [23], [24].

L’abeille domestique, de part sa pollinisation trés efficace surtout pour les
cultures a grande échelle (tournesol, colza, soja, couton,...etc.), pourrait étre adoptée
comme la méthode de pollinisation la plus rentable et la plus économique [25]. Les
apiculteurs offrent gratuitement les services écosystémiques de leurs abeilles comme
externalité positive. Dans certains pays, les agriculteurs les embauchent pour assurer la
pollinisation [26]. Un marché des services de pollinisation existe déja dans plusieurs
pays, comme les Etats-Unis, le Canada, I'’Australie, la Nouvelle-Zélande, I'Allemagne et
la Thailande, ou les apiculteurs sont rémunérés pour mettre leurs abeilles a disposition

des agriculteurs [25].

Apis mellifera

9 Apls cerana
Apls floraz
Aple dorsata

mellifera

N
mallifera \ i

Apis

mellifera

Figure 1 : Répartition mondiale des abeilles melliféres [27].

Une longue histoire de domestication et le déplacement des populations d’Apis
mellifera dans de nouvelles régions et continents a conduit a sa distribution cosmopolite
actuelle (figure 1), ce qui la classe comme I'espéce pollinisatrice la plus fréquente au
niveau mondiale [6]. Les premiers signes d’apprivoisement des abeilles remontent a
I'époque des pharaons. Des textes et des peintures rupestres représentant des ruches

cylindriques, datant de 3000 ans avant J.-C, ainsi que des traces de cire d’abeille dans
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des poteries égyptiennes en témoignent [28]. Fort est de constater que les réserves
accumulées par les abeilles, durant les bonnes saisons, avaient de quoi attirer les
convoitises de nombreuses espéces animales, y compris 'homme. C’était grace aux
produits des colonies sauvages, en particulier le miel, les larves et la cire, que I'étre
humain a pensé a apprivoiser les abeilles et qui continu aujourd’hui a les élever pour les

mémes intéréts.

Tout au long de I'histoire de I'apiculture, I'élevage des abeilles melliferes est
principalement axé sur la production de miel. Ce produit précieux résulte de la
transformation du nectar, du miellat et des sécrétions enzymatiques des glandes
mandibulaires et hypopharyngiennes des abeilles [29]. Avec une production mondiale
dépassant 1,9 million de tonnes en 2023, le miel représente un marché dont la valeur
excéde 10 milliards de dollars par an [30]. Par ailleurs, la modernisation de la filiere
apicole a permis la production d’une panoplie de produits dérivés a haute valeur
nutritionnelle et thérapeutique, ainsi qu’a usage industriel. Le pollen, le pain d’abeille, la
propolis, la gelée royale, le venin, la cire et les larves d’abeilles font aussi partie des
trésors de la ruche. A I'échelle mondiale, le commerce des ces produits apicoles s’est
beaucoup intensifié ces dernieres années, ce qui maintient I'apiculture comme un outil

vital pour le développement durable et la réduction de la pauvreté [31], [32], [33].

Pendant ces derniéres décennies, les colonies d’abeilles domestiques ont
augmenté de 45% a I'échelle mondiale [34]. Cette croissance s'explique principalement
par la pression démographique et par une demande accrue en produits apicoles sains
et nutritifs [35]. Cependant, cette expansion apicole reste insuffisante face a I'explosion
(+300%) des cultures agricoles dépendantes de la pollinisation entomophile durant la
méme période [34]. D’autant plus, de nombreux insectes pollinisateurs, notamment les
abeilles sauvages, voient leurs populations décliner en raison du changement
climatique, de la dégradation environnementale et de I'usage massif de pesticides [21],
[36]. Plus inquiétant encore, bien que les abeilles melliféeres bénéficient d’un soutien
mondial a travers divers programmes de développement durable, elles restent
confrontées a de multiples menaces qui compromettent leur survie et perturbent leur

reproduction.

Classées parmi les espéces les plus menacées [5], les abeilles domestiques
voient leurs populations s'effondrer, avec un risque d'extinction dans I'avenir [37]. Le

déclin mondial des pollinisateurs est une source de préoccupation majeure, notamment
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les abeilles domestiques. En effet, elles se trouvent gravement menacées par l'usage
des pesticides, l'agriculture moderne, les agents pathogénes, les parasites, le
changement climatique, les pollutions et la réduction du couvert végétal suite a
I'extension des zones urbaines [11], [38]. En plus du CCD (Colony Colapse Desorder),
syndrome d’effondrement massif des colonies d’abeilles qui sévit ces dernieres années
a ampleur planétaire [39], [40], linfertilité des reines est aussi fortement signalée par
plusieurs chercheurs. En effet, pas mal d’auteurs ont rapporté, ces derniéres années,
des taux élevés de reines défaillantes soit par disparition inexpliquée, supersédure
précoce, ponte prématurée d’ceufs de faux bourdons ou par 'interruption soudaine de la
ponte [41], [42]. Alors que, les reines de mauvaise qualité sont généralement
considérées comme l'un des principaux facteurs contribuant aux pertes de colonies
[42], [43], et la fertilité des faux bourdons est grandement mise en cause dans cette

entité pathologique [44].

Dans les colonies d’abeilles mellifére, les faux-bourdons jouent un réle essentiel
dans la pérennité de I'espéce grace a la diversité génétique du sperme que la reine
stocke dans sa spermathéque [45]. Mais aussi, il est patent que la qualité reproductive
des reines est inexorablement liée a la fertilité des males. En effet, les faux-bourdons
de haute qualité sont essentiels pour assurer une fécondation optimale des reines, dont
la longévité dépend du nombre et de la qualité des spermatozoides acquis lors des vols
nuptiaux [42], [46], [47]. Or, l'apiculture mondiale est ébranlée, depuis quelques
décennies, par l'apparition de nouveaux traitements vétérinaires apicoles, et de
I'utilisation massive de produits phytosanitaires, potentiellement nocifs pour la
reproduction des abeilles [48], [49]. Et les faux bourdons haploides sont les individus
les plus sensibles aux produits chimiques et aux stress environnementaux [50], en
raison de I'’hémizygotie des génes clés impliqués dans I'immunité et la détoxification
[51]. Bien que les faux bourdons apparaissent moins exposés aux pesticides par
rapport aux ouvriéres, car ils ne participent pas au butinage, des études révelent que
pas moins de 92 résidus chimiques différents ont été détectés dans le miel [52] et de
173 autres dans le pollen et la cire [53]. Alors que, ces produits constituent
I'alimentation (miel et pollen) exclusive et I'habitat (cire) des larves, futurs faux
bourdons.

Or, il est bien établi que la fertilité des faux bourdons est fortement influencée par
la qualité alimentaire et le statut nutritionnel pendant le stade larvaire [42], [54]. De toute

évidence, en raison de leur taille plus importante, les larves des faux-bourdons ont des
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besoins alimentaires plus élevés que les larves des ouvrieres, surtout en protéines. De
plus, la période larvaire des males, période de nourrissage du couvain avant son
operculation, est plus longue d’'une journée par rapport a celle des ouvriéres [55]. Par
conséquent, l'effet toxique des réserves de miel et de pollen, contaminés par les
résidus chimiques, est plus marquant chez les faux bourdons. Par ailleurs, la
disponibilité et la diversité des sources de nourriture varient selon les saisons et les
biotopes [45]. C’est pourquoi la pratique de la transhumance et le choix d’emplacement
des ruchers constituent des facteurs clés pour optimiser les récoltes. Dans les ruchers,
placés sur des espaces agricoles ayant recours aux produits phytosanitaires, les
réserves butinées sont souvent contaminées, surtout pendant le printemps, ou I'activité
des colonies est plus élevée. Stimulé par la floraison, c’est encore en cette période que
I'élevage des males s’intensifié : c’est la saison de reproduction des abeilles. Toutefois,
dans le bassin méditerranéen, I'élevage des males est possible, méme en hors saison

de reproduction [56].

En Algérie, de nombreuses études se sont largement intéressées au réle de la
reine dans la dynamique des colonies et 'amélioration des rendements apicoles. En
revanche, le faux bourdon, quant a lui, a été beaucoup moins exploré, portant il joue un
réle crucial en fécondant les reines. Par conséquent, il influence directement la vitalité
et la génétique des colonies. Ce présent travail vise a mettre en lumiére le role essentiel
des males dans la reproduction et leur impact sur le développement des populations
d’abeilles. Dans cette optique, I'approche adoptée est d’évaluer histologiquement la
qualité spermatique des faux bourdons d’Apis mellifera intermissa, en plein et en hors
saison de reproduction, afin d’élucider la période favorable pour I'élevage et le

changement de reines dans I'objectif d’optimiser leur fécondation.



Chapitre1

Biologie de I’abeille

Le cycle biologique de l'abeille est scindé en deux catégories, les stades
immatures et les individus matures qui sont la reine, les ouvrieres et les males,
appelés faux bourdons (figure2). L'abeille suit un développement de type
holométabole, ce qui signifie qu'elle subit une métamorphose compléte, passant par
les stades successifs d'ceuf, de larve, de pupe, et enfin d'adulte [57]. Le nid
d’abeille est constitué du couvain ouvert, renfermant les ceufs et les larves, et du
couvain fermé dont les nymphes se développent et se métamorphosent
complétement en stade adulte dans des alvéoles operculés. Depuis lintérieur de
son alvéole, la nouvelle abeille adulte perce l'opercule de cire et émerge de la

cellule pour rejoindre la vie active dans la ruche.

Figure 2 : Différentes castes de la colonie sur un cadre de couvain [58].

La matiere premiere dont est constitué le nid d’abeille est principalement la
cire. La structure de ce nid est organisée en alvéoles hexagonales, qui permettent
une utilisation optimale de l'espace pour stocker le miel, le pollen et élever les
larves [59]. Les alvéoles du nid sont adaptées en fonction des différentes castes
(ouvriére, faux- bourdon et reine) [55]. L'organisation et la taille de ces cellules
jouent un réle crucial dans le développement des différentes castes et assurent

I'équilibre et la reproduction de la colonie [59].



1.1. Types d’alvéoles :

1.1.1. Alvéoles des ouvriéres :

Ces alvéoles, de taille petite et dite standard, sont les plus répondues [55].
Elles mesurent entre 5,2 et 5,4 mm de diamétre [57], et chaque 01 dm? peut en
contenir jusqu’a 857 cellules [60], [61]. Leur taille est adaptée pour accueillir les
larves des ouvriéres, qui deviendront des abeilles actives et productives. Elles sont
toutes construites lIégérement inclinées vers le haut, avec un angle de 13°, afin

d'empécher le miel de s'écouler [57].
1.1.2. Alvéoles des faux bourdons :

Les alvéoles réservées aux faux-bourdons sont plus grandes que celles des
ouvriéres, avec un diamétre moyen de 6,2 a 6,4 mm [57]. Une surface de 01 dm?
peut ainsi contenir jusqu'a 600 cellules pour méles [61]. Le taux d’alvéoles dédiées
a I'élevage des faux-bourdons peut atteindre jusqu’a 17 % du couvain [60]. Elles
sont principalement construites au printemps, lorsque la colonie a besoin de
produire des males pour la reproduction. Ces cellules de faux-bourdons (figure 3),
facilement différenciables de celles des ouvrieres, sont operculées par des

couvercles convexes en forme de démes [55].

Figure 3: Couvain des ouvriéres entouré par le couvain des faux bourdons (En rouge :

les alvéoles des males, en orange : les alvéoles abeilles ouvriéres), [Photo personnelle]



1.1.3. Alvéoles des reines :

Appelées cellules royales, ces alvéoles destinées a I'élevage des reines sont
bien plus grandes que celles des autres castes. Elles sont a la fois allongées et plus
larges, et s’étendent verticalement ou en biais vers le bas (figure 4). Leur nombre
est trés limité et elles ne sont construites que lorsque la colonie souhaite produire
de nouvelles reines, que ce soit pour I'essaimage ou pour remplacer une vieille
reine [55]. Contrairement aux alvéoles des ouvrieres et des faux- bourdons, qui
peuvent aussi servir a stocker les réserves de miel et de pollen, les cellules royales
ne sont jamais utilisées a ces fins. D’ailleurs, ces cellules sont généralement

détruites dés que les jeunes reines émergent de leurs cocons [62].

Figure 4: Deux cellules royales. (En jaune : cellule royale vide, en rouge : la reine
n’est pas encore éclose), [Photo personnelle].
1.2. Elevage du couvain :

Le couvain désigne I'ensemble des stades immatures du développement de
I'abeille, incluant les ceufs, les larves et les nymphes. Il représente le produit de la

reproduction des castes fertiles, qui assurent la pérennité de la colonie (Tableau 1).

Tableau 1: Périodes de développement des castes d’abeilles melliferes [55].

Stade de développement Reine Ouvriére Faux bourdon
Eclosion de I'ceuf apres : 3 jours 3 jours 3 jours
Operculation de la cellule apres : 8 jours 9 jours 10 jours
Emergence de I'adulte aprés : 16 jours 21 jours 24 jours




1.2.1. Ponte des ceufs :

La reine, seul individu capable de pondre des ceufs fécondés, dépose ses
ceufs individuellement dans les alvéoles spécialement construites par les ouvriéres
(figure 5). Avant de pondre, elle inspecte chaque cellule a I'aide de ses pattes avant
et de son abdomen, lui permettant ainsi de distinguer si l'alvéole est destinée a une
ouvriére ou a un faux bourdon [57]. Cette reconnaissance est essentielle, car elle lui
permet d’adapter sa ponte aux besoins de la colonie. En effet, les ceufs fécondés
sont déposés dans les cellules destinés a I'élevage des femelles, en 'occurrence
les ouvriéres et les reines. Tandis que les ceufs non fécondés sont déposés dans

les alvéoles destinés a I'élevage des faux bourdons [61].

Au moment de la ponte, I'ceuf pése environ 0,13 a 0,16 mg et il mesure 1,5
mm de long sur 0,4 mm de diamétre [63]. Sa position dans I'alvéole, ainsi que sa
taille et son aspect permettent d'estimer son age. En effet, I'ceuf fraichement
pondu est déposé d’'une maniére perpendiculaire a la base de I'alvéole. Il est de
forme allongée, blanc et translucide. L'ceuf de deux jours d’age s’incline
obliguement par rapport aux parois de la cellule. A ce stade, I'ceuf est Iégérement
opaque et peut commencer a montrer une petite distinction au centre, ou la pre-
larve se forme. Au bout de troisieme jour, I'ceuf adopte carrément une position
couchée. Il devient plus opaque, sa membrane commence a se dissoudre et la
pré-larve devient plus visible. Elle se développe progressivement, jusqu'a ce

qu'elle déchire la membrane de I'ceuf pour permettre la sortie de la larve [64].

Figure 5: Ponte des ceufs dans les alvéoles de cire. [Photo personnelle].
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1.2.2. Stade larvaire :

Aprés trois jours d’incubation, l'ceuf éclot et prend la forme d'une larve
translucide, qui commence a se nourrir de gelée royale et de bouillie larvaire, une
préparation nourrissante a base de nectar et de pollen, produite par les abeilles
nourriciéres [65]. La larve grossit rapidement, change de couleur, passant de
translucide a plus opaque, et prend une forme de "petit ver" blanc trés visible. Au
cours des premiers jours, elle se déplace et modifie constamment sa position a
l'intérieur de l'alvéole. Vers le cinquiéme ou sixieéme jour, une fois qu'elle atteint sa
taille maximale, la larve cesse de croitre [57]. A ce stade, les ouvriéres recouvrent
les alvéoles de cire ; c’est I'operculation. La larve se prépare alors a entrer dans la
phase nymphale. Le stade larvaire chez l'abeille est donc une période de
croissance rapide et de transformation, ou la larve passe environ six jours en
développement actif, puis trois jours operculés, avant de subir sa métamorphose

compléte en nymphe [55].

1.2.3. Stade nymphal :

A lintérieur de l'alvéole operculée, la larve poursuit son développement et
commence a sécréter des fibres de soie a partir de ses glandes séricigénes, situées
prés de sa bouche. Elle utilise ces fibres pour confectionner son cocon. En
effectuant plusieurs rotations sur elle-méme, elle applique soigneusement ces fibres
contre les parois de l'alvéole, jusqu’a ce qu’elle prenne une position finale, la téte

dirigée vers l'opercule [66].

Une fois entierement enveloppée dans son cocon, qui sert de protection
physique, la larve entre dans la phase de nymphose. Pendant cette phase, ses
organes subissent une différentiation progressive, marquant le début de la
métamorphose compléte. A mesure que cette transformation se déroule, la nymphe
se transforme lentement en une abeille adulte, préte a émerger de lalvéole

operculée et a rejoindre la colonie [55].

1.3. Ontogenése des castes :

Les colonies d'abeilles domestiques sont composées de dizaines de milliers
d'ouvrieres femelles stériles, de centaines a des milliers de faux-bourdons

saisonniers et d'une seule reine [57]. En pleine saison, une colonie d'abeilles peut
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compter plus de 40 000 individus [55]. Les castes d’abeilles melliféres se
répartissent entre individus fertiles, capables de se reproduire, et individus non

fertiles.

1.3.1. Individus fertiles :

1.3.1.1. Reine :

La reine, seul individu fertile de la colonie capable de pondre des ceufs
fécondés, joue un réle crucial et capital dans la cohésion et la pérennité de I'espéce
[67], [68]. Elle est la caste femelle la plus fertile avec une durée de vie bien plus
longue que les ouvrieres sub-fertiles [69]. En effet, elle peut vivre de 2 a 3 ans [70],
voire plus [71], [72]. Tout au long de sa vie, elle donne naissance a de multiples
générations d’abeilles de différentes castes [55]. Lorsqu’elle est en pleine ponte,
elle peut pondre jusqu'a 2000 ceufs par jour, I'équivalent de son propre poids

quotidiennement [16].

La morphologie de la reine est différente des autres castes. Son poids varie
de 200 mg a I'’émergence pour atteindre 300 mg une fois fécondée. Elle posséde un
corps allongé, mesurant 20 a 25 mm. Son abdomen est long et suffisamment large
pour contenir ses organes reproducteurs [55]. Bien qu'elle possede un aiguillon
(dard), la reine n’utilise pas sa piqlre pour se défendre, mais plutét elle l'use lors de
la sélection naturelle entre les jeunes reines consceurs. De plus, son dard est lisse,
ce qui lui permet de s’en servir a plusieurs reprises sans risque de le perdre sous le
corps de la victime. Ses ailes apparaissent plus petites par rapport a son corps trés
effilé, ce qui limite sa capacité a voler aisément et trés longtemps [55]. En effet, la
reine ne sort généralement pas de la ruche, sauf lors du vol nuptial ou elle quitte
temporairement sa colonie pour s’accoupler avec plusieurs faux bourdons.
Nonobstant, cette faiblesse de I'appareil allaire de la reine est en réalité en faveur
des faux bourdons aux ailes puissantes et vigoureuses, qui leur permettent de voler
bien plus vite pour rattraper la reine afin de la féconder en plein vol dans la nature
[73].

Une fois une colonie d’abeille décide d’initier un élevage royal, soit pour
remplacer I'ancienne reine ou pour se multiplier par essaimage, les ouvriéres
choisissent des ceufs avec micropyles (diploides) ou des trés jeunes larves issues
des ceufs fécondés pour les nourrir exclusivement avec de la gelée royale [62].

L’'incubation de l'oceuf dure 3 jours [55]. Et pendant cette période, les ouvriéres
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macgonnes (batisseuses) construisent les cellules royales sous forme des glands, en
allongeant les alvéoles contenant les ceufs ou les larves élues a devenir des reines
[62]. Puis s’amorce la deuxieéme phase qui dure 5 a 6 jours, ou la larve grandit trés
vite et développe les ébauches des organes de reproduction. Une fois la cellule est
scellée, la larve se transforme en pro-nymphe, préparant son cocon pour une
métamorphose compléte. Cette étape est caractérisée par la différentiation de ses
organes, notamment la formation de I'appareil reproducteur. La phase nymphale
dure 7 a 8 jours pour enfin donner naissance a une jeune vierge reine, aprés un

cycle évolutif de 16 a 17 jours post-ponte [61].

La gelée royale est I'alimentation exclusive aussi bien des larves royales que
de la reine adulte tout au long de sa vie [55]. C’est pour cette raison que les reines
gardent un minimum de rythme de ponte, méme pendant les conditions
défavorables, car cette substance est secrétée par les glandes hypopharyngiennes
et les glandes mandibulaires des jeunes ouvrieres, agées entre 5 a 15 jours. Cette
stratégie lui permet d’assurer des générations d’ouvriéres nourrices a tout moment

de 'année [74].

1.3.1.2. Faux bourdons :

Les faux-bourdons apparaissent pendant la saison de reproduction des
abeilles, dont la période varie en fonction de la région et du climat [44]. lls peuvent
représenter jusqu'a 10% de la population adulte de la colonie [75]. Leurs deux
principales fonctions sont la fécondation des reines vierges et la participation a la
thermorégulation au sein de la colonie [76]. Le faux bourdon est I'individu le plus
gros de la colonie, avec un poids a la naissance qui varie de 197 a 262 mg [56]. Il
possede des puissantes ailes et il est caractérisé par un corps robuste et trapu et
un abdomen arrondi. Contrairement aux castes femelles, le male est dépourvu
d’aiguillon pour piquer. Dés lors, il est incapable de se défendre. Par contre, il est
caractérisé par une longue paire d’antennes et sa téte est surmontée de deux gros
yeux, lui permettant de repérer facilement les reines vierges, en plein vols nuptiaux,

dans les sites de congrégation [55].

Dans des alvéoles congus pour I'élevage des males, et a linverse des
ouvriéres et les reines, les faux bourdons sont issus a partir des ceufs haploides
(non fécondés) : c’est la parthénogenése. Aprés le troisiéme jour post-ponte, I'ceuf
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éclot et donne naissance a une larve. Pendant les trois premiers jours, elle est
nourrie avec de la gelée royale, puis avec de la bouillie larvaire (ou gelée
nourriciére) jusqu’a loperculation de [lalvéole au dixieme jour [55]. La
morphogenése du systéme reproducteur des faux bourdons commence pendant le
stade larvaire [77]. La larve continue de se développer pendant trois jours de suite
pour enfin commence a sécréter son cocon qui la fixe aux parois de l'alvéole.
Pendant cette période, elle prend jusqu’a 2200 fois son poids initial, atteignant
environ 350 mg au treiziéeme jour. Le quatorziéme jour, la larve se transforme en
nymphe et poursuit son développement jusqu’au vingt-quatrieme jour. Les ailles
entament leurs bourgeonnements vers le seizieme jour. C'est a ce moment aussi
que les yeux commencent a changer de couleur, de rose trés clair au violet fonceé.
Vers le vingt-troisieme jour, la pilosité du faux bourdon commence a se développer
et ses ailes prennent leur forme définitive [78]. A la fin de son cycle ontogénique,
qui dure 24 jours (figure 6), le jeune male grignote la cire obstruant son alvéole et

sort de celle-ci.

Contrairement aux ouvriéres, les males sont incapables de se nourrir seuls
les premiers jours de leur vie. lls seront donc nourris par les nourrices avec un
mélange de bouillie larvaire et de miel [79], [80]. Aprés quelques jours, Les faux
bourdons se nourrissent seuls de pollen et de miel dans les alvéoles en périphérie
de la ruche [81]. Faute d’absence de corbeille a pollen et de leurs courtes langues,

les faux bourdons ne participent pas a la collecte de pollen et de nectar [55].

stade de l'oeuf stade larvaire ‘ stade nymphal

1 2 3|4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14|15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1

T

Figure 6: Ontogenése des males (FB), de I'ceuf au stade adulte [61].
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1.3.1.2.1. Initiation de I’élevage de faux bourdons :

14

L’élevage des méles ou gestion des ruches a males vise a produire des faux

bourdons trés tét en début de la saison apicole ou de maintenir I'élevage des males trés

tard possible en fin de saison [61]. Cette pratique importante a pour objectif de peupler

les stations de fécondation, de réactiver et de redynamiser les DCAs le plutt possible
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autour des ruchers et de fournir des males pour l'insémination artificielle. Pour cela, il
est important de choisir des colonies fortes et saines, avec un faible taux d’infestation
en varroa. Pour initier I'élevage des faux bourdons, il faut obliger la reine a pondre des
ceufs non fécondés. A cet effet, les apiculteurs professionnels ont recours a plusieurs

techniques, a savoir :

1.3.1.2.1.1. Colonies a vielles reines :

Les apiculteurs ont tendance a garder longtemps possible les reines des
colonies championnes en production du miel. Mais a long terme, les spermathéques de
ces reines élites (sélectionnées) s’épuisent de leur réserve en spermatozoides, mais
continuent quand méme de pondre des ceufs non fécondés (reines bourdonneuses)
[55]. Cette pratique courante et simple, nécessite tout de méme de renforcer les
réserves (miel et pollen) de la colonie et de lui apporter régulierement du couvain
d’ouvriéres naissant de fagon a avoir beaucoup de nourrices pour s’occuper de la reine,

de couvain et des jeunes males.

Si toutefois, une reine d’'une souche sélectionnée se trouve toujours en pleine
performance reproductive, I'apiculteur peut en servir pour lancer I'élevage de reines. A
la naissance des jeunes reines, claustrées dans des cages pendant plus de quatre
semaines, la fécondation est empéchée. La jeune reine n'ayant pu se faire féconder

durant les quinze premiers jours de sa vie ne pondra que des males [61].

1.3.1.2.1.2. Elevage spontané des faux bourdons :

Cette méthode consiste a choisir une ruche d’'une bonne lignée génétique pour
produire des faux bourdons sélectionnés. Le principe consiste a incorporer dans la
colonie, au milieu du couvain fermé, un cadre dépourvu de cire gaufrée. Le vide créé
entre les cadres du couvain oblige les ouvriéres a batir un rayon a males (figure 7). La
taille plus large des alvéoles de males déclenche chez la reine la ponte d’ceufs

haploides, produisant ainsi des faux bourdons [82].

1.3.1.2.1.3. Utilisation des cadres a méiles :

Il existe sur le marché des cadres a males en plastique ainsi que des cadres a
cire gaufrée a alvéoles larges. A défaut, I'apiculteur peut utiliser la cire standard, en la
découpant en deux tiers, puis la fixer sur un cadre et le placer entre le couvain et les

cadres des provisions (figure 8). Les abeilles batisseuses le construisent naturellement
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en cellules d’ouvriéres et prolongent la partie non gaufrée par des cellules plus larges,

destinées aux males [61].

Ly

4

Figure 7: Initiation spontanée de I'élevage des faux bourdons. [Photos personnelles].

Figure 8: Cadres d’élevage des FB (A : avec cire gaufrée, B : en plastique) [61].

1.3.2. Individus non fertiles (les ouvriéres) :

Dans une colonie d’abeilles domestiques, les ouvrieres constituent la
majorité de la population. Leur proportion varie en fonction de la saison et de I'état
de la ruche. Pendant la saison de reproduction, elles représentent entre 90% % et
98 % de la population de la colonie (figure 9), compte tenu de la présence des

males [55]. Lorsque les faux-bourdons sont expulsés de la ruche a la fin de la



saison de reproduction ou lors des périodes de disette en nectar, ce sont les

ouvrieres, avec la reine, qui restent seules occupants de la colonie.

Figure 9: Cadre du couvain d’ouvriéres, avec une portion du couvain des FB (en
bleu). (Ce cadre du couvain refléte les proportions des effectifs de la colonie en

ouvriéres et en faux bourdons). [Photo personnelle].

Les ouvriéres sont les seules individus non fertiles de la colonie car le
développement ovarien est inhibé par les phéromones de la reine et du couvain
[83], a I'exception des ouvriéres pondeuses, appelées fausses reines, qui peuvent
apparaitre exceptionnellement lorsqu'une reine est absente pendant une longue
période, c’est la reproduction par parthénogenése arrhénotoque [84]. En effet, en
I'absence des phéromones de la reine, les ovaires des ouvriéres non fertiles
peuvent devenir actifs et elles se mettent a pondre des ceufs non fécondés,
donnant ainsi naissance a un couvain composé uniquement de faux bourdons, ce

qui conduit a une colonie bourdonneuse [85].

A part la tache de reproduction, les ouvriéres sont vouées a exercer toutes
les fonctions requises pour le bon fonctionnement et la survie de la colonie
(tableau 2). En effet, ce sont des travailleuses polyvalentes, capables de s'adapter
a différents roles au sein de la ruche. Leur organisation sociale est basée sur la
coopération et la spécialisation des taches qui varient selon leur age [55]. En effet,
juste a sa naissance, la jeune abeille ouvriere commence par nettoyer son propre
alvéole des restes de cocon et des excréments larvaires, et ce pour accueillir une
nouvelle ponte. Elle continue a nettoyer les cellules des rayons et a assurer
I'entretien du couvain pendant ainsi trois jours de suite [86]. Puis, elle devient

nourriciére des larves et prend soin de la reine jusqu’a I'age de 14 jours [87], [88].
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Ceci grace au développement maximal de ses glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires qui produisent la gelée royale [74]. A partir du dixiéme jusqu’au
quinziéme jour d’age, ses glandes cirieres abdominales deviennent capables de
produire et de secréter les lames de cire sous forme d’écailles de 0,2 a 0,5 mm
d’épaisseur [89]. A cet age, les ouvriéres se transforment en batisseuses et
macgonnes, spécialisées dans la réparation des alvéoles et la fabrication des
rayons composant le nid de la ruche. Pendant la troisieme semaine d’age, les
ouvriéres endossent le rdle de ventileuse puis celui de gardienne et piqueuse pour
assurer la défense de la colonie. Ce n’est qu’'a partir du 21e jour d’adge que les
ouvriéres deviennent butineuses, chargées d’apporter de I'eau a la ruche et de
récolter le nectar, le miellat, le pollen et la propolis [90]. En se rendant de fleur en
fleur, elles contribuent a la pollinisation des plantes, un réle vital pour I'écosystéme
[22].

Cependant, cette chronologie de réles et de missions n’est pas toujours de
régle car les abeilles ouvrieres prouvent une grande adaptabilité dans la
répartition des taches en fonction des besoins [86]. D’ailleurs, il a été constaté
qu'un manque de butineuses induit un développement accéléré des jeunes
ouvrieres pour prendre le relais. Au contraire, un manque de nourrices induit un
ralentissement du développement des ouvriéres vers le butinage ou parfois méme
les butineuses redeviennent des nourrices pour s’occuper du couvain et de la
reine [85]. En regle générale, pendant la période d'activité des abeilles, les jeunes
ouvrieres, agées de deux a trois semaines, sont responsables des taches
spécialisées a l'intérieur de la ruche. Les taches extérieures, quant a elles, sont
assurées par les ouvrieres plus agees, lors des deux a trois dernieres semaines
de leur vie [91]. En revanche, pendant la période d'hibernation, il n'y a pas de
division du travail au sein de la grappe hivernale, la seule tdche commune étant
de maintenir collectivement la température idéale (34°C) pour assurer la survie du

couvain et de la colonie [92].
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Tableau 2: Emploi du temps d'une abeille ouvriére dans la ruche [55].

19

Jours post Taches

émergence

1 -2 jours Nettoyer les cellules et réchauffer le couvain.
3 —5jours Nourrir les larves plus agées avec du miel et du pollen.
6 — 10 jours Nourrir les jeunes larves avec de la gelée royale.

11 — 18 jours Marir le nectar, produire de la cire et construire les rayons.
19 — 21 jours Garder et ventiler la ruche.
+ de 22 jours Butiner le nectar, le pollen, I'eau et la propolis.

Toutefois, cette liste des tdches énumérées ci-dessus est non exhaustive,
car les abeilles ouvrieres accomplissent pas mal d’autres missions, comme la
régulation de 'humidité et de taux du gaz carbonique dans la ruche, la réception
des apports butinés, le stockage des réserves, transformation du nectar en miel
par trophallaxie suivi d’évaporation aprés stockage dans les alvéoles, élaboration
du pain d’abeille, préparation de bouillie larvaire, polissage des alvéoles, soins
prodigués a la reine, operculation des alvéoles, colmatage des trous par la
propolis, transmission d’informations sur les sources de nourriture par la danse
(éclaireuses), cannibalisation ou élimination du couvain malade ou non désiré,
évacuation des déchets et des cadavres a I'extérieur de la ruche (éboueuse),
régulation de la population des males, repérage des nouveaux sites de nidification

lors de préparation d’essaimage naturel [93].

En somme, les abeilles ouvrieres ont des caractéristiques morphologiques
spécifiques adaptées a leurs taches essentielles : nettoyage, soin au couvain et a
la reine, construction des rayons, stockage des réserves, ventilation, butinage et
défense de la ruche. Cette panoplie de taches et de rdles est réalisée par le plus
petit individu de la colonie, portant I'espérance de vie d’'une ouvriére ne dépasse
pas generalement 3 a 4 semaines en saison active, par contre elle peut atteindre
jusqu'a 6 mois en hiver [94]. Elle pése de 100 a 120 mg. Sa taille est de 1,3 cm,

avec envergure des ailes d’environ 20 a 25 mm [55]. Elle réalise son premier vol,



en moyenne, a I'age de 15 jours [91]. Le corps de I'abeille est recouvert de poils,
facilitant 'adhésion de graines de pollen. Ces pattes postérieures sont dotées de
corbeille a pollen. Son abdomen se termine par un dard (aiguillon), qui est relié au
sac a venin, lequel n’hésite pas a l'utiliser pour défendre sa colonie, malgré que la

pigdre entraine inévitablement sa mort [55].

Tout comme la reine, I'abeille ouvriére provient d’'un ceuf diploide (fécondé).
Son cycle ontogénique est similaire a celui du faux bourdon, mais il est plus court,
ne dure que 21 jours. L'ceuf reste trois jours au fond de I'alvéole avant que la larve
n'éclose et commence a se nourrir de gelée royale. Aprés trois jours, les nourrices
changent son alimentation en lui offrant de la bouillie nourriciére [55]. La larve se
développe rapidement et, au sixieme jour de son stade larvaire, I'alvéole est
opérculée. A ce stade, la larve cesse de se nourrir et entame sa transformation en
nymphe. La pupe, protégée par son cocon, subit une transformation compléte : sa
peau se durcit, ses organes se différencient et ses ailes se forment. Aprés la
phase nymphale, qui dure 12 jours, la jeune ouvriére ronge l'opercule de son
alvéole et émerge pour rejoindre la colonie. Lors des trois premiers jours de sa vie
active, elle est considérée comme immature, car elle ne peut ni voler ni piquer
[57].
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Chapitre 2

Anatomie des appareils reproducteurs des castes fertiles

2.1. Reine :

La reine est la mére de tous les individus de la colonie. Son appareil
reproducteur est tres développé. Sa principale mission est d’assurer la ponte des
ceufs [57]. En plus de sa fonction de pondeuse, la reine produit plusieurs
phéromones qui régulent le comportement et la physiologie des abeilles ouvriéres,
assurant ainsi une organisation optimale de la colonie [27]. Ces phéromones,
agissant comme des médiateurs chimiques, entrainent l'inactivation des ovaires
de presque toutes les ouvriéres de la colonie [95]. Cependant, malgré la présence
de la reine, Visscher (1996) [84] estime que 0,01 % des ouvriéres se mettent a
pondre des ceufs non fécondés, pouvant représenter jusqu'a 7 % des ceufs males.
Toutefois, ces ceufs sont rapidement retirés par les ouvrieres chargées de

l'inspection et du soin du couvain.

L’appareil reproducteur de la reine des abeilles est un systéeme complexe et
hautement spécialise, lui permettant de jouer son réle central dans la reproduction
et la pérennité de la colonie. Il est principalement composé de deux ovaires, des
oviductes, une spermathéque unique associée a des glandes spermathécales, et

enfin le vagin et I'orifice vaginal (figure 10).

I
Figure 10; (A) Appareil reproducteur de la reine. (B) Région médiane de l'appareil.

Ovaires (1), le calice (2), les oviductes latéraux (3) (I'oviducte droit est gonflé par les
ceufs), I'oviducte médian (4), la spermathéque (5) (recouverte d'un réseau trachéal)[96].



2.1.1. Ovaires :

Les piéces motrices de I'appareil reproducteur de la reine d’abeille sont les
ovaires. Par leur taille démesurée et hypertrophiée, ils occupent une grande partie
de 'abdomen. L’unité structurale de son parenchyme est composée d’ovarioles, en
nombre de 100 a 220 par ovaire [47]. Ces ovarioles, sous forme de structures
tubulaires, produisent en continu des ovules, permettant a la reine de pondre

jusqu'a 1500 a 2000 ceufs par jour en pleine saison [16].

2.1.2. Oviductes :

Les oviductes sont des tubes qui relient les ovaires au tractus génital de la
femelle. Deux oviductes latéraux, émanant de chaque ovaire, se rejoignent pour
former un court oviducte médian, qui se débouche dans la cavité vaginale de la
reine. Leur rble est de transporter les ovules vers le bas de I'appareil reproducteur

pour la fécondation ou la ponte [97].

2.1.3. Spermathéque :

La spermathéque est un organe spécialisé de la reine ou les spermatozoides
sont conservés entre l'accouplement et la fécondation des ceufs [98]. En effet, les
reines stockent de grandes quantités de sperme qui restent viables pendant de
longues périodes, parfois pendant plusieurs années [82]. La spermathéque se
présente sous forme d’un petit sac globuleux, de diameétre d’environ 1 mm. Sa paroi
est composée d'une couche unique d'épithélium cylindrique, tapissée
intérieurement d'une muqueuse épaisse et recouverte extérieurement d'un vaste
réseau de trachée [99]. Cette poche de stockage de la semence est connectée a
l'oviducte médian via un canal spermatique. Ce dernier permet, d'une part, le
remplissage de la spermathéque par la semence lors de I'accouplement, et d'autre
part, 'acheminement des spermatozoides vers les ovules pour leur fécondation

ultérieure [100].

2.1.4. Glande spermathécale :

Il s’agit d’'une paire de glandes tubulaires, étroitement attachées a la surface
de la spermathéque [101]. Des protéines similaires, présentant des profils
identiques, ont été observées par Den Boer et al. [102], a la fois dans le liquide de
la spermathéque et dans les sécrétions de sa glande. Cependant, I'épithélium de la

spermathéque, lui-méme, ne contient pas de structures glandulaires [103], ce qui
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confirme que les glandes spermathecales sont bien la source des protéines
présentes dans le liquide de la spermathéque [104]. Grace a ses sécrétions
nutritives, riches en protéines et en antioxydants, cette glande joue donc un réle
essentiel dans la viabilité et la survie des spermatozoides stockés [102], ainsi que

dans leur protection contre le stress oxydatif [105].

2.1.5. Vagin :

Trois organes convergent vers l'orifice abdominal de la reine : au centre se
trouve le dard, tandis que l'anus, en forme de poche, surplombe la partie
supérieure, et I’orifice vaginal tapisse la partie inférieure de la cavité caudale [106].
L’orifice vaginal, dont le diamétre varie entre 0,65 et 0,68 mm, est relié au vagin
[107]. Ce dernier est un conduit a paroi extensible, présentant de nombreux plis et
anses, ce qui lui permet de modifier considérablement sa forme en fonction de la
dilatation de 'abdomen. L’extrémité antérieure du vagin est directement raccordée a
l'oviducte médian [106]. Il est le premier réceptacle de la semence lors des

accouplements naturels ou de l'insémination instrumentale des reines.

2.2. Faux bourdons :

L’appareil reproducteur du faux bourdon est retroussé dans son abdomen,
occupant presque sa totalité [108]. Du fait de leur longueur, les organes
reproducteurs du male sont repliés en forme de S (figure 11). La courbe inférieure
représente le bulbe de I'endophallus, la courbe médiane par le canal éjaculateur, et

la courbe supérieure par ses testicules et les glandes accessoires disposées en

paires : les glandes a mucus et les glandes séminales [106].
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Figure 11: Organes de reproduction d'un faux bourdon. EPH : endophallus, blb: bulbe,

crv : cervix (col), VST : vestibule, ED : canal éjaculateur, MG : glandes a mucus, SV :

vésicules séminales (Photo : [109]; Dessin : [61]).
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L’appareil reproducteur du faux bourdon se divise en deux sections. D’'une part,

les unités de production de la semence sont responsables de la synthése, maturation et
stockage des spermatozoides. Et d’autre part, 'organe copulatoire qui sert pour le

transfert du sperme dans les voies génitales de la reine lors d’accouplement.

2.2.1. Unités de production et de maturation de la semence :

2.2.1.1. Testicules :

Le systeme reproducteur male d'Apis. mellifera est composé d'une paire de
testicules en forme d’'une graine d’haricot, long de 5 a 6 mm chez le méle nouveau-
né [77]. Tout comme les ovaires de la reine, les testicules des males sont constitués
de 150 a 200 tubules séminiferes chacun [106]. En revanche, chez Apis cerana,
chaque testicule ne contient que sept tubules testiculaires par gonade [110]. En
raison du nombre élevé de tubules testiculaires, les males d'Apis. mellifera sont
capables de produire environ 10 fois plus de spermatozoides que les males des

abeilles Méliponini, et 100 fois plus que les méales des bourdons [111].

Tous les tubules testiculaires sont déja présents dés le stade larvaire
précoce et ils sont entourés individuellement d'une gaine péritonéale interne [112],
contenant des cellules folliculaires nutritives et les gamétes [77], [113]. Leurs
extrémités apicales se trouvent a la périphérie externe, prés du péritoine, tandis que
leurs parties basales sont tournées vers le centre, pour rejoindre tous a la fois le
canal déférent ; le conduit qui transporte les spermatozoides des testicules vers la
vésicule séminale [112]. L'ensemble du testicule est également entouré d'une gaine
péritonéale appelée aussi capsule testiculaire. De nombreuses trachéoles
traversent la capsule et s'étendent entre les tubules testiculaires, assurant les
échanges gazeux [101], [111]. Au fur et a mesure que le capital spermatique est
transféré dans les veésicules séminales, les testicules subissent une involution
rapide et une réduction marquée de leur taille (Figures 12 et 13) [114]. Cette
réduction de la taille des testicules est un indicateur de la maturité fonctionnelle des

faux-bourdons [77].



ventriculus
seminal vesicles

seminal
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ventriculus mucus glands

Figure 12: Différence spectaculaire entre la masse testiculaire d'un faux bourdon
immature (a) et d'un FB mature (b) [115].

Figure 13: Evolution du développement de l'appareil reproducteur du FB, depuis

I'émergence jusqu'a la maturité sexuelle [114].



2.2.1.2. Glandes séminales :

Le conduit qui sort du testicule est appelé canal déférent. Il s’élargit a mi-
chemin pour former la vésicule séminale. Cette derniére est une glande paire qui
mesure 1,5 a 3 mm de longueur, sur 0,5 a 1 mm de largeur. Son volume dépend du
niveau de son remplissage en spermatozoides. Elle augmente de taille jusqu’au 5e
jour post-émergence, avant de commencer a diminuer [54]. La paroi de la vésicule
séminale est tapissée intérieurement d’'une couche de cellules épithéliales a
fonction glandulaire. Ces cellules secrétent un liquide nutritif qui permet de tenir en
suspension les spermatozoides dans la lumiere de la glande, lieu de leur stockage
jusqu’a éventuelle éjaculation. En aval, les vésicules séminales s’ouvrent dans la
partie proximale des glandes a mucus, qui elles-mémes débouchent dans le canal

€jaculateur, aboutissant au bulbe [106].

Les sécrétions des veésicules séminales sont essentiellement composées de
protéines, mais peuvent également inclure des sucres et des lipides [116], [117].
Ces substances sont ajoutées aux spermatozoides et affectent toutes les phases
de la physiologie reproductive de la reine fécondée, y compris la nutrition, la
protection, le stockage, la viabilité et I'activation des spermatozoides [116]. De plus,
en raison des accouplements multiples de la reine d’abeille, des composants du
liquide séminal ont été supposés étre décisifs pour le résultat de la compétition des
spermatozoides dans les voies génitales femelles [118]. Davantage, elles affectent
négativement les éjaculats des autres faux bourdons [119]. De ce fait, elles peuvent
avoir un impact sur le conflit sexuel [120], [121]. En conséquence, selon Den boer
et al (2008) [122], les secrétions séminales doivent étre sélectionnés pour soutenir
les spermatozoides a un niveau élevé, car les males doivent, non seulement fournir
un grand nombre de spermatozoides, mais aussi de les motiver a atteindre la
spermathéque et de maintenir leur viabilité tout au long du processus de stockage
et de reproduction. D’ailleurs, Lago et al (2020) [112], ont conclu qu’il devrait y avoir
une forte pression de sélection sur la production spermatique chez les males
d'abeilles melliferes. Au final, cette compétition spermatique sévére conduit a des
adaptations évolutives des males, visant a améliorer la fécondation des ceufs par
I'augmentation du nombre de spermatozoides et I'amélioration de leur motilité, mais
aussi par la production accrue de liquide séminal [120], [123]. Il en résulte que la
valeur d’'un éjaculat dépend de la quantité et de la qualité, aussi bien des

spermatozoides que des secrétions séminales.
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Chez l'abeille mellifere (Apis mellifera), les reines sont polyandres et
copulent avec de nombreux males en succession rapide [98]. En I'absence de
choix pré-copulatoire de partenaire [124], les composants du liquide séminal sont
donc trés probablement les moyens par lesquels les males peuvent influencer la
physiologie des femelles et, ultimement, leur succes reproductif [125]. Les abeilles
melliferes offrent une opportunité unique d’étudier les protéines des secrétions
séminales, car elles font partie des rares espéces d'insectes ou le liquide séminal
peut étre prélevé directement chez le male [98]. Quoique, chez l'abeille sans
aiguillon, Melipona bicolor bicolor, la vésicule séminale de cette espéce ne

montrait aucune activité sécrétoire [126].

2.2.1.3. Glande a mucus :

Cette paire de glandes, d’origine mésodermique [127], se présente sous
forme de grands sacs incurvés au niveau de la région postéro-ventrale de
I'abdomen, dont les extrémités proximales se débouchent dans des canaux
€jaculateurs latéraux et qui convergent en un canal éjaculateur commun. Ce
dernier s'ouvre dans le bulbe de I'endophallus [77]. Cette glande rappelle 'image
d'une cacahuéete, composée d'une partie distale plus étroite et d'une partie
proximale plus large, séparées par un rétrécissement. Le diamétre de la partie
distale est d'environ 850 um, tandis que celui de la partie proximale est d'environ

1100 ym. La longueur totale des glandes atteint environ 3700 um [127].

Les glandes a mucus des males adultes sécrétent un fluide visqueux riche
en protéines, peu de temps aprés leur émergence [128]. En effet, leur structure
est marquée par un épithélium composé d'une seule couche de cellules
sécrétrices. Elles produisent des sécrétions ayant diverses fonctions, notamment
leur réle lors du transfert de sperme [129]. C’est ainsi qu’elles contribuent a la
formation du liquide séminal et I'activation des spermatozoides [113]. Sawarkar et
Thembhare (2015) [130] ont supposé que les secrétions des glandes a mucus
jouaient un réle important pour renforcer la connexion des partenaires en vol lors
de l'accouplement. Aprés une copulation réussie, ce mucus blanc se durcit et

forme le bouchon ou le signe de I'accouplement chez la reine [129].

Chez différents groupes d'insectes, les glandes a mucus présentent une
grande variabilité en termes de taille, de forme, de nombre et d'origine

embryologique [127], [130]. A titre d’exemple, chez les males de collembole
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Allacmafusca (un insecte voisin d’araignée), ces glandes accessoires sont
d'origine ectodermique [131]. Chez la drosophile, elles adoptent une forme de
poire [127], tandis que chez les guépes, elles ressemblent plutdét a des bananes
[113]. En revanche, chez certaines espéces d’insectes, comme le phlébotome, la
glande a mucus est absente totalement [132]. C'est le cas aussi d'espéce
d’abeilles d’Apis Meliponini [111] ou encore Apis florea ou cette glande se trouve a

I'état trés rudimentaire [133].

2.2.1.4. Canal éjaculateur :

Le canal éjaculateur est un tube qui relie les glandes accessoires a
'endophallus. Son extrémité fourchue est raccordée au conduit en commun des
glandes accessoires. L’autre extrémité, qui aboutit au bulbe de I'endophallus, est
obstruée par une membrane chitineuse tendre, et qui ne se déchire que sous la

pression de I'éjaculat [106].

2.2.2. Organe copulatoire ou endophallus :

Alors que les insectes males possedent généralement des ectophallus
(organes d’accouplement externes), le faux bourdon est doté d’'un endophallus,
reporté entierement a l'intérieur de I'abdomen, dans la région ventrale. Il est
retroussé dans celui-ci a la maniére d’'un doigt de gant [106]. | se développe

ontogénétiquement a partir de lI'ectoderme [134].

L’extrémité distale de I'endophallus forme le bulbe, en forme d’ampoule, qui
recoit le canal éjaculateur. Il est plus ou moins large et muni intérieurement de deux
plaques chitineuses en forme de virgules [135]. La partie intermédiaire, mince et
légerement courbée vers le haut, correspond au cervix (col). Tandis que I'extrémité
proximale constitue le vestibule, doté de deux petites cornes bien saillantes [134].
En plus des deux paires de glandes accessoires (séminale et a mucus), le faux
bourdon posséde deux autres types de glandes sexuelles au niveau de son

endophallus : la glande bulbeuse et les glandes des cornules.
2.2.2.1. Glande bulbeuse :

Le bulbe représente une glande sécrétoire. Comme I'ensemble de
'endophallus, son épiderme est principalement mince et flexible, constitué d’'une
cuticule membraneuse recouverte d’'un épithélium monocouche. L’épithélium de la

glande bulbeuse est composé de cellules glandulaires dorso-latérales et de cellules
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plates sur la face ventrale [134],[136]. Au début de la vie adulte, I'épaisseur de
I'épithélium dorsal atteint déja plus de 100 um. Elle continue d’augmenter avant de
commencer a diminuer autour du sixieme jour d’age. L’épithélium ventral montre
également une Iégére augmentation d’épaisseur avant de commencer a s’amincir
progressivement. Il est recouvert d’'un mucus tout au long de la vie adulte du faux
bourdon [136].

2.2.2.2. Glandes des cornules :

Deux crochets, sous forme de petites cornes, émanent de part et d’autre du
vestibule. Ces structures sont des glandes a membranes cuticulaires, tapissées
d’épithélium glandulaire [134]. Ces glandes secrétent une substance visqueuse et
collante, de couleur orange (allant de jaune-rougeéatre au rouge-brunatre selon la
concentration). Chez les faux bourdons nouvellement émergés, la quantité de
pigments augmente a partir du troisieme jour, pour atteindre un maximum au

sixieme jour d’age [134].

La fonction biologique de cette sécrétion est liée aux processus
d’accouplement. En effet, elle renforce I'attachement du bouchon copulatoire dans
la chambre du dard de la reine [137]. Mais aussi, elle contribue a la formation de la
couche externe du signe d'accouplement. Selon certaines études, les faux
bourdons préféraient saisir et accoupler les reines avec un signe d'accouplement.
Ce dernier joue le réle d’'un marqueur optique pour attirer les males d’abeilles,
connus pour avoir une bonne vision [134]. Ainsi, le signe copulatoire facilite et
possiblement accélére la fréquence d'accouplement lors du vol nuptial de la reine

polyandre [138].

2.2.3. Appareil reproducteur du FB : (Ontogénéses, spermatogenése et
spermiogenése).

Chez les faux-bourdons d'A. mellifera, le systéme reproducteur se forme dés
le développement embryonnaire. Les testicules apparaissent juste avant I'éclosion
de I'ceuf (non fécondé) et se développent trés rapidement [77]. Leur croissance
rapide est due a I'élongation des tubules testiculaires qui donnent naissance aux
cellules germinales [112]. La spermatogenése commence au troisieme jour du
stade larvaire [139]. Les cellules germinales, les plus différenciées (plus agées), se

trouvent dans les segments basaux des tubules testiculaires [112]. Ces cellules
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poursuivent la spermatogenése dans des cellules folliculaires, formant ainsi les
spermatogonies [140]. Aprées plusieurs mitoses, les spermatogonies deviennent des
spermatocytes primaires. Dés la percolation des alvéoles, ces derniéres subissent
une meéiose réductionnelle pour donner des spermatocytes secondaires haploides
[77].

Le spermatocyte haploide subit, a son tour, une méiose non réductionnelle,
donnant naissance a deux spermatides sphériques [112]. A ce stade, la
spermatogenése s'achéve avant I'entrée en phase nymphale [77]. Marquant une
pose de deux a trois jours apres le début de la mue pupale, la spermiogenése
commence par la différenciation morphologique des spermatides (développement
de flagelle), ou tous les spermatozoides sont produits avant I'émergence des faux
bourdons adultes [112], [139]. Ainsi, les faux bourdons ont une quantité

prédéterminée de sperme dés leur naissance [77] .

En résumant, trés t6t en phase larvaire, les testicules du faux bourdon
bourgeonnent et commencent a produire les cellules germinales qui se développent
progressivement en spermatogonies, spermatocytes, spermatides et enfin en
spermatozoides, définissant ainsi des zones histologiques de croissance, de
maturation et de transformation dans le parenchyme testiculaire [140]. En phase
finale, les spermatozoides matures se regroupent en spermatodesmes [140],[141].
Apres I'émergence des faux bourdons, les spermatozoides se trouvent préts a
migrer des testicules vers les vésicules séminales, ou ils seront temporairement
stockés [121]. Suite a cette migration, les testicules rétrécissent, s'aplatissent et

montrent des signes de dégénérescence [110].

2.2.4. Morphologie et morphométrie de spermatozoide :

Comme chez la plupart des insectes, les spermatozoides d’abeille Apis
mellifera sont assez longs et filamenteux (figure 14). La téte, relativement petite et
étroite, renferme un noyau en forme de batonnet et un acrosome allongé situé a
'avant du noyau [142]. Son flagelle effilé est constitué d’un axonéme ayant une
structure microtubulaire. Généralement, la longueur totale de la cellule spermatique
varie entre 250 et 270 uym [143]. La téte mesure environ 10 um de long et entre 0,4
et 0,5 ym de large [144]. Toutefois, pas mal d’auteurs ont rapporté des valeurs
morphométriques trés diverses en raison du moment du prélévement (début ou fin

de saison de reproduction), les colorations choisies pour la préparation des frottis
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spermatiques et les procédés de mensurations adaptées [145], [146]. Chez les
males de race Buckfast, selon les différentes colorations utilisées, la longueur totale
du spermatozoide varie de 226,56 um a 242,59 um. La longueur de la téte varie de
7,71 ym a 8,08 pm, tandis que la longueur du flagelle varie de 204,31 ym a 226,16
pm [146]. Par ailleurs, ces parametres morphométriques de la cellule spermatique
varient aussi en fonction de I'espece ou de la race d’abeille étudiée. Le tableau

suivant (N° 3), résume les résultats de quelques études relatives aux mensurations

du spermatozoide de quelques types d’'abeilles :

Tableau 3 : Mensurations du spermatozoide de quelques types d’abeilles.

Espece Longueur (um) Auteurs
Totale Téte Flagelle
Apis mellifera Linnaeus 217,57 7,52 210,05 [147]
Apis mellifera Ligustica 230.81 7.85 222.96 [148]
Apis melliferaCarnica 273.50 9.43 264.07 [145]
Apis mellifera Buckfast | 230 a 238 8,74 a 8,97 221 a 229 [149]
Apis Melipona bicolor 80 9,2 70,8 [150]

Figure 14 : Cellule spermatique du FB (A: Spermatozoide filamenteux avec un trés

long flagelle [146]; B : Spermatozoide vivant illustré par la fluorescence bleue

(Hoechst) a: I'acrosome, b : le noyau, c : le flagelle [151]).
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Chapitre 3

Reproduction des abeilles melliféres

3.1. Multiplication des colonies (essaimage) :

Chez la plupart des insectes sociaux, les nouvelles colonies sont fondées par
des reines solitaires, qui quittent le nid parental, sans étre accompagnées d’ouvriéres
[152]. Cependant, chez les abeilles melliféres, 'essaimage est le mode de reproduction
naturel des colonies, ou les reines quittent les ruches méres, accompagnées d’effectifs
d’ouvrieres et de faux bourdons (figure 15), a la recherche de nouveaux foyers [153].
Ce phénomeéne se produit généralement au printemps et au début d’été, permettant aux
nouvelles colonies de construire leur nid et de stocker suffisamment de réserves pour
affronter I'hiver [154]. Deux aspects du cycle de vie d’une colonie d’abeilles peuvent se
chevaucher partiellement : la présence de la reine et I'essaimage [155]. Lors de
préparation a 'essaimage, I'effectif des ouvriéres augmente intensément, suivi d’un pic
de production de faux bourdons [156]. Ainsi, les essaims disposent du plus grand

nombre de males pour féconder les futures reines vierges.

Dans le bassin méditerranéen, le pic de production de faux bourdons a lieu en
mois d’avril et de mai, ce qui coincide avec la saison d’essaimage [56], ainsi qu’avec la
période durant laquelle la plupart des nouvelles reines sont élevées [157]. Avant méme
la naissance des jeunes reines, la reine mére quitte sa ruche, avec une partie de sa
population pour former un essaim primaire, pouvant convoiter les deux tiers de la
colonie [158]. En effet, le poids d’'un essaim peut varier de 0,2 Kg a 5,3 Kg [159]. Mais
aussi, des essaims secondaires de petites tailles, peuvent par la suite se former sous
I'égide des nouvelles jeunes reines [160]. Cependant, pour Apis mellifera intermissa,
connu par son caractere tres essaimeuse, les vieilles reines quittent rarement leurs
ruches d’origine pour fonder de nouvelles colonies ; ce sont plutét les jeunes reines qui
sont souvent a lorigine de la formation des essaims, aussi bien primaires que
secondaires [155], [161].

Les facteurs prédisposant a I'essaimage chez les populations d’abeilles restent
encore méconnus. Toutefois, 'age de la reine et le surpeuplement de la colonie sont
des causes souvent mentionnées dans la littérature [153]. En effet, avant I'essaimage,
le nombre d’ouvriéres augmente dans le nid jusqu’a un point critique ou l'espace

devient insuffisant, ce qui déclenche la fievre d’essaimage chez les ouvriéres, qui se
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mettent aussitét a construire des cellules royales sur les bords des cadres du couvain
[152]. Le nombre de cellules royales construites est en corrélation positive avec la
densité de la colonie [162]. Par ailleurs, la congestion du couvain peut aussi induire le
comportement d’essaimage. En effet, selon Winston et al (1980) [160], les colonies
commencent a élever de nouvelles reines, lorsque plus de 90 % de leurs rayons de
couvain sont utilisés. D’autre part, une répartition d’age biaisée en faveur des jeunes
ouvriéres est également associée a I'essaimage [158]. L’engorgement et 'augmentation
de la taille de la colonie rendent la navigation de la reine a travers les rayons trés
restreinte, ce qui pourrait réduire I'effet d’'imprégnation des phéromones royales. La
diminution de la concentration de ces substances produites par la reine au niveau de la
périphérie du nid, peut aussi contribuer au déclenchement du phénoméne d’essaimage
[158], [163].

Des études de modélisation, utilisant chaque paramétre individuellement, ont
montré que chaque facteur ne conduisait pas a I'essaimage que lorsque toutes les
autres variables atteignaient leurs seuils respectifs, suggérant ainsi que ces paramétres
sont fortement corrélés [164]. Cependant, d’autres facteurs d’ordre social et
environnemental peuvent induire la division des colonies, méme si elles sont jugées
inaptes a I'essaimage [158]. Dans tous les cas, l'initiation de I'élevage massif de reines
constitue la premiére étape visible de la préparation a 'essaimage [165]. Pour que la
reine puisse voler avec son essaim sur de longues distances, elle doit avoir un poids
léger. C’est pour cette raison que les ouvriéres lui imposent une restriction alimentaire,
10 a 14 jours avant I'essaimage [166]. En contraste, quelques jours avant le départ de
'essaim, les ouvrieres commencent a se gorger de miel, qui leur servira comme
principale source énergétique lors de la recherche d’'un nouveau site de nidification
[167]. Le jour venu, I'essaim quitte rapidement la ruche en masse et maintient une
formation nuageuse, pendant environ vingt minutes [155], avant de se regrouper en une
grappe et de former un bivouac sur un site temporaire aux alentours du rucher [158].
L’attente dure quelques heures a un ou deux jours. Pendant ce temps, des ouvriéres
éclaireuses se lancent a la recherche d’'un nouveau refuge [168]. Une fois, le choix fait,

'essaim décolle vers son nouveau site de nidification.

La distance parcourue par un essaim vers le nid choisi, déduite du rythme de la
danse des éclaireuses [153]. En effet, elle varie de 300 a 4 000 métres pour les abeilles
européennes [169] et en moyenne 4,7 Km pour les abeilles africanisées [170]. Par

conséquent, l'essaimage permet donc la division des colonies et la dispersion
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géographique des abeilles vers de nouveaux habitats [153]. Cependant, ce phénomene
représente un enjeu économique majeur pour l'apiculteur, car il entraine une perte
d’abeilles et de miel [154]. Mais aussi, il réduit le taux de survie des colonies
essaimées, d’environ 50% [163]. En zone tempérée, seules 8 a 24% des colonies
meéres survivent a leur premier hiver, contre 45 a 78 % des colonies filles [90]. Des
études rapportent que I'essaimage entraine généralement une perte de 40 a 80 % de la
population d’abeilles ouvrieres adultes [57], [171]. Cet effondrement en nombre
d’ouvriéres réduit drastiquement les rendements apicoles et cause des pertes séches

aux apiculteurs [172].

Pour cela, le contrdle des colonies d’abeilles et les inspections réguliéres des
ruchers sont impératifs et constituent les pratiques les plus fiables pour prévenir
'essaimage et récolter ou piéger les essaims formés. Toutefois, cette méthode est
chronophage, laborieuse pour I'apiculteur et stressante pour les abeilles [172]. Raison
pour laquelle nombreux chercheurs s’efforcent a développer des systémes de
surveillance automatiques a distance des ruches, capables de détecter les signes
précurseurs de I'essaimage, tels que : I'élévation de la température et la diminution des
réserves de la colonie [154], utilisation des vibrations acoustiques [153] avec
modélisation algorithmique [155] et la vidéosurveillance d’activité des abeilles, intégrant

un processus d’apprentissage et l'intelligence artificielle [173].

Figure 15 : Essaim d’abeilles sur une branche d’arbre. [Photo personnelle].



3.2. Reproduction des castes fertiles :

3.2.1. Maturation des faux bourdons :

Aprés un cycle de développement de 24 jours, les faux bourdons imagos
(adultes) émergent de leurs alvéoles pour rejoindre la colonie. A ce stade, ils sont
nourris par les ouvrieres nourrices, pendant quelques jours, avant qu’ils puissent se
nourrir tout seuls mais sans autant quitter la ruche. A leur naissance, leur systéme
reproducteur est encore immature, faudrait-il encore quelques jours pour qu'ils

deviennent pubéres.

A I'émergence, les organes reproducteurs des faux bourdons continuent de
se développer et subissent des changements rapides pendant leur maturation
sexuelle [114]. En effet, entre trois et huit jours post-émergence, les
spermatozoides produits dans les testicules, migrent vers les vésicules séminales,
lieu de leur maturation (figure 16), ou ils absorbent des nutriments pour devenir
pleinement fonctionnels [174]. Cette migration des spermatozoides vers les
vésicules séminales peut se poursuit jusqu’au douziéme jour post-émergence [143].
lls demeurent ensuite dans le liquide séminal jusqu'a I'éjaculation [115]. Quant aux
gonades masculines, au fur et a mesure qu’elles se vident de leurs spermatozoides,

elles subissent une atrophie progressive jusqu’a disparition compléte [112], [114].

Figure 16 : Coupe transversale d’une jeune glande séminale. (Début de migration
des spermatozoides depuis les testicules vers les glandes séminales). [Photo

personnelle].
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Pendant cette période, les glandes a mucus subissent des changements
substantiels en fonction de I'age. Elles se développent progressivement et
accumulent des sécrétions, atteignant leur pleine maturité entre le sixieme et le
neuvieme jour post-émergence [114], [127], [137]. A ce stade, leur sécrétion passe
d'un fluide a un mucus visqueux légérement alcalin [128]. Par ailleurs, I'activité de la
glande bulbeuse atteint son pic maximal au cours des cing premiers jours suivant
'émergence du faux bourdon [134]. De méme, dés le deuxiéme jour post-
eémergence, la pigmentation orange commence a apparaitre au niveau des
cornules. La quantité de ces pigments augmente principalement entre le deuxiéme

et le sixieme jour d'age [138].

Les sécrétions de ces trois glandes contribuent a la formation de
spermatophores et préparent le tractus génital du faux bourdon pour un transfert
fluide des spermatozoides lors d’accouplement. Toutefois, pendant cette période
d’activité glandulaire, I'éjaculat est considéré comme n'ayant aucune capacité de
fécondation, nécessitant quelques jours pour mdrir et acquérir un potentiel
fécondant [175].

Ce calendrier d’activité glandulaire et de maturité des faux bourdons
correspond au moment ou ils commencent leurs vols nuptiaux. En effet, les males
d’abeilles atteignent leur maturité sexuelle entre le douzieme et le quatorziéme jour
post-émergence, c'est-a-dire plus ou moins quarante jours apres la ponte de I'ceuf

[151], [176]. Puis les males resteront féconds jusqu’a la mort [61].

En somme, la maturité sexuelle des faux bourdons est déterminée par quatre
éléments principaux qui sont : la migration complete des spermatozoides vers les
vésicules séminales et I'atrésie des testicules, maturité des glandes accessoires et
accumulation de leurs sécrétions, développement de la musculature du faux
bourdon et capacité de déploiement de I'endophallus, et en fin I'acquisition

d’aptitudes aux vols nuptiaux.

3.2.2. Vols des faux bourdons :

A lapproche de la maturation sexuelle, les muscles alaires des faux
bourdons se développent davantage. Le taux d’hormone juvénile augmente

progressivement au cours des premiers jours de la vie adulte, atteignant un pic lors
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de la maturation sexuelle, ce qui stimule l'activité de vol [177]. Curieux et assez
robustes, les faux bourdons commencent a explorer I'extérieur de la ruche entre le
cinquiéme et le huitiéme jour d’age [61], [178], [179]. Cet age d’initiation au vol
correspond au moment de la fin de transfert des spermatozoides des testicules vers
les vésicules séminales [121]. En décollant du planché de vol, les faux bourdons
pourraient mémoriser les caractéristiques environnementales autour de la ruche
afin de pouvoir y retourner [180]. Toutefois, au retour, les faux bourdons peuvent
dériver d'une colonie a une autre, et ils sont généralement facilement acceptés
dans des colonies étrangéres pendant la saison printaniére [181]. L’initiation des
jeunes males a la navigation aérienne commence par des vols stationnaires a
'entrée des ruches, suivie d'une ascension en spirale et de linspection des
alentours du rucher [179]. En fait, les premiéres sorties avant la maturité sexuelle se

limitent a des vols hygiéniques et de reconnaissance.

Bien que les différentes sécrétions des glandes accessoires sont déja
abondantes dés la premiére semaine de la vie du faux bourdon et que les
spermatozoides acquiérent la capacité de fécondation une fois séjournés assez
dans les vésicules séminales [121], ce n’est qu’entre le douziéme et le quinzieme
jour d’age[61], voire trois semaines [182] que les faux bourdons commencent a
effectuer des vols vers les aires de congrégation. La possibilité de fréquenter
régulierement ces zones, influence la maturité sexuelle des males et augmente leur
excitabilité [61].

Le nombre total des vols (d’orientation et nuptiaux) effectués par le faux
bourdon au cours de sa vie est en moyenne 27 vols [179]. Les vols d'orientation,
effectués par les jeunes males, étaient plus courts et plus fréquents que les vols
d'accouplement. Ces vols permettent aux faux bourdons de se familiariser avec leur
environnement et d'améliorer leurs capacités de navigation. Les vols
d'accouplement, plus longs et plus espacés, sont destinés a la recherche de reines
dans les DCA [179]. L’attente des faux bourdons et 'arrivée des reines a la DCA
dure en moyenne 30 minutes avant de retourner a la ruche pour se nourrir [183]. En
temps favorable, les faux bourdons peuvent effectuer plusieurs vols d'accouplement
en une apres-midi [179].

Quelques études empiriques ont évalué l'effet du vol sur la fécondité des
faux bourdons. En effet, Rhodes [184] a montré que la quantité de sperme restant

dans les vésicules séminales apres I'éjaculation est plus élevée chez les jeunes
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faux bourdons par rapport aux chevronnés des airs. Cela soutient I'hnypothése selon
laguelle I'entrainement au vol contribue au développement de la musculature du
faux bourdon, notamment les muscles abdominaux, qui jouent un rdle crucial lors
de l'accouplement et du processus d’éjaculation. Par ailleurs, Hayashi et Satoh
[121] ont étudié l'effet du vol sur la maturation sexuelle en comparant les drones
ayant eu l'opportunité de voler et ceux en ayant été empéchés. lls ont conclu que le
vol n'avait pas d’impact significatif sur la maturation sexuelle et que 'augmentation
de la concentration des spermatozoides dans les vésicules séminales n’était pas

affectée par le vol.

En revanche, le vol pourrait réduire la fécondité des spermatozoides en
réponse a d'autres fonctions vitales, comme l'immunité et la résistance a la
température, car le maintien de la viabilité des spermatozoides a un co(t
métabolique [185]. Chez les insectes, le vol est I'activité la plus intense. De ce fait,
les faux bourdons sont susceptibles de subir un stress oxydatif pendant le vol [186],
ce qui pourrait entrainer une réduction de la viabilité des spermatozoides. En effet,
les faux bourdons de plus de 21 jours d’age, accumulant un temps de vol important,
connaissent une diminution de la viabilité des spermatozoides [185], [187]. De
méme, la privation de vol et I'absence de défécation pendant leur développement,
dues au confinement, pourraient également affecter la qualité et la mortalité des

spermatozoides [42], [188].

3.2.3. C’est quoi une DCA (Drones Congrégation Area) :

Les DCA sont des zones de congrégation, ou lieux de rendez-vous, ou se
rencontrent les faux bourdons avec les jeunes reines vierges. Pendant la saison
des accouplements, les males se rassemblent en hauteur dans l'air (figure 17),
indépendamment de la présence de reines [182]. lls proviennent de nombreux
ruchers environnants, distants de 500 meétres jusqu'a 5 km [188], voire 7 km [182].
En utilisant une méthode de piégeage des faux bourdons et en recourant aux tests
d'empreinte génétique, Baudry et al (1998) [189] ont démontré que 238 colonies,
de ruchers différents, étaient représentées dans une seule DCA. Dans une étude
similaire, 11000 faux bourdons, issus de 240 colonies, se rassemblent pour former
une DCA [188].
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Le sexe ratio reproductif chez les abeilles melliferes est d’environ 20 000
faux bourdons pour chaque reine vierge alors qu’une seule DCA peut contenir
jusqu’a 30 000 males provenant de sources génétiques diverses [179], [188], ce
qui reflete la compétition extréme lors des accouplements. Ce systeme de
reproduction favorise I'hybridation et la diversité génétique aussi large que
possible chez les abeilles [188]. C’est pour cette raison que les chercheurs ont
conclu que les DCA constituent des centres de sélection naturelle ou la
représentabilité élevée des colonies réduit fortement la probabilité d’accouplement
entre les faux bourdons et leurs sceurs reines. De plus, les résultats d’'une étude,
échelonnée sur deux ans, ont été rapportés par Cramp (2004) [190], concluant
que les faux bourdons préférent les DCA les plus proches de la ruche, tandis que
les reines préferent les DCA les plus éloignées. Ainsi, les males et les reines d'une

méme colonie ne choisissent pas la méme DCA afin d’éviter la consanguinite.

Les DCA se situent dans des zones aériennes bien spécifiques et restent
stables jour aprés jour, car les faux bourdons retournent fréquemment aux lieux ou
ils ont déja détecté des phéromones de reine [191]. Mais aussi, elles
réapparaissent aux mémes endroits d'année en année [192]. En effet, des études
ont rapporté que, chez les colonies d’abeilles, des générations successives de
faux bourdons se trouvent fideéles aux mémes DCA [181], parfois pendant plus de
50 ans [193]. Concluant ainsi, que les méles d’abeilles montrent un grand degré
de fidélité aux DCA [194].

Toutefois, I'expérience de navigation vers les DCA ne peut pas étre
transmise entre les générations de faux bourdons d’'une saison de reproduction a
une autre, car les males ne survivent jamais pendant I'hiver. De plus, les vols
d’orientation des jeunes faux bourdons sont limités aux alentours des ruchers et le
balancement aux vols nuptiaux se fait direct, sans exploration préalable [194]. Ce
qui laisse penser que les jeunes males démontrent une capacité innée pour
découvrir les DCA. Ceci grace a des indices, appelés marqueurs d’essaims, qui
peuvent étre les cimes des arbres ou les sommets des collines [195]. En effet, des
auteurs suggeérent que les males s’aventurent sur les pistes de navigation, en
prenant le sud vers la ligne basse de I'horizon et en s’orientant par la couverture
arborée afin d’'intégrer une DCA [196]. Les zones de congrégation sont donc des
emplacements imposés par le paysage et le relief entourant les ruchers et que les

générations successives de faux bourdons devraient les découvrir instinctivement
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et les animer a chaque saison de reproduction.

En général, les faux bourdons choisissent préférentiellement les DCA
proches des ruches [188], loin des sources de perturbation telles que les routes et
les habitations, a tel point que ces regroupements se reproduisent parfois méme
en mer, a 800 meétres des cbétes [197]. Généralement, la plupart des DCA se
trouvent sur la terre ferme, dans des espaces exposés au soleil [196] et pres des

arbres pour se protéger du vent [68].

Les DCA d’'Apis mellifera se situent a des hauteurs de 5 a 60 metres,
cadrées par des reperes géographiques proéminents pour l'orientation des males
[198]. Par contre, les faux bourdons d’Apis cerana peuvent se rassembler a
seulement 2 métres au-dessus du sol [199] ou jusqu'a 50 métres au-dessus de la
canopée des arbres [200]. Alors que, les faux bourdons d'Apis dorsata choisissent
de voler vers de grands arbres et se rassemblent prés ou sous les branches [201],
tandis que les faux bourdons d'Apis. koschevnikovi se regroupent, plutot, sous les

cimes d'arbres plus bas [202].

Selon plusieurs auteurs, les emplacements des DCA et les horaires des
vols nuptiaux des faux bourdons sont spécifiques a chaque espéce [202]. Mais
aussi les conditions climatiques et les températures ambiantes sont déterminantes
pour que les faux bourdons puissent rejoindre et animer les DCA. En effet, la
plupart des chercheurs concordent a dire que les aprés-midis ensoleillées ou
partiellement nuageuses, avec des températures supérieures a 20° C, sont les
moments les plus favorables pour les déplacements des faux bourdons aux cites

de congrégations [198].

Pour rejoindre les DCA, les faux bourdons empruntent des itinéraires
spécifiques depuis leur colonie, en suivant généralement des reliefs ou des
repaires linéaires du paysage, telles que des lignes d'arbres, des cours d'eau ou
des routes , et parfois ils prennent de la hauteur pour suivre les sommets de
collines [194]. Il semble aussi que le champ magnétique terrestre pourrait jouer un
réle dans l'orientation des méles [191]. En général, les faux bourdons préférent le
chemin le plus court vers les DCA, pour un accouplement rapide [74], surtout
celles proches des ruchers, en raison d’'une économie d’énergie et de la
vulnérabilité aux prédateurs [188]. Bien que certains accouplements se produisent
sur les trajectoires de navigation des faux bourdons [188], en raison de la
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formation de boules transitoires et occasionnelles d'activité des maéles sur les
voies de vol [203], les DCA représentent les palais nuptiaux des reines vierges
[181] dont elles trouvent une variété génétique importante de partenaires en danse

nuptiale.

Une fois sur les lieux, les faux bourdons se regroupent et volent en rond a
des vitesses qui peuvent atteindre 12 kilométres (km) par heure [203], formant ainsi
une sphére d’'un diameétre de 30 a 200 métres [192],[203], connue sous le nom
d’essaim de faux bourdons [194]. Cette sphére, sous forme d’'un cumulus, est plus
dense au centre qu’a la périphérie car la concentration et l'activité des faux
bourdons sont plus intenses dans la partie centrale [190]. Dans une région abritant
un grand rucher, Loper et al (1992) [203] ont pu répertorier 26 DCA. Le
déplacement des faux bourdons, longeant les lignes d’arbres et des routes, forme
un réseau de couloirs aériens de 18 km de long, sur 50 a 100 métres de large. Ces
DCA situées a une hauteur de 30 metres, prennent la forme de cones inversés, ou

la densité de faux bourdons diminuait avec l'altitude.

Figure 17 : DCA (Drones Congrégation Area) [61].

3.2.4. Vol nuptial de la reine :

Les reines d’abeilles ne s’accouplent qu’au début de leur vie [185], [204].
Par la suite, la taille et la longévité de la colonie dépendent du nombre et de la
viabilité des spermatozoides stockés dans leurs spermatheques [205]. En effet,

les jeunes reines arrivent a la maturité sexuelle entre le troisieme et le

quatorziéme jour d’age [57], [206]. Attirées par la lumiére et encouragées par les
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ouvriéres, les reines vierges prennent l'initiative de quitter leurs colonies. En
réalité, les ouvriéres adoptent un comportement agressif envers la jeune reine en
la mordant, et parfois en formant une boule autour d’elle, pour lui provoquer un
stress thermique. Cette hostilité bat son plein en début d’aprés-midi [207], [208],
moment ou les faux bourdons volent vers les DCA. Malgré ses manoceuvres
dissuasives par des sons et des vibrations, la reine se trouve forcée de sortir de la
colonie et s’initier aux vols d’orientation de courte durée autour de la ruche [209],
[210].

Environ une heure apres le pic de départ des faux bourdons [192], les
reines vierges entament leur navigation nuptiale vers les DCA les plus éloignées
du rucher [211],[198], a une distance entre trois [208] et 17 km plus loin [212], ce
qui oblige parfois les reines a butiner les fleurs sur leur trajet (figure N° 18), en
quéte d’énergie [213]. En temps favorable, les reines peuvent effectuer un seul vol
[214], voire deux vols nuptiaux [109], et parfois plus [215],[206], au cours de deux
a quatre jours [216],[208]. D’ailleurs, la reine peut effectuer des vols
d’accouplement supplémentaires, le méme jour ou les jours suivants, pour finaliser
le processus de fécondation [190],[206]. Il a été suggéré que le nombre de
spermatozoides stockés dans la spermathéque pourrait influencer la décision
d’effectuer un vol supplémentaire ou de commencer la ponte [181], [217]. Au
contraire, Woyke (2011) [218] affirme que la reine n’a aucun contrble sur le

nombre d'accouplements, ni sur le volume du sperme stockeé.

Figure 18: Reine d'abeille mellifere (Apis mellifera L), en quéte d’énergie pour
poursuivre son vol nuptial, elle se nourrit du nectar d’'une fleur de bourrache (Borago
officinalis) [213].



En fait, des études récentes estiment que 27 a 28 % des reines se trouvent
contraintes d’effectuer plus d'un vol d’accouplement [181]. Cependant, la
nécessité d’entreprendre davantage de vols augmente le risque de perte des
reines. Effectivement, des chercheurs [219], [220] réalisent que 4 a 18 %, voire
jusqu'a 29 % [221] de reines ne revenaient pas a leurs ruches lors des vols
nuptiaux suite aux dangers externes de prédation et aux intempéries [181], ou
méme suite aux dérives vers d’autres colonies lors de leur retours [219], car les
ouvriéres tuent toute reine étrangére qu’elles détectent, sauf si leur propre reine a
été perdue [220].

Ainsi, les reines prennent des risques lors de ces vols, qui devraient donc
étre aussi longs que nécessaire mais aussi courts que possible [190]. En pratique,
lorsque les DCA sont richement peuplées par les faux bourdons, les vols nuptiaux
durent généralement entre 10 et 30 minutes [210]. Puis elles retournent a leurs
ruches une fois regues suffisamment de sperme ou a défaut de manque d’énergie.
En réalité, la durée dépend de I'éloignement des DCA et de I'abondance des faux
bourdons, qui devraient étre présents avant l'arrivée des reines vierges dans les
zones de congrégation. En effet, dans une expérience visant a évaluer I'efficacité
de la durée des vols nuptiaux, révele que les reines fréquentées les DCA moins
peuplées (5000 males) revenaient avec moins de semence, aprées plus de 30 mn
de vol. Lorsque cette expérience répétée avec des DCA plus dense (15000
males), aucune reine n’a da voler plus de 30 minutes, avec un taux de fécondation

tres élevé [190].

A la lumiére de ces études, on conclut que les vols trop longs augmentent
le risque d’'une fécondation insuffisante, soulignant I'importance d’'un nombre
adéquat de faux bourdons pour un accouplement optimal. D’ailleurs, plusieurs
auteurs affirment que chez de nombreuses espéces d’Apis, les agrégations
importantes de faux bourdons, semblent faciliter et garantir des accouplements
rapides et efficaces des reines d’abeilles (Apis mellifera: [222]; Apis cerana: [199] ;
Apis koschevnikovi: [201]; Apis dorsata: [223]).

D’emblée et depuis leurs ruchers, les faux bourdons marquent leur
trajectoire de navigation par les phéromones (secrétions exocrines odorantes) des

glandes mandibulaires et labiales, reconduisant ainsi, a la fois, les autres males
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[224] et les jeunes reines [225] vers les DCA. Une fois sur I'aréne nuptiale, ces
phéromones masculines facilitent la formation des DCAs [224] et modulent les
interactions sociales entre les males [226]. A l'arrivée des reines a destination, et
parfois sur les corridors méme de vol nuptial, les jeunes vierges secrétent, a leur
tour, des phéromones royales (9-ODA), d’origine mandibulaires, qui induisent
I'attraction des males [227]. En plus de ce leurre olfactif, les reines émettent des
signaux visuels a courtes distances, facilitant ainsi le rapprochement des males
pour lI'accouplement [73]. Les faux bourdons se précipitent alors et entrent en
compétition acharnée, formant un essaim sous forme d'une cométe, tout en
essayant de se positionner favorablement afin de s’accoupler avec la reine [73],
[228]. De toute évidence, les reines s'accouplent avec tout male capable de les

capturer.

3.2.5. Accouplement :

Autrefois, des chercheurs pensaient que la fécondation des reines
d’abeilles d’especes Apis se faisait a l'intérieur méme de leurs colonies. Pire
encore, des hypothéses plus insolites stipulent que cette fécondation pourrait étre
congue en butinant les fleurs. L'étude des rassemblements massifs de faux
bourdons, a des moments réguliers de la journée et dans des endroits bien précis
et constants, a finalement pu résoudre I'énigme de la fécondation des abeilles,
malgré que la constatation effective des accouplements au niveau des zones de
congrégation reste trés difficile (figure 19). La preuve irréfutable est apportée en
utilisant des leurres imprégnés par les phéromones royales [212] ou par
I'utilisation des reines vierges, attachées a I'aide d’un fin fil et reliées a des ballons
d’hélium, puis relachées au sein d’'une DCA [228]. Naturellement, les males ne
portaient aucun intérét pour les reines passant a I'extérieur de cette zone. Par
contre, une fois que la reine franchit la limite de la DCA, les males forment un
véritable essaim et pourchassent la reine en vue de la féconder [61]. Et lorsque la
reine quitte la zone, les faux bourdons interrompent instantanément sa poursuite

et rejoignent le groupe [203].
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Figure 19 : Accouplement de la reine avec un faux bourdon en plein vol [61].

Contrairement aux faux bourdons qui sont monogames, les reines
d’abeilles d’Apis mellifera sont extrémement polyandres. La copulation se déroule
en plein vol, dans les zones de congrégation des males [135], a des fréquences
d’accouplement allant de 10 a 26 fois [202], [207], [214]. D’autres auteurs
rapportent que les femelles peuvent s'accoupler avec plus de 50 males [229],
[230]. Cependant, chez les abeilles naines (A. florea et A. andreniformis), les
reines de ces espéces reviennent avec le sperme de seulement 3 ou 4 males
aprés un seul vol [202]. Alors que, l'espéce meliponini est exclusivement

monogame [230].

La reine d’Apis mellifera peut s’accoupler séquentiellement avec plusieurs
males au cours d'un méme vol nuptial [215]. Aprés un chevauchement fugace de
cinq secondes, I'éjaculation se produit. Le male ayant eu la chance de s’accoupler
se paralyse et meurt quelques minutes aprés, car une partie de I'endophallus
reste accrochée dans la chambre du dard de la reine [202], [231]. Puis vient un
autre méale, qui devrait préalablement nettoyer les voies génitales femelles des
restes de son prédécesseur, avant de pouvoir s’accoupler avec la reine a son tour
[232]. Les faux bourdons transférent des spermatozoides, du liquide séminal et du
mucus dans le bulbe de I'endophallus éversé, puis éjaculent le sperme dans
l'oviducte de la femelle [233]. Le mucus reste dans le bulbe de I'endophallus, ce
qui aide a maintenir la connexion entre une reine en vol et le faux bourdon jusqu'a
ce que le transfert de sperme dans les oviductes de la femelle soit terminé [202],
[233]. Suite a ces accouplements répétés au bout de 15 a 30 minutes,
'accumulation des sécrétions des glandes a mucus des males lors du processus
d’éjaculation, forme «le signe d’accouplement» au niveau de l'entrée de la

chambre du dard de la reine [129].
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3.2.5.1. Eversion de I’endophallus lors d’accouplement :

Lors de l'accouplement naturel chez Apis mellifera, 'endophallus du faux
bourdon se fait expulser a I'extérieur de 'abdomen et se déploie, d’'une maniére
irréversible, dans la cavité vaginale de la reine [208], [233]. Cette éversion se
produit instantanément lorsqu’un faux bourdon agrippe la reine en vol nuptial. Mais
aussi, elle peut également étre reproduite manuellement, en vue de récolter la
semence a des fins d'insémination artificielle ou pour des analyses spermatiques.
Ce déploiement de I'endophallus résulte de la contraction des muscles abdominaux
sous l'effet de I'excitation du faux bourdon ou encore par I'application d’'une
pression sur le thorax, causant 'augmentation de la pression de 'hémolymphe a
l'intérieur de 'abdomen [233]. Ce processeur d’accouplement est fatal, car le faux
bourdon se paralyse et meurt aussitét [218], [232]. L’éversion de I'endophalus se

déroule en deux étapes :

3.2.5.1.1. Eversion partielle :

Suite aux contractions musculaires, I'endophallus est expulsé de la cavité
abdominale par éversion. Dans un premier temps, c’est le vestibule et les cornules
qui se déploient a [l'extérieur (figure 20). L’extrémité fine et recourbée de
'endophallus s’insére dans la cavité vaginale de la reine, et les cornules servant de
crochets pour maintenir le couple [218]. Subitement, le rétrécissement du conduit
cervical (le col) bloque I'enchainement du processus d’éversion, ce qui augmente la
pression au niveau bulbaire. Le bulbe, rempli de mucus, ne peut pas passer a
travers un canal aussi étroit et, en conséquence, I'éversion de I'endophallus marque
un arrét [233]. Tout comme Apis mellifera, I'éversion partielle se produit aussi chez

les faux bourdons d’Apis cerana et d’Apis dorsata [78].

Figure 20 : Eversion partielle de I'endophallus. V : vestibule, C : cornules [233].
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3.2.5.1.2. Eversion compléte :

Aprés une courte pause et sous l'effet des contractions agonisantes et
continues, le col finalement céde a la pression graduelle par I'ouverture de la paroi
dorsale du canal cervical. A ce stade, le bulbe avec ses plaques chitineuses,
s’engage a travers le col et poussé vers l'extérieur pour former une vésicule
transparente a l'extrémité de l'endophalus (figure 21). Une pression accrue
agrandit davantage la vésicule et élargit suffisamment le conduit cervical, ce qui
facilite I'éjaculation du sperme dans les oviductes de la reine [233], puis les
plaques chitineuses glissent hors du bulbe pour former le signe d’accouplement
[218].

L’interphase de temps dans la jonction de ces deux étapes, engendre une
augmentation de la pression a l'intérieur de I'endophalus, ce qui permet d’éjecter
le sperme avec une grande force dans [lorifice vaginal de la reine. Cette
€jaculation sous haute pression est particulierement importante pour garantir un

succes reproductif lors des accouplements multiples [233].

Vesﬁbulum

Figure 21 : Eversion compléte de I'endophallus [129], [233].

3.2.5.2. Signe d’accouplement :

Ce signe, appelé aussi bouchon copulatoire, se forme et se loge dans la
chambre du dard de la reine fécondée, entre I'apex de l'aiguillon et la derniére
sternite ventrale [218]. C’est un tissu structurel obstruant momentanément 'entrée
vaginale, afin d’éviter I'écoulement de I'éjaculat spermatique vers I'extérieur [234].
Il mesure 3,2 mm de long sur 1,6 mm de large, avec une hauteur de 1,75 mm
[218]. Initialement, on croyait que le signe d’accouplement correspondait au bulbe,

arraché de I'endophalus ou mordu par la reine. Cependant, Woyke et ruttner



(1958) [235] ont realisé finalement que ce bouchon est composé principalement
des plaques chitineuses du bulbe, positionnées sur le c6té ventral de la chambre
du dard et enrobées par un mucus blanc, qui se coagule davantage sur la partie
antérieure des plaques. Ce mucus sert a fixer le bouchon aux parois craniales de
la chambre du dard [218]. Tandis que la partie postérieure du bouchon qui
dépassait de I'extrémité de I'abdomen, était constituée de membranes épithéliales
provenant des glandes a mucus [129]. L'extrémité caudale du signe
d’accouplement se termine par un fin filament (figure 22), sous forme d’une queue,
servant probablement comme point d’attraction pour les ouvriéres afin de nettoyer
la chambre de dard de la reine, une fois qu’elle est retournée dans sa colonie
[218].

-
Ld

~

Figure 23: Membrane orange [218].
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Le signe d’accouplement est recouvert, de part et d’autre, d'une membrane
orange (figure 23), qui correspondait a I'épithélium détaché des cornules lors de
I'éversion de l'endophallus. Cette membrane se converge caudalement sur la
surface dorsale du bouchon, pour former un amas trés dense, de couleur orangée
[218]. Cette masse orange joue le rbéle d'un leurre optique afin de captiver
davantage de faux bourdons pour I'accouplement [232], [236]. La coloration orange
est issue des secrétions des glandes des cornules. Ces secrétions, de nature
visqueuses et collantes, servent aussi a renforcer I'attachement du bouchon
copulatoire dans la chambre du dard de la reine [137]. Pendant la premiére
copulation, le bouchon copulatoire résultant ne porte pas de membrane orangée.
Celle-ci est ajoutée par le faux bourdon suivant lors de sa tentative de fécondation.
Ainsi, le signe d’accouplement, avec tache orange, résulte de deux accouplements
successifs : le premier male dépose les plaques chitineuses et le mucus, le second
y ajoute la membrane orange [218]. Lors d’accouplement subséquent, 'endophallus
du nouveau faux bourdon faisait un accés entre le dernier sternite et le signe
d’accouplement précédent. L’intrusion et I'éversion progressive de I'endophallus
dans la chambre du dard, extirpait le bouchon laissé par le premier male [232]. Il
arrive parfois que le bouchon d’accouplement soit recouvert de deux membranes
colorées, c’est le signe que la derniére tentative d’accouplement est avortée [218].
La reine termine son vol nuptial lorsque le dernier faux bourdon ne parvient pas a
retirer le signe d’accouplement précédent. La courbure, vers 'avant (figure 24), du
filament terminal du bouchon copulatoire témoigne de cette tentative infructueuse
[218].

Figure 24 : Signe d’accouplement du dernier faux bourdon [218].
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3.2.5.3. Ejaculation et stockage du sperme dans la spermathéque :

Lors de l'accouplement, le sperme est éjaculé de I'endophallus dans la
cavité vaginale, sous la pression du mucus secrété par les glandes accessoires
[129]. En raison du volume limité de la bourse copulatrice de la reine pour contenir
tous les éjaculats, environ 10 % de I'éjaculat de chaque male est transféré vers
son oviducte médian et ses oviductes latéraux au cours des accouplements
(figure 25) [181]. La reine conserve un faible pourcentage de sperme de chaque
male avec lequel elle s'est accouplée. En se référant au stock des
spermatozoides dans les vésicules séminales [188], seulement 3 &4 5 % de
spermatozoides éjaculés de chaque faux bourdon sont stockés dans la
spermathéque de la reine [208]. Au cours de ses vols nuptiaux, la reine collecte 8
a 10 ul de sperme dans ses oviductes et recoit une moyenne de 87 millions de
spermatozoides [237]. Or, la spermathéque ne peut en contenir que cing a six
millions [208], [231] et parfois moins (4,37 millions de spermatozoides) [238]. Par
conseéquent, les spermatozoides excédentaires sont éliminés a travers le vagin.
Une fois que la reine a terminé son dernier vol nuptial, elle retourne a la ruche et
commence a stocker le sperme dans sa spermathéque (figure 26). L'ensemble du
processus de stockage des spermatozoides prend environ 40 heures. Les reines
fécondées avec plus de sperme, ont tendance a stocker plus de spermatozoides

et, par conséquent, a féconder les ceufs pour une longue durée [67].

Figure 25 : Organe reproducteur d’'une reine fraichement fécondée, en rose : les

oviductes latéraux bourrés du sperme des spermatozoides [109].
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Figure 26 : Double coupe de la spermathéque d’une jeune reine d’abeille fécondée,
vue au microscope électronique a balayage. Masse trés dense en spermatozoides, C

(centre): SPZ allongés en faisceaux, P (périphérie): SPZ enrdlés et entrelacés [104].

3.2.6. Retour de la reine a la ruche et début de ponte:

Au retour de la reine dans sa colonie, les ouvriéres se précipitent a retirer le
dernier signe copulatoire pour nettoyer sa chambre de dard des restes des
accouplements. L’activité des cellules neuro-sécrétrices des reines d'abeilles est
marquee par deux phases importantes. La premiére correspond au démarrage des
vols nuptiaux, et la seconde survient juste avant le début de la ponte des ceufs
[239]. En effet, les accouplements entrainent des changements comportementaux
et physiologiques chez les reines revenant des DCA ; notamment l'arrét des vols
nuptiaux, I'activation du développement ovarien et le début de la ponte [239], [240].
Toutefois, les reines nouvellement fécondées passent par une période de latence
avant de commencer la ponte. Cette période varie de 5 jours a 4 semaines [55],
[204] et de 2 a 14 jours selon Uzunov et al (2024) [241]. Elle dépend fortement des
conditions d'accouplement, de la saison, de la température a l'intérieur des colonies
[181]. Mais aussi, cet age de début de ponte peut varier d’'une sous-espéce a une
autre. A titre d’exemple, au Brésil, les reines d’abeilles africanisées présentent un
démarrage de ponte échelonné entre le 9 et le 17 jour post-accouplement,
avec une corrélation morphologique notable. En effet, les reines plus lourdes
commencent la ponte plus précocement par rapport aux reines légeres [221]. Pour
éviter que les reines fécondées ne quittent de nouveau la colonie, le sperme des
males modifie 'expression de génes liés a la vision dans le cerveau des reines,
réduisant la sensibilité a la lumiére des ocelles et de leurs yeux composeés, ce qui

rend la navigation de la reines pleines extrémement périlleuse [242].



3.2.7. Fin de vie des faux bourdons :

L’élevage des faux bourdons est un investissement important, mais trés
colteux pour les colonies. C'est pourquoi les abeilles régulent activement les
populations de males [55], [75], [243]. En fin de saison apicole et lorsque la période
d’accouplement des reines est acheveée, alors que les récoltes de nectar se raréfient
davantage, les faux bourdons sont expulsés des colonies [69]. Les abeilles ouvriéres
les bloquent I'accés a la ruche et elles n’hésitent pas a les tuer s’ils se montrent trop
insistants (figure 27) [61]. En dehors de la colonie, les males sont trés vulnérables a
la prédation, a la famine et aux conditions climatiques défavorables [91]. En effet, les
faux bourdons s’engourdissent trés vite au-dessous de 20° C et meurent rapidement
au-dela des températures de 40° C [61], [185].

En général, les méles n'ayant pas la chance de s’accoupler avec les reines
ont une durée de vie qui dépasse rarement six semaines [244]. Toutefois, la gestion
apicole oblige parfois a prolonger la présence des faux bourdons dans les ruches et
a maintenir leur élevage aussi tard que possible. Pour y parvenir, I'apiculteur devrait
contrecarrer la disette de fin de saison, en simulant la miellée par le nourrissage des
colonies avec du sirop a raison de 100 ml par jour. Une deuxiéme méthode consiste
a orpheliner la colonie de méles. Privée de la reine, la ruche maintient alors ses faux
bourdons plus longtemps. Et pour prévenir 'apparition des ouvriéres pondeuses
(fausses reines), il convient d’introduire régulierement du couvain ouvert, tout en

détruisant, huit jours plus tard, tout élevage royal [61].

Figure 27: Elimination des faux bourdons a la fin de la saison de reproduction [61].
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Chapitre 4

Semence des faux bourdons

4.1. Evaluation de la qualité spermatique des faux bourdons :

La récolte de la semence pour analyse et évaluation de la qualité
spermatique des faux bourdons peut étre réalisée soit par dissection des vésicules
séminales [188], soit par éversion manuelle suivie d’un ringage de I'endophallus
[245] ou encore par collecte de la semence selon la méthode couramment utilisée

pour I'insémination instrumentale des reines [246].

Le volume de la semence, le nombre de spermatozoides, la viabilité et la
motilité ainsi que le pourcentage des malformations des spermatozoides sont les
indicateurs majeurs qui refletent la qualité spermatique des males [88], [109], [143],
[247], [248], [249]. Le volume est mesuré suite a la collecte du sperme a l'aide
d’une pipette micro-capillaire [109]. Le nombre de spermatozoides est déterminé, le
plus souvent, par les cellules de comptage (cellule de Malassez : [250] et cellule de
Neubauer : [251]).

Compte a la viabilité des spermatozoides, elle est souvent déterminée par
I'utilisation des sondes fluorescentes (figures 28 et 29), pour marquer les noyaux
des spermatozoides morts, comme :I'iodure de propidium (en rouge) et Drag5 (en
orange), ou pour marquer les noyaux des spermatozoides vivants, comme : le
SYBR-14 (en vert), Hoechst (en bleu), orange acridine (en vert), ainsi que le
Calcein Violet pour marquer le cytoplasme (en bleu) des spermatozoides vivants
[58],[143], [146], [151], [252]. Le comptage des spermatozoides (morts et vivants)
sous microscope a fluorescence, aprés différentes colorations, est la méthode la
plus utilisée pour évaluer la viabilit¢ d’'un échantillon spermatique. Toutefois, ils
existent pas mal d’autres techniques telles que la cytométrie en flux [253], [254] et
l'analyse d’images par CASA, qui servent aussi a évaluer la motilité des
spermatozoides [151], [249].
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Figure 28 : Test de viabilité par évaluation de I'intégrité de la membrane plasmique
a l'aide des colorants Hoechst/Pl. (En bleu : SPZ vivants et en rouge : SPZ morts)
[143].

Figure 29 : Tests de viabilité des SPZ. [SYBR-14 (noyau en vert), Hoechst (noyau
en bleu), Drag5 (noyau en orange), Propidium iodé (noyau en rouge), Calcein Violet
(flagelle en bleu)] [252].

Chez les mammiféres, I'évaluation de la morphologie des spermatozoides
constitue une étape essentielle de I'analyse spermatique. En revanche, chez les
males d’abeilles, ce test demeure encore trés peu documenté [205]. Toutefois, les
rares recherches menées a ce sujet ont mis en évidence divers types d’anomalies
spermatiques chez le faux bourdon. Des altérations morphologiques du flagelle ont

été observées, telles que des queues enroulées sur elles-mémes, des flagelles
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raccourcis ou en surnumeéraires [149], [255]. D’autres anomalies concernent la téte
du spermatozoide, notamment des variations de la forme et de la taille du noyau
(macro ou microcéphalie), des spermatozoides polycéphales, des acrosomes

fléchis, courbés ou méme absents [149].

4.2. Ejaculat spermatique du faux bourdon :

Différentes études rapportaient des résultats trés variables quant au volume
d’éjaculat des maéles d’abeilles. Selon Woyke (1962) [222], un faux bourdon
sexuellement mature produisait entre 1,50 et 1,75 ul de sperme, contenant environ
11 millions de spermatozoides, soit une concentration de 7,5 millions de
spermatozoides par pl. En revanche, des résultats plus récents, estiment que le
volume moyen de sperme collecté chez les faux bourdons matures est de 0,7 ul,
avec 5,73 a 6,25 millions de spermatozoides, soit une concentration de 8,38 a 9,16
millions de spermatozoides par ul [149]. En général, le volume spermatique d’un
faux bourdon varie de 0,1 a 1,8 ul [256], [257]. La différence de ces résultats
rapportés résulte de I'age et de la taille des faux bourdons, de la lignée génétique,
du statut nutritionnel, de la saison, mais aussi de la technique utilisée pour la
collecte de la semence [46]. Les échantillons collectés a partir des glandes
séminales des faux bourdons affichent des nombres de spermatozoides tres
éparses : 6,9 a 7,6 millions [174], [258], 8,6 a 9,2 millions [187], [188], 11,4 a 12
millions [259], [260]. Quant aux prélévements réalisés sur €jaculation suite a
I'éversion manuelle de I'endophallus, le nombre de spermatozoides varie de 1,5 a
10,5 millions [58], [261].

4.3. Facteurs influengant la qualité spermatique :

4.3.1. Age du faux bourdon et de la reine :

Plusieurs études ont montré que la sénescence des faux bourdons affecte
négativement la qualité de la semence. Avec I'age, le volume spermatique se réduit
[46], [237] et sa viscosité augmente [204], [237]. La réduction du volume
spermatique avec l'age induit la production d'une semence foncée et trés
visqueuse, ce qui complique I'expulsion du sperme excédentaire par la reine apres
les accouplements [237]. Des auteurs concordent a dire qu’a I'age de 21 jours, le
faux bourdon produit un volume d’éjaculat adéquat avec un pic de concentration en

spermatozoides [46], [262].
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Quant a la viabilité, les éjaculats frais présentent une viabilité spermatique
trés variable, allant de 55 a 90 % [151]. Selon Locke et Peng (1993) [187], la
viabilité spermatique passe de 86 % a 81 % entre J14 et J20 de la vie du faux
bourdon. Et d’aprés Sturup et al (2013) [185], les males agés de plus de 20 jours
perdent 50 % de leur viabilité spermatique. Toutefois, d’autres études rapportent
que l'effet délétére de I'age n’altere pas le pouvoir fécondant des spermatozoides
qui affichent, en tout temps, une viabilité constante [42], [262]. Cependant, une
étude progressive, réalisée par Genger et al (2014) [109], a montré une réduction
d’environ 10 % de la viabilité des spermatozoides lors de leur passage des
vésicules séminales (98,1%) vers les oviductes latéraux de la reine (88,7%), suite a

la pression accrue exercée sur les spermatozoides lors de I'accouplement.

Des auteurs suggérent que lors du passage des spermatozoides depuis les
oviductes vers la spermathéque de la reine, les cellules spermatiques mortes ou
présentant des malformations sont éliminées dans le flux spermatique excédentaire.
Aprés le stockage des spermatozoides dans la spermatheque, leur viabilité peut
également étre variable, allant de 20 % a 100 %, avec des moyennes comprises
entre 80 % et 98 % [238], [257]. L'effet de mélange de semences de plusieurs faux
bourdons est incriminé [120], [263]. De méme, une perte progressive de viabilité

avec I'age croissant de la reine a également été décrite [255], [264].

4.3.2. Poids de faux bourdon :

Genger et Firalti (2005) [260] ont constaté que les petits faux bourdons,
élevés dans des cellules d’ouvriéres, avaient un désavantage reproductif par
rapport aux grands males élevés dans des cellules de faux bourdons. Ces résultats
sont soutenus par Bratu et al [149], rapportant que les gros faux bourdons (240 a
280 mgq) affichaient une meilleure concentration spermatique que ceux inférieurs a
240 mg. De plus, ils présentaient des spermatozoides légérement plus longs, mais
avec une proportion accrue de malformations, sans pour autant altérer leur motilité
(91 %). D’autre part, la taille des faux bourdons est relative a l'origine de I'ceuf. En
effet, les males issus des ouvrieres pondeuses, dans le cas des colonies
orphelines, présentent des poids nettement inférieurs a ceux issus des reines
fécondées. lls produisent moins de spermatozoides (8,62 contre 12,01 millions) par
rapport aux faux bourdons issus de reines dans des colonies normales [260]. De

plus, ils présentent plus d'anomalies spermatiques [56].
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4.3.3. Température du couvain :

Une colonie d’abeille régule activement et en permanence la température de
la ruche pour garantir des conditions optimales d’élevage du couvain [265]. En
conditions normales, les faux bourdons sont élevés dans une zone du couvain
maintenue a une température constante de 33 a 35 °C [57]. Malgré que I'élevage
des males supporte des variations des températures optimales par rapport a celles
requises pour le couvain des ouvrieres [266], une difféerence de 4°C entre les
températures minimales et maximales d’élevage du couvain, affecte la fertilité des
faux bourdons et la qualité spermatique [267]. En effet, au-dela de 36°C, il a été
constaté une diminution de nombre et de viabilité des spermatozoides chez les
males [268],[267]. En revanche, a des températures de couvaison plus basses (32
°C), les nouveaux-nés faux bourdons présentent des testicules et des glandes
annexes plus grandes. Cependant, une fois matures, ils affichent une faible
capacité d’éversion d’endophallus et un volume d’éjaculat trés réduit, tout en

gardant un atout notable de viabilité (80 %) spermatique trés élevée [267].

4.3.4. Origine Génétique :

La structure génétique d'une colonie influence le poids et la qualité des
males d’abeilles [205]. Selon Rinderer et al (1985) [259], les faux bourdons
européens pesaient plus (220,2 mg contre 194,6 mg) et possédaient plus de
spermatozoides que les faux bourdons africanisés (5,7 millions contre 4,6 millions).
De méme, les faux bourdons d’Apis mellifera ligustica étaient plus lourds (232
contre 197 mgq) et produisaient plus de spermatozoides (12,2 contre 10,6 millions)
que ceux d'Apis mellifera syriaca [56]. Dans la méme tendance, Taha et Algami
(2013) [269] ont constaté que les faux bourdons d’Apis mellifera carnica étaient plus
lourds et produisaient encore plus de spermatozoides que ceux de [l'abeille
yéménite (Apis mellifera jemenitica). Ces derniers avaient également des organes
reproducteurs (testicules, vésicules séminales et glandes a mucus) plus petits que
ceux des faux bourdons carnioliens. Conformément a cette dynamique, I'étude
réalisée par Rhodes et al (2011) [46] et qui porte sur I'analyse de la fertilité de
quatre lignées génétiques différentes de faux bourdons, a clairement démontré que
les males de l'une des lignées testées, produisaient un volume et un nombre de
spermatozoides supérieurs, tandis qu'une autre lignée présentait des valeurs
significativement plus faibles. En revanche, Rousseau et al [42], [44] rapportent que

le nombre de spermatozoides et la viabilité des gameétes ne semblent pas
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influencés par la lignée génétique.

4.3.5. Nutrition :

Les carences alimentaires, pendant le stade larvaire, affecte négativement le
couvain d’abeilles et entrainent la diminution du poids et la tailles des ailes des faux
bourdons, deux paramétrés qui peuvent étre pergus par les apiculteurs comme des
indicateurs de stress nutritionnels [270]. Ces indicateurs corporels peuvent étre utilisés
par les éleveurs de reines pour évaluer la qualité spermatique des faux bourdons. En
effet, les colonies a faibles apports en pollen produisent des males de petite taille, avec
un volume spermatique trés réduit et une insuffisance d’éjaculation lors d’éversion
manuelle de l'endophallus [54]. Toutefois, aucune différence significative de la
concentration et de la viabilité spermatique par rapport aux faux bourdons issus des
colonies sans limitation d’apports polliniques [54], [185]. Cette privation en pollen,
pouvait aussi retarder 'dge de la maturité, sans affecter le volume et la viabilité
spermatique [271]. D’'une maniéere similaire, et selon le méme protocole d’affamement
des larves de males pendant dix heures, Szentgyorgyi et al (2017) [270] ont constaté
que les adultes émergés sont plus légers mais sans impact sur leur volume

spermatique.

D’autre part, la supplémentation des colonies en pollen permet aux faux
bourdons d’atteindre leur maturité sexuelle précocement, mais sans amelioration du
volume, ni de la concentration spermatique [271]. Toutefois, une supplementation en
pollen, enrichie en sirop de sucre, permet la production de males plus gros, avec un
volume spermatique plus important ainsi qu’'une meilleure viabilité des spermatozoides
[272]. Par conséquent, le nourrissent des colonies d’abeilles par du sirop sucré et des

galettes protéinées (pollen), permet 'amélioration de la qualité reproductive des males.
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Chapitre 5

Partie expérimentale

5.1. Problématique :

L'apiculture, étant I'art d’élevage des abeilles melliferes, présent de multiples
intéréts, articulés autour de trois axes interdépendants: environnemental, socio-
économique et socio-culturel [273]. L’Algérie, avec sa diversité floristique et ses vastes
espaces naturels, possede un fort potentiel pour le développement de l'apiculture,
contribuant ainsi a la préservation de la biodiversité et au maintien de I'équilibre des
écosystemes. Mais surtout, cette filiere joue un rdle essentiel sur le plan socio-
économique, et la wilaya de Tizi-Ouzou en constitue I'un des pbles les plus
dynamiques. Grace a des conditions climatiques favorables et sa diversité floristique,
cette région aux reliefs montagneux préservés, offre un environnement idéal pour

I'élevage des abeilles et la production de différents types de produits de la ruche.

L’élevage des abeilles en Kabylie, représente une source de revenus non
négligeables pour de nombreuses familles, ou I'apiculture est ancrée comme une
tradition ancestrale. Les apiculteurs locaux exploitent les ressources melliferes variées,
notamment les maquis, les foréts, les garrigues, les haies, les plantes des prairies, les
plantations de reboisement et les arbres fruitiers, permettant ainsi la production de
plusieurs variétés de miels aux propriétés spécifiques, réputés pour leur haute qualité et

leurs vertus thérapeutiques.

L’intérét grandissant porté a I'apiculture dans cette Wilaya, a redynamisé l'activité
de la menuiserie relative a la production de ruches et d’accessoires apicoles. Mais
aussi, fort est de constater que les apiculteurs professionnels optent davantage pour la
modernisation de la filiére en diversifiant leurs productions apicoles telles que : le
pollen, le pain d’abeille, la gelée royale, la propolis, la cire, le venin, les essaims et la
production de reines fécondées. Ces productions annexes ont inspiré quelques
apiculteurs a s’initier dans la valorisation de ces divers produits en industrie
pharmaceutique et cosmétique, apportant ainsi une plus-value économique aux

apiculteurs.
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Avec plus de 20 000 espéces répertorices a travers le monde, dont une
cinquantaine sont domestiquées par 'homme, les abeilles occupent une place centrale
dans les écosystémes et contribuent de maniére déterminante a la pollinisation agricole
[11]. Un service éco-systémique, assuré notamment par l'abeille occidentale (Apis
mellifera), les abeilles orientales (Apis cerana, Apis dorsata,...) et les abeilles
mélipones [10], [13]. L'habitat naturel de I'abeille Apis mellifera, qui compte plus de 25
sous-especes (figure 31), s'étend de I'Afrique du Sud a travers la savane, la forét
tropicale, le désert et le climat tempéré de la Méditerranée, atteignant la limite de son
expansion en Europe du Nord et dans le sud de la Scandinavie [274]. Au cours de ces
derniers siecles et en raison de son utilisation pour la production de miel et la
pollinisation des cultures, Apis mellifera a été largement naturalisée a travers les
Amériques, I'Asie et I'Australie [55]. Elle se distingue depuis, comme l'espéce la plus
répandue dans les élevages apicoles a travers le monde [275], [276]. Des analyses
morphométriques et génomiques de cette espéce ont permis d’identifier quatre lignées
évolutives distinctes (figure30) : M (Europe de nord-ouest), A (Afrique), C (Europe de
sud-est) et O (Asie occidentale). Les sous-espéces natives de I'Afrique du nord, a
savoir A. m intermissa et A. m sahariensis, appartiennent a la lignée africaine [277],
[278].

Figure 30 : Répartition géographique Figure 31 : Répartition géographique des 25
des quatre lignées évolutives de sous-especes d’Apis mellifera a travers I'Afrique,

I'espéce d’Apis mellifera [27]. I'Europe et le Moyen orient [279]
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L’étude réalisée par Achou et al. (2015) [280] au nord de I'Algérie, révélait une
faible introgression génétique (3,1%) d'haplotypes européens (C7 et M4) au sein d’Apis
méllifera intermissa. Ceci est dU probablement a l'importation des colonies d'abeilles ou
a l'introduction illégale de reines étrangéeres. Hormis ces pollutions génétiques et les
différents facteurs biologiques et environnementaux qui réduisent les rendements
apicoles et menacent la pérennité des abeilles autochtones, linfertilité des reines est
fréiguemment signalée par les apiculteurs locaux comme un probléeme majeur. Or, la
qualité des reines est liee a leur succés d’accouplement et leur capacité de ponte
réguliére et constante [238]. A cet effet, il devient alors impératif d’intervenir rapidement
pour réformer les reines défaillantes, qu’elles soient malades, blessées ou infertiles, et
procéder a leur remplacement afin de préserver la viabilité des colonies. Par ailleurs,
les professionnels en apiculture le savent bien, que l'utilisation des jeunes reines de
bonne qualité reproductive améliore significativement la productivité et la rentabilité des
exploitations apicoles [281]. Pour cette raison, les éleveurs d’abeilles devraient
procéder annuellement au remplacement des vieilles reines, dés le début de la saison
apicole [55]. C’est ainsi apparu l'intérét grandissant de I'élevage des faux bourdons
pour assurer une bonne fécondation des reines vierges en tout moment, tant les

conditions climatiques le permettent.

Ainsi, la mise en place d’une stratégie de gestion des ruchers, avec réflexion pour
maintenir en permanence des colonies a males, est une approche visionnaire et
capitale. La problématique de cette démarche est de savoir quels sont les facteurs
influencant cet élevage et en quel moment de la saison apicole la fertilité des males est
optimale, sachant que leur fécondité est étroitement liée aux réserves cumulées dans la
ruche [272]. Dans les conditions naturelles, la qualité et la disponibilité de nourriture
(miel et pollen) varient en fonction des saisons et dépendent de la diversité et de

'abondance des plantes melliferes en floraison [282], [283].

La wilaya de Tizi-Ouzou se distingue par une topographie trés variée et un climat
méditerranéen marqué par l'alternance d'une saison humide et d'une saison séche. Ces
conditions favorisent le développement d'une végétation dense et diversifiée,
particulierement riche en plantes melliféeres qui se succedent presque tout au long de
I'année. Toutefois, 'abondance de ces ressources melliferes et polliniféres est observée
au printemps, période de I'année qui marque le début du calendrier apicole. Sur la
bande littorale, ou I'hiver demeure relativement doux, la saison apicole débute dés le

mois de janvier et se prolonge jusqu’au début du mois de juillet. Puis, cette activité
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connait une interruption durant les fortes chaleurs estivales, avant de reprendre a partir
de septembre, favorisée par la floraison tardive de certaines espéces melliferes telles

que la carline laineuse, I'eucalyptus, l'inule visqueuse et I'arbousier.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la fertilité des faux bourdons d’Apis mellifera
intermissa pendant la période de reproduction et d’essaimage des abeilles, mais aussi
en hors saison de reproduction car la floraison tardive de quelques plantes melliféres et
les températures propices permettent aux colonies d’initier I'élevage des males. Cette

approche est abordée sur deux volets :

A. Le premier volet de I'étude consiste a mener une enquéte aupres des apiculteurs
de la wilaya de Tizi-Ouzou, a l'aide d’'un questionnaire, afin de recueillir un maximum
d’informations concernant le statut du faux bourdon, en tant que caste a apparition
saisonniere dans les colonies. L’objectif est d’évaluer les connaissances fondamentales
des éleveurs d’abeilles sur les maéles, notamment leur période d’apparition, leur
biologie, leur réle au sein de la colonie et leur comportement dans et autour des
ruchers. La finalité de cette enquéte est de déterminer I'importance accordée par les
apiculteurs a I'élevage des faux bourdons dans leurs pratiques apicoles.

B. Le deuxiéme volet consiste a évaluer la fertilité des faux bourdons par moyens
d’étude histologique des appareils reproducteurs males. Le principe de cette approche
repose sur I'élaboration des lames histologiques pour la recherche de spermatozoides
dans les glandes séminales, ainsi que I'évaluation de I'activité des glandes a mucus, en
focalisant sur leurs secrétions glandulaires. La fertilité des males est évaluée en
fonction de la période d’élevage, I'age de la reine, I'état de peuplement de la ruche et
'age des faux bourdons. Cette technique trouve son intérét en tant qu’outil
pédagogique, en fournissant des supports histologiques, utiles a I'étude de la fertilité

des faux bourdons.

5.2. Cadre de I’étude :

La Wilaya de Tizi-Ouzou est limitée au sud par la wilaya de Bouira, au Nord par la
mer méditerranéenne, a I'Ouest par la wilaya de Boumerdés et a I'Est par la wilaya de
Bejaia (figure 32). Elle est constituée de 67 communes. Cette wilaya dispose de
réserves naturelles et d’'une biodiversité importante et nécessaire au développement de
I'apiculture. Elle bénéficie de la proximité du Parc national du Djurdjura et des massifs
forestiers d’Akfadou, Yacourene, Zekri, Bounaamane, Tigrine, Tamgout et Mizrana. Elle

est connue pour sa production de miel, notamment du miel toutes fleurs de montagne,
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ainsi que le miel de bruyére, d'eucalyptus, d'inule visqueuse et d’arbousier. La
transhumance permet d'exploiter les fleurs de jujubier au sud du pays. Les apiculteurs
utilisent principalement des ruches Langstroth et rarement les ruches traditionnelles (en
bois ou en liege), et ils pratiquent les soins nécessaires aux abeilles, malgré le colt
élevé des médicaments vétérinaires. Le miel est principalement vendu directement du
producteur au consommateur, bien que le marché soit difficile a évaluer. La Wilaya de
Tizi-Ouzou comptait 120. 000 ruches gérées par plus de 5 000 apiculteurs. Des ruchers
écoles ont été créés pour former le public a I'apiculture et promouvoir I'agrotourisme,

avec l'objectif de transmettre le métier et de partager les bonnes pratiques.

Figure 32 : Carte de la Wilaya de Tizi-Ouzou (cadre d’étude) et les postions des

apiculteurs collaborés avec I'enquéte.

5.3. Matériel et Méthodes :

La présente étude a été menée de 2017 a 2018 et s'est déroulée en deux étapes :
la premiére consistait en une enquéte sur la gestion de I'élevage des faux bourdons,

tandis que la deuxiéme étape portait sur I'étude de leur fertilité.

53.1. Enquéte sur la gestion d’élevage des faux bourdons par les apiculteurs :

L'étude a été menée a travers la distribution d’un questionnaire (annexe 1) détaillé
a 81 apiculteurs, afin d'examiner les pratiques de gestion de la reproduction des

colonies d'abeilles, ainsi que I'impact et le réle des faux bourdons.

Le questionnaire envoyé aux apiculteurs visait a recueillir des informations sur la
gestion d’élevage des faux bourdons (FB) dans leurs ruchers. Il abordait plusieurs
aspects, tels que le mois de premiére apparition et de forte densité des FB, ainsi que la
période d'activité intense et les moments de la journée ou ces derniers sont les plus

actifs au niveau du trou de vol. Il s'intéressait également a la disparition des FB, a leur



64
réle dans la colonie ou a I'extérieur, et au nombre de sites de congrégation dans la

région.

Les apiculteurs ont aussi été interrogés sur la variation annuelle des
emplacements des sites de congrégation, la fertilité des faux bourdons et les facteurs
qui peuvent l'influencer, comme I'age, la nourriture, ou l'origine de I'ceuf. D'autres
questions portaient sur la prise en compte de la présence des FB avant I'essaimage
artificiel ou I'élevage des reines, ainsi que les méthodes utilisées pour estimer leur age

et vérifier leur puberté.

Le questionnaire a également exploré les pratiques de gestion d'élevage des faux
bourdons et des reines, l'usage de l'insémination artificielle, ainsi que I'analyse de la
qualité spermatique des FB. Enfin, il a abordé la question du déplacement des essaims
vers des régions éloignées pour la fécondation des futures reines. Ces données ont
permis d'analyser les pratiques des apiculteurs en matiere de gestion des FB et de leur

influence sur la reproduction des abeilles.

Le choix des apiculteurs a été effectué selon la méthode de boule de neige. Cette
approche a permis de contacter initialement un petit groupe d’apiculteurs, qui a leur
tour, ont recommandé d'autres apiculteurs, élargissant progressivement I'échantillon.
Cette méthode a été privilégiée afin d'atteindre des apiculteurs ayant une expérience

variée et une connaissance approfondie des pratiques apicoles.

Les questionnaires ont été remis de maniére directe (main a main) ou envoyés
par voie électronique, en fonction des préférences des participants, pour maximiser le
taux de réponse. Les réponses recueillies ont été analysées a la fois qualitativement et
quantitativement, dans le but d'identifier les pratiques courantes et d’évaluer

I'importance des faux bordons dans la gestion de la reproduction des abeilles.

5.3.2. Etude de la fertilité des faux bourdons :

Cette étude consistait a évaluer la fertilité des faux bourdons afin d’identifier les
facteurs influengant leur performance reproductive. Elle visait également a recueillir des

données essentielles pour améliorer la gestion de la reproduction.
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5.3.2.1. Cadre expérimental :

Un échantillonnage a choix raisonné a été adopté pour cette étude. Les
prélevements apicoles ont été réalisés sur des ruchers situés a Azeffoun (figure 33),
dans la Wilaya de Tizi-Ouzou (Algérie). De mars a juin 2018, douze (12) ruches ont fait
I'objet de prélévements de faux bourdons (matures et immatures), réparties sur deux
ruchers, situés a des altitudes respectives de 150 et 450 metres au-dessus du niveau
de la mer. Hors cette période temporelle, aucun prélévement n’a été possible, en raison
de la disparition des faux bourdons. Toutefois, en octobre 2018, des échantillons ont
été collectés, profitant d'une reprise ponctuelle de la ponte des reines et de la
réapparition temporaire des males, favorisées par des conditions climatiques propices
et la floraison de deux principales plantes melliféres, I'eucalyptus et l'inule visqueuse,

peuplant densément la région d’étude.
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Figure 33 : Zone de position des ruchers, objets des prélévements des faux bourdons

(Commune d’Azeffoun).

5.3.2.2. Echantillonnage (les faux bourdons):

86 prélevements des appareils reproducteurs males ont été effectués sur des faux
bourdons adultes. Les méles immatures ont été échantillonnés juste a leur émergence
ou sur les cadres de provision latéraux (figure 34). lls sont caractérisés par une taille et
une musculature moins imposantes, des yeux violets, un duvet blanc, moins
dynamiques avec l'absence de vibrations a la pincée. Tandis que les faux bourdons
matures (plus de deux semaines), ont été récoltés sur le trou de vol, préts a rejoindre
les zones de congrégation (figure 35). lls se distinguent par un corps massif, noir et

poilu, des yeux noirs, vigoureux et émettent des vibrations a la pincée.
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Figure 34 : Prélevement des FB immatures (soit juste a leur émergence du couvain,

soit sur les cadres latéraux de provision : mince, gros yeux violettes, duvet blanc).

5.3.2.3. Technique de prélévement :

L’échantillonnage des faux bourdons consistait au prélévement des appareils
reproducteurs, en entier, par la technique de pincement (figure 36), inspirée par Cobey
et al (2013) [246], et qui consiste a prendre le faux bourdon entre le pouce et I'index, de
telle sorte que sa téte se dirige vers la paume de la main et 'abdomen vers I'extérieur.
Et a laide d’une pince mousse, on saisit les deux derniers tergites et on tire
délicatement pour les sectionner du reste de 'abdomen. Il se produit une déchirure
entre le 5 ®™M° et le 6°™® segment qui permet de retirer 'appareil reproducteur, tracté par
le canal éjaculateur, qui est lui-méme, relié au bulbe qui se trouve dans les derniers

segments pincés.
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Figure 36 : Organe de reproduction de faux bourdon (FB), juste aprés le prélevement
[GM : glandes a mucus, VS : vésicules séminales et ENDPH : 'endophallus (BLB : le

bulbe avec ses plaques chitineuses et GC : les glandes des cornules en jaune)].

5.3.2.4. Fixation et conservation des préléevements :

Pour fixer les constituants cellulaires, préserver l'architecture des tissus et les
protéger contre l'autolyse et les contaminations bactériennes, les appareils
reproducteurs prélevés ont été immédiatement placés dans des tubes Eppendorf,
etiquetés préalablement, contenant une solution de formaldéhyde a 10%. Le formol, en
tant qu'agent fixateur, pénétre rapidement dans les tissus et garantit une excellente

conservation des échantillons.

5.3.2.5. Réalisation des lames histologiques :

La préparation et l'observation des lames histologiques ont été réalisées au
laboratoire de médecine de I'Université ABOUDAOU (Bejaia), équipé du matériel de
marque LEICA.

5.3.2.5.1. Phase de déshydratation :

Apres réception au laboratoire, les prélevements sont placés individuellement
dans des histocassettes étiquetées préalablement (référence de I'échantillon et date de
prélevement). Afin d’extraire 'eau contenue dans les tissus et d'éliminer le fixateur, on a
effectué une déshydratation a I'éthanol. Ainsi, les histocassettes ont été insérées dans
l'automate de déshydratation, ou elles subissent des bains d'alcool en respectant le
temps et le protocole suivant : huit (08) bains successifs d’éthanol dont la concentration
est croissante de 70 a 100% (70,75, 80, 85, 90, 95, 96 et 100%) pendant 45 mn

chacun.
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5.3.2.5.2. Phase d’éclaircissement (déshydratation finale) :

Cette étape a pour but d'éclaircir les échantillons et de les rendre miscibles avec la
paraffine. Pour ce faire, les préléevements sont immergés dans des bains de xyléne, un
solvant qui remplace l'alcool dans les tissus. Le protocole consiste a placer les

histocassettes dans deux bains successifs de xyléne, pendant 01h30 mn chacun.

5.3.2.5.3. Phase d’imprégnation :

Cette étape cruciale, consiste a l'inclusion de la paraffine dans les tissus. Pour
cela, les échantillons sont plongés dans la paraffine a 60° C. Sous l'effet de la chaleur,
le solvant (xyleéne) se dissout et s’évapore, ce qui permet la pénétration de la paraffine
fondue dans les espaces libérés des tissus. Le protocole consiste a submerger les

histocassettes dans deux bains de paraffine pure, pendant 30 mn chacun.

5.3.2.5.4. Phase d’enrobage :
Cette étape consiste a emboiter les échantillons dans des blocs de paraffine. Elle
se déroule comme suit
» Chauffage des moules métalliques, pouvant s’imbriquer avec les histocassettes.
» Remplissage partiel des moules métalliques par la paraffine chaude.
» Pose des moules métalliques sur une plaque chauffante Iégérement tempérée.
» Retrait des histocassettes des bains de paraffine chaude et transfert individuel des

échantillons dans les moules métalliques.

» Pour assurer un positionnement central des échantillons, les moules ont été
délicatement placés sur une plaque froide, permettant a la paraffine de durcir

rapidement.

» Une fois la paraffine suffisamment durcie et les tissus bien fixés, les parties
supérieures des cassettes, portant les références des échantillons, sont

positionnées sur les moules métalliques.

» Dans un bac de paraffinage (station d’enrobage), et a travers les fonds grillagés
des parties supérieures des histocassettes, la paraffine liquide (chaude) est
ajoutée jusqu’au remplissage total des moules métalliques.

» Pose des moules métalliques sur une plaque réfrigérante pour permettre le
durcissement rapide des blocs de paraffine.
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5.3.2.5.5. Phase de dégrossissement :

Aprés démoulage, on obtient des fragments tissulaires inclus dans des blocs de
paraffine. Puis on procéde au dégrossissement des blocs paraffinés a raison de 10 pym,
jusqu’a I'apparition des tissus de I'’échantillon. Puis les blocs de paraffine sont ensuite

conserveés pendant toute la nuit dans un congélateur pour durcir davantage.

5.3.2.5.6. Microtomie :

Une fois les blocs de paraffine retirés du congélateur, ils sont ensuite déposés
sur une surface de glace, pendant 10 a 20 mn avant de passer au microtome, a raison
de 2 um, pour réaliser des coupes histologiques suffisamment fines. Quatre coupes
(lames) pour chaque échantillon ont été réalisées. Un prélevement a été exploité pour

réaliser une coupe compléte de I'échantillon (coupes sérielles de 28 lames).

5.3.2.5.7. Etalement des coupes :

Les références de chaque échantillon, indiquées sur les caches des
histocassettes portant les blocs de paraffine, sont préalablement gravées sur des lames
en verre, a I'aide d’un crayon en diamant. Les rubans de coupe obtenus par microtomie
sont étalés a la surface d’'un bain-marie afin de les déplisser. Les coupes nettes et non

abimées sont ensuite placées sur les lames imbibées d’eau, et étalées délicatement.

5.3.2.5.8. Phase de déparaffinage :

Aprés un séchage de 10 minutes sur une plaque chauffante a 69°C, les lames
porteuses de coupes histologiques sont placées sur des portoirs, puis transférées dans
une étuve a 75°C. Un étuvage prolongé toute la nuit permet le déparaffinage des

coupes.

5.3.2.5.9. Phase de réhydratation :

Les coupes histologiques déparaffinées doivent subir le processus inverse de

déshydratation initiale selon le protocole suivant :
» Un bain de xyléne pendant 30 mn.
» Un bain d’éthanol a 10% pendant 10 mn.

» Puis un ringage a I'eau pendant 3 mn.
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5.3.2.5.10. Coloration :

Aprés réhydratation des tissus, les lames ont été placées dans différents bains

de colorants selon le protocole suivant :
» Un bain d’hématoxyline de Harris (coloration des noyaux) pendant 7 mn.
» Ringage rapide a I'eau courante.

» Puis un bain d’éosine (coloration du cytoplasme) pendant 3 mn, suivi de
ringage a I'eau courante jusqu’a disparition de la couleur rouge sur les bords

des lames.

5.3.2.5.11. Montage des lames :

Le montage consiste a couvrir I'’échantillon porté sur la lame par une lamelle, mais
préalablement, une série de bains, pendant une minute chacun, sont nécessaires pour

une meilleure fixation de I'échantillon, a savoir :
» Un bain d’éthanol pour faire déshydrater les coupes.
» Un bain d’éthanol et de xyléne.
» Puis deux bains successifs de xyléne pur pour un bon éclaircissement.

Enfin, une goutte de colle (EUKITT ®) est posée sur la lame pour fixer
définitivement la lamelle. Les lames sont ensuite laissées sécher a l'air libre pendant 24
h

5.3.2.6. Observations des coupes histologiques :

Les lames histologiques ont été observées a I'aide d’'un microscope optique pour
examiner les spermatozoides contenus dans la vésicule séminale (figures 37 et 38),
ainsi que les sécrétoires des glandes a mucus (figure 39). L'analyse des lames
histologiques repose sur une évaluation objective en tenant compte a la fois de la
présence ou de l'absence totale de spermatozoides et des sécrétions des glandes

mucus.



Figure 37 : Coupes transversales des vésicules séminales (VS). (M) : couche

musculaire, (EP) : épithélium, (spz) : spermatozoides.

Figure 38 : Coupe longitudinale d’une glande séminale, perforée latéralement
(VS : vésicule séminale, PDVS : podle distale de la glande séminale,

spz : spermatozoides, tg : tissu glandulaire de la glande séminale, cm : les couches

musculaires).
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Figure 39 : Coupes longitudinales des glandes a mucus (GM : glande a mucus,
VS : vésicule séminale, CEC : canal éjaculateur commun, CEL : canal éjaculateur
latéral, JGM : jonction de la paire de glandes a mucus, spz : spermatozoides,

sgm : sécrétions des glandes a mucus.

5.3.2.7. Analyse des données :

Les données ont été saisies sur Microsoft Excel (2007 ; Microsoft Corp.,
Redmond, WA, USA) et importées dans le logiciel SAS (Statistical Analysis Systems
Software, 2001) pour l'analyse statistique. Le test d'indépendance du chi-carré et le test
exact de Fisher ont été utilisés pour déterminer I'association entre la présence de
spermatozoides, les sécrétions des glandes a mucus et la période d'élevage, I'age de la
reine, la population de la ruche et I'age des faux bourdons. Une valeur p de 0,05 a été

considérée pour déterminer le niveau significatif.
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5.4. Résultats :

5.4.1. Résultats de I'’enquéte :

Sur les 81 questionnaires distribués, 52 ont été récupérés, soit un taux de réponse
de 64% (Figure 40). Ces réponses ont permis d'analyser en profondeur les pratiques

des apiculteurs concernant la gestion des faux bourdons (FB) dans leurs ruchers.

60
50
40
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20
10

Questionnaires

Erécupérés Mnon recupéré

Figure 40 : Pourcentage de questionnaires récupérés.

Le taux de réponse de 64% (52 questionnaires récupérés sur 81 distribués) est
relativement bon, indiquant un intérét et une participation significatifs des apiculteurs a
I'étude. Ce taux suggére que les apiculteurs sont généralement disposés a partager
leurs pratiques et expériences, ce qui permet de collecter des données représentatives
et fiables pour l'analyse des méthodes de gestion des faux bourdons et de la
reproduction des abeilles. Toutefois, il reste une part de non-réponse, ce qui pourrait
indiquer des obstacles a la participation, comme des contraintes de temps ou un

manque d'intérét.

5.4.1.1. Age des apiculteurs :

Sur les 52 apiculteurs ayant répondu au questionnaire, 21 ont fourni des
informations concernant leur age (Figure 41). Cette donnée permet d'analyser la
répartition des apiculteurs en fonction de leur &ge et d'évaluer si des différences
notables existent dans leurs pratiques apicoles, leurs approches dans la gestion des

colonies, ou leur adoption de nouvelles techniques.
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Figure 41 : Age des apiculteurs participés a I'enquéte.

Parmi les 21 apiculteurs ayant répondu a la question sur I'age, la répartition est la
suivante : 7 apiculteurs sont agés de 21 a 35 ans, 12 apiculteurs de 35 a 49 ans,
1 apiculteur entre 49 et 63 ans, et 1 autre dans la tranche d'age supérieure a 63 ans.
Cette distribution suggére une prédominance d'apiculteurs dans les tranches d'age
intermédiaires (21-49 ans), ce qui pourrait refléter une pratique apicole relativement

active et diversifiée, avec moins de représentation chez les plus jeunes et les plus ageés.

5.4.1.2. Expérience des apiculteurs :

Parmi les 52 apiculteurs ayant répondu, 21 ont indiqué leur niveau d'expérience
(Figure 42). Cette information permet d'analyser l'impact de l'expérience sur les
pratiques apicoles, avec une possible différence dans les méthodes utilisées par les

apiculteurs plus expérimentés par rapport aux moins expérimentés.
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Figure 42 : Expérience des apiculteurs.
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La figure 42 montre que parmi les 21 apiculteurs ayant répondu a la question sur
I'expérience, 14 ont une expérience de 3 a 10 ans, 4 apiculteurs ont une expérience de
10 a 17 ans, et 3 apiculteurs possédent une expérience de plus de 17 ans. Cela indique
une majorité d'apiculteurs relativement jeunes en termes d'expérience, avec quelques

apiculteurs ayant une expérience plus avancée dans la pratique apicole.

5.4.1.3. Activité des faux bourdons :

Parmi les 52 apiculteurs ayant répondu au questionnaire, 21 ont répondu a la
question concernant l'apparition des faux bourdons (Figure 43). Cette information
permet d'analyser les variations dans le timing de l'apparition des FB selon les
pratiques locales et les conditions spécifiques a chaque rucher, ce qui peut influencer la

gestion des colonies et la reproduction des abeilles.

MOIs

Figure 43 : Mois d’apparition des faux bourdons.

Le résultat montre que, parmi les 21 apiculteurs ayant répondu a la question sur
I'apparition des faux bourdons, 1 apiculteur observe leur apparition en janvier, 8 en
février, 8 autres en mars et 4 en avril. Ces réponses révelent une diversité de périodes
d'apparition, avec une concentration des observations en février et mars, et des cas

isolés en janvier et avril.
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5.4.1.4. Mois d’activité intense des faux bourdons :

Parmi les 52 questionnaires récupérés, 21 apiculteurs ont répondu a la question

concernant le mois d'activité intense des faux bourdons.

MOIS

APICULTEUR

Figure 44 : Activité intense des faux bourdons.

La figure 5 révéle que15 apiculteurs identifient le mois de mai comme période
d'activité intense des faux bourdons (Figure 44), tandis que 5 la situent en avril et 1 en
juin. Cette répartition montre une concentration de l'activité des faux bourdons au mois

de mai, avec des observations également en avril et juin, bien que moins fréquentes.

5.4.1.5. Mois de disparition des faux bourdons :

Sur les 52 questionnaires récupérés, 21 apiculteurs ont fourni des réponses
concernant le mois de disparition des faux bourdons (Figure 45). Ces données
permettent d'examiner la période a laquelle les faux bourdons cessent d'étre présents
dans les ruchers, ce qui est essentiel pour mieux comprendre leur cycle de vie et

adapter les pratiques de gestion apicole.
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Figure 45 : Mois de disparition des faux bourdons.

Les résultats montrent que la disparition des faux bourdons se produit
principalement entre juin et aolt, avec 5 apiculteurs observant leur disparition en juin, 6
en juillet, et 5 en aodt. Quelques apiculteurs notent aussi leur disparition plus tard, en
septembre (3) et en octobre (2), suggérant des variations possibles selon les conditions

locales.

5.4.1.6. Principaux roles des faux bourdons :

Les apiculteurs estiment que les faux bourdons jouent un réle essentiel dans la

fécondation, tout en contribuant également a la ventilation et a la couvaison du couvain.

19,05

Fécondation Fécondation + Ventilation Fécondation + Couvaison

Figure 46 : Principaux réles des faux bourdons.
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Les résultats montrent que 76,2 % (Figure 46) des apiculteurs estiment que les

faux bourdons jouent un rdle principalement dans la fécondation, tandis que 19,05 %
considérent qu'ils contribuent a la fois a la fécondation et a la ventilation, et 4,75 % les

associent a la fécondation et a la couvaison.

5.4.1.7. Pratiques de L’insémination artificielle :

Dans le cadre de cette étude, il a été important d'examiner certaines pratiques
apicoles, notamment |'utilisation de l'insémination artificielle (1A). Les résultats suivants

présentent la proportion d'apiculteurs ayant recours a cette technique.

85,71

Oui « Non

Figure 47: Pratique de l'insémination artificielle.

Les résultats montrent que 14,29 % des apiculteurs ont recours a l'insémination
artificielle (IA), tandis que le reste, soit 85,71 % (Figure 47), ne pratique pas cette

méthode.

5.4.1.8. Maturité des Faux Bourdons :

La maturité sexuelle du male dépend de plusieurs facteurs, notamment de son

age, mais aussi de I'exercice au vol.
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Figure 48 : Maturité sexuelle des Faux Bourdons.

D’apres I'enquéte réalisée aupres des éleveurs questionnés, 19,05% estiment
qu'un FB est mature et fertile au son d’un bourdonnement qu’il émet, 28,57% aux
vibrations provoquées par pincements de son abdomen, 42,86% lors de
rassemblements a des emplacements bien déterminés tel que le trou de vol, ou autres
sites de congrégation et 19,05 % lors de présence de sperme obtenue par la méthode

d’éversion manuelle (Figure 48).
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5.4.2. Résultats de I'’étude de fertilité des faux bourdons :

Au cours de cette étude, 86 échantillons ont été prélevés, a partir de douze
(12) ruches pendant deux périodes de I'année. Ces prélevements ont été réalisés
en pleine saison de reproduction des abeilles (Mars, Avril, Mai, Juin), ainsi qu’en

arriéres saisons (Octobre). Figure 49.
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Figure 49: Répartition des échantillons selon le mois de prélévement

La figure 49 indique que 29,07 des échantillons ont été prélevés en mois de
mars. Le mois d’avril a enregistré le nombre le plus élevé d’échantillons collectés,
représentant 36,05 %, suivi de prés le mois de mai avec 10,47 % et le mois de juin
qui a compté pour 8,14 %. Toutefois, la collecte en fin de saison, notamment en
octobre, a représenté 16,28 % de I'ensemble des échantillons. Ces résultats
mettent en évidence une concentration marquée des prélévements durant les mois
de reproduction, mettant I'accent sur la pertinence de cette période pour les études

et analyses réalisées sur les ruches.
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L’age des reines des colonies échantillonnées varie de 01 a 5 ans avec une
fréquence significative (P=0,002) plus élevée pour les reines agées d’'un an. En
termes de population, I'état des ruches était fort dans 33,33% des cas, 50%
moyens et 16,67% étaient peu peuplés. Les faux bourdons étudiés étaient
immatures a 41,86% et mature a 58,14% (P=0,13).

5.4.2.1. Présence des spermatozoides :

La majorité des échantillons avait enregistré une présence de
spermatozoides dans les vésicules séminales (62,78% vs. 37,22%, P=0,02),
(Figure 50).

% (P-value= 0.02)
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Figure 50 : Présence de spermatozoides dans les vésicules séminales.

5.4.2.1.1. Présence de spermatozoides selon le mois de prélévement :

Pendant la pleine saison de reproduction allant du mois de mars, avril, mai
jusqu’au mois de juin, le taux des échantillons présentant des spermatozoides dans les
vésicules séminales est de 60%, 80,65%, 66,67% et 100% respectivement. Tandis que,
en hors-saison de reproduction qui correspond au mois d’octobre, seulement 7,14%
des échantillons avaient enregistré la présence de spermatozoides dans les vésicules

séminales (Figure 51).
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Figure 51 : Présence de spermatozoides selon les mois.

5.4.2.1.2. Présence de spermatozoides selon I’age des reines :

Concernant la présence de spermatozoides selon I'age des reines, des taux
de 65.38 %, 85.71 %, 68.75 % et 86.67 % des faux bourdons avaient enregistré la
présence de spermatozoides, issus respectivement de ruches dont les reines
étaient agées de 1, 2, 3 et 5 ans. Seules les ruches avec les reines agées de 4 ans
avaient enregistré des faux bourdons avec de faibles taux de présence de
spermatozoides et dont I'échantillonnage est effectué en hors saison de

reproduction (mois d’octobre).
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Figure 52 : Présence de spermatozoides selon I'age des reines.
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5.4.2.1.3. Présence de spermatozoides selon I’état des ruches :

Les ruches avec un état jugé fort en termes de population, avaient enregistré
un pourcentage de présence le plus élevé de spermatozoides (89,29%) contre
70,59% pour les ruches jugées faibles et encore moins (41,46%) pour les ruches

moyennes (Figure 53).
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Figure 53 : Présence de spermatozoides selon I'état des ruches.

5.4.2.1.4. Présence de spermatozoides en fonction de I’age des faux bourdons

(Immature et mature) :

Les faux bourdons jugés matures avaient enregistré un pourcentage de
présence de spermatozoides de 76% dans les glandes séminales contre 44% chez

les faux bourdons immatures (P=0,002). (Figure 54).
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Figure 54 : Présence de spermatozoides selon I'age des faux bourdons.

5.4.2.2. Activité des glandes a mucus :

La majorité des échantillons effectués sur les faux bourdons avait enregistré
une présence de l'activité sécrétoire des glandes a mucus (96,51% vs 3,49%,
P<0,0001). (Figure 55).
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Figure 55 : Présence de l'activité sécrétoire des glandes a mucus.



5.4.2.2.1. Activité des glandes a mucus selon le mois de prélévement :

Les fréquences de présence des secrétions des glandes a mucus varient de

92,86% a 100% selon les mois de pleine ou hors saison de reproduction.
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Figure 56 : Activité des glandes a mucus selon le mois de prélévement.

Comme le montre la figure 56, durant la période de reproduction qui s'étend
de mars a juin, l'activité reste presque stable : elle se fixe a 96 % en mars, connait

une légére hausse en avril (96,77 %), puis atteint son apogée a 100 % en mai et

juin. En revanche, en octobre, I'activité diminue a 92,86 %.

5.4.2.2.2. Activité des glandes a mucus selon I’adge des reines :

Des taux de 96.15 %, 85.71 %, 100%, 92.89 % et 100% de présence de

sécrétions de glandes a mucus sont enregistrés chez les faux bourdons issus,

respectivement, de reines agées de 1, 2, 3, 4 et 5 ans (Figure 57).
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Figure 57 : Activité des glandes a mucus selon I'age des reines.

5.4.2.2.3. Activité des glandes a mucus selon I’age des faux bourdons (immature
et mature) :

L’age des faux bourdons ne semble pas affecter I'activité de sécrétion des
glandes a mucus qui affichent des taux de 100 % pour les faux bourdons immatures

contre 91,67% pour les faux bourdons matures (Figure 58).
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Figure 58 : Activité des glandes a mucus selon I'age des faux bourdons (matures et
immatures).

5.4.2.2.4. Présence des secrétions des glandes a muqueuses en fonction de I’état
des ruches :

L’analyse révele une activité marquée des glandes a mucus chez les faux

bourdons, quel que soit I'état de peuplement des ruches (Figure 59).
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Figure 59 : Activité des glandes a mucus selon I'état des ruches.

Les taux de présence des sécrétions atteignent 96,43% dans les colonies

fortes, 95.12% dans celles a population moyenne, et méme 100% dans les ruches

faiblement peuplées.
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5.5. Discussion :

5.5.1. Enquéte sur la gestion de I'élevage des FB par les apiculteurs :

Cette enquéte explore les perceptions des pratiques des apiculteurs
concernant les faux bourdons (FB), leur cycle biologique et leur role dans la ruche.
Avec un taux de réponse de 64 % (52 réponses sur 81 questionnaires), cela
suggére une représentativité acceptable. Cependant, le faible taux de réponses

pour certaines questions limite la généralisation des conclusions.

5.5.1.1. Profil des apiculteurs :

La majorité des répondants (12/21) ont entre 35 ans et 49 ans, reflétant une
tendance observée dans d’autres régions, comme en Europe ou l'apiculture attire
principalement des adultes d’age moyen. Concernant I'expérience dans le
domaine de I'apiculture, 66,7 % ont 3 ans a 10 ans d’expérience, une proportion
similaire @ une étude réalisée dans sept pays européens dont 64 % des
apiculteurs cumulent une expérience de moins de 10 ans, pratique indiquant une

profession en renouvellement [284].

5.5.1.2. Cycle des faux bourdons :

L’apparition des faux bourdons est principalement observée en février-mars,
alignée avec les cycles naturels en zones tempérées, ou les colonies initient la
production de faux bourdons au printemps [57]. Cependant, quatre apiculteurs
signalent une apparition en avril, possiblement liee a des variations climatiques
locales, comme observé par Le Conte et al. [285] dans les régions a hivers
prolongés. La disparition des faux bourdons survient majoritairement entre juin et
aolt (71,42%), cohérente avec leur expulsion en fin de saison de reproduction
[286]. Les observations tardives (octobre et novembre, 23,80 %) pourraient refléter
des stratégies de colonies fortes ou des climats plus chauds, phénomeénes décrits

en Méditerranée [287].
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5.5.1.3. Roles des faux bourdons :

Une majorité des apiculteurs (76,2 %) associent les faux bourdons a la
fécondation, confirmant leur fonction primaire connue [288]. Toutefois, 19,05 %
mentionnent la ventilation comme réle secondaire lors de la régulation thermique
[265]. La méconnaissance partielle des réles multiples des faux bourdons,
(exemple : régurgitation du miel) souligne un besoin de formation, identifié par

Stabentheiner et al. [289] dans des contextes similaires.

5.5.1.4. Utilisation de I'insémination artificielle:

Selon Kouas et Adjlane (2021) [288], l'adoption de cette technique
commence a se développer en Algérie sous linitiative de certains apiculteurs et
associations apicoles. C’est exactement ce qui a été constaté dans notre étude qui
révéle que seuls 14,29 % des apiculteurs enquétés ont recours a l'insémination
artificielle, un pourcentage nettement inférieur a celui observé en Europe (42 %)
selon Du et al. [289]. Ce constat pourrait traduire I'existence de contraintes d’ordre

technique ou économique dans la région concernée.

5.5.1.5. Critéres de maturité sexuelle des faux bourdons :

Les apiculteurs identifient la maturité sexuelle selon des signes
comportementaux (vibrations, bourdonnements) ou contextuels (congrégations).
Bien que ces indicateurs soient empreintes utiles, ils contrastent avec les
marqueurs physiologiques validés tels que la régression et I'atrésie testiculaire a
12-14 jours comme décrit par Rhodes [290], suggérant un décalage entre savoir

pratique et connaissances scientifiques.

5.5.2. Fertilité des faux bourdons :

Dans cette étude, la fertilité des males d’abeille a été évaluée par moyen
d’'une technique histologique, réalisée sur les organes reproducteurs des faux
bourdons. Cette approche a été effectuée sur deux périodes allant de mois de
mars jusqu’au mois de juin (période de pleine saison de reproduction) et en
période dite hors saison (mois d’octobre). Le principe est basé sur la détection
d’éventuelle activité sécrétoire des glandes a mucus ainsi que la recherche des
spermatozoides dans les vésicules séminales qui sont le lieu de stockage

spermatique chez les faux bourdons.
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5.5.2.1. Production des spermatozoides en fonction de la saison d’élevage des

faux bourdons :

Nos résultats ont montré que, pendant la période de reproduction des
abeilles, le taux de faux bourdons qui présentaient des spermatozoides dans les
vésicules séminales, augmente dés le début de la saison de reproduction (mars :
60 %) jusqu’a la fin (juin : 100 %). Alors que, en hors-saison de reproduction
(octobre), ce taux régresse significativement (P=0001) a une valeur de 7,14 %.
L’abondance de production de faux bourdons en saison de reproduction est
corrélée a l'abondance de la synthése de spermatozoides et ceci peut étre
expliqué par la profusion du pollen comme source protéique et du nectar comme
source énergétique. Au printemps, la zone ou a été effectuée cette étude s’enrichit
de multitudes de plantes melliféres a 'exemple d’oxalis, la bruyére, le ciste, le
chardon, la bourrache, le thym, la lavande, le tréfle, le medicago et une variété
d’arbres fruitiers tels que le cerisier, le prunier, le pommier, le poirier, I'abricotier et
les agrumes. L’abondance des sources de nectar mais surtout du pollen stimule
les reines a augmenter le rythme de la ponte, ce qui provoque le repeuplement
exponentiel des colonies d’abeilles en particulier par les ouvriéres nourricieres qui
sont au service de I'élevage des faux bourdons. Cette période de reproduction et
d’abondance des provisions s’étend du mois de février jusqu’a la fin juin, période
qui correspond au début des chaleurs d’été. Les mois de juillet et d’aolt sont
caractérisés par de fortes canicules et des périodes trés séches, ce qui diminue
drastiquement l'activité des abeilles et la cessation momentanée de la ponte des
reines. A partir du mois de septembre, une floraison timide commence a
réapparaitre par quelques rares plantes melliferes telles que I'eucalyptus et l'inule
visqueuse. La densité plus ou moins importante de ces deux plantes dans la
région d'étude et les températures propices permettent la reprise de l'activité de
ponte des reines et la réapparition relativement faible et rare des faux bourdons.
Toutefois, la fertilité de ces faux bourdons hors saison est jugée médiocre car
seulement 7,14 % contiennent des spermatozoides dans leurs vésicules
séminales selon les résultats de cette étude. Il est donc probable que, le nombre
ainsi que la fertilité des faux bourdons, sont étroitement influencés par la saison et
plus que vraisemblablement par la richesse des ressources melliferes et la

quantité de provisions.



Plusieurs études similaires ont rapporté des résultats semblables. En effet,
alors que les facteurs saisonniers qui stimulent linitiation du couvain de faux
bourdons sont méconnus, il est généralement constaté que la population des
males augmente progressivement dés I'entrée du printemps jusqu’au début de
I'été. Quoique, selon Boes (2010) [75], les colonies d’abeilles pourraient régler, en
elles-mémes, la production de faux bourdons en fonction d’'une combinaison de
facteurs environnementaux tels que la disponibilité de la nourriture, I'effectif des
ouvriéres, les températures externes, la durée de la journée et la concentration de
dioxyde de carbone dans la ruche. Par ailleurs, Rhodes et al. (2011) [46]
rapportent que la qualité des faux bourdons varie durant la saison apicole et que
'élevage de ces derniers dépend fortement des ressources alimentaires
disponibles. Dans ce contexte, il a été constaté que I'accés au pollen pendant le
développement larvaire affecte directement la qualité de reproduction des faux
boudons. En effet, Czekonska et al. (2015) [54] ont réalisé que la privation des
colonies d’abeilles en matiéres protéiques par linstallation permanente des
trappes a pollen pendant le développement larvaire des faux bourdons, induit a la
naissance des males de petite taille avec une capacité d’éjaculation insuffisante
par rapport aux faux bourdons issus des ruches dépourvues de trappes a pollen.
Toutefois, la qualité spermatique de ces deux groupes reste similaire en termes de
concentration et de viabilité spermatique. D’autre part, Stlrup et al. (2013) [185]
rapportent que la privation des faux bourdons en pollen, aprés leur éclosion,
n’affecte pas leur fécondité et la viabilité spermatique reste réservée malgré les

carences protéiques.

De toute évidence, la période de vie larvaire des faux bourdons pourrait étre
particulierement critique suite aux carences nutritionnelles, notamment les
protéines et les acides aminés. Ces disettes alimentaires peuvent provoquer un
développement abdominal réduit chez les faux bourdons, affectant ainsi la taille
des testicules et des vésicules séminales [291]. Elles ont également été associées
a une détérioration de la qualité du sperme, réduisant le nombre de
spermatozoides produits et affectant leur viabilité et leur mobilité, ce qui
compromet leur capacité a atteindre et a féconder I'ovule [292].

Par ailleurs, Rousseau et Giovenazzo (2016) [272] ont mené une
expérimentation pour élucider I'impact de la supplémentation alimentaire sur le

développement et la fertilité des faux bourdons. Il en résulte que la supplémentation



en pollen (15 % de protéines ad libitum) et en sirop de nourrissement (1,2 litres de
sucrose / semaine) affecte positivement, aussi bien la taille et le poids que la
production des spermatozoides et la viabilité spermatique chez les faux bourdons

nourris par rapport au groupe témoin.

Le développement des ruches d’abeilles pendant la saison apicole, entre
autres I'élevage des males, est rythmé par la taille des colonies, I'age des reines,
I'état des provisions, 'abondance des sources de nectar et de pollen ainsi que les
conditions climatiques. C’est ainsi que ['élévation des températures externes
stimule I'éveil de la colonie pour sortir de I'hibernation hivernal. L’abondance des
ressources melliferes et les hausses graduelles des températures printaniéres
stimulent davantage I'activité des abeilles et incitent les reines a augmenter la
cadence de la ponte des ceufs. Au fur et a mesure que le printemps s’approche de
la fin, les températures externes s’élévent rapidement, au point d’atteindre des
températures ralentissant le dynamisme des ruches. Dans cette optique, Stlrup et
al. (2013) [185] ont testé la fécondité des faux bourdons, soumis
expérimentalement a des températures extrémes (39°C) pendant 24 heures. lIs
rapportent ainsi, que I'exposition des faux bourdons a des températures élevées
diminue significativement la viabilitt¢ des spermatozoides. Au-dela des
températures de 40° C, la viabilitt méme des males est compromise. lls
confirment finalement que les faux bourdons sont extrémement sensibles aux
fortes chaleurs. A la lumiére de cette expérimentation, on conclut que la saison et
le climat constituent des facteurs favorables ou limitant pour I'élevage et la
reproduction des faux bourdons, comme en témoignent les travaux de Morais et al
(2022) [293] dans le nord-est du Brésil, dont ils rapportent que les faux bourdons
des abeilles domestiques présentent une meilleure qualité spermatique pendant la

saison humide que pendant la saison séche.

Dans les conditions semi-arides du bassin méditerranéen, I'apparition des
faux bourdons s’étend du mois de février jusqu’au mois de juillet, avec un pic
d’élevage en mois d’avril et de mai [56]. Ces auteurs ont réalisé une étude sur deux
espéces d’abeilles melliferes en Jordanie. lls rapportent ainsi, qu’en moi de mai (pic
de saison de reproduction), les faux bourdons issus de reines d’Apis mellifera
ligustica et d’Apis mellifera syriaca, présentaient respectivement des corps massifs
(232 mg et 197 mg) et produisaient plus de spermatozoides (12.2 millions et 10.6

millions) par rapport aux faux bourdons de reste de I'année. De méme, les faux
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bourdons issus des ouvrieres pondeuses de ces deux espéces, en mois de mai,
présentaient respectivement des poids de (181 mg et 170 mg) et produisaient plus
de spermatozoides (8.5 millions et 7.8 millions) par rapport aux faux bourdons
d'ouvrieres de reste de I'année. Alors que, dans I'hémisphére nord, en est du
Canada, la courte saison apicole débute du mois de mai jusqu’au mois d’aodt.
Selon une étude réalisée au Québec, Rousseau et al. (2015) [42] rapportent que le
volume spermatique, lors d’éversion manuelle des faux bourdons, varie en fonction
de la saison de reproduction et que les males élevés au mois de mai (début de
saison) affichaient le plus bas niveau de fécondité. Néanmoins, le nombre de
spermatozoides et la viabilité spermatique ne semblent pas affectés par la période
d’élevage des faux bourdons. Par ailleurs, dans 'autre c6té du globe, en sud-est de
I'Australie (Canberra), une étude a été réalisée par Rhodes et al. [46] sur des faux
bourdons de quatre lignées australiennes d’Apis mellifera. Cette expérimentation
est échelonnée sur trois saisons a savoir : le printemps, I'été et 'automne, et qui
correspondent a la période allant du mois d’octobre au mois d’avril. |l a été rapporté
que la capacité d’éjaculation des faux bourdons, aprés I'éversion manuelle, n’est
pas affectée par leffet saison, tandis que, la concentration spermatique est
significativement (P<0,05) dépendante de la saison d’élevage des faux bourdons.
En effet, le volume spermatique était significativement plus élevé chez les faux
bourdons du printemps (octobre et novembre) que chez ceux élevés en été et en
automne (février jusqu’au avril). Par contre, la concentration spermatique est
significativement plus élevée chez les faux bourdons de I'automne (avril) que chez

ceux éleveés au printemps et en été.

La plupart des études sur la qualité spermatique des faux bourdons n’ont
évalué que quelques parametres tels que le volume du sperme, la concentration et
la viabilité spermatique. Alors que, I'évaluation objective et poussée de la qualité
spermatique des faux bourdons devrait inclure les tests d’appréciation quantitative
de lintégrité spermatique [151], ainsi que les approches d’estimation de la
fonctionnalité et de la motilité spermatique [249]. A ce sujet, il a été rapporté, qu’en
Europe centrale (Pologne), les spermatozoides collectés sur des faux bourdons au
début de la saison de reproduction (juin) sont plus long et présentaient des
mouvements de rotation massale plus intenses que ceux collectés en fin de saison
apicole (aolt) [145]. Une étude récente et plus large sur les faux bourdons d’'Apis

mellifera. L, englobant plusieurs paramétres spermatiques, a été menée au Brésil
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dans la région de Caatinga. Ce biome est caractérisé par un climat tropical semi-
aride dont le pic de la saison humide s’étend de mois de mars au mois de juin,
tandis que la saison séche s’étend de mois d’octobre jusqu’au décembre. Il a été
ainsi rapporté par Morais et al. (2022) [293] que le nombre, la viabilité et la motilité
spermatiques sont significativement plus élevés en période humide qu’en période
séche. De plus, tous les parametres morphométriques liés a la longueur de la téte,
de la queue et a la longueur totale du spermatozoide étaient significativement plus
élevés pendant la saison humide que pendant la saison séche. Par contre, une
incidence élevée de malformations spermatiques est observée au cours des deux
saisons, avec un taux significativement plus évident en période humide qu’en

période seche.

Dans cette optique, une étude innovante basée sur I'histopathologie des
tissus testicules des faux bourdons d’Apis mellifera ligustica, pourrait apporter des
explications a l'origine de ces altérations spermatiques. En effet, Power et al
(2020) [77], en utilisant une technique histologique, ont pu mettre en évidence
'absence de maturation des tubes séminiferes, voire méme leur dégénérescence
sur des échantillons de faux bourdons, prélevés au printemps (du mois de mars au

mois de juin) dans la région de Campania en ltalie.

Toujours dans le contexte méditerranéen, I'étude réalisée par Zaitoun et al
(2009) [56], chez Apis Ligustica et Apis syriaca, a révélé que les spermatozoides
des males de ces deux races d’abeilles melliferes, présentent moins d’anomalies
morphologiques (21 % et 20 % respectivement) en mois de mai (pic de la saison
de reproduction), par rapport aux faux bourdons de reste de 'année. De méme,
les faux bourdons issus des ouvrieres pondeuses affichent moins d’anomalies
spermatiques (24 % et 26 %, respectivement pour Apis syriaca et Apis ligustica)

en pleine saison par rapport aux males hors saison de reproduction.

5.5.2.2. Sécrétions des glandes a mucus en fonction des saisons d’élevage des

faux bourdons:

Rappelant qu’au cours de la période de maturation sexuelle des faux
bourdons, qui dure jusqu’a l'age de 14 jours, les spermatozoides migrent
progressivement depuis les gonades vers les vésicules séminales qui sont les lieux
de stockage du sperme, en attente de I'accouplement [110]. Toutefois, le rdle

principal de ces glandes annexes est alloué a leurs secrétions exocrines, en
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particulier celles des glandes a mucus. Dans cette étude, la lecture histologique des
lames élaborées nous a permis d’évaluer I'activité sécrétoire de ces glandes,
pendant la pleine saison de reproduction et hors saison apicole. En effet, la majorité
(plus de 90 %) des échantillons prélevés est marquée par la présence de secrétions
des glandes a mucus aussi bien en pleine saison qu’en hors saison apicole, avec
un taux maximal (100 %) en mois de mai et juin, période qui correspond au pic de la
saison de reproduction au nord de I'Algérie. Chez les abeilles domestiques, le
couvain de male commence a apparaitre dans les colonies avec 'augmentation du
flux de nectar et du rendement en pollen. Et la production maximale des faux
bourdons est coincidée avec le pic de disponibilité des ressources melliferes. Ce pic
d’abondance alimentaire, écartant toute carence nutritionnelle possible, se
répercute positivement sur la fonction de reproduction des faux bourdons en
stimulant le métabolisme maximal des glandes sécrétoires. En effet, peu aprés
'émergence des faux bourdons, ces glandes a mucus commencent a secréter un
liquide visqueux riche en protéines [128]. Toutefois, I'intensité de I'activité sécrétoire
des glandes a mucus est tributaire du statut nutritionnel des faux bourdons pendant
leur stade larvaire. En effet, Rousseau et al (2015) [42] ont rapporté qu’en début de
la saison apicole (mois de mai) au Québec, dont les ressources melliferes et
polliniques sont encore rares, les premiéres cohortes des faux bourdons qui
naissent, affichent des volumes spermatiques trés réduits. Les travaux de
Czekonska et al. (2015) [54] en témoignent de l'effet des carences protéiques
provoquées par la mise en place permanente des trappes a pollen, pendant le
développement larvaire des faux bourdons. Il en résulte la naissance des males
d’abeilles de petite taille avec une capacité d’éjaculation et des volumes
spermatiques trés réduits, conséquence d’'une activité sécrétoire insuffisante. En
revanche, selon Rousseau et Giovenazzo (2016) [272], la supplémentation des
colonies d’abeilles en sirop, mais surtout en pollen, pendant les premieres phases
d’élevage du couvain male, améliore la qualité et la fertilité des faux bourdons, en
donnant naissance a des males de poids élevés avec des volumes spermatiques
trés importants. Et selon Rhodes et al. (2011) [46], malgré que I'éversion manuelle
des faux bourdons, lors de la collecte de la semence, ne soit pas affectée par I'effet
de la saison, il n’en demeure pas moins que le volume spermatique est plus

important au printemps qu’en été et en automne, en sud-est de I'Australie.
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5.5.2.3. Fertilité des faux bourdons en fonction de I’dge des reines :

Dans notre étude, la différence de production de spermatozoides par les
faux bourdons est trés évidente entre la saison de reproduction et hors saison. Par
contre, I'activité sécrétoire des glandes a mucus, qui reflete, en partie, le volume
spermatique, varie peu entre ces deux saisons. Ces résultats sont d’autant plus
évidents malgré I'age différent des reines dont sont issus les faux bourdons
échantillonnés. En effet, la reine dont proviennent les males prélevés hors saison
de reproduction est agée de quatre ans, donnant naissance a une cohorte
d’'individus dont la fertilité globale est trés faible en termes de présence de
spermatozoides. Mais aussi, I'activité sécrétoire des glandes a mucus relativement
baisse par rapport a ceux prélevés en plein saison de reproduction. Ceci pourrait
étre expliqué par le fait que la spermatogenése est trés exigeante, en quantité et
en qualité, aux éléments nutritionnels essentiels, en particulier les vitamines et les

protéines polliniques.

Or, en hors saison, contrairement au printemps, les apports polliniques
assurés par les ouvriéres ne sont pas satisfaisants, tant sur le plan quantitatif
gu’en termes variétal et qualitatif, ce qui induit des carences nutritionnelles, surtout
au stade larvaire d’élevage. Il s’ensuit un avenir reproducteur peu prometteur de
faux bourdons. En effet, la valeur nutritionnelle du pollen est déterminée par la
qualité des protéines et leurs acides aminés, les lipides (surtout les flavonoides
phytostérols), les carbohydrates (glucides) ainsi que les vitamines et leurs
métabolites secondaires tels que les caroténoides [294]. Alors que, le pollen de
bonne valeur nutritionnelle joue un rdéle important sur le statut sanitaire des
abeilles, renforgant le systéme immunitaire et assurant le bon développement des
colonies [295]. En outre, il stimule la croissance optimale des glandes
hypopharyngiennes des ouvriéres nourricieres pour la synthése de la gelée royale
[296]. Il augmente aussi I'activité enzymatique au niveau de I'appareil digestif
[297]. Il assure également une qualité élevée d’hémolymphe [296] et augmente la
fertilité des males [298].

Alors que, le peu du pollen floral d’hors saison était la seule source des
protéines pour les abeilles dans notre étude, les faibles miellées et la rareté des
ressources du nectar en cette période était comblée par les réserves internes

accumulées pendant le printemps et par les apports externes lors de
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nourrissement d’été. Par conséquent, un déséquilibre du rapport entre les taux de
protéines et de glucides est évident, ce qui pourrait expliquer la fertilité médiocre
des faux bourdons hors saison, rapportée dans notre étude. Les résultats d’'une
etude, dirigée par Czekonska et al. (2015) [54], confortent cette hypothése. En
effet, les faux bourdons élevés dans des colonies ayant un accés restreint au pollen
présentaient un poids de 254 mg, un pourcentage d’éjaculation de 68%, un volume
spermatique de 0,9 pL avec une viabilité de 68%. Par contre, les faux bourdons
élevés dans des ruches ayant accés libre au pollen (dépourvues de trappes a
pollen), leur poids a 'émergence est de 262 mg, le pourcentage d’'éjaculation est de

80 %, présentant un volume spermatique de 1,1 uL, avec une viabilité de 80%.

Par ailleurs, les faux bourdons prélevés en pleine saison de reproduction
sont issus de reines agées entre un et cinq ans. Pendant toute cette période, les
males testés présentaient des taux élevés de production de spermatozoides et
d’activité de synthése des glandes a mucus, avec un pic au mois de juin. Ceci
nous méne a dire que I'dge des reines n’influence guére la fertilité de leurs
descendances, si ce n’est la saison d’élevage en termes du climat mais surtout de
'abondance et la diversité des ressources de butinage, qui module le pouvoir

fécondant des faux bourdons.

D’autre part, il est important de signaler que le seul protocole thérapeutique
adopté dans la gestion des ruchers, objets de prélévements de faux bourdons, est
le traitement contre le varroa. L’acide oxalique est généralement appliqué en début
de saison apicole (fin janvier ou début février), tant que les températures externes
sont encore trés basses. Il présente l'avantage d’étre efficace et 'absence de
contamination des produits de la ruche. Un deuxiéme traitement est appliqué, a
base d’Amitraz (Apivar®), lorsque la surface du couvain est réduite et la ponte de la
reine est diminuée ou cessée completement [299]. Pour éviter la contamination du
miel par les résidus chimiques de ce produit, le traitement est effectué en fin du
mois d’octobre, juste aprés la récolte tardive, et aprés I'enlévement des hausses.
Or, dans notre étude, le prélevement des faux bourdons d’hors-saison était réalisé
avant le deuxiéme traitement anti-varroase (début octobre). Ce qui laisse penser
que les abeilles, en particulier les males, ont subi la forte pression estivale de cet
acarien. Cette hypothése pourrait contribuer a I'explication de la fertilité médiocre
des faux bourdons tardivement échantillonnés, car des auteurs rapportent que le

varroa affecte le succés reproducteur des méales [300]. Dans I'étude réalisée par
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Duay et al. (2002) [258], une corrélation positive a été établie entre la durée du vol
et le nombre de spermatozoides chez les faux bourdons. En effet, les méles
infestés par le varroa produisent 24 a 45 % moins de spermatozoides, avec une

capacité de vol trés réduite.

Modélisation de la population Varroa avec Apivar

Population de Varroas

—

T T T T T T T T T T T

Mars Auril Mai Juin Jusillet Aot Septemibre  Octobre  Movembre Décembre  Janwier Fénria

Figure 60 : Courbe d’infestation des colonies par le varroa et protocole

d’application du traitement par Apivar® [299].

De ce qui précéde, I'age des reines n’a pas d’effet marqué sur la fertilité des
faux bourdons. Cependant, 'absence ou la présence d'une reine dans une colonie
peut en affecter potentiellement. Dans ce contexte, les ouvrieres pondeuses
apparaissent dans les colonies désespérément orphelines et donnent naissance a
des maéles de petite taille. Ces faux bourdons issus de ces colonies orphelines
produisent moins de spermatozoides a viabilité inférieure, avec davantage
d’anomalies morphologiques par rapport a ceux issus par une reine dans une
colonie normale [56]. Des résultats similaires ont été déja rapportés par Schlins et
al. (2003) [188], observant une moyenne de 11,95 millions de spermatozoides pour
les faux bourdons normaux, contre 7,45 millions pour les males issus des ouvriéres

pondeuses.

Fait intéressant, dans I'étude réalisée par Ginger et Firatli (2005) [260], les
faux bourdons issus de reines et ceux issus des ouvriers pondeurs présentaient
respectivement 12,01 millions et 10,17 millions de spermatozoides, et ce malgré
I'élevage qui est initié dans des cellules de males. Quant aux faux bourdons issus

des ouvriéres pondeuses, élevés dans de petits alvéoles (cellules d’ouvriéres), ils
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affichent une moyenne de 8,62 millions de spermatozoides dans leurs vésicules
séminales. Ces résultats suggérent que la fertilité des males dépend
principalement de l'origine de I'ceuf haploide, et partiellement du type de cellule
d’élevage. D’autre part, ces trois types de faux bourdons présentent
respectivement des poids de 273,8 mg, 227,3 mg et 173,5 mg a I'émergence.
Cette décroissance du poids peut étre expliquée par la différence du profil
nutritionnel [260]. Ainsi, on peut conclure que la fertilité des faux bourdons dépend
fortement de l'origine de I'ceuf haploide et, dans une moindre mesure, de type
(taille) de la cellule délevage, probablement par les quantités d’apports

alimentaires prodigués aux larves du couvain.

Pour conclure d’'une maniére plus objective, si les résultats de cette étude
n‘ont pas révélé un effet direct de I'age des reines sur la fertilité de leurs
descendances masculines et que la littérature pointe plus sur l'origine de I'ceuf
haploide, il n’en demeure pas moins que l'effectif et la force de la colonie sont
inversement corrélés a I'age de la reine. En effet, opter pour des jeunes reines, de
bonne qualité reproductive [238], augmente significativement I'effectif des colonies
d’abeilles, ce qui constitue un facteur clé d’amélioration de la productivité des
exploitations apicoles [281]. De ce fait, 'dge des reines influence indirectement la
fertilité des faux bourdons, par le biais de la taille de I'essaim ; facteur décisif dans
le maintien du couvain dans de bonnes températures et le rendement de butinage

des ouvriéres adultes.

5.5.2.4. Fertilité des FB en fonction de I’état de peuplement des ruches :

Dans cette étude, les faux bourdons issus de ruches trés denses en population
et de colonies peu peuplées ont affiché des taux élevés de présence de
spermatozoides dans leurs vésicules séminales (89,29 % et 70,59 % respectivement),
contre seulement 41,46% pour les ruches de taille moyenne. Parallelement, I'activité
des glandes a mucus s’est révélée fortement marquée chez tous les faux bourdons,
indépendamment de I'état de peuplement de leurs ruches. Selon Henderson (1991)
[301], la taille de I'essaim dans les colonies d’abeilles influence la construction des
rayons a males et la production de faux bourdons. C’est ainsi, la période de forte
production du couvain male, qui serait a l'origine du pic de production des faux
bourdons, survient juste aprés celle des ouvrieres [75], [156]. Quant aux colonies
faibles, elles ne peuvent méme pas initier I'élevage des males [301]. En fait, les
colonies d’abeilles régulent la production des méles en fonction de leur capacité a
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entretenir leur couvain. Le nombre de population d’ouvriéres est déterminant en termes
de soins apportés a I'élevage, de production de la gelée royale, de synthése de gelée
nourriciére (bouillie larvaire), d’assurance des conditions d’ambiance optimales dans la

ruche et I'aptitude a profiter des miellées et de la récolte du pollen [56].

A cet effet, les colonies comptant une forte population d’ouvriéres ont de grandes
chances de produire des faux bourdons trés fertiles. Quant aux colonies faibles, objets
de prélevements dans cette étude, elles étaient en réalité trés développées en début de
saison de reproduction, avant de subir la fievre d’essaimage, qui a entrainé une chute
importante de leur effectif. Quoique, les faux bourdons issus de ces colonies restent
toutefois assez fertiles, car ils étaient nés a une période ou les colonies étaient encore
prospéres (abondance d’ouvriéres et des réserves alimentaires). En revanche, les
colonies moyennes avaient toutes des reines agées plus de deux ans, ce qui se traduit
par un taux de ponte relativement faible. Cette baisse de ponte réduit le nombre
d’ouvriéres disponibles, entrainant ainsi une diminution de la collecte de ressources
florales. Ces deux facteurs principaux contribuent a une production limitée de faux
bourdons, dont la fertilité est également faible en raison du manque de soins apportés
aux larves et d’'un apport nutritionnel insuffisant. Sachant que, en cas de disette, c'est le

couvain male qui fait I'objet d’inévitables restrictions [270].

Par ailleurs, dans une colonie d’abeilles, la température optimale de couvaison
est de 34 °C [302]. Toutefois, la répartition de la température dans la ruche n’est pas
uniforme. Sachant que le couvain des faux bourdons est moins exigeant en chaleur par
rapport au couvain d’ouvrieres [265], c’est pourquoi la reine adopte une stratégie de
ponte trés réfléchie, en réservant le centre du nid pour la ponte des ceufs fécondés et la
périphérie pour les ceufs haploides. Dans le cas des colonies moins peuplées, surtout
en temps froid, la difficulté réside dans le maintien d’'une ambiance optimale dans la
ruche. Toute une chute de température du couvain, engendre la naissance de faux
bourdons a capacité d’éjaculation trés faible avec diminution du volume spermatique
[267]. En revanche, en temps chaud, I'incapacité des petits essaims a correctement
ventiler le couvain male induit la diminution du nombre de spermatozoides, avec une
viabilité trés réduite [267],[268].

5.5.2.5. Fertilité des faux bourdons en fonction de leurs ages :

Dans notre étude, les faux bourdons immatures testés pour leur fertilité sont

collectés directement dans la ruche, soit juste a leur émergence ou plutdt recherchés
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sur les cadres latéraux de provision. Un taux de 44 % de ces maéles présente des
spermatozoides dans leurs vésicules séminales. Par contre, la totalité (100 %) de ces
FB immatures affiche une activité sécrétoire des glandes a mucus. Selon la littérature,
la migration des spermatozoides depuis les testicules vers les vésicules séminales
débute aprés le troisieme jour post-émergence du faux bourdon et peut se poursuit
jusqu’au 12e jour [143]. De méme, dés I'émergence, les glandes a mucus se
développent progressivement et accumulent leurs secrétions glandulaires. Elles
atteignent leur pleine maturité entre le sixieme et le neuviéme jour de la vie adulte des
faux bourdons [114]. C’est ainsi que le volume spermatique augmente avec I'age de
faux bourdon, méme au-dela de sa maturité sexuelle [42]. Ce profil sécrétoire des
glandes a mucus, dés I'émergence des males, explique pourquoi I'ensemble des faux
bourdons a présenté une activité glandulaire. En revanche, les 56 % des males pour
lesquels aucun spermatozoide n’a été détecté dans les vésicules séminales pourraient

ne pas avoir encore atteint 'dge de migration des spermatozoides.

Concernant les faux bourdons matures, ils sont collectés a I'entrée de la ruche,
sur le plateau d’envol. Ces méles avaient enregistré un pourcentage de présence de
spermatozoides de 76 % dans les glandes séminales et une activité sécrétoire des
glandes a mucus dans 91,67 % des cas. Portant ces faux bourdons simulant des vols
de reconnaissance autour des ruchers, semblent préts a rejoindre les DCAs pour la
fécondation des reines, alors que 24 % de ces males sont dépourvus de
spermatozoides et 8,33 % ne présentent aucune activité sécrétoire des glandes a
mucus. Or, ces secrétions jouent un réle capital dans la reproduction des castes fertiles,
en activant les spermatozoides [127] et en participant a la formation du spermatophore
et du liquide séminal [69]. Mais aussi, étant riche en protéines qui se polymérisent
rapidement au contact de l'air, elles renforcent I'attachement du faux bourdon a la reine
lors de l'accouplement et forment ensuite le bouchon copulatoire au niveau de la

chambre du dard de la reine [202].

L’absence de spermatozoides et de l'activité sécrétoire des glandes a mucus
chez une portion des faux bourdons matures reflete clairement la présence d’un
probléeme de fertilité des males. Plusieurs études ont rapporté que la production, la
maturation et la viabilité des spermatozoides chez les méales abeilles sont étroitement
liées a I'age. L’éversion manuelle de I'endophallus est la méthode la plus couramment
utilisée pour induire I'éjaculation et la récolte du sperme. Dans ce contexte, chez les

faux bourdons matures (agés de 12 a 14 jours), le pourcentage des individus qui
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présentent du sperme lors d’éjaculation manuelle varie de 8,3 % a 58,6 % [46], [303].
Une étude réalisée, en deux années successives, sur des males agés de 14, 20, 25 et
35 jours, a révélé que ce pourcentage d’éjaculation positif passe de 63,5 % a 87,8 %
[42], [272]. De méme, I'étude réalisée par Rhodes et al. (2011) [46] a montré une méme
allure de croissance en taux de males éjaculés (a 14 jours: 58,6 % et a 35 jours:
75,8 %).

Compte tenu de la concentration spermatique et du risque de diminution de la
viabilité des spermatozoides a partir de la quatrieme semaine de vie, I'age idéal des
faux bourdons pour la collecte de la semence et la fécondation des reines, est suggéré
autour de 20 jours post-émergence [46], [262]. Dans cette optique et selon certains
auteurs, le pourcentage de faux bourdons collectés aprés une éjaculation forcée varie
de 62 % a 80 % entre I'age de 15 a 25 jours post-émergence [54], [304]. Les résultats
de ces différentes études corroborent le taux (76 %) obtenu dans notre étude, en
termes de présence de spermatozoides dans les organes reproducteurs males.
Toutefois, lors d’éversion manuelle de I'endophallus, une manipulation malintentionnée
ou I'exercice d’une pression excessive sur le thorax du faux bourdon peuvent entraver
I'éjaculation ou méme faire éclater les organes reproducteurs méles a l'intérieur de son
abdomen (figure N° 38), ce qui pourrait nuancer les résultats rapportés par les
précédentes études. En revanche, dans notre étude, comme celle réalisée par Den
Boer et al. (2010) [305], la recherche des spermatozoides a ciblé les vésicules
séminales, lieux de stockage du sperme des faux bourdons [121]. Cependant, sous
I'effet d’excitation des males, I'éjection de la semence, depuis les vésicules séminales
vers le bulbe, est probable, méme en plein prélévement, sauf que le pincement des
derniers tergites empéche l'extériorisation de I'endophallus. De ce fait, les vésicules
séminales se vident de leurs spermatozoides et I'analyse pourrait révéler un résultat

négatif.

Une interaction entre I'age et l'effet saison a été observée par Rousseau et al.
(2015) [42] dont ils rapportent que le volume spermatique des faux bourdons, d’ages
différents (14, 21 et 35 jours), varie significativement selon que les méales sont collectés
au printemps ou en été. Quoiqu'il soit, cette variation saisonniére est d’'une tendance
non uniforme. En effet, Fisher et al. (2018) [303] ont constaté des variations
significatives de la viabilité spermatique des faux bourdons, prélevés dans un méme
rucher et pendant deux étés consécutifs. Suggérant ainsi que les facteurs

environnementaux, comme les ressources alimentaires, semblent avoir un impact plus
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marque sur la fertilité des males d’abeilles.

En conclusion, les résultats de notre étude, ainsi que les différentes ressources
bibliographiques, concordent a établir que la densité des colonies, I'age des faux
bourdons et le moment d’élevage des males sont des facteurs interdépendants et
interactifs, qui modulent significativement la fertilité des faux bourdons. Si I'age des
reines d’abeilles n’a pas d’effet direct sur la fertilité de leurs descendances masculines,
nos résultats révélent, encore une fois, une forte variabilité saisonniére de la fertilité des
faux bourdons, sans qu’elle soit forcément constante d’année en année. Par
conséquence, le succés reproductif des males d’abeilles est fortement conditionné par
la période d’élevage et la richesse des biotopes en plantes melliféres et 'abondance

des sources d’approvisionnement en miel et en pollen.



5.6. Conclusion :

L’enquéte sur la gestion de la reproduction des faux bourdons auprés des
apiculteurs révéle des tendances alignées avec la littérature sur le cycle des faux
bourdons, mais souligne des lacunes dans les pratiques et les connaissances (roles
secondaires des faux bourdons). Nonobstant, fort est de constater qu'un éveil de
conscience commence a s’émerger, compte a la gestion de [|'élevage et
'importance de reproduction des faux bourdons. Les observations confirment que
I'apparition et la disparition des FB suivent les cycles naturels en zones tempérées,
bien que des variations locales existent, influencées par le climat et les ressources
florales. Au regard des étages pédoclimatiques de la Wilaya de Tizi-Ouzou, les
variations observées pourraient étre exploitées par des études croisées avec des
données climatiques. En perspective, des études futures devraient intégrer des
méthodes mixtes (questionnaire et observations directes), avec un échantillonnage
plus large, pour affiner ces résultats et populariser davantage l'intérét des faux

bourdons dans la bonne gestion apicole.

L’analyse histologique des tissus reproductifs méles a permis de déterminer
des facteurs intrinséques qui conditionnent la fertilité des faux bourdons. De
surcroit, I'état de peuplement et la densité élevée des colonies influence la fertilité
des males d’abeilles et, du coup, pourrait améliore le taux de fécondation des
jeunes reines. De méme, il est crucial d’observer 'age de maturité des faux
bourdons, surtout lors du recours a l'insémination instrumentale, car leur fertilité est
optimale lorsque les méles se montrent vigoureux, excités et préts a rejoindre les
sites des congrégations. Quant a I'age des reines, il N’a aucun effet direct sur la

fertilité de leur descendance.

Par ailleurs, I'étude de la fertilité des faux bourdons a clairement démontré
le lien étroit entre la saison d’élevage et la production de spermatozoides par les
faux bourdons dans le nord algérien. Cette production spermatique excelle au
cours de la saison de reproduction des abeilles et reste relativement stable jusqu’a
la fin du printemps. Par contre, elle décline trés significativement en hors-saison
apicole. Néanmoins, la réapparition éphémeére des males dans les ruches hors
saison de reproduction, méme avec une faible qualité spermatique, permet aux
éleveurs d’abeilles de lancer I'élevage de reines et de récupérer ainsi les ruches
orphelines, causées généralement par les fortes canicules et la disette de I'été.

Ces reines nouvellement obtenues en hors saison, malgré que leur fertilité soit
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généralement médiocre, elles empéchent, via leurs phérormones, I'apparition des
ouvriéres pondeuses qui sont a I'origine des colonies bourdonneuses. Mais aussi,
elles permettent, néanmoins, la survie de la colonie jusqu'au début de la saison
printaniére pour reprendre la ponte et offrir la chance a la colonie d’élever de

nouvelles reines de remplacement en pleine saison de reproduction.

Au final, la gestion d’élevage des faux bourdons par les apiculteurs gagnerait
a intégrer davantage de connaissances scientifiques, notamment sur leur biologie
et leur nutrition. Optimiser les pratiques apicoles (supplémentation alimentaire,
sélection des colonies fortes, adaptation aux variations climatiques) pourrait
améliorer la fertilité des faux bourdons et, par extension, la santé des colonies
d’abeilles. Des formations techniques et des recherches complémentaires, intégrant
des études comparatives sur la qualité spermatique (le volume, la concentration, la
viabilité, la mobilité¢ et lintégrité spermatique) s’avérent indispensables pour

I'optimisation d’'une apiculture rentable et durable.



5.7. Perspectives :

L’Algérie, plus vaste pays d’Afrique et dixieme mondialement avec plus de
238 millions d’hectares, dont 84 % occupés par le désert saharien et qui renferme
de réserves hydriques considérables (estimées entre 30 000 a 100 000 milliards de
meétres cubes d’eaux phréatiques et de surface), posséde des potentialités qui lui
permettre de se hisser parmi les leaders mondiaux dans le domaine agricole.
L’'essor de cette filiere, en particulier l'agriculture biologique, est étroitement
dépendant du repeuplement des polinisateurs, surtout les abeilles domestiques. Or
en Algérie, le cheptel apicole autochtone est fortement biaisé en faveur d’Apis
mellifera intermissa (I'abeille tellienne). Alors que I'abeille saharienne (Apis mellifera
Sahariensis) est enclavée dans une région du sud-ouest, trés restreinte. En attente
des politiques rationnelles et réfléchies pour le développement d’une agriculture
saharienne durable, les perspectives majeures, afin de repeupler les vastes
territoires du sud par l'abeille saharienne, sont I'étude de sa reproduction et
'analyse de la fertilité, aussi bien des reines que des faux bourdons. L’analyse
spermatique des males dans leur biotope naturel et loin des contaminants
chimiques constitue une étape primordiale pour la modélisation des parametres
spermatiques (le volume, la concentration, la viabilité, la motilité et le taux de
malformation spermatique). Cette approche, encore une fois, est cruciale, car
'analyse spermatique des males pourrait étre un indicateur des pollutions
chimiques, par les pesticides et les produits de lutte acridienne, ou méme par la
radioactivité, d’autant plus que I'aire de distribution d’Apis mellifera sahariensis est

proche du site des essais nucléaires, opérés autrefois par la France coloniale.
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Annexe 1

Questionnaire sur I’élevage des faux bourdons

Une colonie d'abeilles est constituée de trois castes : une reine, des
milliers d'ouvrieres et les faux bordons (maéles). Ces derniers
apparaissent principalement au printemps (saison de reproduction) pour

vivre au maximum une cinquantaine de jour. Selon vous:

1- Quel est le mois de premiére apparition des faux bourdons

(FB)?. oo

2- Quel est le mois de forte densité de ces faux bourdons
(FB) 2o

3- Quel est le mois qui correspond a l'activité intense (sortie et entrée au trou de
vol) de ces FB?

4- A quel moment de la journée que l'activité des FB est intense (au niveau de
trou de vol)?
Matin Midi Soir

5- Quel est le mois de disparition totale des FB dans vos ruchers?

6- Selon vous, quels sont les réles des FB dans la colonie ou a l'extérieur ?

7- Combien de sites de congrégation des FB estimez-vous existent-ils autour de

VOS ruchers?

8- Y a t-il de changement d'emplacement de ces sites d'une année a une autre?
Oui Non

9- Si Oui, pourquoi d’aprés vous ?

10- Les tailles des FB sont différentes, selon vous cela est di a:

1. I'dge de FB 2. Nourriture (qualité et I'abondance) 3. Mois de
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naissance 4 I'origine de I'ceuf (reine fécondée, reine non
fécondée, reine épuisée, reine bourdonneuse, fausse reine) 5. Race
d'abeille 6. Nid de naissance (alvéole de FB ou alvéole des ouvrieres)

7. Age de la reine 8. Létat de la cire 9. Autres:

11- Avant de procéder a l'essaimage artificiel ou a I'élevage des reines,
prenez-vous en considération la présence ou l'absence des FB ou du couvain
de FB? Oui Non

12-  Si Non, pourquoi ?

13- Comment estimez-vous de I'age des FB?
1. taille 2. L’état et la couleur des
poils 3. La couleur des yeux 4. Autres:
14- Comment vérifiez-vous la puberté des FB?

1. le son de bourdonnement 2. L’intensité des vibrations une fois pincé par

les doigts 3. Apparition au niveau de trou de vol 4. visite
des sites de congrégation 5. Vérification de la présence de
sperme par méthode d'éversion manuelle d'endophalu. 6.
L =P

15-  Pratiquez-vous I'élevage de faux bourdons?
Oui Non

16-  Pratiquez-vous I'élevage de reines?
Oui Non

17-  Avez-vous déja recours a l'insémination artificielle des reines d'abeilles?
Oui Non

18- Avez-vous déja recours a I'analyse de la qualité spermatique des FB?
Oui Non
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19- Avez-vous déja pensé de déplacer vos nouveaux essaims dans des

régions éloignées de votre rucher pour la fécondation des futures reines?
Oui Non
20- Si Oui, pourquoi ?

Merci pour votre contribution
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Abstract

This study examines the reproductive biology of drones in Apis mellifera
colonies, focusing on spermatozoa presence and mucus gland activity
during breeding and non-breeding seasons. Drones, essential for fertilizing
virgin queens, have a reproductive system including testes, seminal
vesicles, mucus glands, and an endophallus, which are affected by
environmental factors, age, diet, and diseases. The current research was
conducted in Azeffoun, Algeria, from March to June and in October 2018.
The investigation consisted to analyze the presence of spermatozoa in
seminal vesicles and the secretory activity in mucus glands according to
breeding and non-breeding seasons.

The results showed the presence of spermatozoa in 62.78% of the seminal
vesicles, with higher rates during the breeding season. Drones from hives
with two-year-old queens and larger colonies exhibited greater sperm
production. Mucus gland activity was observed in 96.51% of drones, with
secretion rates between 92.86% and 100% according to the seasons. Sperm
production peaked between March and June and declined significantly in
October.

Despite reduced sperm production in the non-breeding season, the
presence of drones allows beekeepers to initiate queen rearing, ensuring
colony survival through winter. This study highlights the critical role of
drone reproduction in maintaining honeybee colony health and
sustainability.

Keywords: Bee Colonies; Drones; Sperm Production; Mucus Glands; Apis
mellifera intermissa; Histological Analysis.
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Introduction

The social structure of bee colonies includes three castes: the queen, the workers, and the
drones. Females populate the hive year-round, but males appear only during the reproductive
period, which corresponds to the spring season. During their short lifespan, drones are
responsible for fertilizing virgin queens. In fact, the primary role of a honeybee drone is to
produce and transmit semen to the queen during the mating flight (Czekonska et al., 2015). The
reproductive system of drones includes a pair of testes, a pair of vasa deferentia, paired glands
(seminal vesicle and mucus gland) associated with the reproductive tract, and a long ejaculatory
duct (Sawarkar and Tembhare, 2015a,b). The copulatory apparatus, known as the endophallus,
is a large and complex tube located within the abdomen. Additionally, two male accessory
glands have been described in the copulatory apparatus of Apis mellifera drones: the bulbus
gland (Koeniger et al., 1996; Woyke, 2008; Woyke, 2010; Moors, Koeniger, and Billen, 2012)
and the cornua glands (Koeniger et al., 1996; Moors et al., 2009). Honeybee semen consists of
spermatozoa diluted in seminal fluid. Various studies have revealed the effect of several factors
on semen quality, including drone age (Locke and Peng, 1993; Sturup et al., 2013; Rousseau et
al., 2015b), food quality (Sturup et al., 2013; Czekonska et al., 2015; Rousseau and Giovenazzo,
2016), genetic lineage (Rinderer et al., 1985; Rousseau et al., 2015b), storage (Locke and Peng,
1993; Algay et al., 2019), body size (Schliins et al., 2003; Genger and Kahya, 2011; Goins and
Schneider, 2013), thermal conditions (Bienkowska et al., 2011; Sturup et al., 2013), and various
contaminants such as Varroa destructor (Genger and Kahya, 2011) and Nosema (Peng et al.,
2015; Ben Abdelkader et al., 2015; Ciereszko et al., 2017).

Research on honeybee drones has primarily focused on spermatozoa and the factors affecting
their fertility, while less attention has been given to the accessory sex glands, despite their
significant role in reproductive success. These glands produce crucial molecules for sperm
viability. Some sex accessory glands also serve as sperm storage sites until mating (Sawarkar
and Tembhare, 2015b). Their secretions are essential for reproductive success (Billen and
Morgan, 1998; Klein et al., 2021). In particular, mucus gland secretions may contribute to
sperm longevity and storage (Sawarkar and Tembhare, 2015a,b), as well as sperm activation
and capacitation (Chen, 1984). Furthermore, gland secretions are involved in spermatozoon
nutrition and facilitate sperm movement through the reproductive tract (Colonello and
Hartfelder, 2003; Gillott, 1996). Additionally, mucus gland secretions may influence the
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queen's post-copulatory behavior and support spermatozoa after their transfer into the female
reproductive tract (Wolfner, 1997; Gillott, 1996).

The mucus glands are notably large, occupying a significant portion of the drone's abdomen
(Moors et al., 2005), underscoring their crucial role in reproduction. The size of the mucus
glands gradually increases during the pupal-to-adult development of drones (Sawarkar and
Tembhare, 2010). Secretory material starts accumulating in the lumen of the mucus glands
shortly after emergence, with a peak activity within the first five days of adult life in Africanized
honeybees (Colonello and Hartfelder, 2003) or between 6 and 12 days in Apis cerana indica
drones (Sawarkar and Tembhare, 2010).

Apis mellifera intermissa is a subspecies found in North Africa, particularly in Tunisia, Algeria,
and Morocco (Cornuet et al., 1988; Grissa et al., 1990). In addition to its role in enhancing
apiculture production, this subspecies is of particular interest for its role in pollinating native
vegetation. In Algeria, it is the dominant hive bee in the apiculture industry. This ecotype is
highly adaptable to varying climatic conditions (Adjlane and Haddad, 2014; Barour et al.,
2011). It is a small bee with dark pigmentation (Shaibi et al., 2009) and is known for its
aggressive and nervous temperament. According to Gadbin et al. (1979), this subspecies
exhibits a strong tendency to swarm, particularly in the spring when workers construct
numerous royal cells (Clément et al., 2002). This characteristic makes Apis mellifera intermissa
an excellent producer of royal jelly. Le Conte et al. (2007) demonstrated that this subspecies is
highly tolerant to Varroa infestations. Furthermore, it exhibits superior hygienic behavior and
cleaning abilities compared to other subspecies (Adjlane and Haddad, 2014). It has shown
remarkable resistance to various infectious agents, including the Nosema fungus, Paenibacillus
larvae (the causative agent of American foulbrood), and the Deformed Wing Virus (DWV).
These adaptive traits make Apis mellifera intermissa an excellent candidate for selective

breeding programs (Haddad et al., 2015), particularly given its ability to produce propolis.

Numerous studies have investigated drone fertility in honeybee species, focusing on whole
semen or individual sperm cells to better understand the negative impacts of beekeeping
diseases and pesticides on drone fertility. However, the influence of extrinsic factors such as
rearing season, colony size, queen age, and the dynamics of mucus gland secretion has not been

thoroughly explored.
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Given the economic and ecological importance of Apis mellifera intermissa, it is essential to
prioritize research on drone reproduction. Thus, the aim of the present study is to investigate
the percentage of males showing the presence of spermatozoa in the seminal vesicles and the
accumulation of secretory material in the mucus glands according to breeding and non-breeding

Seasons.

Material and methods

Preparation and Observation of Histological Slides
Sampling

Animals

The sampling was conducted in two apiaries located in Azeffoun, Tizi-Ouzou province,
Algeria, at altitudes of 150 meters and 450 meters above sea level. Two categories (immature
and mature drones) of males were collected from twelve beehives between March and June
2018, a period coinciding with the queen's egg-laying phase. It is important to note that samples
could not be collected during the remainder of the year, as the queen ceased egg-laying and no
drones were present. Samples were also collected in October, known in Algeria as favorable

climatic conditions corresponding to the flowering eucalyptus and viscous inula.

The immature males were aged less than two weeks, and they were harvested inside the hive.
They presented less developed bodies, purple eyes, white fuzz, low activity levels, and lacked
the typical vibration response. The mature drones (more than two weeks old) were collected
from the flight area near the congregation sites. These drones were characterized by large, dark,
and hairy bodies, black eyes, and high activity levels, with a vigorous response to pinching. A

total of 86 samples were selected for histological examination.
1.2. Reproductive system collection

The sampling technique consisted of removing the entire reproductive system using a pinching
method. Each drone was grasped between the thumb and forefinger, with its head drawn toward
the palm and the abdomen facing outward. Using blunt tweezers, the last two tergites were
grasped and gently pulled, causing a tear between the 5th and 6th abdominal segments. This
allowed the reproductive system, attached by the ejaculatory duct to the bulb in the last pinched
segments, to be extracted. The samples were then immediately placed into labeled Eppendorf

tubes containing 10% formalin for preservation.
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2. Histological Sections

The preparation and observation of histological slides were conducted at Bejaia University,

Medical Laboratory.

Upon arrival at the laboratory, the samples were individually placed into histocassettes, each
labeled with its respective reference. The samples were then subjected to a dehydration process
using an automatic tissue processor. This process involved eight ethanol baths of progressively
increasing concentrations (70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, and 100%), with each bath
lasting 45 minutes. Following dehydration, the samples underwent two Xxylene baths, each
lasting 1 hour and 30 minutes (for clearing), and then two paraffin baths, each lasting 30 minutes
(for impregnation).

The samples were subsequently placed in metal molds and embedded in paraffin to create
paraffin blocks. These blocks were solidified on a refrigerated plate. Once hardened, they were
sectioned using a microtome. Initial rough sections were cut at 10 um, followed by refined

histological sections of 2 um thickness after removing the histocassettes from the mold.

The fine histological sections were carefully transferred onto slides pre-soaked in water. They
were spread using a water bath, placed on a hot plate at 69°C to dry, and then transferred to an

oven set at 75°C overnight for dewaxing.

For each sample, four slides were prepared, with serial sections generated to yield a total of 28

slides from a single specimen.
3. Staining

Before staining, the slides were subjected to a series of preparatory baths: xylene for 30 minutes,
10% ethanol for 10 minutes, followed water bath for 3 minutes. The staining process involved
immersing the slides in hematoxylin for 7 minutes, a quick rinse with water, and then dipping

the slides in eosin for 3 minutes.
4. Slide Assembly

The slides underwent a series of baths to improve fixation: an ethanol bath, followed by a
mixture of ethanol and xylene, then two consecutive baths in pure xylene. Finally, a drop of
EUKITT® adhesive was applied to permanently fix the coverslip. The slides were allowed to

air-dry for 24 hours.



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3560

5. Observation of Histological Slides

The histological slides were observed under a microscope to examine the spermatozoa packed
in the seminal vesicle or duct, along with the secretory material in the mucus glands. The
analysis of histological slides is based on an objective assessment by considering both the

presence or total absence of spermatozoa and secretions of the mucus glands.
6. Data analysis

The data were entered into Microsoft Excel (2007; Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) and
imported into SAS software (Statistical Analysis Systems Software, 2001) for statistical
analysis. The Chi-square test of independence and Fisher's exact test were used to determine
the association between the presence of spermatozoa and secretory mucus glands, and the
rearing period, queen age, hive population and drone age. A p-value of 0.05 was used to

determine the level of significance.

Results

A. Presence of Spermatozoa

In this study, 86 samples were collected from twelve bee hives during the breeding season
(March: 29.07%, April: 36.05%, May: 10.47%, June: 8.14%) and in October (16.28%). The
age of the queens from the sampled hives ranged from 1 to 5 years. Regarding the hive
population, 32.56% were considered heavily populated, 47.67% moderately populated, and
19.77% sparsely populated. Among the studied drones, 41.86% were immature and 58.14%

were mature (P = 0.13).

The majority of the samples showed the presence of spermatozoa in the seminal vesicles
(62.78% vs. 37.22%, P = 0.02). During the breeding season (March to June), the percentage of
drones with spermatozoa in the seminal vesicles were 60%, 80.65%, 66.67%, and 100%,
respectively. In contrast, in the non-reproduction season (October), only 7.14% of the males
showed spermatozoa in the seminal vesicles (Figure 1). The presence of spermatozoa was
recorded in 65.38%, 85.71%, 68.75%, and 86.67% of drones from hives with queens aged 1, 2,
3, and 5 vyears, respectively (Figure 2). Hives with queens aged 4 years showed lower

spermatozoa presence, particularly outside the breeding season (October).
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Hives with a heavily population showed the highest spermatozoa presence rate (89.29%),
compared to 70.59% of weak hives and 41.46% of moderate population (Figure 3).
Spermatozoa presence was observed in 76% of mature drones, compared to 24% in immature
drones (P = 0.002) (Figure 4).

B. Mucus Gland Activity

The majority of drone exhibited a secretory activity in the mucus glands (96.51% vs. 3.49%, P
< 0.0001). The frequency of mucus gland secretions varied from 92.86% to 100% depending
on the reproduction season (Figure 5).

The presence of mucus gland secretions was recorded in 96.15%, 85.71%, 100%, 92.89%, and
100% in drones from hives with queens aged 1, 2, 3, 4, and 5 years, respectively (Figure 6).
Similarly, the age of drones appears to affect the secretion activity of the mucus glands, with
91.67% and 100% in immature and mature drones. Additionally, mucus secretion was observed

in 96.43%, 95.12%, and 100% of drones from strong, moderate, and weak hives, respectively.

Discussion

Evaluation of bee male reproduction through a histological approach

In this study, the reproduction activity of male honey bees was investigation through the
presence of spermatozoa in seminal vesicles and the secretory material in mucus glands during

the breeding and non-breeding seasons.

1. Sperm Production

The results showed that during the breeding season, the percentage of drones containing
spermatozoa in the seminal vesicles increased from the beginning of the reproduction season
(March: 60%) to reach 100% in June. During the non-reproduction season (October), this rate
dropped significantly (P=0.0001), with only 7.14% of drones showing sperm in the seminal
vesicles. The abundant production of drones during the breeding season is positively correlated
with sperm production. This is probably related to the abundance of pollen (a source of protein)

and nectar (a source of energy).

In spring, the study region is teeming with nectar-producing plants such as oxalis, heather,

rockrose, thistle, borage, thyme, lavender, clover, alfalfa, as well as various fruit trees (cherry,
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plum, apple, pear, apricot and citrus). The abundance of nectar and pollen is known to stimulate
queens laying rate, which leads to the exponential colony growth, particularly thanks to nurse
worker bees responsible for raising drones. This reproduction period marked by the abundance
of resources, lasts from February to late June, corresponding to the onset of summer heat.
However, the months of July and August are characterized as warm and dry periods, which
reduce significantly bee activity resulting in a temporary cessation of queen egg-laying.
Nevertheless, it is observed that by September, a modest flowering reappears with a few rare
nectar-producing plants, such as eucalyptus and inula viscosa. The variable density of these
plants and the moderate temperatures allow the queens to resume laying eggs with a sporadic
appearance of drones. The current study showed that only 7.14% of drones presented sperm in
the seminal vesicles revealing that both the number of drones and their spermatogenesis are
strongly affected by the season and, most likely, by the richness of nectar resources and the

available food supply.

This has been previously reported where the season appeared as a potent factor with males
appearing progressively from spring to early summer. However, according to Boes (2010), bee
colonies may adjust drone production based on a combination of environmental factors, such
as food availability, worker population, external temperatures, day length, and carbon dioxide
concentration in the hive. Rhodes et al. (2011) also reported that the quality of drones varies
throughout the bee keeping season, and the rearing of drones depends heavily on the available
food resources. Access to pollen during larval development directly impacts the quality of drone
reproduction. In fact, Czekonska, Chuda-Mickiewicz, and Samborski (2015) demonstrated that
protein deprivation, due to the permanent installation of pollen traps during larval development,
leads to the emergence of small-sized drones with low ejaculation capacity compared to drones
from hives without pollen traps. However, sperm quality in both groups remains similar in terms

of concentration and sperm viability.

Rousseau and Giovenazzo (2016) found that supplementation with pollen (15% protein ad
libitum) and feeding syrup (1.2 liters of sucrose per week) affected positively the size, weight,
sperm production, and sperm viability. On the other hand, Sturup et al. (2013) observed that
pollen deprivation after drone emergence does not affect their fertility, and sperm viability

remains preserved.

The development of honeybee colonies during the beekeeping season, including drone rearing,

is affected by various other factors such as colony size, queen age, availability of stores, nectar
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and pollen abundance, and climatic conditions. Particularly, the rising of external temperatures
trigger the activity of the colony after its winter dormancy. The plentiful nectar resources,
combined with the gradual warming of spring temperatures, boost bee activity and prompt

queens to increase their egg-laying.

Sturup et al. (2013) when testing the fertility of drone bees exposed experimentally to extreme
temperatures (39°C) for 24 hours, reported a significantly reduced sperm viability. Higher than

40°C, the viability of the males is compromised.

In the semi-arid conditions of the Mediterranean Basin, the emergence of drone bees extends
from February to July, with a peak occurring in April and May (Zaitoun et al., 2009). In
contrast, in the northern hemisphere, in eastern Canada, bee keeping season runs from May to
August. In this region Rousseau et al. (2015a) reported that the sperm volume varies through
to the breeding season. In Australia, Rhodes et al. (2011) showed that the reproduction season
is occurs in spring, summer, and autumn, corresponding to the period from October to April.
They showed that the ejaculation capacity was not affected by the season. However, sperm
concentration was significantly influenced by the season of drone rearing. Specifically, sperm
volume was significantly higher in drones raised in the spring (October and November). Morais
etal. (2022) reported in Brazil that sperm count, viability, and motility were significantly higher
during the wet season compared to the dry season. Power et al. (2020), using histological
analysis, revealed the lack of seminiferous tubule maturation or even their degeneration in

spring (from March to June) in the Campania region in Italy.

2. Mucus Gland Secretions

During drones sexual maturation period, spermatozoa gradually migrate from the gonads to
the seminal vesicles, where they are stored in anticipation of mating (Sawarkar and Tembhare,
2015a,b). Concerning the accessory glands, their primary role is the exocrine function related
to the secretion of the mucus glands, affecting consequently sperm volume. In this study,
histological analysis allowed the evaluation of secretory activity both during the reproduction
and the non-reproduction seasons. More than 90% of the samples showed mucus glands
secretions both in the reproduction and non-reproduction seasons, with a maximum percentage

(100%) in May and June, corresponding to the peak of the breeding season in North Africa.
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In domestic honey bees, the drone brood corresponds to the peak availability of nectar-
producing resources. This food abundance, affects positively drone reproductive function by
stimulating their metabolism. Soon after the emergence of drones, the mucus glands produces
a viscous liquid containing proteins (Sawarkar and Tembhare, 2010). The intensity of the
secretory activity in the mucus glands is directly dependent on the nutritional status during the
larval stage. Rousseau, et al. (2015) reported that at the beginning of the beekeeping season in
May, when nectar and pollen resources are still limited, the first cohorts of drones exhibit very
small sperm volumes. (Czekonska et al. (2015) also showed that protein deprivation during
larval development results in the emergence of small drones with low ejaculation capacity and
restricted sperm volumes, due to insufficient secretory activity. However, according to
Rousseau and Giovenazzo (2016), supplementation with syrup and pollen during the early

stages of drone rearing improves their quality and fertility, with substantial sperm volumes.
3. Queen Age and Drone Reproduction

The current study revealed a marked difference in sperm production when comparing the
breeding and the non-breeding season. However, the secretory activity of the mucus glands,
showed less differences between these two seasons. These findings are even more striking when
drones come from queens of different ages. For instance, the drones collected in the non-
reproduction season were produced by a four-year-old queen. These drones exhibited very low
values, both in terms of sperm presence and mucus secretion, compared to those sampled during

the peak of the breeding season.

In contrast, drones collected during the breeding season were produced by queens from one to
five years old. Throughout this period, the drones exhibited high sperm presence and mucus
gland activity, peaking in June. This suggests that the queens’ age does not significantly

influence the drones’ reproduction.

Conclusion

This study underscores the significant relationship between the breeding season and sperm
production in drones in northern Algeria. Sperm production peaked during the bee reproductive

season, remained stable throughout late spring, and then declined sharply outside this period.

The temporary presence of males during the non-reproductive season, albeit with reduced

sperm production, provides beekeepers with a valuable opportunity to initiate queen rearing
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and restore orphaned colonies. This practice is particularly crucial during periods of intense
summer heat and resource scarcity, which often jeopardize colony stability. By enabling colony
renewal and bolstering queen production, even during suboptimal reproductive periods, could

enhance colony survival through the winter and into the following spring.

The presence of drones and the production of queens during the non-reproductive season,
despite their reduced fertility, may contribute to greater colony resilience. This adaptation could
play a key role in mitigating the effects of seasonal stressors, ensuring a robust population

capable of thriving during the active spring season.



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3566

References

Adjlane, N, & Haddad, N. (2014). The first data on hygienic behavior of Apis mellifera
intermissa In Algeria. Journal of Biology and Earth Sciences, 4(1), B1-BS.
http://www.journals.tmkarpinski.com/index.php/jbes

Algay, S., Cakma, S., Cakma, 1., Mulkpinar, E., Toker, M. B., Ustiiner, B., Sen, H., & Nur, Z.
(2019). Ar1 Spermasinin Protein Eklenmis TL-Hepes Bazl1 Sulandirici Ile Dondurulmast.
Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi, 25(4), 553-557.
https://doi.org/10.9775/kvfd.2018.21311

Barour, C., Tahar, A., & Baylac, M. (2011). Forewing Shape Variation in Algerian Honey Bee
Populations of Apis mellifera intermissa (Buttel-Reepen, 1906) (Hymenoptera: Apidae):
A Landmark-Based Geometric Morphometrics Analysis. African Entomology, 19(1), 11—
22. https://doi.org/10.4001/003.019.0101

Ben Abdelkader, F., Barbouche, N., Belzunces, L., & Luc Brunet, J. (2015). Effects of Some

Insecticides on the Viability and the ATP Synthesis of Honeybee Drone’s Spermatozoid
in vitro Exposed. Tunisian Journal of Plant Protection, 79(1).

Bienkowska, M., Panasiuk, B., Wegrzynowicz, P., & Gerula, D. (2011). The effect of different
thermal conditions on drone semen quality and number of spermatozoa entering the

spermatheca of queen bee. Journal of Apicultural Science, 55(2), 161-168.

Boes, K. E. (2010). Honeybee colony drone production and maintenance in accordance with
environmental factors: an interplay of queen and worker decisions. Insectes Sociaux,
57(1), 1-9. https://doi.org/10.1007/s00040-009-0046-9

Chen, P. S. (1984). The Functional Morphology and Biochemistry of Insect Male Accessory
Glands and their Secretions. Annual Review of Entomology, 29(1), 233-255.
https://doi.org/10.1146/annurev.en.29.010184.001313

Ciereszko, A., Wilde, J., Dietrich, G. J., Siuda, M., Bak, B., Judycka, S., & Karol, H. (2017).
Sperm parameters of honeybee drones exposed to imidacloprid. Apidologie, 48(2), 211—
222. https://doi.org/10.1007/s13592-016-0466-2

Colonello, N. A., & Hartfelder, K. (2003). Protein content and pattern during mucus gland
maturation and its ecdysteroid control in honey bee drones. Apidologie, 34(3), 257-267.



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3567

https://doi.org/10.1051/apido:2003019

Cornuet, J., Daoudi, A., Mohssine, E. H., Cornuet, J., Daoudi, A., Mohssine, E. H., Etude, J.
F., Abeilles, D. E. P. D., & Apidologie, M. (1988). DE POPULATIONS D ’ ABEILLES
MAROCAINES To cite this version :

Czekonska, K., Chuda-Mickiewicz, B., & Samborski, J. (2015). Quality of honeybee drones
reared in colonies with limited and unlimited access to pollen. Apidologie, 46(1), 1-9.
https://doi.org/10.1007/s13592-014-0296-z

Gadbin, C., Crnuet, J.-M., & Fresnaye, J. (1979). APPROCHE BIOMETRIQUE DE LA
VARIETE LOCALE D’APIS MELLIFICA L. DANS LE SUD TCHADIEN. Apidologie,
10(2), 137-148. https://doi.org/10.1051/apido:19790204

Genger, H. V., & Kahya, Y. (2011). Are sperm traits of drones ( Apis mellifera L.) from laying
worker colonies noteworthy? Journal of Apicultural Research, 50(2), 130-137.
https://doi.org/10.3896/IBRA.1.50.2.04

Gillott, C. (1996). Male insect accessory glands: Functions and control of secretory activity.
Invertebrate Reproduction & Development, 30(1-3), 199-205.
https://doi.org/10.1080/07924259.1996.9672546

Goins, A., & Schneider, S. S. (2013). Drone “quality” and caste interactions in the honey bee,
Apis mellifera L. Insectes Sociaux, 60(4), 453-461. https://doi.org/10.1007/s00040-013-
0310-x

Grissa, K., Cornuet, J., Msadda, K., & Fresnaye, J. (1990). ~ Etude biom” etrique de populations

d’abeilles tunisiennes.

Haddad, N. J., Loucif-Ayad, W., Adjlane, N., Saini, D., Manchiganti, R., Krishnamurthy, V.,
AlShagoor, B., Batainh, A. M., & Mugasimangalam, R. (2015). Draft genome sequence
of the Algerian bee Apis mellifera intermissa. Genomics Data, 4, 24-25.
https://doi.org/10.1016/j.gdata.2015.01.011

Klein, C. D., Kozii, I. V, Wood, S. C., Koziy, R. V, Zabrodski, M. W., Dvylyuk, I., de Mattos,
I. M., Moshynskyy, I., Honaramooz, A., & Simko, E. (2021). Testicular Changes of Honey
Bee Drones, Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae), During Sexual Maturation. Journal
of Insect Science, 21(6). https://doi.org/10.1093/jisesa/ieab049



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3568

Le Conte, Y., de Vaublanc, G., Crauser, D., Jeanne, F., Rousselle, J.-C., & Bécard, J.-M. (2007).
Honey bee colonies that have survived Varroa destructor. Apidologie, 38(6), 566-572.
https://doi.org/10.1051/apido:2007040

Locke, S. J., & Peng, Yi. (1993). The effects of drone age, semen storage and contamination on
semen quality in the honey bee (Apis mellifera). Physiological Entomology, 18(2), 144—
148. https://doi.org/10.1111/j.1365-3032.1993.tb00461.x

Moors, L., Koeniger, G., & Billen, J. (2012). Ontogeny and morphology of the bulbus, part of
the male reproductive organ in Apis mellifera carnica (Hymenoptera, Apidae). Apidologie,
43(2), 201-211. https://doi.org/10.1007/s13592-011-0094-9

Moors, L., Schoeters, E., Coudron, K., & Billen, J. (2009). Morphological changes in the male
accessory glands and testes in Vespula vulgaris (Hymenoptera, Vespidae) during sexual
maturation. Invertebrate Biology, 128(4), 364-371. https://doi.org/10.1111/].1744-
7410.2009.00178.x

Moors, L., Spaas, O., Koeniger, G., & Billen, J. (2005). Morphological and ultrastructural
changes in the mucus glands of Apis mellifera drones during pupal development and
sexual maturation. Apidologie, 36(2), 245-254. https://doi.org/10.1051/apido:2005016

Morais, L. S., Araujo Neto, E. R., Silva, A. M., Marinho, D. E. L., Bezerra, L. G. P., Velarde,
J. M. D. S,, Silva, A. R., Gramacho, K. P., & Message, D. (2022). Sperm characteristics
of Africanized honey bee ( Apis mellifera L.) drones during dry and wet seasons in the
Caatinga biome. Journal of Apicultural Research, 63(5), 1106-1113.
https://doi.org/10.1080/00218839.2022.2113328

Peng, Y., Baer-Imhoof, B., Harvey Millar, A., & Baer, B. (2015). Consequences of Nosema
apis infection for male honey bees and their fertility. Scientific Reports, 5(1), 10565.
https://doi.org/10.1038/srep10565

Power, K., Martano, M., Altamura, G., & Maiolino, P. (2020). Histopathological Findings in
Testes from Apparently Healthy Drones of Apis mellifera ligustica. Veterinary Sciences,
7(3), 124. https://doi.org/10.3390/vetsci7030124

Rhodes, J. W., Harden, S., Spooner-Hart, R., Anderson, D. L., & Wheen, G. (2011). Effects of
age, season and genetics on semen and sperm production in Apis mellifera drones.
Apidologie, 42(1), 29-38. https://doi.org/10.1051/apido/2010026



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3569

Rinderer, T. E., Collins, A. M., Pesante, D., Daniel, R., Lancaster, V., & Baxter, J. (1985). A
COMPARISON OF AFRICANIZED AND EUROPEAN DRONES: WEIGHTS,
MUCUS GLAND AND SEMINAL VESICLE WEIGHTS, AND COUNTS OF
SPERMATOZOA. Apidologie, 16(4), 407-412. https://doi.org/10.1051/apido:19850405

Rousseau, A., Fournier, V., & Giovenazzo, P. (2015a). Apis mellifera ( Hymenoptera : Apidae
) drone sperm quality in relation to age , genetic line , and time of breeding. 10, 1-10.
https://doi.org/10.4039/tce.2015.12

Rousseau, A., Fournier, V., & Giovenazzo, P. (2015b). Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)
drone sperm quality in relation to age, genetic line, and time of breeding. Canadian
Entomologist, 147(6), 702—711. https://doi.org/10.4039/tce.2015.12

Rousseau, A., & Giovenazzo, P. (2016). Optimizing Drone Fertility With Spring Nutritional
Supplements to Honey Bee (Hymenoptera: Apidae) Colonies. Journal of Economic
Entomology, 109(3), 1009-1014. https://doi.org/10.1093/jee/tow056

Sawarkar, A. B., & Tembhare, D. B. (2010). Synthesis and chemical composition of mucus
gland secretions in  Apis cerana indica. Apidologie, 41(4), 488-496.
https://doi.org/10.1051/apido/2009078

Sawarkar, Ab, & Tembhare, D. (2015a). Histomorphological study of the male reproductive
system in the Indian drone Honeybee , Apis cerana indica ( Hymenoptera ). Int. J. of Life
Sciences, A3, 63-66.

Sawarkar, AB, & Tembhare, D. (2015b). Testis morphology and spermatogenesis in the Indian
honeybee, Apis cerana indica F. (Hymenoptera: Apidae). ~ 489 ~ Journal of Entomology
and Zoology Studies, 3(3), 489-492. http://www.entomoljournal.com/vol3Issue3/pdf/3-3-
95.1.pdf

Schliins, H., Schluns, E. A., van Praagh, J., & Moritz, R. F. A. (2003). Sperm numbers in drone
honeybees ( Apis mellifera ) depend on body size. Apidologie, 34(6), 577-584.
https://doi.org/10.1051/apido:2003051

Shaibi, T., Fuchs, S., & Moritz, R. F. A. (2009). Morphological study of honeybees (apis
mellifera) from libya. Apidologie, 40(2), 97-105. https://doi.org/10.1051/apido/2008068

Sturup, M., Baer-Imhoof, B., Nash, D. R., Boomsma, J. J., & Baer, B. (2013). When every



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3570

sperm counts: factors affecting male fertility in the honeybee Apis mellifera. Behavioral
Ecology, 24(5), 1192-1198. https://doi.org/10.1093/beheco/art049

Wolfner, M. F. (1997). Tokens of love: Functions and regulation of drosophila male accessory
gland products. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 27(3), 179-192.
https://doi.org/10.1016/S0965-1748(96)00084-7

Woyke, J. (2008). Why the eversion of the endophallus of honey bee drone stops at the partly
everted stage and significance of this. Apidologie, 39(6), 627-636.
https://doi.org/10.1051/apido:2008046

Zaitoun, S., Al-Mdjeed Al-Gazawi, A., & Kridli, R. (2009). Monthly changes in various drone
characteristics of Apis mellifera ligustica and Apis mellifera syriaca. Entomological
Science, 12(2), 208-214. https://doi.org/10.1111/j.1479-8298.2009.00324.x



Krimou Yahi /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3571

120
__ 100
§
&
& 80
c
(O]
2 60
(O]
Q
o 40
c
o
7 I I

0

March April June October
Months

B Absence H Presence

Figure 1. Percentage of drones with the presence or the absence of spermatozoa during the
breeding (March; April, May, June) and the non-breeding seasons (October).
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Figure 2. Percentage of drones with the presence or the absence of spermatozoa
during the study period according to queens age (from 1 to 5 years).
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Figure 3. Percentage of drones with the presence or the absence of spermatozoa according to
hive density (Low, Medium; High) during the study period.
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Figure 4. Percentage of drones with the presence or the absence of spermatozoa according to
drones status (Immature, Mature).
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Figure 5. Percentage of drones with the presence or the absence of mucous gland secretions
during the breeding (March; April, May, June) and the non-breeding seasons (October).
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Fig 6. Percentage of drones with the presence or the absence of mucous gland secretions
according to queens age (from 1 to 5 years).



