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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

L’abeille domestique (Apis mellifera) et le bourdon terrestre (Bombus terrestris) sont 

souvent considérés comme les fleurons de la communauté des pollinisateurs, 

responsables de plus de 153 milliards d'euros de services agricoles, assurant jusqu'à 75 

% de la sécurité alimentaire mondiale (Allsopp et al., 2008; Gallai et al., 2009). En fait, 

leurs services de pollinisation vont au-delà de l'agriculture, car elles sont également des 

piliers essentiels du maintien de la biodiversité mondiale et fournissent les ressources 

de départ pour plusieurs autres industries économiques : textile, carburant et 

matériaux de construction, pour n'en citer que quelques-unes. Leur importance, 

reconnue très tôt par les Mayas et les Aztèques, est encore plus ancrée dans de 

nombreuses cultures à travers le monde, puisqu'elles font partie des pratiques 

traditionnelles à travers la production de miel, de propolis et de pain de pollen. C'est 

en raison de la diversité et de l'unicité de leur niche écologique que leur déclin soudain 

est une préoccupation majeure (Aizen et al., 2009; Hung et al., 2018; IPBES et al., 

2016; Klein et al., 2007).  

En 2017, la Plateforme Intergouvernementale Scientifique et Politique sur la 

Biodiversité et les Services Écosystémiques (IPBES) a identifié un déclin constant des 

populations d'espèces d'abeilles en Amérique du Nord (-21 %) et en Europe (-21 %), 

parmi lesquelles le bourdon, peu étudié, et l'abeille domestique. Ce rapport souligne 

également le manque de données disponibles pour comprendre l'effet des multiples 

facteurs de changement global sur les pollinisateurs (IPBES et al., 2016). 

Les études disponibles ont toutefois permis de dégager une tendance claire, 

impliquant plusieurs néonicotinoïdes, tels que l’imidaclopride et l’acétamipride et leurs 

effets létaux et sublétaux, dans le déclin rapide de la diversité des pollinisateurs. À la 

suite de multiples évaluations des risques, études et examens, ces deux 
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néonicotinoïdes ont été jugés dangereux pour les abeilles domestiques, les bourdons 

et d'autres pollinisateurs (Bonmatin et al., 2015; European Food Safety Authority 

(EFSA), 2008, 2018; Goulson et al., 2015). En 2018, l'UE a interdit l'utilisation de ces 

néonicotinoïdes dans les champs en plein air et sur les plantes à fleurs afin de protéger 

les abeilles (Union européenne L132, 2018). Pourtant, la France a approuvé la 

réintroduction de l'imidaclopride en septembre 2020 pour une période de trois ans 

(Ministère de l’Agriculture et de l’Alimentation de la République Française, 2020). 

Nonobstant l'interdiction de l'UE, les néonicotinoïdes restent les insecticides les plus 

utilisés à l'échelle mondiale du fait de leur facilité et leur flexibilité d'application, de 

leurs effets durables dans les tissus végétaux et de leur prix abordable (Bonmatin et al., 

2015; Chmiel et al., 2019; Goulson, 2013). 

Les stimuli externes tels que les néonicotinoïdes dérégulent un aspect de système 

immunitaires (un effet indirect ou direct) des insectes. Par conséquent, les impacts 

synergiques tel que les cocktails des pesticides ou l’effet cumulatif de pesticides et de 

pathogènes, sur les systèmes immunitaires des pollinisateurs doivent être plus 

clairement compris afin de promulguer des changements importants dans les 

politiques environnementales et de garantir que les plantes et les pollinisateurs sont 

suffisamment et également protégés.  

La thèse proposée traitera l'effet cumulatif de l’imidaclopride (IMI) et de 

l’acétamipride (ACE) sur le système immunitaire de Drosophila melanogaster, Apis 

mellifera et Bombus terrestris afin de comprendre l'effet du pesticide sur la réponse 

immunitaire de ces organismes. Les deux pesticides seront étudiés sous leurs formes 

pures, seuls et en cocktail. Le système immunitaire sera stimulé à l’aide de 

peptidoglycane (PGN) provenant de paroi de Staphylococcus aureus. Les hémocytes 

activées exposées aux pesticides peuvent être utilisées en tant que biomarqueurs. Les 

paramètres observés comprennent la phagocytose, la mortalité, la production du 
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peroxyde d’hydrogène (H2O2) une espèce réactive de l'oxygène, et l'expression 

génétique de spaetzle et myD88 de la voie immunitaire Toll de trois différents 

organismes mentionnés ci-dessus. 
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1 ÉTAT DE L’ART 
 
1.1 Le monde et la biodiversité 

Notre monde abrite environ 8,7 millions d'espèces eucaryotes, dont plus de 50 % sont 

des espèces d'insectes (Mora et al., 2011; Sweetlove, 2011). Ces organismes, ainsi que 

de nombreuses espèces procaryotes, coexistent au sein d'écosystèmes et de réseaux 

trophiques, échangent de l'énergie, se développent, se reproduisent et fournissent des 

services uniques qui font partie intégrante de la vie de la Terre. La « biodiversité » fait 

référence à ce collectif de vie multiforme qui cohabite au sein de cinq biomes 

principaux : aquatique, forêt, prairie, désert et toundra (IPBES et al., 2019; IUCN, 

2001; WWF et al., 2022). 

Sur ces 8,7 millions d’espèces, seuls 1,2 million (15 %) d'eucaryotes ont été identifiés à 

ce jour (principalement des insectes) et moins encore ont été étudiés en profondeur, 

laissant les 7,5 millions d'espèces restantes dans l'obscurité (McDaniel et al., 2023; 

Mora et al., 2011; National Geographic Society, 2022; Sweetlove, 2011). Néanmoins, 

en 2019, la Plateforme Intergouvernementale Scientifique et Politique sur la 

Biodiversité et les Services Écosystémiques (IPBES) a estimé notre impact 

quantifiable sur l’environnement (Figure 1) en identifiant 40 000 espèces menacées 

d'extinction au cours des prochaines décennies ainsi que la destruction de 10 millions 

d'hectares de forêts par an, dont 90 % sont dus à l'expansion de l'agriculture (IPBES 

et al., 2019).  
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Figure 1 : Les facteurs de changement global, tels que la pollution, la modification de l'utilisation de terre et mer, et le 
changement climatique, ont entraîné un déclin significatif de la biodiversité dans le monde entier. L'exploitation directe 
des terres et des mers par l'agriculture et la déforestation, ainsi que les changements dans leurs utilisations, sont 
considérées comme des facteurs directs découlant de causes géographiques et sociétales, et sont responsables de plus de 
50 % de l'impact mondial. Les causes spécifiques de l'impact anthropique comprennent l'utilisation de pesticides et de 
fertilisants et sont souvent cumulables avec les maladies. (IPBES et al., 2019) 

Effectivement, le rapport des Organisation de Nations Unies (ONU) sur les Objectifs 

de Développement Durable (ODD) en 2019 a précisé que 10 % des 5,5 millions 

d'espèces d'insectes estimées dans le monde, dont un grand nombre n'ont pas encore 

été identifiées, sont fortement menacées (United Nations & Jensen, 2019). En plus, 

une méta-analyse réalisée en 2020 (Figure 2) a révélé une réduction de 8.8 % de la 

biomasse des insectes terrestres par décade, depuis 1985 (Van Klink et al., 2020). 

Parmi les insectes menacés, les pertes considérables de pollinisateurs enregistrées ces 

dernières années constituent un aspect important de cette préoccupation (Hallmann et 

al., 2014; IPBES et al., 2016).  
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Figure 2 : graphique en forêt illustrant la tendance de l'abondance (abondance) et la biomasse (biomasse) des invertebrés 
terrestres (brun) et aquatiques (bleu). Une reduction dans les nombres de insectes terrestres (l’abondance et la biomasse) 
à 0.92% par an (-8.8% par décade) a été observé. Par contre, il y a avait une augmentation des insectes aquatiques à 
1.08% par an (+11.3% par décade). Chiffres entre parenthèses sont respectivement les nombre d’etudes et les nombre 
de sites pour chaque estimation. (Van Klink et al., 2020) 
 
1.1.1 Le déclin des pollinisateurs et ses conséquences 

En effet, en 2016, l’IPBES a publié un rapport d'évaluation complet intitulé 

« Pollinisateurs, pollinisation et production alimentaire » (« Assessment report on 

pollinators, pollination and food production »). Ce rapport contient plusieurs 

messages clés concernant la contribution des pollinisateurs et leur déclin actuel. Si les 

pollinisateurs contribuent à la pollinisation globale, ils jouent également un rôle 

important dans la propagation du patrimoine et de l'identité culturelle en contribuant à 

la production d’alimentation, de médicaments, de textiles, de matériaux de 
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construction et de biocarburants. Leur abondance et leur diversité, bien que peu 

étudiées et peu signalées, connaissent un déclin rapide, un phénomène qui devrait se 

poursuivre si des politiques rapides et efficaces respectueuses de l'environnement ne 

sont pas mises en œuvre au niveau mondial (IPBES et al., 2016). 

En fait, les estimations actuelles prévoient que la disparition totale des pollinisateurs 

entraînerait une diminution de 40 % à 90 % de 28% de la production végétale 

mondiale et une diminution allant jusqu'à 40 % des 72 % restants (Klein et al., 2007). 

Bien que toutes les cultures ne dépendent pas de la pollinisation animale, on s'attend à 

ce qu'une perte importante de pollinisateurs affecte les chaînes trophiques, car les 

sources de nourriture pour de nombreuses populations animales deviendraient rares 

ou disparaîtraient complètement. Une diminution aussi importante de la biodiversité 

végétale et animale aurait une incidence directe sur la sécurité nutritionnelle et 

alimentaire, qui est directement liée à la santé des populations humaines dans le 

monde entier (Chaplin-Kramer et al., 2014). L’amoindrissement des ressources 

alimentaires et des ressources de départ (telles que le coton, la soie, le lin, le bois, le 

colza, la noix de coco etc.) aurait également un impact sur la valeur économique des 

cultures. Les prix pour les consommateurs augmenteraient et les marges bénéficiaires 

réduiraient pour les petites et moyennes entreprises, tout en imposant une charge plus 

lourde aux producteurs, tels que les agriculteurs et les fabricants, qui doivent 

constamment répondre à une demande croissante avec des ressources moins 

nombreuses et plus coûteuses (Gallai et al., 2009; Sumner & Boriss, 2006). Par 

conséquent, les pertes croissantes de pollinisateurs enregistrées depuis les années 1970 

sont extrêmement préoccupantes et mettent en évidence la non-durabilité des gains 

économiques du marché mondial si la biodiversité environnementale et les 

pollinisateurs ne sont pas protégés (IPBES et al., 2016).  
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Les données relatives à la disparition des pollinisateurs et à ses causes sont 

malheureusement insuffisantes dans de nombreuses régions du monde. Toutefois, 

lorsque des données sont disponibles, il a été signalé que les abeilles mellifères en 

particulier ont connu un déclin de la diversité et de l'abondance de leur population en 

Europe (-21 %) et en Amérique du Nord (-21 %). Les conclusions du rapport de 

l'IPBES sont étayées par la Liste Rouge (« Red List index ») des espèces menacées 

publiée par l'Union Internationale pour la Conservation de la Nature (IUCN) sur de 

nombreuses espèces de pollinisateurs. Il convient toutefois de noter que depuis 2014, 

les familles de pollinisateurs Apidae et Bombus sont largement répertoriées et évaluées 

comme "données insuffisantes", car elles sont peu étudiées dans les pays autres que 

l'Europe et l'Amérique du Nord (IUCN, 2023; Nieto et al., 2014). Néanmoins, parmi 

les facteurs de changement impliqués dans le déclin des pollinisateurs, en particulier 

des abeilles domestiques et des bourdons, l'utilisation de pesticides et les agents 

pathogènes figurent au premier plan, de même que la perte d'habitat, le changement 

d'affectation des terres, la gestion des maladies, les pratiques apicoles préjudiciables, 

les espèces invasives et le changement climatique (Heinrich-Böll-Stiftung et al., 2022; 

Nieto et al., 2014). On a également mis en évidence le rôle des menaces multiples et 

cumulatives qui pèsent sur les abeilles, en particulier celui des agents pathogènes et 

des pesticides présents dans l'environnement, qui ont un effet cumulatif ou combiné 

sur la physiologie et la santé des pollinisateurs (Bird et al., 2021; Bonmatin et al., 2015; 

Goulson et al., 2015; Heinrich-Böll-Stiftung et al., 2022; IPBES et al., 2016; IUCN, 

2023). 

1.1.2 Les pollinisateurs : gardiens de la sécurité alimentaire 

La pollinisation animale se produit lorsqu'un animal, souvent un insecte tel que 

l’abeille, le bourdon, ou le papillon, transporte le pollen (le gamète sexuel) d'une plante 

de la partie mâle d'une fleur à la partie femelle de la même fleur ou d'une autre fleur 
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de la même espèce (Figure 3) (Dobbs, 1750). Cela entraîne la fécondation de la fleur et 

la production de fruits et de graines, ainsi que la propagation de l'espèce végétale.  

 
Figure 3 : Pollinisation des fleurs avec des insectes. Les insectes pollinisateurs (abeilles, bourdons, papillons) sont bien 
adaptés pour transférer et déposer les grains de pollen entres les fleurs. Ce transfert et dépôt est fait quand les insectes 
butinent pour le nectar et autres sources de nutriment.  Source : (Dobbs, 1750) source : EncyclopædiaBritannica 
(https://www.britannica.com/science/pollination#/media/1/467948/148672) 

Sur ce type de pollinisation animale, 35 % sont attribués aux insectes pollinisateurs, 

domestiqués et sauvages, tels que les abeilles, les bourdons, les coléoptères et les 

papillons. Les abeilles mellifères de l'Ouest et de l'Est sont de bons exemples de 

pollinisateurs domestiqués. L'abeille domestique occidentale (Apis mellifera), en 

particulier, a une valeur économique et commerciale ajoutée grâce à sa production de 

miel. Les pollinisateurs sauvages comprennent les bourdons, les abeilles sans dard, les 

abeilles solitaires, les papillons et les coléoptères (IPBES et al., 2016). 
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1.1.2.1 Valeur économique 

 
Figure 4 : Carte du monde illustrant la dépendance de l’agriculture mondiale sur la pollinisation en (A) 1961 et (B) 2012, 
selon les données de FAO. Suivant la méthodologie de Aizen et al. (2009), cette dépendance peut être comparable et liée 
directement à une réduction d’alimentaire globale en cas de perte de pollinisateurs. (IPBES et al., 2016) 

Les insectes pollinisateurs, qu'ils soient sauvages ou gérés, sont directement et 

indirectement responsables de plus de 75 % de la sécurité alimentaire et nutritionnelle 

mondiale. En fait, les cultures alimentaires dépendant des pollinisateurs ont augmenté 

de 300% depuis 1970 et contribuent actuellement à une production alimentaire 

d'environ 500 milliards de dollars dans le monde, y compris les exportations de 

cultures (IPBES et al., 2016). En 2008, la contribution des pollinisateurs gérés à la 

production alimentaire mondiale a été estimée à 95,7 millions d'euros (122,8 millions 
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de dollars), tandis que les services des pollinisateurs sauvages ont contribué à hauteur 

de 242,5 millions d'euros (310,9 millions de dollars) à la production alimentaire 

humaine mondiale par an (Allsopp et al., 2008).  Une étude réalisée en 2009 a en outre 

estimé la valeur économique totale des services de pollinisation par les insectes à 153 

milliards d'euros (Gallai et al., 2009). Bien qu'il soit difficile d'estimer les services 

rendus par les pollinisateurs, l'étude indique que la disparition des pollinisateurs 

pourrait avoir un impact sur au moins 9,5 % de la production agricole mondiale 

(Figure 4), car les insectes pollinisateurs sont directement responsables de la 

production de 46 cultures destinées à l'alimentation humaine (Gallai et al., 2009). 

1.1.2.2 La famille Apidae 

L'abeille domestique, également connue sous le nom d'abeille occidentale, Apis 

mellifera, (Figure 5a.) est l'espèce d'abeille la plus connue de la famille Apidae. Au sein 

de cette famille, on trouve également le bourdon Bombus terrestris (Figure 5b.). 

 
Figure 5 : macrophoto de a. Apis mellifera (source : Lightcubex/Flickr) et b. Bombus terrestris (source : Helen M 
Bushe/Flickr) en train de butiner 

La famille Apidae constitue la plus grande famille de l'ordre des Hyménoptères 

(Figure 6) et contiennent au moins 25000 espèces d'abeilles connues (Chadwick et al., 

2021). Toutes les espèces d'abeilles sont d'excellents pollinisateurs en raison de leur 

structure physique : leur corps poilus piègent et transportent le pollen d'une fleur à 
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l'autre lorsqu'elles butinent le nectar : une seule abeille peut visiter jusqu'à 2 000 fleurs 

par jour, ce qui souligne leur efficacité et leur importance pour la pollinisation 

(Chadwick et al., 2021). Outre leurs impressionnantes capacités de pollinisation, les 

abeilles mellifères (Apis mellifera) produisent du miel en excès, ce qui leur a valu d'être 

domestiquées et commercialisées par l'homme au cours des derniers siècles (Hung et 

al., 2018; Klein et al., 2007). 

 
Figure 6 : classification taxonomique de l’Apis mellifera et du Bombus terrestris dans l'ordre Hyménoptère 

1.1.2.2.1 Apis mellifera 

Structurellement, Apis mellifera est rapidement identifiable grâce à son corps jaune et 

noir ressemblant à du velours (Figure 5a.). Les adultes mesurent 15 mm et possèdent 

deux yeux aux environ 150 facettes chacun, et trois ocelles, ce qui leur permet de 
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détecter avec précision des fleurs de différents types, même par temps nuageux. Le 

thorax, couvert de petits filaments, est idéal pour piéger et transporter le pollen. Il 

abrite aussi deux paires d'ailes en chitine, ainsi que les muscles, les ligaments 

nécessaires au vol et 3 paires de pattes dont les pattes antérieures équipées de poils 

rigides pour peigner le pollen lors de la recherche de nourriture et les pattes 

postérieures velues dotées de paniers pour faciliter le transport du pollen. (Figure 5). 

Les femelles sont aussi équipées d'un dard à l'apex de l'abdomen.  

Les abeilles mellifères sont des insectes extrêmement sociaux et vivent donc dans des 

ruches régies par une structure hiérarchique rigide : un grand nombre d'abeilles 

ouvrières assurent l'alimentation des larves, la production de miel et régulent la 

température de la ruche. Un petit nombre de faux-bourdons mâles fécondent les 

reines qui fonderont d’autres colonies. Une reine est responsable de la ponte des œufs 

fécondés de la colonie. Une seule colonie peut ainsi compter jusqu'à 80.000 individus, 

tous chargés de maintenir la colonie en vie. Par conséquent, les abeilles dépendent 

fortement de l'immunité sociale pour maintenir une ruche en bonne santé et assurer 

leur survie, en particulier celle de la reine (Chadwick et al., 2021; Hung et al., 2018). 

1.1.2.2.2 Bombus terrestris 

Les Bombus terrestris, bien que semblables à leurs cousines productrices de miel en 

termes de couleur, de motif et de structure générale, sont beaucoup plus grands - ils 

mesurent jusqu'à 17 mm -, beaucoup plus ronds et beaucoup plus poilus (Figure 5b.) 

(Chadwick et al., 2021; Goulson, 2010). Bien que les bourdons ne représentent 

qu'environ 1 % de la famille Apidae, ils sont des pollinisateurs très importants dans le 

monde et, à certains égards, plus efficaces que l'abeille domestique. Cela s'explique en 

partie par le fait que l'espèce n'a pas été domestiquée et que les nids de bourdons 

peuvent encore se former et survivre dans la nature, contrairement aux abeilles 

domestiques (Goulson, 2010). Ces nids sont toutefois beaucoup plus petits et souvent 
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enfouis dans le sol. Ils sont « primitivement eusociaux », car la division du travail est 

moins spécialisée que chez Apis mellifera et la structure hiérarchique à l'intérieur des 

nids est beaucoup moins stricte. Ceci est principalement dû au fait qu'il n'y a pas de 

différence morphologique entre les bourdons ouvriers et les bourdons reines, si ce 

n'est la taille (la reine étant plus grande). De plus, contrairement aux abeilles 

domestiques, les nids de bourdons ne survivent pas à l'hiver. La plupart des ouvrières 

périssent et la reine, qui s'est assurée que ses œufs ont été fécondés pendant les mois 

d'été, entre en hibernation. Elle réapparaît au début du printemps et initie un nouveau 

nid en pondant de nouveaux œufs (Goulson, 2010). 

1.1.3 La pollution environnementale 

Les nombreuses perturbations environnementales contemporaines sont fréquemment 

liées à une augmentation de l'utilisation des pesticides, dont les néonicotinoïdes qui 

ont gagnés en notoriété au cours de ces trois dernières décennies. (Bonmatin et al., 

2015 ; Matsuda et al., 2001).  

1.1.3.1 Les pesticides 

Un ‘Pesticide’ est défini par la Commission européenne comme tout produit chimique 

ou micro-organisme qui « prévient, détruit ou contrôle un organisme nuisible – 

‘ravageur’, ou une maladie » (Commission européenne, 2020) et par l'Organisation des 

États-Unis pour l'Alimentation et l'Agriculture (USFAO) comme « tout mélange de 

substances d'origine chimique ou biologique destiné à repousser, détruire ou contrôler 

tout ravageur ou à réguler la croissance des plantes » (USFAO, 2017).  Les pesticides, 

également identifié comme des « produits phytopharmaceutiques » (PPP), sont classés 

en fonction de (i) leur structure chimique comme les néonicotinoïdes ainsi nommés 

en raison de leur similitude chimique avec la nicotine (Figure 7a.), (ii) leur utilisation, 

c'est-à-dire les herbicides, les fongicides, les insecticides, (iii) leur toxicité (USEPA 



ETAT DE L’ART 

 19 

2020), ou (iv) le risque qu’il représentent pour l’environnement (Commission 

européenne, 2020).  

Les pesticides sont composés d'une ou plusieurs substances actives et de plusieurs 

ingrédients inertes ou « co-formulant », ce qui permet d'obtenir une formulation 

commercialisable. Alors que la substance active est le produit chimique primaire qui 

cible le ravageur et protège la plante ou le bétail sur lequel il est appliqué, les 

ingrédients inertes ou « co-formulant » soutiennent la substance active et augmentent 

son efficacité et son utilité - souvent en augmentant la persistance, la viscosité et la 

performance globale du produit (Bonmatin et al., 2015). Il est important de noter 

qu'un ingrédient inerte n'est pas nécessairement « non toxique ». La formulation 

chimique constitue le produit mis sous différents noms commerciaux (Commission 

européenne, 2020 ; USEPA 2020 ; FAO 2017). Le produit commercial peut prendre 

plusieurs formes en fonction de son mode d’application : poudre d’enrobage pour les 

semences, poudre mouillable ou liquide pour les pulvérisations ou injections 

(Bonmatin et al. 2015, Commission européenne 2020 ; USEPA 2020 ; FAO 2017). 

1.1.3.1.1 Imidaclopride et acétamipride 

Lancé en 1991 par Bayer CropScience, l'imidaclopride (IMI) et l’acétamipride (ACE) 

sont deux insecticides systémiques à chloronicotinyle qui font partie d'une petite 

classe de seulement sept pesticides appelés « néonicotinoïdes » (Bonmatin et al., 2015; 

Mason et al., 2013). Les autres composés de cette classe sont le clothianidine, le 

nitenpyram, la nithiazine, le thiaclopride et le thiaméthoxame (Bonmatin et al., 2015). 

L'imidaclopride a été le premier introduit dans l’agriculture, d'abord aux États-Unis, 

puis en France et dans le reste de l'Europe en 1994. En 2012, 75 % de l'utilisation 

mondiale des néonicotinoïdes était basée en Amérique latine, en Asie et en Amérique 

du Nord ; tandis que 11 % des ventes mondiales étaient comptabilisées en Europe 

(Bass et al., 2015). À cette époque, l'imidaclopride, ainsi que deux autres 



ETAT DE L’ART 

 20 

néonicotinoïdes, le clothianidine et le thiaméthoxame, représentaient environ 85 % 

des ventes mondiales (Bass et al., 2015) bien qu'à ce moment-là, les néonicotinoïdes, 

l'imidaclopride en particulier, sont suspectés d’être liés au syndrome d'effondrement 

des colonies (« Colony Collapse Disorder », CCD), qui a atteint un pic en 2006 aux 

États-Unis (Mason et al., 2013).  

1.1.3.1.1.1 Caractérisation 

L'imidaclopride (C9H10ClN5O2 - Figure 7b.) est un nitroimine, aromatique et hétéro-

monocyclique, avec un point de fusion de 142°C et un poids moléculaire de 255,66 

g/mol (Simon-Delso et al., 2015; Tomizawa et al., 1995). Il est soluble dans l'eau à 

hauteur de 0,6 g/L à 20°C à pH 7 (Bonmatin et al., 2015). Son hydrosolubilité en fait 

un produit avec une activité systémique élevée et le rend rapidement absorbable par 

les tissus végétaux : tige, feuilles, fleurs, pollen et nectar (Casida, 2018; Chmiel et al., 

2019; Simon-Delso et al., 2015).  

En outre, avec une persistance de 191 jours dans les sols riches en minéraux ou acides 

contenant beaucoup de matière organique et de 129 jours dans les systèmes eau-

sédiments en raison d'un potentiel d'adsorption élevé, il est considéré de manière 

controversée comme idéal pour le « trempage de semences » à fin d'établir un contrôle 

prolongé des ravageurs (Motaung, 2020). Il est souvent vendu sous forme de 

poussières/poudres, de sprays, de liquides et de concentrés qui peuvent être utilisées 

pour le traitement des semences, ainsi que pour les applications foliaires et au sol 

(Bonmatin et al., 2015; Goulson, 2013; Simon-Delso et al., 2015).  
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Figure 7 : Structure chimique de a. nicotine, b. imidaclopride avec le groupe nitroimine (rouge) est donc 
« nitrosubstitué » et c. acétamipride avec le groupe cyanoimine (bleu) est donc « cyanosubstitué ». Image modifié du 
(Nakayama et al., 2019) 

En revanche, l’acétamipride (Figure 7c.), bien que similaire à l’imidaclopride dans sa 

structure chimique et ses propriétés physiques, possède un groupe actif différent : un 

cyanoimine. Son hydrosolubilité de 4,25 g/L à 25°C est idéale pour une application 

foliaire ou au sol en forme de sprays airiaux  (United States Environmental Protection 

Agency (USEPA), 2002). C’est un composé hydrosoluble fortement mobile qui peut 

facilement contaminer les eaux de surface. L’acétamipride ne peut pas être facilement 

dégradé dans les sols ou dans l’eau car son hydrolyse et sa photolyse sont faibles. Sa 

persistance, et celle de ses métabolites, est donc assez forte dans l’environnement 

surtout aux températures ambiantes (22°C et 35°C). À sa sortie en 2002 aux Etats-

Unis, il était référencé  comme un insecticide moyennement toxique pour les abeilles 

et autres invertébrés non-ciblés (United States Environmental Protection Agency 

(USEPA), 2002). Il existe de nombreuses variétés commerciales des matières actives 

actuellement sur le marché : Confidor, Gaucho, Premier, Premise, Admire, Provado, 

Marathon pour l’imidaclopride et ArVida, Omni Brand Aceta, Tristar, Argyle, 

Anarchy, Liberty Aceta-Bif pour l’acétamipride (USEPA, PIP Extonet, 2020 ; 

PubChem, 2020).  

L'Agence de Protection de l'Environnement aux Etats-Unis (USEPA) et l’Union 

Européen (UE) les classent comme des agents toxiques de classe II (moyennement 

toxique) et de classe III (légèrement toxique) (Figure 8) bien qu'ils soient destinés à un 
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usage général (European Food Safety Authority (EFSA), 2008, 2018; United States 

Environmental Protection Agency (USEPA), 2002, 2002).  

 
Figure 8 : Panneau d’avertissement pour l’Imidaclopride et l’acétamipride (United States Environmental Protection 

Agency (USEPA), 2002) 

1.1.3.1.1.2 Toxicité 

L'imidaclopride et l'acétamipride sont des insecticides dont la structure chimique est 

similaire à celle de la nicotine (Figure 7) et qui ciblent le système nerveux des insectes 

en bloquant les récepteurs nicotine-acétylcholine post-synaptiques (nAChR), ce qui 

entraîne une accumulation du neurotransmetteur acétylcholine (ACh) (Casida, 2018; 

Mason et al., 2013; Tennekes, 2010; Tomizawa et al., 1995; Tomizawa & Casida, 

2001). Indépendamment de leur différence (l'imidaclopride classée comme une 

nitroimine (NNO2), son homologue l'acétamipride est une cyanoimine (NCN)), les 

deux composés remplacent l'ACh sur les sites agonistes des nAChRs (Casida, 2018; 

Tomizawa et al., 1995; Tomizawa & Casida, 2001). À faibles doses, les 

néonicotinoïdes induisent une interruption des fonctions physiologiques normales et 

une paralysie qui, à des expositions plus élevées et aigues ou faibles mais chroniques, 

peuvent conduire à la mort des sujets exposés (Goulson, 2013; Mason et al., 2013; 

Matsuda et al., 2001; Simon-Delso et al., 2015; Tennekes, 2010). 
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L'utilisation de l’imidaclopride et de l’acétamipride est controversée depuis sa mise en 

vente aux États-Unis dans les années 1990. À l'époque, il était indiqué qu'il était moins 

toxique pour les mammifères que pour les insectes (Cimino et al., 2017; United States 

Environmental Protection Agency (USEPA), 2002). Cependant, entre 1994 et 2010, 

plusieurs études ont démontré les effets sublétaux et létaux de l'imidaclopride, de 

l’acétamipride et de ses métabolites (Mason et al., 2013; Suchail et al., 2004; Tennekes, 

2010). En effet, en 2003, le ministère français de l'Agriculture a commandé une étude 

sur les abeilles domestiques concernant les effets du « Gaucho », une de forme 

commerciale de l'imidaclopride. Cette étude a montré que, lorsqu'il était utilisé comme 

enrobage de semences sur le tournesol et le maïs, « Gaucho » présentait un risque létal 

pour les abeilles domestiques aux différents stades de leur vie ainsi qu'une mortalité 

accrue chez les abeilles nourricières (Comité scientifique et technique de l'étude 

multifactorielle des troubles des abeilles, 2003). 

De multiples études indépendantes au cours des deux décennies suivantes dont celles 

de Goulson (2013) et celle de Mason et al. (2013) ont aussi conclu que l'imidaclopride 

et l'acétamipride, ainsi que leurs métabolites, peuvent être considérablement toxiques 

pour les insectes, les oiseaux, les amphibiens, les chauves-souris et même les humains, 

même à des niveaux réalistes sur le terrain (Goulson, 2013; Mason et al., 2013).  

Gibbons et al. (2015) indiquent que l'USEPA avait déjà constaté une augmentation 

des tumeurs cancéreuses du foie chez les souris stimulées par l'imidaclopride (Cimino 

et al., 2017; Gibbons et al., 2015). La toxicité aigüe de l'imidaclopride est considérée 

comme modérée pour les mammifères tels que les rats et les souris (DL50 = 131-475 

mg/kg) et comme modérément à hautement toxique pour diverses espèces 

d'oiseaux (DL50 = 25-483 mg/kg) (Gibbons et al., 2015). L’examen complet des effets 

toxiques de l'imidaclopride et d'autres néonicotinoïdes sur la faune mondiale par 

(Mason et al., 2013) relate plusieurs études montrant leurs effets létaux et non létaux 



ETAT DE L’ART 

 24 

sur les poissons, les amphibiens, les abeilles, les chauves-souris et les humains à des 

concentrations réalistes sur le terrain (Mason et al., 2013). Ainsi, l'imidaclopride 

perturbe le système d'écholocation des chauves-souris insectivores (C.-H. Wu et al., 

2020), altère les populations locales d'oiseaux aux Pays-Bas exposées aux eaux de 

surfaces contaminées concentrations de plus de 20 ng/L d'imidaclopride (diminution 

moyenne de 3,5 % par an) (Hallmann et al., 2014) et affecte  les amphibiens tels que 

les têtards et les grenouilles (Davidson et al., 2002; Mason et al., 2013). 

Ces études ont également suspecté un lien potentiel entre le phénomène 

d'affaiblissement des populations d'abeilles (CCD) et l'utilisation de ces deux 

pesticides sur des champs ouverts de tournesol et de maïs (Bonmatin et al., 2015; 

Mason et al., 2013). Employés sur les champs de maïs, de betteraves et de tournesols, 

les néonicotinoïdes contaminent les insectes pollinisateurs tels que les abeilles 

domestiques, les bourdons, les papillons, les coléoptères et les guêpes par le nectar et 

le pollen qu’ils transportent jusqu’à la ruche (Figure 9) (Bonmatin et al., 2015; Free et 

al., 1975; Krupke et al., 2012; Mason et al., 2013). Des résidus de pesticides sont 

mesurés dans les ruches, le pollen, le pain de pollen, le nectar et même le miel 

(Bonmatin et al., 2015). 

La DL50 moyenne de l'imidaclopride (IMI) et de l'acétamipride (ACE) est 

respectivement de 18 µg et de 8100 µg par abeille en administration orale (Casida, 

2018). En exposition chronique, la DL50 de l'IMI pour les abeilles domestiques a été 

mesurée à 1 pg/jour dans les 10 jours (Suchail et al., 2001). Suchail et al. ont 

également pris en compte l'impact des produits métabolisés de l'IMI et de leur 

accumulation après ingestion, envisageant la possibilité d'une « toxicité différée ou 

retardée », (Suchail et al., 2004). Iwasa et al. ont observé une DL50 de 18 ng/abeille 

pour l'IMI et de 7000 ng/abeille pour l'ACE, ce veut dire que l'imidaclopride en tant 
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que composé nitrosubstitué s'avère trois cents fois plus létal que l'acétamipride qui est 

cyanosubstitué (Iwasa et al., 2004). 

 

Figure 9 : voies d’expositions aux pesticides systémiques vis-à-vis les abeilles mellifères. (IPBES et al., 2016) 

Les effets de l’ACE démontrés chez les abeilles mellifères incluent une entrave à la 

mémoire à long terme et à la fonction locomotrice à des doses sublétales de 0,1 et 0,5 

µg/abeille, ainsi qu'une perte des fonctions immunitaires et de détoxification chez les 

abeilles ouvrières adultes et une perturbation du développement des larves suite à des 
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expositions chroniques de 5mg/L (El Hassani et al., 2008; Laurino et al., 2011; Pereira 

et al., 2020; Pisa et al., 2015; Shi et al., 2020). 

 

 
Figure 10 : Effets sublétaux de néonicotinoïdes chez les abeilles mellifères aux trois niveaux d’études : moléculaire, 
physiologiques, organisme. (IPBES et al., 2016) 

Plusieurs effets sublétaux ont été mis en évidence chez les abeilles mellifères et les 

bourdons (Figure 10), à savoir une perturbation de la dynamique et de l'endurance de 

vol, un retard dans le comportement de butinage et d'apprentissage (Mason et al., 

2013; Tennekes, 2010 ; Feltham et al., 2014; Kenna et al., 2019; Muth & Leonard, 

2019), une diminution significative de l'immunocompétence et une altération de la 

fonction hémocytaire chez les abeilles domestiques et d'autres pollinisateurs (Brandt et 

al., 2016; Pamminger et al., 2018) ainsi que la possibilité d'affecter les voies de 

signalisation immunitaire et d'autres réponses immunitaires fondamentales des 

insectes (James & Xu, 2012) après une exposition à l'imidaclopride. En effet, les 

hémocytes, possédant des nAChRs, sont également sensibles à l'action de 
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l'imidaclopride et de l'acétamipride et peuvent être altérés dans leur fonction (Matsuda 

et al., 2001; Pamminger et al., 2018). Il est donc important de comprendre l'effet de 

ces néonicotinoïdes sur la qualité des réponses immunitaires montées par les abeilles 

domestiques ainsi que les bourdons. 

1.2 IMMUNOLOGIE 
 
L'immunité peut se définir comme un système de défense organisé qui protège un 

organisme contre les agents infectieux tels que les pathogènes (bactérie, fungi et virus) 

ou encore les agents biotiques et abiotiques (la changement de température ou les 

particules étrangères) (Elrod-Erickson et al., 2000; Kaufmann, 2008, 2019; 

Mechnikov, 1908). 

 
1.2.1 Le système immunitaire : complexe et interconnecté 

En général, il existe deux types d’immunité : l'immunité innée et l'immunité 

acquise (Lavine & Strand, 2002). Elles sont souvent associées dans les organismes 

pluricellulaires. L'immunité innée est conçue pour reconnaître et tuer les envahisseurs 

(Lavine & Strand, 2002; Vasselon & Detmers, 2002) tandis que l'immunité acquise est 

chargée de veiller à ce que les infections ultérieures soient annulées plus rapidement et 

avec une plus grande efficacité en établissant une mémoire immunitaire (Lavine & 

Strand, 2002). 

Les insectes, dépourvus d'une véritable immunité acquise, s'appuient sur un système 

immunitaire inné primordial et complexe. Ce système comprend l'immunité 

humorale et l'immunité cellulaire (Figure 11) qui sont hautement interconnectées 

et coordonnées. En effet, l’immunité humorale est constituée de molécules circulant 

dans l'hémolymphe qui sont produites par les hémocytes de l’immunité cellulaire 

(Elrod-Erickson et al., 2000; Feldhaar & Gross, 2008; Lavine & Strand, 2002). Chez 

plupart des insectes, l'hémolymphe remplit la totalité de la cavité corporelle de 
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l'organisme, appelée "hémocoele", en raison de la présence d'un système circulatoire 

ouvert (Myllymäki & Rämet, 2014). 

 

Les membranes des hémocytes contiennent des « récepteurs de reconnaissance des 

motifs moléculaires » (PRR ou « Pattern Recognition Receptors »). Ils sont capables 

de se lier aux motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP ou « Pathogen 

Associated Molecular Patterns ») situés à la surface des substances étrangères 

(Feldhaar & Gross, 2008). Les PAMP, tels que des fragments de parois cellulaires 

pathogènes dont les peptidoglycanes (PGN), les « lipoteichoic » acides (LTA) ou 

même les lipopolysaccharides (LPS), sont alors les éliciteurs immunitaires (Feldhaar & 

Gross, 2008; T.-I. Kim & Kim, 2005; Melcarne et al., 2019).  

1.2.2 Les réponses immunitaires 

Les réponses immunitaires cellulaires contre les corps étrangers peuvent être 

catégorisé soit en immunité constitutive ou immunité induite (Figure 11). 

L’immunité constitutive se compose de la phagocytose et de l'encapsulation (réponses 

à médiation hémocytaire) (Malagoli et al., 2017), de la lyse, de la mélanisation et la 

cascade de phenoloxidase (Boots & Best, 2018). La production de peptides 

antimicrobiens (PAM) circulant dans l'hémolymphe ainsi que la production de espèces 

réactives d’oxygène (ROS) font partie de l’immunité induite (Boots & Best, 2018; 

Hillyer, 2016; Lavine & Strand, 2002). Ce dernier est primitif et bien conservé chez 

tous les eucaryotes dans le processus évolutif, y compris les insectes. Il consiste en de 

multiples voies de signalisation complexes telles que la voie de signalisation Toll, la 

voie Imd et la voie JAK/STAT, principalement déclenchées par des infections 

bactériennes et fongiques et régies par des cascades de gènes (Myllymäki & Rämet, 

2014; Valanne et al., 2011). 
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En plus de leurs effets antibactériens et antifongiques, les PAM sont également 

capables d'aider à réguler la coagulation et la mélanisation de l'hémolymphe et de 

produire des espèces intermédiaires réactives comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2) 

et l'oxyde d'azote (NO) qui contribuent à la réponse immunitaire (Horng & 

Medzhitov, 2001; Kanost et al., 2004; Valanne et al., 2011). 

 
Figure 11 : Les deux bras fonctionnels sont l’immunité Humorale, qui consiste en les molécules circulantes et l’immunité 
Cellulaire qui en compose des cellules circulantes tels que les hémocytes. Ce système, activé par des pathogènes qui 
contiennent des activateurs immunitaires, peut être aussi décrit en termes de sa réactivité : les réponses immédiates sont « 
constitutives » et les réponses différées sont « induites ». Parmi les réponses constitutives, la phagocytose et la 
melanisation alors que la production de peptides antimicrobiens, dépendent des voies de signalisation tel que Toll, est 
considérée comme induite. 

1.2.2.1 Classification des hémocytes 

La classification des hémocytes d'insectes est basée sur leur morphologie, leur 

fonction et leur histochimie, bien que la terminologie utilisée pour les identifier soit 

souvent variée, diffère d'une espèce à l'autre et selon les différents stades de vie de 

l’insecte (Lavine & Strand, 2002; Moyetta et al., 2021; Parsons & Foley, 2016; 

Richardson et al., 2018). Le profilage des hémocytes, via des techniques telles que la 

cytométrie de flux, a permis d'identifier cinq types communs à la plupart des espèces 

d'insectes, y compris les hyménoptères, les diptères et les lépidoptères : les 



ETAT DE L’ART 

 30 

prohémocytes, les plasmatocytes, les granulocytes, les spherulocytes et les oenocytoids 

(Figure 12). Ces types de cellules sont présents aux différents stades du cycle de vie 

des insectes, mais on pense qu'ils sont plus importants au stade larvaire (Lavine & 

Strand, 2002; Ribeiro & Brehélin, 2006). 

 
Figure 12 : Images des hémocytes circulant dans l’hémolymphe larvaire d’Apis mellifera. a.) Granulocytes larvaires ; b.) 
hemocytes correspondant à la description de L5-2 telle que décrite par Negri et al. 2014 ; c.) cellules larvaires 
perméabilisées ; d.) plasmatocytes et e.) granulocytes provenant de l’hémolymphe d’adulte. Adapté du (Richardson et al., 
2018) 
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Chez les insectes, l'hématopoïèse débute au cours de l'embryogenèse et se poursuit 

lors de la maturation de l'embryon en larve (Lavine & Strand, 2002). Au cours des 

stades larvaire et nymphal, les prohémocytes, cellules souches hémocytaire des 

organes hématopoïétiques, se divisent pour donner naissance aux hémocytes 

susmentionnés ; ils se différencient d'abord en plasmatocytes qui entrent dans la 

circulation hémolymphatique et se différencient ensuite en granulocytes, 

spherulocytes ou oenocytoids (Parsons & Foley, 2016; Ribeiro & Brehélin, 2006; 

Richardson et al., 2018). 

Les plasmatocytes sont le type d'hémocyte le plus abondant chez la plupart des 

insectes, représentant environ 95 % de l'hémolymphe chez Drosophila melanogaster et 

plus de 50 % de l'hémolymphe chez les Lépidoptères (Figure 12d.) (Lavine & Strand, 

2002; Ribeiro & Brehélin, 2006). Structurellement, ils sont petits, mesurant jusqu'à 10 

µm de diamètre seulement, mais ils sont capables d'étendre des protubérances 

appelées filopodes qui peuvent s'attacher à des pathogènes invasifs, les engloutir et les 

digérer, et sécréter des peptides de défense immunitaire. Ainsi, chez la plupart des 

espèces d'insectes, les plasmatocytes sont des phagocytes professionnels et sont 

également connus pour participer à la cicatrisation des plaies et à la formation de 

caillots. En outre, ils jouent un rôle structurel important dans le développement de 

l'embryon (Lavine & Strand, 2002; Parsons & Foley, 2016). 

Chez Drosophila melanogaster, trois sous-ensembles d'hémocytes ont été identifiés : les 

plasmatocytes, les cellules cristallines et les lamellocytes. Ici, les plasmatocytes sont 

des phagocytes fonctionnels mais peuvent également produire des peptides 

antimicrobiens, participer à la cicatrisation, à la formation de caillots, à la nodulation 

et à l'encapsulation (Gábor et al., 2017). Les cellules cristallines sont impliquées 

dans la mélanisation et la cascade de la phenoloxidase. Les homologues de ces cellules 

chez les Lépidoptères ont été identifiés comme des oenocytoids. Les lamellocytes 
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sont moins étudiés mais on pense qu'ils sont impliqués dans les infections parasitaires 

et ce, principalement chez les larves (Gábor et al., 2017; Parsons & Foley, 2016). 

Il est intéressant de noter que chez les espèces d'Hyménoptères telles que Apis mellifera 

et Bombus terrestris, les plasmatocytes n'ont pas été facilement observés chez les larves, 

bien qu'ils constituent jusqu'à 85 % de l'hémolymphe adulte (Figure 12d.) (Marringa et 

al., 2014; Richardson et al., 2018). Les plasmatocytes sont de petites cellules 

caractérisées par un grand noyau et une forme asymétrique lorsqu'elles sont attachées 

à des surfaces lisses. Outre cette différence d'abondance entre les espèces, les 

plasmatocytes ne sont pas les principaux macrophages chez les abeilles. Ce rôle est 

plutôt assumé par les granulocytes, qui sont beaucoup plus nombreux chez les larves 

(jusqu'à 60 % de l'hémolymphe) (Figure 12a.) que chez les adultes (~6-9 % de 

l'hémolymphe) (Figure 12e.) (Gábor et al., 2017; Marringa et al., 2014; Richardson et 

al., 2018). Les granulocytes de l'abeille domestique sont de grandes cellules arrondies 

contenant de multiples vacuoles et sont en grande partie responsables de la 

phagocytose, de l'encapsulation et de la nodulation, en particulier chez les larves. Ils 

peuvent également jouer un rôle dans la production de ROS et de RNS, le plus 

souvent associés à la phagocytose chez de nombreuses espèces d'insectes et de 

mammifères (Richardson et al., 2018). 

L'hémolymphe de l'abeille mellifère contient également des cellules perméabilisées, 

probablement dérivées de granulocytes, qui peuvent être impliquées dans la mort 

cellulaire programmée et la nécrose (Figure 12c.) (Marringa et al., 2014) ainsi que des 

oenocytoids, de grandes cellules sphériques contenant de la phenoloxidase et de la 

pro-phenoloxidase endogènes, des composants importants de la mélanisation de 

l'hémolymphe et de la coagulation sanguine (Gábor et al., 2017; Richardson et al., 

2018). Enfin, un type d'hémocyte beaucoup moins étudié, caractérisé chez les larves 

de cinquième stade, est l'hémocyte L5-2 (Figure 12b.). Ces cellules sont peu 
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abondantes et présentent une ressemblance morphologique avec les granulocytes et 

les plasmatocytes, car elles contiennent de grands mononuclée et sont également 

capables de s'attacher de manière asymétrique aux surfaces lisses ainsi qu'aux débris 

cellulaires flottant librement (Negri et al., 2014; Richardson et al., 2018). 

1.2.3 La phagocytose  

La phagocytose est une réponse immunitaire importante de la médiation cellulaire qui 

a été caractérisée pour la première fois en 1883 par Ilya Ilitch Metchnikov (1845-1916) 

(Figure 13) (Mechnikov, 1908). Ses expériences ont permis de décrire les phagocytes 

et leur fonction ainsi que de faire la distinction entre les macrophages et les 

microphages (Figure 13) (Kaufmann, 2008; Mechnikov, 1908). Depuis, le processus 

de phagocytose a été étudié et décrit en détail chez les vertébrés et les invertébrés.  

La phagocytose peut être décrite en quatre étapes principales (Figure 14) : 1. 

reconnaissance des particules, 2. internalisation des particules, 3. formation du 

phagosome, 4. maturation du phagolysosome et dégradation de particules (Melcarne 

et al., 2019; Nazario-Toole & Wu, 2017; Rosales & Uribe-Querol, 2017). Lorsqu'un 

organisme est infecté par des particules étrangères d'une taille supérieure à 0,5 µm, 

comme les bactéries et les champignons, des récepteurs de reconnaissance des 

pathogènes (PRR) à la surface des hémocytes circulants reconnaissent et se lient aux 

motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP) situés à la surface de ces 

substances étrangères (reconnaissance des pathogènes) (Fu & Harrison, 2021; 

Melcarne et al., 2019; Rosales & Uribe-Querol, 2017). 
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Figure 13 : Ilya Metchnikov et ses diagrammes de phagocytes bactéries (macrophages et microphages). (Kaufmann, 

2008, 2019) 

L'association PRR-PAMP déclenche une voie de signalisation qui remodèle le 

cytosquelette d'actine et la membrane lipidique, permettant à l'hémocyte d'étendre sa 

membrane autour de la particule étrangère, formant des pseudopodes 

(internalisation de la particule), emprisonnant ainsi la particule étrangère dans des 

organites naissants appelés phagosomes (formation du phagosome) (Melcarne et al., 

2019; Nazario-Toole & Wu, 2017; Rosales & Uribe-Querol, 2017; Yutin et al., 2009). 

Les phagosomes subissent un processus de maturation au cours de l'internalisation 

des particules. Les premiers stades impliquent la fusion des phagosomes avec les 

vésicules endosomales précoces, suivie par le développement de corps 

multivésiculaires (MVB) au sein de ces organites. Ces phagosomes à un stade avancé 
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fusionnent ensuite avec des lysosomes contenant des enzymes antimicrobiennes 

(maturation des phagolysosomes et dégradation de particule). Les 

phagolysosomes dégradent ensuite les particules englouties, nettoyant ainsi 

l'hémolymphe (Melcarne et al., 2019; Nazario-Toole & Wu, 2017; Rosales & Uribe-

Querol, 2017; Uribe-Querol & Rosales, 2020). 

Les PRR impliqués dans la phagocytose peuvent être « opsoniques » ou « non 

opsoniques ». Les récepteurs « non-opsoniques » sont capables d'identifier 

directement les PAMP et d'induire la phagocytose en cas d'infection. Quelques 

récepteurs important dans cette catégorie font parties de « superfamilles » tant que les 

Protéines de Reconnaissance du Peptidoglycane (PGRP) , les récepteurs de type Toll 

(TLR), les récepteurs « Scavenger » (SR) et les Nimrods (Fu & Harrison, 2021; Uribe-

Querol & Rosales, 2020). 

Les récepteurs opsoniques sont ceux qui sont uniquement capables de reconnaître des 

molécules spéciales appelées « opsonines » déposées à la surface des particules 

envahissantes. Ce type de « marquage » est souvent effectué chez les vertébrés par des 

anticorps tels que les Immunoglobulines (comme IgG), la fibronectine, la globuline 

grasse du lait, le complément, etc. et sont reconnus par leurs récepteurs spécialisés 

respectifs (Fu & Harrison, 2021; Nazario-Toole & Wu, 2017; Uribe-Querol & 

Rosales, 2020). 
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Figure 14 : schéma de Phagocytose dans la Drosophile en illustrant les 4 étapes : 1. reconnaissance des particules, 2. 
internalisation des particules, 3. formation du phagosome, 4. maturation du phagolysosome et dégradation de particule. 
(Melcarne et al., 2019) 

1.2.4 Les Espèces Réactives d’Oxygène : ROS 

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) sont des dérivés très volatils de l'oxygène 

moléculaire (O2) produits par l'activité métabolique au cours de divers processus 

physiologiques (Eleftherianos et al., 2021; Sies & Jones, 2020). Ils sont considérés 

comme "hautement réactifs" car ils contiennent un ou plusieurs électrons non 

appariés et sont donc capables d'induire des dommages oxydatifs cellulaires et 

tissulaires (Bayr, 2005). Les ROS sont par exemple des radicaux libres d’oxygènes tels 

que le superoxyde (O2
-), l'hydroxyle (OH-), le peroxyle (RO2

-) et l'hydroperoxyle (HO2
-

) et des molécules oxydantes non radicalaires telles que le peroxyde d'hydrogène 
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(H2O2), l'ozone (O3) et l'acide hypochloreux (HOCl) (Figure 15) (Bayr, 2005; W. Li & 

Zhang, 2022). 

 
Figure 15 : Les espèces réactives d'oxygène contiennent un électron supplémentaire qui peut réagir avec les composants 
cellulaires qu’ils soient étrangers ou non. Elles ont un fonction bactéricide intégrale mais crée en même temps un stress 
oxydatif régulé par les enzymes antioxydantes tel que « Superoxyde dismutase » Source : CC by 4.0 (Racila & 
Bickenbach, 2009) 

Bien qu'ils soient principalement produits en tant que sous-produits intra- ou extra-

cellulaires, et initialement considérés comme toxiques, les ROS jouent finalement un 

rôle important dans la lutte contre les infections bactériennes, la chaîne de transport 

d'électrons mitochondriale, la transduction des signaux cellulaires, l'expression des 

gènes, la phagocytose et d'autres réactions métaboliques. Toutefois, en raison de cette 

même nature volatile, la surproduction de ces agents entraîne inévitablement des 

dommages collatéraux et inutiles aux cellules et tissus sains, ce que l'on appelle le 

"stress oxydatif" (W. Li & Zhang, 2022). La régulation de la production de ROS est 

donc tout aussi importante pour les cellules et est assurée par des piégeurs de radicaux 

libres circulants tels que les antioxydants et les enzymes oxydantes. 

La production de ROS commence par la réduction incomplète de O2 univalent en 

superoxyde anionique O2
- par des enzymes fournissant des électrons telles que les 

oxydases doubles (voie DUOX), la xanthine oxydase (XO), le cytochrome P450 

oxydase ou la NADPH oxydase (Eleftherianos et al., 2021). L'O2
- subit une 
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dismutation, soit spontanément dans des conditions de faible pH, soit via un 

processus en aval impliquant l'enzyme Superoxyde Dismutase (SOD). La SOD est 

notamment utile pour éliminer l'excès d'O2
- et produire du peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) (Bayr, 2005; Das & Roychoudhury, 2014; Eleftherianos et al., 2021). Bien qu'il 

ne s'agisse pas d'un agent oxydant puissant en soi en raison de l'absence d'électrons 

non appariés, H2O2 peut se décomposer pour former des radicaux hydroxyles 

hautement réactifs qui peuvent alors oxyder les acides nucléiques, les lipides, les 

protéines et d'autres composants cellulaires importants qu'ils rencontrent, provoquant 

des lésions tissulaires et la mort cellulaire. Parallèlement, H2O2 peut également 

traverser les membranes cellulaires via les aquaporines, participer à la signalisation 

métabolique cellulaire et jouer un rôle clé dans l'élimination des agents pathogènes en 

compromettant l'intégrité structurelle des membranes bactériennes. Ces activités 

rendent donc la molécule utile à des concentrations faibles et contrôlées (Das & 

Roychoudhury, 2014; Eleftherianos et al., 2021). 

La régulation de l'H2O2 est assurée par plusieurs systèmes à l'intérieur de la cellule 

(Bayr, 2005; Eleftherianos et al., 2021). Les antioxydants atténuent le stress oxydatif 

par des réactions enzymatiques ou non en neutralisant les électrons non appariés 

présents dans les radicaux libres ou en décomposant les molécules non radicalaires 

telles que H2O2 en eau et en oxygène (Das & Roychoudhury, 2014; Felton & 

Summers, 1995). L'excès de H2O2 peut être hydrolysé en H2O et O2 inoffensifs en 

présence de catalase (CAT). L'activité catalytique de la SOD mentionnée 

précédemment est également impliquée dans l'élimination des radicaux libres et est 

cruciale pour la détoxification, tout comme l'activité de la NADPH-quinone 

oxydoréductase, des peroxydases générales (POD), de la glutathion transférase et de la 

glutathion réductase (Felton & Summers, 1995; Ray et al., 2012). Les antioxydants 

non-enzymatiques des insectes sont hydrosolubles ou liposolubles : ascorbate, 
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caroténoïdes, tocophérols, glutathion. Ils participent chacun à des voies spécifiques 

responsables de l'élimination des ROS (Felton & Summers, 1995). 

 
1.2.5 L’expression génétique : voie Toll 

La voie Toll (Figure 16) est une voie de signalisation clé de la réponse immunitaire 

induite déclenchée par une infection liée à des bactéries Gram-positives ou à une 

infection fongique (Hillyer, 2016; Valanne et al., 2011; Vasselon & Detmers, 2002). 

Elle est aussi la première réponse immunitaire majeure activée lors de la réparation 

des blessures et des dommages tissulaires (Carvalho et al. 2014). Son mode d’action 

entraîne la constitution et la contraction d'un "anneau" cytosquelettique qui ferme la 

plaie (Carvalho et al., 2014). 

La voie Toll est guidée par l'expression séquentielle et complexe de gènes tels que 

spaetzle, Toll, myD88, Tube et Pelle. Ces gènes sont codés, transcrits et aboutissent à la 

production de protéines qui donnent finalement un complément de peptides 

antimicrobiens tels que la défensine, l'apidaecine et l'hyménoptaecine (Evans et al., 

2006; Feldhaar & Gross, 2008; T.-I. Kim & Kim, 2005; Valanne et al., 2011).  

Le gène spaetzle produit Spaetzle, une protéine qui est presque toujours présente et 

latente dans la cellule. Elle circule dans l'hémolymphe sous forme de pro-Spaetzle, qui 

est clivée en sa forme active et se lie au récepteur Toll (Petronio Petronio et al., 2022; 

Valanne et al., 2011; Weber et al., 2003). 

Le récepteur Toll est activé lorsque le Spaetzle subit une protéolyse et se lie au 

récepteur Toll. (Carvalho et al., 2014). Ensuite, myD88, qui code pour la protéine 

adaptatrice intracellulaire « Myeloid-differentiation factor 88 » (MyD88), est transcrit. 
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Figure 16 : La voie Toll est une cascade de signalisation gérée par plusieurs gènes tels que spaetzle, Toll, myD88, cactus et 
Pelle, qui codent pour leurs protéines respectives. Spaetzle est une protéine extracellulaire qui interagit avec plusieurs 
PGRP pour identifier les PAMP (peptidoglycane fongique et/ou bactérien), tandis que Toll est une protéine intégrée 
dans la membrane cellulaire et que myD88, cactus et pelle sont des protéines adaptatrices intracellulaires qui propagent le 
signal en aval, conduisant finalement à la production du peptide antimicrobien Drosomycine. Adapté du (Medzhitov, 
2001) 

Le domaine de mort de la protéine MyD88 interagit avec les domaines de mort de 

Tube et Pelle (des kinases protéines adaptatrices), formant un complexe, MyD88-

Tube-Pelle, qui phosphoryle Pelle et Cactus (Horng & Medzhitov, 2001). Il est 
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important de noter que MyD88 et Pelle n'interagissent pas entre elles (Carvalho et al., 

2014; Deguine & Barton, 2014; Hillyer, 2016; Valanne et al., 2011; Vasselon & 

Detmers, 2002).  

La signalisation de Toll procède à la phosphorylation et à la dégradation de Cactus. La 

phosphorylation de Cactus est réalisée par l'activité de Pelle. Par la suite, l'un des deux 

facteurs de transcription, Dif ou Dorsal, est libéré pour une translocation nucléaire, ce 

qui conduit finalement à l'expression des gènes effecteurs immunitaires et des PAM 

(Horng & Medzhitov, 2001; Lindsay & Wasserman, 2014; Lord et al., 1990; Valanne 

et al., 2011). 
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1.3 Objectif 

En 2017, l'IPBES a fait état d'une diminution de 21 % des populations d'abeilles en 

Amérique du Nord et en Europe. Plusieurs facteurs ont été identifiés comme des 

facteurs de changement pour de multiples communautés d'insectes : l'utilisation de 

pesticides, le changement d'affectation des terres et la perte d'habitat, le changement 

climatique et les agents pathogènes tels que les bactéries, les virus et les champignons 

(IPBES et al., 2016). En particulier, les néonicotinoïdes, des pesticides systémiques 

utilisés depuis les années 1990, ont été fortement liés à la réduction et la disparition 

des populations d'abeilles sauvages et gérées, telles que l'abeille domestique Apis 

mellifera et le bourdon sauvage Bombus terrestris (Goulson et al., 2015). Tout en 

reconnaissant que les données disponibles sur de nombreuses espèces d'abeilles sont 

très insuffisantes, le rapport de l'IPBES préconise davantage d'études scientifiques et 

de meilleures politiques environnementales concernant l'impact écotoxicologiques de 

ces pesticides sur les populations de pollinisateurs dans le monde entier (Goulson, 

2013; IPBES et al., 2016). 

Les néonicotinoïdes ont été conçus pour cibler le système neuronal des insectes en 

bloquant les récepteurs de la nicotine-acétylcholine, ce qui entraîne la paralysie et la 

mort (Simon-Delso et al., 2015) ; toutefois, leurs effets ont été observés sur plusieurs 

autres systèmes, à savoir les systèmes immunitaire et reproducteur, et chez nombreux 

insectes non ciblés appartenant aux ordres des hyménoptères, des lépidoptères et des 

diptères. Il a été démontré que le comportement d'apprentissage, la capacité de vol, la 

fécondité et les réponses immunitaires étaient largement compromis par des 

expositions diverses aux pesticides : exposition aiguë ou chronique, doses pertinentes 

pour l'environnement et expositions à des mélanges (Abbo et al., 2017; Aliouane et al., 

2009; Bird et al., 2021; Brandt et al., 2016; El Hassani et al., 2008; Feltham et al., 2014; 

Kenna et al., 2019; Mengoni Goñalons & Farina, 2015; Muth & Leonard, 2019; Reid 
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et al., 2020). Néanmoins, il reste des lacunes cruciales dans les connaissances actuelles, 

notamment en ce qui concerne l'impact cumulatif des agents pathogènes et des 

mélanges de pesticides sur la réponse immunitaire. Ces lacunes dans les données ont 

rendu difficile la compréhension des effets globaux des néonicotinoïdes sur le système 

immunitaire de pollinisateurs essentiels comme Apis mellifera et Bombus terrestris, mais 

aussi la conception et l'application de politiques environnementales appropriées 

(IPBES et al., 2016, 2019; WWF et al., 2022). 

Cette thèse vise à combler l'une de ces lacunes en identifiant l'impact des mélanges de 

deux néonicotinoïdes, l'imidaclopride (IMI) et l'acétamipride (ACE), sur la qualité de 

la réponse immunitaire chez Apis mellifera, Bombus terrestris et Drosophila melanogaster, un 

système modèle d'insectes, à la suite de l'activation immunitaire par le peptidoglycane 

(PGN) de la bactérie gram-positive Staphylococcus aureus. L'étude porte sur la viabilité 

cellulaire après une exposition aux pesticides-pathogènes, ainsi que sur la qualité de la 

phagocytose, la production de peroxyde d'hydrogène et l'expression génétique de 

spaetzle et myD88, deux gènes impliqués dans la voie Toll, qui est responsable de la 

production de peptides antimicrobiens (PAM). 
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2 MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Démarche scientifique : synthèse graphique 
 

 
Figure 17 : Description graphique de l'hypothèse scientifique et du résumé entrepris pour l'étude en question. Certaines 
réponses immunitaires constitutives et induites ont été étudiées dans des hémocytes d'Apis mellifera, de Bombus 
terrestris et de Drosophila melanogaster, exposés à des mélanges d'imidaclopride (IMI) et d'acétamipride (ACE) après 
activation immunitaire avec du peptidoglycane (PGN). 

2.2 Culture cellulaire  

Les plans expérimentaux ont été réalisé in vitro en utilisant les hémocytes extrait de 

trois organismes :  Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Bombus terrestris.  

2.2.1 Les hémocytes de Drosophila melanogaster : cellules de Schneider-2 

Les cellules immunitaires de Drosophila melanogasters (I. Schneider, 1972) ont été 

sélectionnées pour la mise au point des différents protocoles ainsi qu’à titre de 

référence (Figure 17). Elles proviennent de la lignée cellulaire Schneider-2 dont le 

génome a été entièrement décodé (Réf. ACC 130, Leibniz Institute DSMZ™).  
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Figure 18 : cellules de Schneider-2 de Drosophila melanogaster, frais, dans le milieu Schneider sous microscope optique 
inversé (grossissement 40x, 5mm) 

Les cellules sont stockées dans un milieu de congélation (Annexe III) dans de l’azote 

liquide. Après la décongélation (Annexe III), elles ont été maintenues à 20°C dans un 

milieu de culture composé de 44,75 % de milieu Schneider (S0146, Sigma-Aldrich ™), 

44,75 % de milieu TC-100 (T3160, Sigma-Aldrich ™), 10 % de sérum vœu fœtal 

inactivé (SVF/FBS ; F7524, Sigma Aldrich ™), 50 U/mL : 50 μg/mL de de 

pénicilline + streptomycine (P4458, Signa Aldrich ™) (Schneider, 1972). Afin de 

maintenir un nombre de cellules constant, elles sont remises en suspension, 
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centrifugées (500 x g ; 5 mn), les culots remis en suspension dans du milieu neuf et 

réparties dans des flacons de culture stériles. Les cellules sont ensuite comptées et leur 

viabilité vérifiée à l'aide du test d’exclusion au bleu de Trypan (2 g/L dans 0,9 % de 

NaCl). 

2.2.2 Les hémocytes d’Apis mellifera et de Bombus terrestris 

Les hémocytes d'Apis mellifera et de Bombus terrestris sont issus de larves d’insectes et 

constituent des primo-cultures. Après prélèvement de l’hémolymphe, les hémocytes 

sont mis en suspension dans du milieu modifié WH-2, préparé selon Hunter, 2010, à 

savoir composé de milieu Schneider (35,5 %), de L-Histidine (0,06 M ; 47%), du 

Sérum Vœu Foetal désactivé (SVF/FBS ; 11.8%), de CMRL 1066 (3.5%), de Hank's 

Balanced Salts (1,18%), du Insect Medium Supplement x 10 (0.47%à et de la 

Gentamicine (50 µg/mL) (Hunter, 2010). 

2.2.2.1 Entretien des ruches d’abeilles et de bourdons 

Deux ruches d'abeilles « Langstroth », contenant chacune 10 cadres cirés, ont été 

installées et entretenues à l'IUT de Thionville-Yutz, France (49.35081683810906, 

6.174457617997962). Les ruches ont été supplémentées en pollen et en sirop pendant 

les mois d'automne et d'hiver, conformément aux pratiques saisonnières 

recommandées. Pour les protéger de l'infestation du Varroa destructor, des bandes 

ApivarÒ aux doses de l’amitraze recommandées ont été utilisées annuellement 

pendant une période de 10 semaines au cours des mois d'automne. Durant cette 

période, aucune larve n'est extraite. 

Les ruches de bourdons Koppert© Natupol Excel contenant une colonie composée 

d’une reine, de ses ouvrières et d’un couvain ont été commandées chaque année à 

Koppert© Biological Systems. Les ruches sont maintenues à l'IUT de Thionville-Yutz 

à environ 25 m des ruches d'abeilles, à l'abri de la pluie et du vent. 
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2.2.2.2 Extraction des larves et de l’hémolymphe 

Les larves d'abeilles et de bourdons au cinquième stade sont extraites des couvains et 

déposés dans des boîtes de Petri stériles (Figure 19). Les larves extraites sont utilisées 

immédiatement ou, si nécessaire, stockées pendant 15 heures au maximum en 

conditions stériles en étuve (35°C). L’extrémité dorsale de chaque larve est stérilisée 

en utilisant de l'éthanol à 70% puis ponctionnée à l'aide d'une aiguille stérile. A l'aide 

d'une micropipette, environ 35 µL à 50 µL d'hémolymphe sont extraits de chaque 

larve. L'hémolymphe de 3 larves est mise en suspension dans 250 µL de milieu WH-2 

modifié.  

 

 
Figure 19 : (a) cadre de larves de Apis mellifera avec des larves du 5ème stade (flèches blanches), (b) larves de Apis 
mellifera, (c) nid de Bombus terrestris avec des ouvriers, les cocons nymphes (X) et des larves (flèches blanches) ; image 
source : Koppert Biological Systems (d) larves de Bombus terrestris  

2.3 L’exposition cellulaire 

L'hémolymphe d'Apis mellifera (Figure 20) et du Bombus terrestris en suspension dans le 

milieu WH-2 modifié est mise dans des plaques 24-puits ou 96-puits à une 

concentration de 2.0x105 cellules/mL. Les cellules Schneider-2 sont ensemencées dans 

des plaques à 6-puits, 24-puits ou 96-puits à une concentration de 8x106 cellules/mL.  
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Figure 20 : hémocytes d'Apis mellifera après extraction de larves et suspension en milieu WH-2 sous microscope optique 
inversé (grossissement 40x, 5 mm)  

Les cellules sont ensuite exposées simultanément aux pesticides et à l’activateur 

immunitaire. Les plaques sont scellées pour empêcher l'échange de gaz ainsi que 

l'évaporation du milieu et des réactifs, et incubées pendant 3 heures ou 18 heures à 

20°C selon le protocole retenu (Section 2.4.). 

2.3.1 L’activation immunitaire : le peptidoglycane 

Le peptidoglycane est présent dans la paroi cellulaire des bactéries, en plus grande 

quantité dans les bactéries à Gram positif telles que Staphylococcus aureus. Il s'agit d'un 
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motif moléculaire associé aux pathogènes (PAMP) qui peut être détecté par les 

récepteurs de reconnaissance du peptidoglycane (PRR) dans le système immunitaire 

de l'hôte, ce qui déclenche un ensemble diversifié de réponses immunitaires (Nazario-

Toole & Wu, 2017; Vollmer et al., 2008; Yutin et al., 2009).  

Dans le cadre du plan expérimental, deux concentrations différentes de PGN 

d’origine de S. aureus (77140, Sigma Aldrich ™) ont été utilisées : 1 µg/mL et 5 

µg/mL afin d’observer les réponses immunitaires à deux niveaux d’activation 

(Brookman et al., 1989; Leulier et al., 2003; Mellroth et al., 2003). Un contrôle (0 

µg/mL) a été aussi inclus pour chaque exposition. 

 

2.3.2 L’exposition aux néonicotinoïdes : imidaclopride et acétamipride 

Tableau 1 : Plan d’exposition à l’activateur immunitaire et aux pesticides1 

La plupart des études sur la toxicité des néonicotinoïdes sont réalisées in vivo, souvent 

sur des abeilles et des bourdons adultes, à des concentrations réalistes du point de vue 

de l’environnement (Aliouane et al., 2009; Balieira et al., 2018; Bartling et al., 2021; 

Chmiel et al., 2020; El Hassani et al., 2008; Grassl et al., 2018; Gregorc et al., 2012, 

2018; Iwasa et al., 2004; Laurino et al., 2011; Z. Li et al., 2017; Mengoni Goñalons & 

Farina, 2015; Shi et al., 2020, 2020; Tesovnik et al., 2017). Cependant, pour stimuler 

des dommages cellulaires comparables et mieux observer les effets aigus de la Cmax de 

l’imidaclopride et de l’acétamipride en utilisant un système de modèle in vitro, les 

 
1  (PGN=Peptidoglycane ; IMI=Imidaclopride ; ACE=Acetamipride) 

PGN 

(µg/mL) 

IMI 

(µg/mL) 

ACE 

(µg/mL) 

IMI + ACE 

(µg/mL) 
Contrôle 

(sans IMI ou ACE) 
0 6 48 6 48 6 + 6 48 + 48 6 + 48 48 + 6 0 

1 6 48 6 48 6 + 6 48 + 48 6 + 48 48 + 6 0 

5 6 48 6 48 6 + 6 48 + 48 6 + 48 48 + 6 0 
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concentrations choisies doivent idéalement être effectuées en utilisant des doses de 20 

à même 200 fois plus élevées que les concentrations d’essai in vivo, en suivant une 

« approche de mise à l’échelle in vitro-in vivo » (“in vivo-in vitro scaling approach”) 

(Albrecht, 2020; Hengstler et al., 2020).  

Par conséquent, les concentrations de néonicotinoïdes choisies dans cette étude 

(Tableau 2) sont de 40 à 320 fois plus élevées que les concentrations moyennes 

détectées dans les échantillons de pollen telles que rapportées dans la littérature 

(Blacquière et al., 2012; Goulson, 2013; Goulson et al., 2015; Ostiguy et al., 2019), de 

2,5 à 20 fois plus élevées que celles testées sur les larves de drosophile (Martelli et al., 

2020), et au moins 120 fois plus élevées que la concentration la plus élevée testée sur 

les abeilles domestiques (Abbo et al., 2017). En outre, des analyses menées au niveau 

cellulaire avec des concentrations similaires à celles de cette étude, ont effectivement 

rapporté des effets détectables significatifs (Sukka et al., 2023; Walderdorff et al., 

2018; Walderdorff, 2019; Walderdorff et al., 2019). 

Pour les expositions simples, une dose faible de 6 µg/mL et une dose élevée de 48 

µg/ml ont été utilisées. Pour simuler les effets cocktails, des doubles expositions sont 

réalisées selon un plan factoriel complet, à savoir 6 µg/ml de chaque pesticide ou 6 et 

48 µg/ml de chaque pesticide ou 48 µg/ml de chaque pesticide. Un contrôle (0 

µg/mL) est aussi réalisé pour chaque pesticide. Les dilutions de pesticides préparées 

ont été dosés par HPLC (« High Performance Liquid Chromatography ») pour vérifier 

les concentrations correctes d’imidaclopride et d’acétamipride utilisées. Des solutions 

standards d’imidaclopride (46341 Sigma-Aldrich) et d’acétamipride diluées à 100 

μg/mL chacune dans de l’acétonitrile ont été utilisées pour les dosages. 

Les trois traitements au peptidoglycane (0, 1, 5 µg/mL) ont donc été couplés aux trois 

concentrations (0, 6, 48 µg/mL) de chaque pesticide, l’imidaclopride et l’acétamipride, 

soit en exposition simple (une concentration d’un pesticide + une concentration du 
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peptidoglycane), soit en exposition double (deux concentrations des pesticides + une 

concentration du peptidoglycane) selon un plan factoriel complet (Tableau 2). Au 

total, vingt-sept (27) conditions, y compris les contrôles, ont donc été utilisées. 

2.4 Mesure de la réactivité cellulaire après exposition 
2.4.1 Viabilité 

Pour mesurer la mortalité cellulaire induite par la présence de pesticide en contexte de 

stimulation immunitaire, les cellules traitées selon chacune des 27 conditions (voir 

Chapitre 2.3.) puis incubées à 20°C dans des plaques à 96-puits scellés pendant 24 

heures. Les puits sont ensemencés avec 106 cellules/mL de cellules Schneider-2 ou 50 

µl d'hémolymphe (105 cellules/mL) d'Apis mellifera ou de Bombus terrestris en suspension 

dans le milieu modifié WH-2. Après l’incubation pendant 24 heures, le milieu de 

culture est retiré et 40 μL de solution de bleu Trypan (2 g/L dans une solution de 

NaCl à 0,9 % diluée à 1 : 2 avec une solution saline de tampon phosphate, PBS) sont 

ajoutés aux cellules adhérentes (Figure 21). Après 2 minutes, les puits sont observés au 

microscope inversé à contraste de phase. Les cellules sont comptées à raison de 250 

cellules par puit en distinguant les cellules viables des mortes afin de calculer la 

viabilité cellulaire. 
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Figure 21 : cellules de Bombus terrestris après extraction de larves et suspension en milieu de WH-2 sous microscope 
optique inversé (grossissement 40x, 5 mm). Marquage avec Trypan Blue afin de mesurer la viabilité :  les cellules mortes 
(flèches bleus) absorbent le colorant bleu Trypan lorsque leurs membranes cellulaires sont rompues, tandis que les 
cellules vivantes (flèches noires), dont les membranes cellulaires sont intactes, restent incolores/non marquées. 

2.4.2 Détection de H2O2, espèces réactives de l’oxygène (ROS)  

La production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) extracellulaire est mesurée en une 

étape à l'aide du kit de dosage « Invitrogen™ Amplex™ Red Hydrogen 

Peroxide/Peroxidase » (Thermo Fisher Réf. : A22188. L’Amplex™ Red (10-acétyl-

3,7-dihydroxyphénoxazine), en présence de « horseradish peroxidase » (HRP), réagit 

avec le peroxyde d'hydrogène dans une réaction stœchiométrique 1 : 1 pour produire 



MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 55 

de la « resorufine », un produit d'oxydation rouge-fluorescent qui est dosé (maxima 

d'excitation/d'émission à 571/585 nm). 

2.4.2.1 Préparation des échantillons 

Les hémocytes sont incubés avec des pesticides et l'activateur immunitaire dans leurs 

milieux de culture respectifs dans des plaques à 96-puits (voir section 3) pendant 3 

heures. Chaque puit contient un volume total de 120 µl. 50 µl de milieu sont prélevés 

puis reçoivent 50 µl du mélange Amplex™ Red-HRP et sont incubés pendant 30 

minutes à 20°C. La plaque est lue à 560 nm. 

2.4.2.2 Courbe standard du peroxyde d'hydrogène 

Afin de construire une courbe standard de peroxyde d’hydrogène, une gamme de 

concentrations de H2O2 est préparée : 0,00 µM ; 0,625 µM ; 1,25 µM ; 1,875 µM ; 2,50 

µM ; 3,75 µM ; 5,00 µM ; 7,50 µM ; 10,00 µM. Le milieu vierge de cellules et de 

peroxyde d'hydrogène ainsi que la solution tampon sont également été traités et 

mesurés afin de standardiser l'absorbance de tous les échantillons. 

2.4.3 Phagocytose 

La capacité d’ingérer au moins une bille de latex par des hémocytes de l’Apis mellifera, 

du Bombus terrestris et du Drosophila melanogaster est mesurée après 18 heures 

d’expositions aux 27 conditions décrites en section 3 en utilisant le cytomètre en flux. 

2.4.3.1 Préparation des échantillons 

Les cellules sont incubées dans des plaques à 24-puits avec 0,03% des billes de latex 

en polystyrène, amine-modifiées, jaune-fluorescent de 2 µm de diamètre (Sigma 

Aldrich) dans du PBS-BSA 3 % pendant 45 minutes à 20°C (Figure 22). Après 

incubation, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS-BSA 3% et remises en 

suspension dans du PBS-BSA 3% frais pour la mesure en utilisant le cytomètre de flux 

« Invitrogen™ Attune™ NxT Acoustic » (Thermo Fisher Scientific). 
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Figure 22 : cellules de Bombus terrestris après extraction de larves et suspension en milieu de WH-2 sous microscope 
optique inversé (grossissement 40x, 5 mm) et incubées avec des billes de latex. Ici, la phagocytose est mesurée par la 
capacité de la cellule à ingérer au moins une bille de latex. Les cellules couvertes de billes, marquées par des flèches 
noires, sont en train d'ingérer ces billes. Les cellules qui ne sont couvertes d'aucune bille sont marquées par des flèches 
bleues.  

2.4.3.2 Réglages du cytomètre de flux 

La performance du cytomètre de flux est mesurée avant chaque lecture à l'aide d'un 

étalon de billes (LOT#2408416G, Attune™), afin de garantir la reproductibilité des 

mesures de diffusion et de fluorescence. Les échantillons sont examinés avec une 

longueur d'onde d'excitation de 488 nm (bleu) selon les réglages de l'instrument 
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précisés (Tableau 3). La valeur seuil du FSC choisie est fixée de façon à exclure les 

débris cellulaires et particules de petite dimension. 

Tableau 2 : Voltages de FSC, SSC et BLA-1 utilisés pour le réglage de paramètres de la 
cytomètre en flux 

Organisme 

Voltage 

FSC SSC BLA-1 

Drosophila melanogaster 250 400 300 

Apis mellifera 250 400 200 

Bombus terrestris 410 440 300 

 
2.4.3.3 Identifications cellulaires 

Avant chaque lecture et pour chaque organisme, des cellules non marquées (cellules 

non incubées avec des billes) sont utilisées pour identifier les populations ciblées en 

traçant le FSC par rapport au SSC. Les populations de cellules marquées sont ensuite 

examinées sur un graphique FSC/BLA-1 (Figure 23a., 23d., 23g.), et les population « 

singlets » respectives sont isolées à l'aide d'un « gating » polygonal (Figure 23b., 23e., 

23h.). 

Le nombre de cellules phagocytaires est ensuite identifié à partir des populations de « 

singlets » à l'aide d’un « H-gate » et d'une visualisation par histogramme (Figure 23c., 

23f., 23i.). Au moins 5000 événements sont collectés pour chaque répétition. Les 

données obtenues sont étudiées à l'aide du logiciel associé « Invitrogen™ Attune™ 

Flow Cytometric Software » et les résultats traduits en pourcentage de cellules 

phagocytaires. 
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Figure 23 : a. hémocytes de Drosophila melanogaster  non-marqués (vert-clair) et marqués (vert-foncé) ; b. isolation de 
population de singlets (90.95%) avec « polygon gating » ; c. « H-gating » pour identifier les cellules phagocytaires 
(94.0%); d. hémocytes de Apis mellifera non-marqués (violet-clair) et marqués (violet-foncé) ; e. isolation de population 
de singlets (84.65%) avec « polygon gating » ; f. « H-gating » pour identifier les cellules phagocytaires (97.8%); g. 
hémocytes de Bombus terrestris non-marques (bleu-clair) et marqués (bleu-foncé) ; h. isolation de population de singlets 
(80.196%) avec « polygon gating » ; i. « H-gating » pour identifier les cellules phagocytaires (67.4%) 

2.5 Mesure de l’expression génétique après exposition 

L’expression génétique d’Apis mellifera, de Bombus terrestris et de Drosophila melanogaster 

est mesurée par RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) après 

18 heures d’exposition aux pesticides et à l’activateur immunitaire. Les gènes étudiés 
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sont : spaetzle, myD88 et rp49 pour Apis mellifera, spaetzle, myD88 et gapdh1 pour 

Drosophila melanogaster, et dorsal, myD88 et rpS5R pour Bombus terrestris. 

2.5.1 Extraction de l’ARN 

L'ARN cellulaire est isolé et extrait d'hémocytes activés avec du peptidoglycane et 

exposés à l'imidaclopride et à l'acétamipride selon le plan factoriel complet décrit 

(Section 3.2). Les plaques sont incubées pendant 18 heures à 20°C avec des cellules 

Schneider-2, des hémocytes d'Apis mellifera ou de Bombus terrestris avant l'extraction. Au 

minimum, 3 réplicas pour chaque condition, y compris les contrôles, ont été mis en 

place. 

Après la période d'incubation, le milieu est aspiré et centrifugé pour récupérer les 

cellules en suspension. 1 ml de TRIzol® (Ambion® Life Technologies (Réf. : 

15596018)) est ajouté à chaque puit pour lyser les cellules en monocouche. Les cellules 

en suspension récupérées auparavant y sont ajoutées. Les échantillons lysés sont 

incubés à température ambiante pendant 5 minutes, rincés puis transférés dans des 

tubes. Chaque tube reçoit 200 μL de chloroforme. Les échantillons sont à nouveau 

incubés à température ambiante pendant 3 minutes, après quoi ils sont centrifugés à 

12 000 x g pendant 15 minutes à 4°C. Après élimination de 80 % du surnageant, 500 

μL d'isopropanol sont ajoutés. Les échantillons sont incubés à température ambiante 

pendant 10 minutes, puis centrifugés à 12 000 x g pendant 10 minutes à 4°C.  

Le surnageant éliminé, le culot est lavé avec 1 ml d'éthanol à 75 % puis centrifugé à 

7500 x g pendant 5 minutes à 4°C. L'éthanol est éliminé et le culot est séché à l'air. 50 

μL d'eau ultrapure sans RNase sont ajoutés à chaque tube et mélangés pour dissoudre 

l’ARN, complétant ainsi sa remise en suspension. L'ARN est stocké en aliquotes à -

80°C pour les tests ultérieurs. 
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L'absorbance de l'ARN est mesurée à 260/280 nm et 260/230 nm à l'aide du BioSpec 

Nano pour quantifier la teneur totale en acide nucléique (ng/μL). 

2.5.2 Synthèse de l’ADNc 

L'ADNc est synthétisé à partir de l'ARN extrait en utilisant le thermocycleur Bio-Rad 

iCyclerTM et le kit de synthèse d'ADNc « RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis » (Thermo Scientific, #K1631). Toutes les étapes de préparation, sauf 

indication contraire, sont effectuées sur de la glace afin de maintenir l'intégrité 

structurelle de l'ARN. Pour chaque échantillon, 4000 ng d'ARN sont remis en 

suspension et 1 μL d'amorce Oligo(dT) ajoutés. Le mélange est complété à 12 μL avec 

de l'eau ultrapure sans ARNase. Ensuite, 4 μL de Reaction buffer 5X, 1 μL RiboLock 

RNase Inhibitor (20 U/μL), 2 μL de 10 mM dNTP Mix et 1 μL de RevertAid H 

Minus M-Mul V Reverse Transcriptase (200 U/μL) sont ajoutés pour un volume total 

de 20 µL. L'incubation des échantillons est faite en deux phases : à 42 °C pendant 60 

minutes, puis à 70 °C pendant 5 minutes. Les échantillons sont conservés à -80°C 

pour des analyses ultérieures. 

2.5.3 Conception et optimisation du protocole RT-PCR/qPCR 

Le protocole qPCR utilisé a été optimisé en utilisant la lignée cellulaire Schneider-2 de 

Drosophila melanogaster. L'ARN a été extrait de cellules non traitées et traitées et 

transcrit en ADNc comme décrit dans les sections 2.4.4.1. et 2.4.4.2. 

Les concentrations appropriées d'amorces et d'ADNc ont été déterminées après avoir 

testé 5 ng, 10 ng et 100 ng d'ADNc avec 0,4 µM et 1,2 µM de chaque amorce (avant 

et arrière). Au moins deux réplicats techniques ont été ensemencés pour chaque 

échantillon afin d'assurer la répétabilité du protocole. Les concentrations de 100 ng de 

ADNc et 1.2 µM de chaque amorce (Tableau 3) ont été retenues pour le RT-

PCR/qPCR en suivant.  
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Tableau 3 : Liste des amorces de Apis mellifera, Bombus terrestris et Drosophila melanogaster 
utilisé pour le RT-PCR/qPCR 

 Locus Sequence Source 

D
ro

so
ph

ila
 

m
el

an
og

as
te

r spaetzle F- 5'-GACACCTGGCAGTTAATTGTCA-3' 
R- 5'-CGAAGTCACAGGGTTGATCCG-3' 

Ewen-C en et al., 
2017 

myD88 F- 5'-ATCTGGAACACTTCCTGGGC-3' 
R- 5'-CCACGAGAGCAGTCTGTCG-3' Yadav et al., 2018 

Gapdh1 F- 5'-TAAATTCGACTCGACTCACGGT-3' 
R- 5'-CTCCACCACATACTCGGCTC-3' 

Nakamura et al., 
2017 

A
pi

s m
el

lif
er

a spaetzle F- 5'-TGCACAAATTGTTTTTCCTGA-3' 
R- 5'-GTCGTCCATGAAATCGATCC-3' Evans et al. 2006 

myD88 F- 5'-TCACATCCAGATCCAACTGC-3' 
R- 5'-CAGCTGACGTTTGAGATTTTTG-3' Evans et al. 2006 

rp49 F- 5'-CGTCATATGTTGCCAACTGGT-3' 
F- 5'-TTGAGCACGTTCAACAATGG-3' Lourenço et al. 2008 

B
om

bu
s t

er
re

st
ri

s  Dorsal F - 5'-TGC ACC GGT TGC TCC ACT TGC TGC-3' 
R - 5'-TGC GTC GGT CGC TGG TGG TAT GGA-3' Erler et al. 2011 

myD88 F - 5'-TTG CCT TCT GAA AAT GGA TTA C-3' 
R - 5'-TTG CTG TTG CCA AAC TGT TA-3' Schlüns et al. 2010 

rpS5R F - 5'-AAT TAT TTG GTC GTT GGA ATT G-3' 
R - 5'-TAA CGT CCA GCA GAA TGT GGT A-3' Schlüns et al. 2010 

 

Les températures de fusion (Tm) pour chaque amorce associée à Apis mellifera et 

Drosophila melanogaster ont été préalablement déterminées et optimisées à 55 ºC selon la 

méthodologie de Walderdorff et al. (2019). Pour Bombus terrestris, le Tm de chaque 

amorce a été déterminé à 55 ºC à l'aide d'un gradient de température allant de 50,5ºC à 

60,5ºC. Les réactions ont été effectuées dans des microplaques optiques qPCR à 96 

puits, chaque puits contenant : 

- 10 µL de SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix (Réf. Bio-Rad™-

1725275) 

- 1,2 µM d'amorce avant et arrière (Invitrogen™) 

- 100 ng d'ADNc 
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- Volume approprié d'eau ultrapure de qualité moléculaire (sans DNAse, 

RNAse) pour un volume final de 20 µL 

2.5.4 RT-PCR/qPCR 

La réaction en chaîne de la polymérase en temps réel (Real-Time Polymerase Chain 

Reaction/qPCR) est réalisée à l'aide du thermocycleur Bio-Rad MyiQ2TM - Two 

Colour Real-Time PCR Detection System-Optics et du logiciel correspondant. 100 ng 

d'échantillons d'ADNc synthétisés sont traités à l'aide du Master-Mix SYBR® 

GREEN et des amorces cibles à 0,05 µM : spaetzle et myD88 pour Apis mellifera et 

Drosophila melanogaster (Invitrogen by Thermo Fisher Réf : 660839). Les gènes de 

référence utilisés sont rp49 pour Apis mellifera, et gapdh1 pour Drosophila melanogaster 

(Invitrogen by Thermo Fisher Réf : 175592) (Lourenço et al., 2008). Deux contrôles 

négatifs (sans ADNc) sont inclus pour chaque amorce utilisée. 

Les données de PCR/fusion et les courbes de fusion ont été obtenues en temps réel. 

Les cycles consistent en :  

• Cycle 1 : une répétition à 50 °C pendant 2 minutes.  

• Cycle 2 : une répétition à 95 °C pendant 5 minutes.  

• Cycle 3 : 45 répétitions à 92°C pendant 15 secondes, 55°C (température de 

fusion spécifique des amorces) pendant 30 secondes et 72°C pendant 30 

secondes.  

• Cycle 4 (courbe de fusion) comportait 71 répétitions à 55°C pendant 15 

secondes et se terminait à 95°C.  

Les principales données obtenues par qPCR sont les valeurs de cycle seuil (Ct), qui 

sont déterminées au même seuil de ligne de base de fluorescence de 1000 pour chaque 

gène. La valeur Ct moyenne de chaque échantillon est calculée en utilisant la moyenne 

géométrique des réplicas techniques. C'est cette valeur qui est utilisée dans les calculs 

finaux. Les données sont traitées à l'aide de la méthode ΔΔCt de Livak et al. (2000). 
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Les valeurs ΔCt sont calculées à l'aide de la formule suivante : 

 

ΔCt = Ct (gène d'intérêt) - Ct (gène de maintien) 

 

Le ΔΔCt est déterminé : 

 

ΔΔCt = ΔCt (échantillon traité) - ΔCt (échantillon non traité) 

 

Le ΔCt (échantillon non traité), désormais appelé « calibrator », est dérivé de la moyenne 

arithmétique du ΔCt du contrôle de chaque concentration de PGN. Une 

augmentation d’un facteur 2 est appliquée à la valeur négative du ΔΔCt. Cette valeur 

est enregistrée pour standardiser les données entre les trois différents traitements 

PGN. Les données finales utilisées pour l'analyse statistique sont le LOG(2^-(ΔΔCt)). 

2.6 Analyses Statistiques 

Toutes les données sont analysées statistiquement à l'aide du logiciel XLSTAT 

(Addinsoft, version 2019.3.2). Les résultats sont exprimés comme la moyenne des 3 

réplicas pour chacun des traitements ± SE (erreur standard). Les données sont testées 

pour la normalité de la distribution et l'homogénéité de la variance en utilisant les tests 

de Shapiro-Wilk et de Bartlett (p = 0,05).  

Une ANOVA a été réalisée pour les données dont les conditions de normalité et 

homogénéité sont validées (données paramétriques ; valeur p > 0,05), afin d’identifier 

les différences entre les conditions. Cette analyse est complétée par un test post-hoc 

de Duncan et Tukey pour les comparaisons multiples entre les différentes conditions 

(Annexe IV-VII).  

Les données ne répondant pas aux conditions de normalité et d’homogénéité (valeur p 

< 0,05) ont été analysées avec un test de Kruskal-Wallis, suivi d'une comparaison par 
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paires de Dunn pour vérifier toute différence entre les groupes. Le coefficient de 

variation a également été calculé pour déterminer la variabilité au sein des groupes 

(Annexes IV-VII). 
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3 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

Les résultats pour la réactivité cellulaire et l’expression génétique pour les trois espèces 

étudiés – Apis mellifera, Bombus terrestris et Drosophila melanogaster, après leurs traitements 

avec le peptidoglycane et l’exposition à l’imidaclopride et l’acétamipride, sont 

présentés ci-dessous. 

3.1 Impact des néonicotinoïdes (IMI, ACE) sur la viabilité cellulaire 

 

Figure 24 : Viabilité (%) des hémocytes de (a.) Drosophila melanogaster, (b.) Apis mellifera et (c.) Bombus terrestris après 
exposition au peptidoglycane (PGN 0, 1, et 5 µg/ml), à l'imidaclopride (I 6 et 48 µg/ml) et à l'acétamipride (A 6 et 48 
µg/ml) pendant 24 heures. Les différences significatives par rapport au contrôle sont indiquées par un astérisque (a. et b. 
ANOVA, c. Kruskal-Wallis, p<0.05, n=3). 
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La viabilité cellulaire de Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Bombus terrestris est 

mesurée afin d’évaluer le degré de cytotoxicité de l'imidaclopride (IMI) et de 

l'acétamipride (ACE) aux concentrations testées. Les cellules ont été exposées à 

chacune des conditions testées : imidaclopride ou acétamipride, seul ou en cocktail, 

avec activation immunitaire par différentes concentrations de PGN (0, 1 et 5 µg/ml) 

pendant 24 heures. Les cellules mortes sont ensuite quantifiées à l'aide du Trypan 

Blue. 

La viabilité des cellules Schneider-2, cellules issues de Drosophila melanogaster, n'a varié 

de manière significative pour aucun des traitements comparés à leurs contrôles 

respectifs (Figure 24a). La mortalité des cellules reste faible après 24 heures 

d'exposition à l'IMI et à l'ACE quelles que soient les concentrations utilisées : la 

mortalité la plus élevée observée est de 3 % lorsque les cellules sont exposées à 1 

µg/ml de PGN et à 6 µg/ml d'IMI, sans différence significative par rapport au 

contrôle. 

Les cellules Schneider-2 sont une lignée cellulaire établie et robuste, adaptée à une 

utilisation comme système modèle pour les études in vitro. Elles présentent une faible 

cytotoxicité lorsqu'elles sont exposées à des produits chimiques tels que les pesticides, 

en raison de multiples et puissantes enzymes de détoxification des pesticides, telles 

que les carboxylestérases, les cytochromes P450 (CYP450) et les glutathion-S-

transférases (GST) (Daborn et al., 2012; Echalier, 2018; Luhur et al., 2019; Schetz & 

Shankar, 2004). En particulier, D. melanogaster exprime Cyp6g1, un gène responsable de 

la production de l'enzyme P450 Cyp6g1 qui confère une résistance notamment aux 

néonicotinoïdes et au DDT (Daborn et al., 2012). La forte viabilité observée ici est 

donc cohérente avec celle trouvée dans la littérature. 

Les hémocytes d'abeille présentent également une viabilité supérieure à 97 %, quel que 

soit le type de traitement (Figure 24b). Il est intéressant de noter que les hémocytes 
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sans stimulation immunitaire (PGN 0) traités avec des cocktails contenant les plus 

fortes doses d'IMI ou d'ACE (I48-A48 ; I6-A48 ; I48-A6) présentent une viabilité d’au 

moins 2 % plus élevée que le contrôle. Bien que la différence ne soit pas significative, 

les cellules traitées avec 5 µg/mL de PGN tendent également à montrer une viabilité 

plus élevée lorsqu'elles sont exposées à l'IMI ou à l'ACE individuellement. Des 

résultats similaires ont été rapportés par Sukkar et al. (2023) pour des hémocytes 

d'abeilles exposés à des mélanges contenant des doses élevées (50 µg/mL) 

d'imidaclopride ou d'amitraze (Sukkar et al., 2023). Cela pourrait suggérer que les 

mécanismes de détoxification dans les hémocytes d'abeilles sont engagés rapidement 

et plus efficacement lorsque les cellules sont confrontées à des doses élevées de 

pesticides, par opposition à des doses plus faibles qui peuvent ne pas être perçues 

comme une menace cytotoxique par les systèmes de défense cellulaire (Cheng et al., 

2020; Hernández et al., 2013). 

Les hémocytes de bourdons présentent généralement une viabilité plus faible que ceux 

des abeilles et des mouches des fruits quel que soit le traitement (Figure 24c). Ils ont 

également montré une plus grande variabilité de réponse, avec des différences 

significatives par rapport au contrôle lorsque les cellules sont traitées avec 5 µg/mL de 

PGN et exposées à des cocktails d'IMI et d'ACE.  

Parmi les groupes de cellules de bourdon non soumises à un défi immunitaire (Figure 

24c., PGN 0), les hémocytes non exposés aux pesticides (IMI 0, ACE 0) et ceux 

traités avec 6 µg/ml d'IMI seul présentent la mortalité la plus faible. Plus de 80 % des 

cellules de ces deux groupes sont viables, toutefois sans que cet effet ne soit 

significativement différent par rapport aux autres expositions. Ainsi, pour les 

hémocytes de bourdons, une faible dose d'IMI est comparable à une absence totale 

d'exposition aux pesticides. Parmi les autres conditions testées, les cocktails 

d'imidaclopride et d'acétamipride présentent la viabilité la plus faible, souvent 
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inférieure à 50 %. Il convient de noter que 48 µg/mL d'IMI et 6 µg/mL d'ACE ont eu 

un effet comparable, ce qui suggère qu'une petite dose d'acétamipride (cyanosubstitué) 

peut être aussi puissante sur les hémocytes de bourdons que l'imidaclopride 

(nitrosubstitué). 

Lorsqu'ils ont été soumis à un défi immunitaire modéré (Figure 24c., PGN 1), la 

cytotoxicité semble plus élevée pour les hémocytes de bourdons dans quatre des huit 

conditions testées avec une viabilités inférieure à 50 %. Par ailleurs, ces quatre 

traitements étaient tous des cocktails de IMI et d’ACE, ce qui indique que les cellules 

de bourdons soumises à un défi immunologique sont probablement plus vulnérables 

aux mélanges de néonicotinoïdes.  

Inversement, avec une stimulation immunitaire plus forte (Figure 24c., PGN 5), la 

viabilité des hémocytes de bourdons avec ces mêmes quatre mélanges, ainsi qu'avec 

48 µg/mL d'ACE, augmente de manière significative par rapport au contrôle et aux 

expositions d'IMI seul et de 6 µg/mL d'ACE seul (Figure 24c). Ces résultats sont 

similaires à ceux des hémocytes d'abeilles, suggérant une fois de plus que des doses 

plus élevées de néonicotinoïdes et de leurs cocktails déclenchent des mécanismes de 

détoxification plus puissants tels que les enzymes de détoxifications CYP450, GST et 

carboxylestérases, car ils sont perçus comme une menace cytotoxique plus puissante 

(Cheng et al., 2020; Hernández et al., 2013). À noter que, en ce qui concerne les 

bourdons, cette réaction de renforcement n'a été observée qu'avec une activation 

immunitaire plus importante (PGN 5), illustrant une augmentation de la sensibilité de 

ces hémocytes aux pesticides lors d'infections bactériennes. 
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Des mécanismes de détoxification spécifiques à l'espèce déterminent la cytotoxicité 

des néonicotinoïdes 

La variation de la viabilité cellulaire observée entre les trois espèces indique que les 

mécanismes de détoxification contre le même produit chimique et la même dose sont 

souvent spécifiques à l'espèce. Les abeilles mellifères et les bourdons, en particulier, 

présentent des sensibilités différentes à l’action de néonicotinoïdes, principalement en 

raison de mécanismes de détoxification différents contre les groupes nitrosubstitués 

(7b., groupe NO) et cyanosubstitués (7c., groupe CN) au sein de la classe des 

néonicotinoïdes. C'est ce que suggèrent notamment les études sur le métabolisme des 

néonicotinoïdes chez les insectes. Iwasa et al. (2003) ont démontré la létalité 

différentielle de l'imidaclopride et de l'acétamipride sur des abeilles domestiques 

adultes, montrant que l'imidaclopride était trois fois plus létale (DL50 de 0,0179 

µg/abeille) que l'acétamipride (DL50 de 7,07 µg/abeille) (Iwasa et al., 2004). Cette 

différence a été attribuée au mécanisme de détoxification par les enzymes du 

cytochrome P450 (CYP450). Les CYP450 sont responsables de la dégradation des 

composés xénobiotiques tels que les néonicotinoïdes (en particulier l'enzyme P450 

Cyp6g1) et semblent rendre les néonicotinoïdes substitués par le radical CN (ACE) 

moins toxiques que leurs homologues substitués par NO (IMI) (Daborn et al., 2012; 

Iwasa et al., 2004).  

Chez les insectes, les enzymes CYP450 métabolisent l'acétamipride en n-diméthyle-

acétamipride (IM-2-1), en alcool 6-cholor-pyridilméthyla (IM-O) et en acide 6-

chloronicotinique (IC-O), qui se sont révélés non létaux pour les abeilles par 

application topique (Iwasa et al., 2004). Ces enzymes, ainsi que les glutathion 

synthases (GSS), semblent également jouer un rôle dans le métabolisme de 

l'imidaclopride (Pang et al. 2020), bien que leur action exacte ne soit pas encore 

totalement comprise. Il est également possible que, chez les espèces d'abeilles, ces 
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mécanismes de détoxification diffèrent d'une colonie à l'autre (Suchail et al., 2001) 

(Suchail et al. 2001). 

En étudiant l'effet des co-expositions d'imidaclopride et d'amitraze sur les hémocytes 

d'abeilles, Sukkar et al. (2023) ont émis l'hypothèse que l'imidaclopride pourrait 

empêcher la production d'enzymes qui hydrolysent l'amitraze en un métabolite plus 

toxique, le DMPF, (N-(2,4-dimethylphenyl)-N-methylformamidine), ce qui aurait 

atténué l'effet de l'amitraze et de ses métabolites enduisant une amélioration de la 

viabilité (Sukkar et al., 2023). Par ailleurs, Suchail et al. (2001) ont démontré que les 

métabolites de l'imidaclopride, l'oléfine et le 5-hydroxyimidaclopride, sont aussi létaux, 

sinon plus, que le composé d'origine (Suchail et al., 2001). Il est possible que, dans 

notre étude, l'acétamipride ait interféré avec l'hydrolyse enzymatique de 

l'imidaclopride, inhibant ainsi la production de métabolites plus toxiques. Cependant, 

les métabolites de l'acétamipride n'étant pas aussi toxiques, que ceux de l’amitraze, la 

détoxification différentielle des mélanges d'imidaclopride et d'acétamipride a un 

impact moindre sur la viabilité cellulaire que leur application individuelle. 

Les bourdons, en revanche, sont moins étudiés en raison de leur statut de 

pollinisateurs sauvages. Leurs nids sont beaucoup plus petits et il existe une plus 

grande diversité au sein du genre Bombus (Goulson, 2010; Goulson & MacLean, 2010). 

La hiérarchie au sein des nids de bourdons est également moins rigide que dans les 

ruches d'abeilles, bien que l'on sache que la taille du corps joue un rôle important dans 

certains aspects de la fonctionnalité et de l'immunité du nid (Shpigler et al., 2013). En 

effet, chez les bourdons, les mécanismes de détoxification des néonicotinoïdes sont 

différents entre les reines, les mâles et les ouvrières. Il apparait ainsi que la caste et le 

sexe des bourdons jouent un rôle majeur dans la détoxification enzymatique du 

clothianidine, un néonicotinoïde nitrosubstitué comme l’imidaclopride (Mobley & 

Gegear, 2018) : les reines et les mâles ont une survie réduite par rapport aux ouvrières 
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lorsque des doses chroniques de clothianidine sont administrées par voie orale. Ce 

mode de contact a induit également plusieurs effets sublétaux parmi les ouvrières et 

les mâles, modifiant l'expression génétique de 332 gènes associés à la physiologie et à 

la fonction, y compris l'immunité et la reproduction. Cette différence de détoxification 

et de résistance aux pesticides au sein d'un même nid serait due à une "susceptibilité 

haploïde" (Mobley & Gegear, 2018). Sur les quelques 500 gènes exprimés pour la 

résistance aux pesticides et les réponses au stress chez Bombus huntii, la reine et les 

ouvrières diploïdes disposent d'un plus grand arsenal de gènes et de ressources pour la 

détoxification des néonicotinoïdes que les bourdons mâles haploïdes. En outre, cette 

diversité dans l'expression génétique est également répercutée sur les stades de vie, les 

femelles adultes ayant porté plus de gènes que leurs homologues larvaires et 

nymphales (Xu et al., 2013).  Une autre cause possible susceptible d’expliquer cette 

divergence pourrait être que l’allocation énergétique chez les reines et les mâles pour 

la reproduction pourrait limiter les ressources consacrées à la résistance aux pesticides, 

bien que cela n'ait pas encore fait l'objet d'une étude approfondie (Mobley & Gegear, 

2018; Xu et al., 2013). 

Trois groupes enzymatiques principaux participent à la détoxification des pesticides 

chez les insectes : les estérases (comme le carboxylestérases), les glutathion-S-

transférases (GST) et les monooxygénases (Clark & Shamaan, 1984; Grant & 

Matsumura, 1988; Győri et al., 2017). Cependant, jusqu'à présent, ces systèmes n'ont 

été étudiés que contre des pesticides plus anciens tels que les carbamates et les 

organophosphorés, et les expositions uniques et non de mélanges de pesticides. Il est 

important de noter que les néonicotinoïdes, qui constituent une classe d'insecticides 

plus récente, sont encore mal compris en ce qui concerne leur devenir métabolique 

chez les insectes non ciblés, tels que le bourdon. En outre, bien qu'ils soient similaires 

dans leur ciblage des nAChR, ils sont toujours chimiquement distincts les uns des 

autres (composés nitrosubstitués et cyanosubstitués au sein de la même classe, par 
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exemple) et déclenchent donc probablement des mécanismes de détoxification 

différents à des doses comparables, comme le montrent les résultats de cet essai. 

Enfin, l'absence de mortalité élevée à la suite d'une exposition aux néonicotinoïdes, en 

particulier chez les abeilles mellifères et les drosophiles, ne peut être le seul baromètre 

de l'impact des néonicotinoïdes sur les insectes pollinisateurs et d'autres insectes non 

ciblés. La mortalité n'est qu'un biomarqueur unique et binaire qui n'est pas 

représentatif de la santé globale des insectes. Actuellement, la mortalité des abeilles est 

déterminée sur la base des valeurs de DL50 rapportées dans la littérature. Cependant, 

ces résultats sont basés sur des tests en laboratoire ou sur le terrain sur des abeilles 

adultes et ne sont pas souvent pondérés pour inclure les larves, qui, par elles-mêmes, 

ont un système immunitaire distinct de celui de leurs homologues adultes, comme 

nous l'avons vu plus haut. L'hémolymphe des larves a une composition différente de 

celle des adultes, en particulier chez les abeilles mellifères et les bourdons. De plus, les 

larves d'abeilles mellifères contiennent un nombre beaucoup plus élevé de 

granulocytes et de cellules perméabilisées que les abeilles adultes et la reine 

(Richardson et al. 2018). En outre, comme les gènes exprimés pour la résistance aux 

pesticides varient selon la caste, le sexe et les étapes de la vie de l'insecte, l'impact des 

néonicotinoïdes sur les larves peut être très différent de ce qui est observé chez les 

adultes, les abeilles ouvrières femelles et même les reines (Mobley & Gegear, 2018; Xu 

et al., 2013). Cette seule distinction pourrait engendrer un effet non seulement sur la 

qualité de la réponse immunitaire à travers les stades différents chez les espèces 

d'abeilles, mais aussi sur l'intensité de l'impact des pesticides, qu’ils soient seuls, en 

mélange et/ou en présence de pathogènes.  
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3.2 Impact des néonicotinoïdes (IMI, ACE) sur la phagocytose 

Les cellules de Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Bombus terrestris ont été exposées 

pendant 18 heures à deux concentrations d'IMI et d'ACE (6 µg/ml et 48 µg/ml), soit 

en exposition unique, soit en cocktail, avec une activation immunitaire par différentes 

concentrations de PGN (0, 1 et 5 µg/ml). La capacité des hémocytes à phagocyter au 

moins une bille de latex, mesuré par cytomètre en flux, a été significativement affectée 

dans des conditions de traitement multiples.  

3.2.1 Drosophila melanogaster 

 
Figure 25 : Activité phagocytaire chez Drosophila melanogaster mesurée après exposition au peptidoglycane (PGN), à 
l'imidaclopride (I) et à l'acétamipride (A) pendant 18 heures. Les groupes de traitement significativement différents de 
leur groupe de contrôle respectif sont indiqués par les lettres différentes (ANOVA, p<0.05, n=3) 

Environ 95 % des hémocytes de drosophile n'ayant reçu aucune stimulation 

immunitaire (Figure 25, PGN 0) ni exposition aux néonicotinoïdes (IMI 0, ACE 0) 

sont capables de phagocyter au moins une bille de latex. Alors que les expositions 

individuelles à l'IMI ou à l'ACE n'ont pas d'effet observable différent du contrôle, une 

réduction significative de l'activité phagocytaire est mesurable lorsque les cellules sont 
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exposées aux quatre cocktails de IMI + ACE. L'effet le plus important est observé 

avec I6-A48 : les cellules ont phagocyté 15 % de moins que le groupe témoin ainsi que 

les cellules exposées individuellement à l'IMI ou à l'ACE. En outre, I6-A6 et I48-A6 

ont des effets comparables, tout comme I48-A48 : les cellules ont phagocyté environ 

10 % de moins que celles du groupe témoin. Les mélanges contenant une 

concentration plus faible d'IMI que d'ACE (I6-A48) ont un effet négatif plus 

important que ceux contenant des doses égales des deux néonicotinoïdes (I6-A6 ou 

I48-A48) ou les cocktails contenant une concentration plus faible d'ACE (I48-A6). 

Ces résultats pourraient suggérer que l'IMI et l'ACE ont un effet antagoniste lié à la 

dose sur les cellules. 

Contrairement aux cellules non stimulées par PGN, 65 % des cellules exposées 

uniquement à 1 µg/mL de PGN (IMI 0, ACE 0) sont capables de phagocyter au 

moins une bille de latex (Figure 25, PGN 1). Il s'agit d'une réduction de 31 % par 

rapport au groupe témoin de PGN 0. De plus, les hémocytes activés et exposés 

simultanément à des expositions uniques ou à des co-expositions d'IMI et d'ACE 

phagocytent plus de billes que le groupe témoin, soit de 15 % à 28 %. Il n'y a pas de 

différence dans la capacité phagocytaire entre les types d'exposition, car les 

expositions individuelles et les expositions en cocktail augmentent de manière 

comparable la phagocytose. L'effet dose-dépendant et antagoniste observé 

précédemment sans activation immunitaire (PGN 0) n'est donc plus observé avec 

PGN 1. 

Aucun effet significativement différent du contrôle n'est observé sur les cellules 

soumises à un défi immunitaire plus fort (Figure 25, PGN 5) quelles que soient les 

conditions testées. Les cellules phagocytent de façon comparable au contrôle avec ou 

sans exposition aux néonicotinoïdes, en maintenant globalement un taux de 

phagocytose de plus de 80 %. Ceci représente certes 10 % de moins que les 
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hémocytes qui n'ont pas été activés (témoin PGN 0), mais 22 % de plus que les 

cellules qui ont reçu une stimulation modérée (témoin PGN 1). Cependant, parmi les 

expositions aux mélanges de pesticides, I6-A6 a un effet négatif plus important : la 

phagocytose diminue de 10 % à 15 % en comparaison des trois autres mélanges, une 

différence significative entre les cocktails. 

3.2.2 Apis mellifera 

 
Figure 26 : Activité phagocytaire chez Apis mellifera mesurée après exposition au peptidoglycane (PGN), à l'imidaclopride 
(I) et à l'acétamipride (A) pendant 18 heures. Les groupes de traitement significativement différents de leur groupe de 
contrôle respectif sont indiqués par les lettres différentes (ANOVA, p<0.05, n=3) 

La phagocytose n'est pas affectée pour les hémocytes d'abeilles exposés à IMI ou à 

ACE en l'absence de PGN par rapport aux cellules du groupe témoin (IMI 0, ACE 0). 

Il n'y a pas non plus d'effet observable entre les expositions uniques et les co-

expositions à IMI et à ACE (Figure 26). Pour toutes ces conditions, plus de 90 % des 

cellules ont phagocyté au moins une bille de latex. Il en est de même lorsque les 

cellules sont traitées avec 5 µg/mL de PGN avec ou sans exposition aux pesticides.  
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Cependant, lorsque les hémocytes sont exposés à 1 µg/mL de PGN combiné à l'IMI 

et à l'ACE, soit en exposition unique, soit en mélange, la capacité phagocytaire est 

réduite d'au moins 16 % (I6 et A48) et au maximum de 31 % (I6-A6) par rapport au 

contrôle (73 %) (Figure 26). En particulier, le cocktail I6-A6 a un effet suppressif plus 

important que les cocktails I6-A48 et I48-A6. Ce phénomène a également été observé 

précédemment avec des hémocytes de drosophile, traitées avec le PGN 5 (Figure 25). 

En outre, par rapport aux cellules non stimulées (témoin PGN 0), l'activité 

phagocytaire en présence de PGN diminue globalement d'au moins 18 %. La 

tendance observée ici confirme l'effet cumulatif du pathogène et du pesticide sur la 

phagocytose. 

3.2.3 Bombus terrestris 

 
Figure 27 : Activité phagocytaire chez Bombus terrestris mesurée après exposition au peptidoglycane (PGN), à 
l'imidaclopride (I) et à l'acétamipride (A) pendant 18 heures. Les groupes de traitement significativement différents de 
leur groupe de contrôle respectif sont indiqués par les lettres différentes (ANOVA, p<0.05, n=3) 

Les hémocytes de Bombus terrestris se révèlent être les plus affectés par IMI et ACE en 

présence de PGN (Figure 27). En l'absence de défi immunitaire (PGN 0), seuls 67 % 
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des hémocytes de bourdons sont capables de phagocyter au moins une bille de latex 

soit presque 30 % de moins que ce qui a été observé chez les abeilles et les 

drosophiles dans les mêmes conditions. Une réduction significative de la phagocytose 

est également observée dans ce traitement (PGN 0) lorsque les cellules sont exposées 

à A6 (-35 %) et à I6-A6 (-29 %). Bien qu'elles ne soient pas significativement 

différentes, les cellules dans les autres conditions du même groupe tendent également 

moins phagocyter que le contrôle. 

Avec l’activation immunitaire PGN 1, 65 % des hémocytes de bourdons phagocytent 

au moins une bille de latex ce qui est similaire aux hémocytes de bourdons sans 

activation immunitaire (PGN 0) (Figure 27). La phagocytose est ici comparable à celle 

des hémocytes de drosophile, mais inférieure de 12 % à celle des cellules d'abeilles 

dans les mêmes conditions. En cas d'activation immunitaire, les hémocytes exposés à 

6 µg/mL et 48 µg/mL d'ACE phagocytent 16 % et 53 % de moins, respectivement, 

que ceux du groupe témoin et ceux exposés à IMI.  Dans ce cas, ACE à 48 µg/mL a 

eu un effet beaucoup plus fort qu’à 6 µg/mL. La réduction de la phagocytose est 

encore plus prononcée avec chacun des quatre mélanges : les hémocytes de bourdons 

exposés à I6-A6, I48-A48, I6-A48 et I48-A6 phagocytent respectivement 46 %, 30 %, 

52 % et 35 % de moins que le contrôle. Une différence importante est observée entre 

les cocktails I48-A48 et I6-A48, ce dernier ayant un effet négatif plus important. Il est 

probable qu'en présence de PGN, des concentrations plus élevées IMI puissent 

affecter la puissance d’ACE dans les cocktails, IMI se comportant comme un 

antagoniste. 

Lorsque la stimulation immunitaire augmente (PGN 5), les cellules de bourdons sont 

plus affectées par les quatre cocktails d'IMI et d'ACE que par les expositions uniques, 

bien que la phagocytose ait généralement diminué dans chacune des huit conditions 

testées (Figure 27). 55 % des hémocytes de bourdons stimulés uniquement avec du 
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PGN 5 (IMI 0, ACE 0) phagocytent au moins une bille de latex. Avec l'exposition aux 

néonicotinoïdes, l'effet le plus important est observé avec I6-A6 et I48-A6, où moins 

de 40 % des cellules sont capables de phagocyter. 

 

L'infection bactérienne et l'intoxication par les néonicotinoïdes entravent la 

phagocytose chez Apis mellifera et Bombus terrestris avec des effets cumulatifs, mais pas 

chez Drosophila melanogaster. 

La différence marquée entre les effets des néonicotinoïdes sur les hémocytes de 

drosophiles, d'abeilles et de bourdons suggère que les hémocytes de bourdons, suivis 

des hémocytes d'abeilles, sont généralement plus sensibles à IMI et à ACE, en 

particulier lorsqu'ils sont co-exposés au cours d'une infection bactérienne. La 

phagocytose peut être déclenchée avec ou sans infection bactérienne, les résultats ci-

dessus semblent indiquer que cette activation différentielle est régie par des voies de 

signalisation différentes. En l'absence de PGN, et donc d'infection bactérienne, les 

billes de latex sont reconnues comme "étrangères" et déclenchent la phagocytose 

indépendamment de la voie Toll (Desjardins & Griffiths, 2003; Gu et al., 2014; 

Hayashi et al., 2003; Schroeder & Kinden, 1983). Dans ces conditions, les mélanges de 

néonicotinoïdes, en dehors des variations de doses, sont capables soit d'entraver la 

phagocytose des hémocytes de drosophile, soit d'avoir un effet variable sur les 

hémocytes des bourdons et des abeilles. 

Cependant, avec un défi immunitaire modéré (PGN 1), représentatif d'une infection 

bactérienne à Gram positif, la phagocytose est déclenchée par l'activation de la voie de 

signalisation Toll via le complexe PRR-PAMP, ainsi que par la reconnaissance des 

billes de latex. Ici, IMI et ACE amplifient de manière significative la phagocytose des 

hémocytes de drosophile, ou entravent celle des hémocytes d'abeilles et de bourdons, 

que ce soit en simple ou co-exposition. Il est probable que la phagocytose initiée par 
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la voie Toll soit plus vulnérable à l'interférence des néonicotinoïdes peut-être en 

raison d'une réorientation des ressources et de l'énergie vers la voie de péage. Comme 

la voie Toll et ses produits dépendent fortement de l'expression de gènes tels que Toll, 

spaetzle et myD88, il est probable que IMI et/ou ACE inhibent l'expression génétique, 

réduisant ainsi également l'activité phagocytaire. 

Ces résultats sont cohérents avec ceux de Walderdorff et al. 2018 où une diminution 

de la phagocytose a été observée pour les hémocytes de drosophile, d'abeille et de 

bourdon, activés avec du LPS (lipopolysaccharide provenant de bactéries Gram 

négatives) et exposés à des concentrations d'IMI allant de 1 µg/ml à 100 µg/ml 

pendant 5 heures ou 24 heures. L'étude a révélé une diminution globale de la 

phagocytose de 15 % chez les abeilles mellifères et de 45 % chez les bourdons 

(Walderdorff et al., 2018). Le LPS et le PGN sont des activateurs immunitaires très 

différents. Ils font cependant tous les deux parties intégrantes de la paroi cellulaire et 

sont connus pour déclencher la phagocytose, ainsi que d'autres réponses immunitaires 

telles que la production de PAM. Le LPS se trouve en abondance dans les bactéries 

Gram négatives telles que Escherichia coli (E. coli) et déclenche la voie de signalisation 

Imd qui est impliquée dans la phagocytose de ces bactéries Gram négatives. En 

revanche, PGN se trouve en abondance dans les bactéries à Gram positif telles que 

Staphylococcus aureus (S. aureus). La phagocytose des bactéries à Gram positif et des 

champignons est souvent initiée par l'activation de la voie Toll, qui est déclenchée par 

le PGN. 

Sur la base de leurs résultats, Walderdorff et al. 2018 ont émis l'hypothèse qu'IMI 

pouvait être en mesure d'inhiber des éléments de la voie de l'Imd, ce qui a entraîné 

une réduction de l'activité phagocytaire. Dans la présente étude, la présence de PGN 

pendant l'exposition à IMI et/ou à ACE a entraîné une réponse phagocytaire plus 

forte de la part des hémocytes de drosophile, mais une réduction significative de la 

phagocytose chez les abeilles et les bourdons. Il est donc probable que IMI et ACE, 
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en présence d'une infection bactérienne à Gram positif, aient un effet modulateur sur 

la voie de signalisation Toll chez Drosophila melanogaster différent de celui observé chez 

les abeilles et les bourdons. 

Ces résultats montrent aussi les limites de Drosophila melanogaster en tant que modèle 

écotoxicologique représentatif des insectes, en particulier les pollinisateurs, pour les 

études comparatives. Ceci est illustré par les différences quant à la qualité de la 

réponse immunitaire entre Drosophila melanogaster et les espèces de pollinisateurs 

étudiés ici, notamment en ce qui concerne l'impact des pesticides et des pathogènes 

sur la phagocytose.  

3.3 Impact des néonicotinoïdes (IMI, ACE) sur H2O2 

La concentration de peroxyde d'hydrogène (H2O2) produit à la suite d'une activation 

immunitaire et d'une exposition simultanée à des néonicotinoïdes pendant 3 heures a 

été mesurée dans des hémocytes de Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Bombus 

terrestris. 
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3.3.1 Drosophila melanogaster 

 
Figure 28 : Production de peroxyde d'hydrogène (H2O2) chez Drosophila melanogaster mesurée après exposition au 
peptidoglycane (PGN), à l'imidaclopride (I) et à l'acétamipride (A) pendant 3 heures. Les groupes de traitement 
significativement différents de leur groupe de contrôle respectif sont indiqués par les lettres différentes (ANOVA, 
p<0.05, n=3) 

Les hémocytes de Drosophila melanogaster sont significativement affectés par IMI et 

ACE quels que soient les concentrations de néonicotinoïdes, peptidoglycane et leurs 

combinaisons (Figure 28). Les cellules qui n'ont pas été stimulées par PGN et qui 

n'ont été exposées à aucun pesticide (témoins) produisent 0,366 µM de peroxyde 

d'hydrogène. Lors de l'exposition aux pesticides uniquement, la production de H2O2 

augmente nettement. Avec des doses singulières d'IMI ou d'ACE (I6 et A6), les 

cellules produisent respectivement 1,07 µM (+65%) et 0,99 µM (+63%) de H2O2. 

Lorsque l'exposition augmente à 48 µg/mL (I48 et A48), cette production réduit à 

0,77 µM (+52%) et 0,85 µM (+57%), respectivement, en restant significativement 

supérieure à celle du groupe témoin même s’il n’y a pas une différence entre elles. Les 

mélanges d'IMI et d'ACE stimulent également une production plus élevée de 

peroxyde d’hydrogène. Les deux cocktails contenant la plus forte concentration 
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d'ACE (I48-A48 et I6-A48) ont un effet comparable aux doses singulières d'IMI et 

d'ACE mentionnées ci-dessus (I6 et A6), produisant environ 0,97 µM (+62 %). 

Lorsque les cellules sont stimulées uniquement par 1 µg/mL de PGN, la production 

de H2O2 est multipliée par deux pour atteindre 0,7 µM (+50 %) par rapport aux 

cellules qui n'avaient pas été stimulées (PGN 0). Cela indique une activation cellulaire 

induite significative et illustre l'efficacité du peptidoglycane en tant qu'activateur 

immunitaire. Cette production est ensuite significativement augmentée lorsque les 

cellules sont exposées à l'une des huit concentrations de néonicotinoïdes. Après 

exposition à des doses d'IMI ou d'ACE seuls, les cellules produisent environ 1,25 µM 

(+44%) de H2O2, à l'exception de l'A48 qui a un impact beaucoup plus fort que les 

cocktails, puisque les cellules produisent 1,6 µM (+56%) de H2O2 et d’environ 1,5 µM 

(+53%) pour les mélanges de pesticides. Les résultats entre les doses ne sont pas 

significativement différents. 

Il est intéressant de noter qu'après l'administration d'une dose plus forte d'activateur 

immunitaire (PGN 5), la production de peroxyde d'hydrogène a diminué, et de 

manière particulièrement significative lors de l'exposition à une dose élevée d'IMI, 

bien que les résultats ne soient pas différents entre eux. Les cellules du groupe témoin 

produisent 1,21 µM de H2O2. En comparaison, les cellules exposées à une forte dose 

d'IMI, soit en une seule fois (I48), soit dans le cadre d'un cocktail (I48-A48 et I48-A6), 

ont produit 44% moins, soit 0,69 µM, 0,68 µM et 0,67 µM, respectivement. 
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3.3.2 Apis mellifera 

 
Figure 29 : Production de peroxyde d'hydrogène chez Apis mellifera mesuré après exposition au 
peptidoglycane (PGN), à l'imidaclopride (I) et à l'acétamipride (A) pendant 3 heures. Les groupes de 
traitement significativement différents de leur groupe de contrôle respectif sont indiqués par les 
lettres différentes (ANOVA, p<0.05, n=3) 

Des variations significatives ont été observées pour les hémocytes d'abeilles traités 

avec des mélanges de cocktails dans les trois groupes de PGN (0, 1 et 5). Les cellules 

qui n'ont pas été soumises à un défi immunitaire (PGN 0) mais qui ont été exposées à 

des pesticides ne montrent un effet marqué que lorsqu'elles sont exposées à des 

cocktails de I6-A6, I6-A48 et I48-A6 (Figure 29). Le groupe témoin (PGN 0, IMI 0, 

ACE 0) produit 4,13 µM de H2O2. En comparaison, les cocktails I6-A6 et I6-A48 

augmentent la production d’H2O2 jusqu'à 5,63 µM et 5,54 µM, soit une augmentation 

de 30 %, tandis que I48-A6 a diminué la production de 20 % à 3,33 µM. Ce dernier, 

bien qu’il ne soit pas significatif par rapport au contrôle, est le seul cocktail à réduire la 

production de H2O2 dans les hémocytes d'abeilles, une tendance observée avec les 

trois traitements PGN. 
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Avec une activation immunitaire modérée (PGN 1), deux des quatre cocktails ont un 

effet significatif sur la production de H2O2. Les cellules exposées à I6-A6 produisent 

25% de H2O2 en plus (6,27 µM) par rapport au contrôle (5,01 µM), tandis que I48-A6 

diminue la production de 20% (4,0 µM). Par ailleurs, A48 diminue également la 

production de 20% par rapport au contrôle. L'effet du cocktail I48-A6 peut donc être 

comparé à une dose unique d'A48, les deux conditions supprimant de manière 

similaire la production dans les cellules soumises à un défi immunologique.  

Bien qu'aucun changement significatif n'ait été observé dans les conditions testées par 

rapport au contrôle (4,7 µM) dans les hémocytes stimulés avec 5 µg/mL de PGN, une 

variation significative est observée entre les expositions individuelles à l'ACE et aux 

mélanges. L'ACE à faible dose (A6) se comporte de manière similaire à I6-A6, les 

deux conditions induisant 6,0 µM de H2O2 soit 33 % de plus que I48-A6 et A48 seuls. 

I48-A6 et A48 seuls provoquent aussi la production de 3,6 µM de H2O2 chacun. 

Les co-expositions d'IMI et d'ACE sont généralement assez puissantes pour avoir un 

effet sur les hémocytes d'abeilles. Toutefois, cet effet diminue sensiblement avec 

l'augmentation de la stimulation immunitaire par le PGN, car aucun effet significatif 

différent du contrôle n'est observé dans les cellules exposées à 5 µg/mL de PGN. Par 

ailleurs, dans un cocktail avec l'ACE, l'IMI se comporte de manière synergique à des 

doses plus faibles et de manière antagoniste à des doses plus élevées, bien que cela soit 

réduit lorsque les cellules sont de plus en plus stimulées par le PGN. Avec le PGN 0, 

les cocktails contenant 6 µg/mL d'IMI ont amplifié les effets de l'ACE, comme en 

témoignent I6-A6 et I6-A48, tandis que I48-A6 a induit des concentrations 

significativement plus faibles de H2O2. Avec le PGN 1, seul I6-A6 incite les 

hémocytes à produire plus de H2O2 et I6-A48 n'a plus d'effet, tandis que I48-A6 

induit de nouveau des concentrations significativement plus faibles de H2O2. Avec le 

PGN 5, I6-A6 et I6-A48 n'ont plus d'effet sur les cellules, mais I48-A6 continue à 
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réduire significativement la concentration de H2O2 par rapport aux autres cocktails. 

Ceci démontre que l'augmentation du défi bactérien modifie le stress oxydatif subi par 

les cellules avec les cocktails contenant I6 mais pas avec ceux contenant I48. 

3.3.3 Bombus terrestris 

 
Figure 30 : Production de peroxyde d'hydrogène chez Bombus terrestris mesuré après exposition au 
peptidoglycane (PGN), à l'imidaclopride (I) et à l'acétamipride (A) pendant 3 heures. Les groupes de 
traitement significativement différents de leur groupe de contrôle respectif sont indiqués par les 
lettres différentes (ANOVA, p<0.05, n=3) 

Les hémocytes de bourdons produisent significativement plus de H2O2 lorsqu'ils sont 

exposés à toutes les concentrations testées d'IMI et d'ACE, avec ou sans activation 

immunitaire (Figure 30).  

Sans activation immunitaire et sans exposition aux pesticides (PGN 0, IMI 0, ACE 0), 

les cellules produisent 24 µM de H2O2. Cette production augmente jusqu'à 29 µM 

(+17%) lorsque l'IMI et l'ACE sont présents, seuls ou en mélange et pour toutes les 

concentrations testées. Cela suggère que l'imidaclopride et l'acétamipride sont des 

activateurs immunitaires pour les bourdons, qu'il s'agisse de doses uniques ou de 
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cocktails, car ils incitent les hémocytes de bourdons à produire du peroxyde 

d'hydrogène à des concentrations significativement plus élevées que les cellules au 

repos, même en l'absence de défi immunitaire. 

Une tendance similaire est observée lorsque les cellules sont soumises à un défi 

immunitaire (PGN 1). Les cellules sont affectées par les deux concentrations d'IMI 

testées mais d’une façon moins importante ; I6 et I48 augmentent toutes deux la 

production de H2O2 de 10%. L'ACE à 48 µg/mL augmente également la production 

de H2O2 de 13 %, tout comme deux des quatre cocktails contenant des parts égales 

d'IMI et d'ACE : I6-A6 (+13 %) et I48-A48 (+10 %).  

Avec une activation immunitaire utilisant 5 µg/mL de PGN, toutes les expositions 

aux pesticides stimulent une surproduction significative de H2O2. Des différences 

significatives sont également observées entre les traitements pesticides, en particulier 

avec I48, I48-A48 et A48. A48 stimule une production beaucoup plus élevée, 

indiquant une relation antagoniste entre ACE et IMI en présence de PGN, où IMI 

limite les effets d’ACE. 

IMI et ACE dérégulent le système de ROS en perturbant la production et régulation 

de peroxyde d’hydrogène chez les abeilles et les bourdons 

La production de H2O2 est importante pour éliminer les infections bactériennes et 

virales au sein de l'organisme (Bayr, 2005; Evans et al., 2006; Feldhaar & Gross, 2008). 

Il est important de noter que les ROS et les RNS sont souvent des armes à double 

tranchant car leur présence, bien que bactéricide, entraîne inévitablement des 

dommages cellulaires par oxydation (Felton & Summers, 1995; Rosales & Uribe-

Querol, 2017). Cela nécessite le maintien d'un équilibre de concentration délicat au 

sein de l'organisme afin de provoquer le moins de dommages collatéraux possible. La 

surproduction démontrée ici, en particulier chez les bourdons, est donc inquiétante 

car cela signifie qu'un plus grand nombre de cellules subiraient des dommages 
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oxydatifs inutiles, ce qui entraînerait une plus grande mortalité cellulaire. Ce dernier 

est bien observé avec l’essai de la viabilité cellulaire (Figure 24c.) dont les cellules de 

bourdons sont démontrées le plus grand taux de mortalité cellulaire après chaque 

traitement de PGN, IMI et ACE. D'autre part, la suppression de la production 

d’H2O2 lors d'une infection bactérienne, comme c’est le cas pour les hémocytes 

d'abeilles, compromet l'efficacité bactéricide de la réponse immunitaire et empêche 

l'organisme d’éliminer les pathogènes invasifs, une étape importante également liée à 

la phagocytose (Nazario-Toole & Wu, 2017; Rosales & Uribe-Querol, 2017).  

Pour limiter la production de ROS et maintenir l’équilibre mentionné ci-dessus, les 

cellules d’insectes utilisent un mécanisme de rétroaction négative, principalement par 

l'intermédiaire d'enzymes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) 

et les peroxydases (POD) (Felton & Summers, 1995). Comme observé 

précédemment, la plupart des traitements chez les trois espèces ont entraîné une 

surproduction d’H2O2, il est donc probable que cette boucle de rétroaction négative a 

été interrompue ou entravée par l'IMI ou l'ACE, ou les deux en cocktail. 

En outre, Sukkar et al. (2023) ont constaté que même avec une viabilité cellulaire plus 

élevée, les hémocytes d'abeilles produisaient moins de H2O2 lorsqu'ils étaient activés 

par le zymosane A. Au contraire, cette étude démontre que les hémocytes d'abeilles 

activés par le PGN produisaient plus de H2O2 tout en démontrant simultanément une 

viabilité cellulaire élevée. Cela pourrait indiquer que les abeilles mellifères disposent de 

mécanismes de détoxification différents déclenchés par le PGN et le zymosane A 

(Sukkar et al., 2023), de sorte que les cellules réagissent différemment à des activateurs 

immunitaires différents. 

Comme pour la plupart des toxines, c'est la dose qui fait le poison (Blacquière et al., 

2012; Hooven et al., 2006; Ministry of Agriculture, Food and Fisheries, British 

Columbia, Canada, 2022). Chez les abeilles, des doses singulières plus faibles d'IMI et 
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d'ACE n’affectent la production de H2O2 pour aucun des trois groupes de traitement, 

ce qui suggère que les doses de 6 µg/mL d'IMI ou d'ACE seules sont trop faibles 

pour induire un stress oxydatif inhabituel quel que soit le niveau d'activation 

immunitaire chez cette espèce. Les sites de liaison des nAChR, spécifiques de l'IMI et 

de l'ACE, que l'on trouve également sur les hémocytes, peuvent être classés à faible ou 

à forte affinité. La plupart des hémocytes ont un plus grand nombre de sites de liaison 

à faible affinité pour les néonicotinoïdes qui ne sont activés que lors de l'exposition à 

des doses plus élevées, ce qui pourrait expliquer l'absence de réactivité oxydative avec 

de faibles doses d'IMI et d'ACE. Il est également possible que les abeilles mellifères 

aient un plus grand nombre d'hémocytes portant des sites de liaison à faible affinité 

que les bourdons ou les drosophiles. 

Cette hypothèse est étayée par deux faits :  

(i) Plusieurs conditions avec des concentrations plus élevées d'IMI et d'ACE, 

en particulier les mélanges, induisent des productions plus élevées d’H2O2 

chez les abeilles 

(ii)  Les hémocytes d'abeilles exposés à des cocktails contenant des 

concentrations plus élevées d'IMI ou d'ACE (I48-A48 ; I6-A48 ; I48-A6) 

ont une viabilité d’au moins 2% plus élevée que le contrôle lors des essais de 

viabilité discutés dans la section 3.1 (Figure 24b). 

Selon Martelli et al. (2020), l'imidaclopride induit la production de ROS et déclenche 

un stress oxydatif dans le cerveau larvaire et adulte de Drosophila melanogaster (Martelli 

et al., 2020). L'exposition chronique (1 heure) à de faibles doses d'IMI (2,5 ppm) 

augmente rapidement la concentration d’anion Superoxyde générée dans le cerveau 

des larves. Ce phénomène a été attribué à un afflux lent mais régulier de Ca2+ dans les 

neurones lorsque l'IMI se lie de manière compétitive aux nAChRs sur les membranes 

cellulaires, entraînant ainsi un certain nombre de conséquences : génération de ROS, 
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dysfonctionnement mitochondrial, mobilisation des lipides et neurodégénérescence 

(Martelli et al., 2020; Wei et al., 2020). De plus, ce stress oxydatif est principalement 

dû à des dommages mitochondriaux associés à un impact direct du flux d'ions calcium 

ou à une augmentation de l'expression et de l'activation de l'oxyde nitrique synthase 

(NOS), nécessaire à la génération de NO, et non à une augmentation de l'expression 

des NADPH oxydases (Martelli et al., 2020). 

 
Figure 31 : Production de H2O2 chez Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Bombus terrestris après 
traitement avec PGN et exposition aux IMI et ACE. Les groupes de traitement (PGN) 
significativement différents sont indiqués par les lettres différentes (ANOVA, p<0.05, n=3)  

Les résultats de la Figure 31 confirment la différence de qualité de la réponse 

immunitaire des hémocytes de drosophile, d'abeilles et de bourdons (Figure 31). Les 

hémocytes d'abeille semblent plus affectés par les mélanges d'IMI et d'ACE (effet 

cocktail) alors que les hémocytes de bourdon sont sensibles à toutes les conditions 

testées par rapport leurs témoins, démontrant une augmentation constante de la 

production d'H2O2. De leur côté, les hémocytes de drosophile, bien qu'également très 

sensibles à ces néonicotinoïdes et surtout pendant une activation immunitaire avec 

PGN 1, montrent des réponses différées aux mêmes doses et aux mêmes mélanges. 

Cela souligne la nécessité de faire preuve de prudence lors de l'extrapolation des effets 

des néonicotinoïdes entre les différentes espèces d'insectes.  
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3.4 Impact des néonicotinoïdes (IMI, ACE) sur l’expression génétique de 
spaetzle et myD88 

L'expression génétique de spaetzle et de myD88 a été mesurée par RT-PCR en deux 

étapes. L'ARN des cellules exposées à chaque condition a été extrait et transcrit pour 

obtenir de l'ADNc. Cet ADNc a ensuite été traité avec du SYBR Green (marquage 

fluorescent spécifique de l'ADN) et des amorces spécifiques à spaetzle et myD88, les 

deux gènes faisant partie intégrante de la voie de signalisation Toll. Les produits 

amplifiés des gènes ciblés ont été lus par PCR et comparés à des gènes de référence, 

afin de mesurer leur degré d'expression dans chaque condition testée. 

3.4.1 Apis mellifera 
3.4.1.1 Expression de spaetzle et de myD88 à PGN 0  

Dans l'ensemble (Figure 32), l'IMI et l'ACE réduisent l'expression des gènes dans les 

hémocytes n'ayant pas reçu de stimulation immunitaire (PGN 0), les mélanges ayant 

un effet plus prononcé que les doses uniques de l'un ou l'autre des pesticides testés. 

Une faible dose d'IMI (I6) induit une surexpression de spaetzle chez des hémocytes 

non soumis à un défi immunologique. IMI se comporte donc comme un activateur 

immunitaire de la voie Toll. Cependant, la même dose n'a pas d'effet sur myD88. À 

une dose plus élevée (48 µg/mL), l'IMI inhibe l'expression de spaetzle (Figure 32a) 

mais n'a pas d'effet sur l'expression de myD88 (Figure 32b). 

En revanche, les deux doses uniques d'ACE (A6 et A48) régulent à la baisse 

l'expression de spaetzle (Figure 32a) et de myD88 (Figure 32b). L'inhibition de spaetzle 

est également observée avec les quatre mélanges. En effet, les cocktails contenant des 

doses plus élevées d'IMI ou d'ACE (I48-A48, I48-A6, I6-A48) entraînent une 

diminution plus importante de l'expression de spaetzle. 
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Figure 32 : Expression génétique de (a) spaetzle et (b) myD88 après exposition à l'imidaclopride (I) et à 
l'acétamipride (A) sans activation immunitaire (0 µg/mL de peptidoglycane (PGN 0)). Les 
différences significatives sont indiquées par des lettres (ANOVA, p>0,05 ; n=3). 

Comme pour spaetzle, dans les cocktails, ACE a également contré l'effet de l'IMI sur 

myD88, qui est ici significativement sous-exprimé, sauf lorsqu'il est exposé à l'I6-A6, 

qui ne montre pas de différence marquée dans l'expression (Figure 32b). Il est 

possible que l'ACE ait un effet antagoniste à l'IMI, car il dépasse l'effet moyen de 

l'IMI en supprimant l'expression de spaetzle et de myD88, que ce soit seul ou en 

mélange. Cet effet est aussi observé sur la phagocytose et la production de H2O2 chez 

les abeilles, mentionné ci-dessous, et peut confirmer l’effet antagonique de l’IMI et de 

l’ACE dans les mélanges. 

3.4.1.2 Expression de spaetzle et de myD88 à PGN 1 

Stimulées conjointement par PGN 1, 48 µg/mL d'IMI activent l’immunité (Figure 

33a), induisant une surexpression de spaetzle. C'est le seul effet observé après 

exposition aux néonicotinoïdes (Figure 33a). Des doses uniques d'IMI n'ont pas 

d'effet sur l'expression de myD88. Cependant, comparées les unes aux autres, les doses 

d'I48 induisent une expression plus élevée de myD88. Toutes les expositions à 

l'acétamipride (seul ou dans un cocktail) induisent une diminution significative de 
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l'expression de myD88 par rapport au contrôle et aux doses uniques d'IMI (Figure 

33b). 

 
Figure 33 : Expression génétique de (a) spaetzle et (b) myD88 après exposition à l'imidaclopride et à 
l'acétamipride avec activation immunitaire (1 µg/mL de peptidoglycane). Les différences 
significatives sont indiquées par des lettres (ANOVA, p>0,05 ; n=3). 

3.4.1.3 Expression de spaetzle et de myD88 à PGN 5 

Lorsqu'ils sont traités avec le PGN 5 (Figure 34), les deux gènes montrent une faible 

réponse à l'un ou l'autre des néonicotinoïdes, qu'ils soient présentés seuls ou en 

mélange. spaetzle n'est surexprimé que lorsqu'il est exposé à I48 (Figure 34a.). Cette 

surexpression est également observée avec myD88 à la même concentration (Figure 

34b), multipliée au moins par un facteur dix. La dose la plus faible d'IMI (I6) induit 

également l'expression de myD88, quoique moins que I48, démontrant un effet dose-

dépendant. Un résultat similaire est également observé lorsqu'IMI est couplé à 6 

µg/mL d'ACE (I6-A6). 

Il est intéressant de noter que, comme spaetzle, l'expression de myD88 n'a pas changé 

de manière significative, que ce soit lors de l'exposition à l'ACE seul ou lors de 

l'exposition à des cocktails contenant des doses élevées. Ceci est différent de 

l'expression de myD88 lorsque les cellules ont été soumises au PGN 0 ou au PGN 1 

où l’ACE seul ou en mélange avec l’IMI réduit significativement l’expression de 
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myD88 par rapport au contrôle de chaque groupe. Vu que les deux gènes ne sont ni 

surexprimés ni sous-exprimés, il est possible que la concentration de 5 µg/mL de 

PGN ait activé d’autres mécanismes de détoxification enzymatique plus rapides 

(SOD, CAT, GST) : les cellules redirigeraient alors leurs ressources sur un mécanisme 

de détoxification constitutif et réactif et non un système induit, plus lent comme la 

voie Toll (Daborn et al., 2012; Tauszig-Delamasure et al., 2002). En conséquence, les 

cellules sont beaucoup tolérantes au PGN à 5 µg/mL qu’à 1 µg/mL. Ceci est aussi 

observé chez les abeilles avec la phagocytose et la production de ROS où la forte 

concentration de PGN à 5 µg/mL n’a pas d’effet significatif. Ce type de tolérance à 

l’activateur immunitaire a aussi été observé avec LPS (Buckley et al., 2006; Sato, 2002) 

et avec Zymosane A (Sukkar, 2023; Sukkar et al., 2023). 

 
Figure 34 : Expression génétique de (a) spaetzle et (b) myD88 après exposition à l'imidaclopride et à 
l'acétamipride avec activation immunitaire (5 µg/mL de peptidoglycane). Les différences 
significatives sont indiquées par des lettres (ANOVA, p>0,05 ; n=3). 

La voie de signalisation Toll fait partie intégrante de la réponse immunitaire innée des 

insectes. Elle est conservée chez toutes les espèces. Le gène spaetzle intervient au début 

de la voie Toll et est responsable de la reconnaissance bactérienne (« spaetzle mediated 

bacterial recognition »). L'expression de spaetzle est nécessaire pour la reconnaissance 

des PAMP tels que le peptidoglycane, qui sont reconnus lorsqu'ils se lient au récepteur 

Toll et forment ensuite un dimère avec la protéine Spaetzle (codée par le gène spaetzle). 
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Composant bien caractérisé, la protéine Spaetzle n'est pas seulement responsable de 

l'activation de la voie de signalisation Toll : elle est également impliquée dans le 

développement des embryons d'insectes, en particulier dans le développement du 

schéma dorso-ventral des embryons de Drosophila melanogaster (Morisato & Anderson, 

1994; D. S. Schneider et al., 1994). Chez les insectes, l'hémolymphe circule dans 

l'hémocoele qui est relié à ces axes dorso-ventraux. Morisato et al. (1994) ont 

démontré qu'une surexpression de spaetzle entraînait une modification de la forme 

normale de l'axe dorso-ventral chez les embryons de drosophile, conduisant ainsi à un 

risque accru de mort embryonnaire (Duneau et al., 2017; Morisato, 2001; Morisato & 

Anderson, 1994; D. S. Schneider et al., 1994; Stein & Stevens, 2014). De plus, des 

concentrations plus élevées de la protéine Spaetzle augmentent la dissociation du 

complexe de signalisation dimérique Toll-Spaetzle, ce qui pourrait également établir 

une boucle de rétroaction négative inhibant la progression de la voie de signalisation 

Toll (Parthier et al., 2014).  

D'autre part, myD88, codant pour une protéine adaptatrice transductrice de signal 

dans la voie Toll, fait partie intégrante de la résistance aux infections bactériennes 

(Horng & Medzhitov, 2001; Patnaik et al., 2014; Tauszig-Delamasure et al., 2002). 

Tauszig-Delamasure et al. (2002) ont démontré que les drosophiles déficientes en 

myD88 étaient très sensibles aux infections bactériennes et fongiques à Gram positif. 

Patnaik et al. (2014) ont en outre déterminé que l'absence de myD88 chez les larves de 

Tenebrio molitor compromet la capacité de l'insecte à résister à l'infection par S. aureus 

et Horng & Medzhitov (2001) ont prouvé que le blocage de myD88 inhibe 

efficacement la voie Toll et la production de drosomycine chez la drosophile. 

Dans notre étude, l'exposition des abeilles à l'IMI et à l'ACE semble affecter la voie 

Toll au niveau de la reconnaissance des pathogènes (spaetzle) et de la transduction des 

signaux (myD88). En outre, l'effet de l'ACE semble être plus intense que celui de 
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l'IMI. Cependant, sa coprésence avec l'IMI et leur synergie observée montrent que les 

deux néonicotinoïdes peuvent avoir des effets radicaux sur l'immunité des abeilles. 

L'imidaclopride, seul, est un activateur immunitaire de la voie Toll à une faible 

concentration (6 µg/mL) dans les hémocytes qui n'ont pas encore été stimulés par le 

système immunitaire et à une concentration plus élevée (48 µg/mL) dans les 

hémocytes qui ont été soumis à un défi immunitaire. L'IMI a le même effet sur 

l'expression de myD88, qui apparaît plus en aval dans la voie Toll, mais seulement 

lorsque les cellules sont stimulées par 5 µg/mL de PGN. L'ACE, en revanche, est un 

suppresseur immunitaire, qu'il agisse seul ou dans le cadre d'un cocktail. 

En l'absence d'activation immunitaire, l'ACE inhibe fortement l'expression génétique 

de spaetzle et de myD88. Cependant, lorsque les cellules sont soumises à un défi 

immunitaire, cet effet est annulé pour spaetzle, tandis que myD88 en aval reste 

significativement sous-exprimé, ce qui démontre que l'exposition à l'ACE pendant une 

infection bactérienne comprime la capacité et la qualité de la réponse immunitaire 

chez les abeilles mellifères. En effet, Brandt et al. 2016 ont rapporté que les abeilles 

mellifères exposées aux néonicotinoïdes imidaclopride, clothianidine et thiaclopride 

pendant 24 heures présentaient une activité antimicrobienne significativement réduite. 

Indépendamment de leurs effets individuels, les cocktails d'IMI et d'ACE ont le plus 

souvent régulé à la baisse l'expression des deux gènes, bien que la dose plus élevée de 

PGN ait contrebalancé ces effets. L'IMI et l'ACE agissent donc en synergie lorsqu'ils 

affectent l'expression de spaetzle et de myD88. 

Le dérèglement de ces deux gènes chez les abeilles butineuses dû au contact avec les 

néonicotinoïdes est préoccupant. Faisant partie d'une voie immunitaire constitutive, 

spaetzle et myD88 sont normalement toujours exprimés à un certain degré dans les 

hémocytes (Weber et al., 2003). Par conséquent, la régulation à la baisse de leur 

expression, même en l'absence de défi immunitaire, compromet une réponse 
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immunitaire robuste au cas où l'abeille serait confrontée à un défi immunitaire. Alors 

que la réduction de l'expression de spaetzle pourrait suggérer que l'exposition à ces 

deux néonicotinoïdes compromettrait la capacité des hémocytes d'abeilles à 

reconnaître les pathogènes et conduirait à des déformations physiques de la cavité 

dorso-ventrale de l'insecte, la réduction de l'expression de myD88 pourrait entraîner 

une interruption complète de la transduction du signal au sein de la voie de Toll. Par 

conséquent, la baisse remarquable de la régulation de ce gène par les néonicotinoïdes 

chez Apis mellifera au cours d'un défi immunitaire, telle qu'observée dans cette étude, 

est alarmante. 

En effet, lorsque l'expression réduite de myD88 est analysée conjointement avec le test 

de phagocytose sur les hémocytes d'abeilles (section 3.2.2 et 3.4.1), un lien possible 

entre l'action des pesticides et l'infection bactérienne sur la phagocytose et l'expression 

des gènes émerge. La réduction significative de la phagocytose des billes de latex 

observée en présence de PGN peut donc être liée à la régulation à la baisse de myD88 

dans les mêmes conditions. 

3.4.2 Bombus terrestris 

Afin d'obtenir des quantités suffisantes d'ARN pour l’étude de spaetzle et de myD88, 

les cellules doivent présenter une faible mortalité. Au cours du processus d'exposition, 

les cellules de bourdons ont présenté une forte mortalité, comme le montrent les tests 

de viabilité (section 3.1). Des débris cellulaires et une forte mélanisation ont également 

été observés dans les plaques d'exposition après l'incubation avec le PGN et les 

pesticides. 

Afin d'obtenir de l'ADNc utile, soit 100 ng par puits pour la RT-PCR, et de mesurer 

avec précision l'expression génétique avec le SYBR Green, environ 500 ng/µL d'ARN 

utile sont nécessaires pour chaque échantillon. L'hémolymphe de bourdon 

fraîchement extraite et non traitée a permis de récupérer 188 ng d’ARN/µL (Figure 
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35). En revanche, les cellules de bourdons traitées avec des PGN et exposées à l'IMI 

et/ou à l'ACE pendant 18 heures ont donné au maximum 60 ng d’ARN/µL. Ces 

concentrations trop faibles ne permettent pas la production d'ADNc pour un 

traitement en aval avec SYBR Green. De plus, la qualité de l'ARN produit était 

également insuffisante.  

 
Figure 35 : Quantité de l'ARN obtenu de Bombus terrestris après traitement avec PGN et les néonicotinoïdes IMI et 
ACE pendant 18 heures. La quantité obtenue de l’hémolymphe frais et sans traitement (la ligne rouge cassé à 188 
ng/µL) était un peu plus haute que le moyen des échantillons traités. La quantité nécessaire est environ 500 ng/µL 
(la ligne rouge continue). 
La faible viabilité peut être attribuée à plusieurs facteurs :  

a. Les cellules de bourdons se dégradent et mélanisent rapidement in vitro. 

L'hémolymphe doit donc être extraite et les cellules qu’elle contient doivent être 

utilisées immédiatement après collecte. Lorsque les cellules sont en suspension 

dans un milieu, la mélanisation est aggravée, ce qui rend difficile le maintien de 

l'intégrité cellulaire pour la durée des essais.  

b. Le milieu cellulaire utilisé pour les essais sur les bourdons a été initialement 

conçu pour les abeilles (milieu modifié WH2) (Hunter, 2010) et semble peu 
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approprié pour le maintien de cultures de cellules de bourdons pendant 18 

heures. Bien qu'appartenant à la même famille, les abeilles et les bourdons ont 

des systèmes métaboliques différents et ne présentent pas la même sensibilité. La 

littérature actuelle, bien que riche en études in vitro sur les abeilles, référence peu 

de travaux relatifs à la culture de cellules de bourdons et aucun milieu de culture 

spécifique n’a, à ce jour, été référencé. 

c. Les bourdons ne sont pas domestiqués et n’ont subi aucun processus de 

sélection  (Goulson & MacLean, 2010). Contrairement à Apis mellifera, ils ont 

montré une plus grande vulnérabilité aux pesticides et une plus grande fragilité 

face aux stress. Ceci est mis en évidence par la réduction de l'activité 

phagocytaire ainsi que par la production plus élevée de H2O2, deux indicateurs 

de stress chimique et oxydatif pour le système immunitaire et de l'organisme 

dans son ensemble. Ces cellules semblent avoir système de détoxification peu 

efficace, ce qui entraîne une plus grande mortalité cellulaire. En effet, la viabilité 

cellulaire n'a augmenté que lorsque les cellules ont été soumises à un défi 

immunitaire élevé (PGN 5) et à des cocktails de néonicotinoïdes, ce qui suggère 

que les infections bactériennes légères associées à l'exposition aux pesticides sont 

suffisamment puissantes pour empêcher une réponse immunitaire robuste tout 

en générant des doses significativement dommageables de ROS. 

d. La durée d'exposition des hémocytes de bourdons pourrait avoir été trop longue, 

ce qui a entraîné une plus grande mortalité cellulaire. Des temps d'exposition 

plus courts pourraient permettre d'obtenir une viabilité cellulaire plus élevée ainsi 

qu'un ARN de meilleure qualité et en plus grande quantité. Toutefois, cette voie 

n’aurait pas permis d’obtenir des résultats comparables avec ceux d’Apis mellifera. 
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4 DISCUSSION GÉNÉRALE 
 
4.1 Les mélanges de néonicotinoïdes 

Les néonicotinoïdes et leurs résidus sont souvent rencontrés par les abeilles 

butineuses sous forme de mélanges dans les sols et les cours d'eau, dans le pollen des 

fleurs et même dans l'air sous forme de nuages de particules (Bonmatin et al., 2015; 

Goulson, 2013; Krupke et al., 2012; Simon-Delso et al., 2015). En tant que tel, 

l'impact des cocktails de néonicotinoïdes sur les insectes pollinisateurs doit être pris en 

compte et évalué afin de concevoir et d'améliorer les politiques agricoles en Europe et 

dans le monde (Blacquière et al., 2012; Cheng et al., 2020; Goulson, 2013; Hernández 

et al., 2013). Les résultats de cette étude démontrent un effet négatif net des cocktails 

d'imidaclopride et d'acétamipride sur l'expression génétique des voies de signalisation 

immunitaire de l'abeille domestique et des effets sublétaux significatifs sur la 

phagocytose et la production de peroxyde d'hydrogène chez les abeilles domestiques 

et, plus particulièrement, chez les bourdons. 

Les sites de liaison cibles des néonicotinoïdes sont les nAChR présents sur les cellules 

neuronales et non neuronales des insectes (Taillebois et al., 2018). Ces sites ne sont 

pas seulement spécifiques à l'IMI, à l'ACE ou à d'autres néonicotinoïdes, mais ils sont 

également spécifiques à l'espèce, se trouvant dans des types et des distributions 

variables chez les lépidoptères, les hyménoptères et les diptères (Taillebois et al., 

2018). Par conséquent, l'impact de l'IMI, de l'ACE et d'autres néonicotinoïdes n'est 

pas seulement différent, il est aussi spécifique aux espèces, comme l’illustre cette 

étude : les bourdons et les abeilles sont des hyménoptères appartenant tous deux à la 

famille des Apidae, tandis que les mouches des fruits sont des diptères, pourtant, leurs 

réponses immunitaires ont été différemment affectées par les mêmes cocktails de 

néonicotinoïdes à des doses identiques. De plus, le mélange contenant de plus petites 

doses d'imidaclopride ou d'acétamipride (comme I6-A6, I6-A48 ou A6-I48) a eu un 
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effet négatif beaucoup plus important sur le système immunitaire. Ces résultats 

montrent que, dans le contexte environnemental actuel, les résidus de pesticides qui se 

retrouvent souvent sous forme de mélanges de doses aussi faibles dans 

l'environnement, sont à considérer au même titre que les fortes doses pour les insectes 

pollinisateurs (Chauzat et al., 2009; Dively & Kamel, 2012; Sanchez-Bayo & Goka, 

2014) . 

4.2 Les abeilles 

Apis mellifera est un insecte qui joue un double rôle dans notre société, en fournissant 

des services de pollinisation cruciaux pour nombre de plantes à fleur et en produisant 

le miel utilisé dans la nutrition de nombreuses cultures depuis des millénaires (Aizen et 

al., 2009; Hung et al., 2018; Klein et al., 2007). Les abeilles ont été domestiquées au 

cours des derniers siècles (Hung et al., 2018; Klein et al., 2007). Cette sélection de 

certains traits biologique a entraîné une réduction de la diversité génétique au sein des 

sous-espèces et présente plusieurs avantages et inconvénients. Les avantages sont la 

création de ruches plus fortes en tant qu'unité singulière, une immunité sociale plus 

forte et une hiérarchie sociale plus rigide. Des ruches saines peuvent survivre à des 

hivers froids et vivre en tant qu'unité unique pendant des années lorsqu'elles sont bien 

protégées (IPBES et al., 2016). Cependant, cette faible diversité génétique a rendu 

l'abeille individuelle plus vulnérable aux infections et à la toxicité, comme l'ont 

démontré de nombreuses études à travers le monde. Bien que les ruches d'abeilles 

soient de grande taille, puisqu'elles contiennent plus de 60 000 abeilles, la perte 

d'abeilles individuelles peut être rapidement compensée si la reine est en mesure de 

pondre des œufs sains chaque année (Fontaine et al., 2005; IPBES et al., 2016). 

Cependant, des études ont montré que les néonicotinoïdes tels que l'imidaclopride et 

l'acétamipride ont non seulement une faible DL50 sur les abeilles, mais qu'ils ont 

également un effet négatif sur la fécondité des reines (Blacquière et al., 2012; Chmiel 

et al., 2020), compromettant ainsi la capacité des ruches à récupérer les ouvrières 
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perdues en raison des impacts cumulés des infections et de la toxicité des produits 

chimiques. 

Les effets délétères observés sur les abeilles mellifères dans le cadre de cette étude 

jettent donc un nouvel éclairage sur l'impact des néonicotinoïdes isolés et en 

mélanges. Le rôle de la phagocytose chez les insectes est de tuer et d'éliminer les 

agents pathogènes envahissants (Mechnikov, 1908; Nazario-Toole & Wu, 2017; 

Rosales & Uribe-Querol, 2017). Or, la présence d'imidaclopride et d'acétamipride, que 

ce soit individuellement ou en mélange, compromet considérablement cette réponse 

immunitaire d’autant plus que l’effet est de ces pesticides et des agents pathogènes 

représentés par PGN ont un impact cumulatif sur les abeilles mellifères.  

Si le peroxyde d'hydrogène est souvent un sous-produit des processus métaboliques 

au cours de la réponse immunitaire, il joue également un rôle bactéricide dans la 

phagocytose (Bayr, 2005; Feldhaar & Gross, 2008; Felton & Summers, 1995). Cette 

étude démontre que les cocktails d'imidaclopride et d'acétamipride, en l'absence 

d'infection bactérienne, favorisent la surproduction de peroxyde d'hydrogène. Cette 

surproduction conduira inévitablement à des dommages cellulaires oxydatifs. De plus, 

lors d'une infection bactérienne active, une forte dose d'acétamipride ou des mélanges 

d'imidaclopride et d'acétamipride affectent significativement la production de H2O2, 

réduisant l'efficacité de la réponse immunitaire des abeilles. Cette étude confirme 

également l'impact des deux néonicotinoïdes sur spaetzle et myD88 de la voie de 

signalisation immunitaire Toll. Ces deux gènes sont nécessaires au bon 

fonctionnement d'une réponse immunitaire globale aux infections bactériennes et 

fongiques à Gram positif. Comme ils font partie du bras constitutif du système 

immunitaire, les protéines qu'ils codent sont toujours présentes dans l'hémolymphe, 

bien que latentes (Horng & Medzhitov, 2001; Kato et al., 2023; Vasselon & Detmers, 

2002). Par conséquent, la sous-expression significative et générale de ces gènes 
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entraîne une transcription et une production plus faibles de leurs protéines 

respectives, ce qui peut finalement interrompre ou compromettre l'efficacité de la voie 

Toll et la production de peptides antimicrobiens. 

4.3 Les bourdons 

Les bourdons, en raison de leur statut sauvage, sont des pollinisateurs peu étudiés 

dont on pense qu'ils courent un plus grand risque lié aux néonicotinoïdes (Goulson, 

2010; Goulson & MacLean, 2010; IPBES et al., 2016). Ils restent non domestiqués, 

avec des nids plus petits voire, dans de nombreux cas, comme pollinisateurs solitaires. 

En fait, contrairement aux ruches d'abeilles mellifères, les ruches de bourdons sont 

incapables de survivre aux saisons hivernales, principalement en raison du nombre 

réduit d'ouvriers dans les ruches (Goulson, 2010; IPBES et al., 2016). Cela signifie que 

les bourdons dépendent moins de l'immunité sociale de leurs ruches que de leur 

immunité individuelle, ce qui les rend globalement plus vulnérables aux menaces 

cumulatives telles que les agents pathogènes envahissants et la toxicité des pesticides 

(Goulson, 2013) ainsi que la mortalité cellulaire et la production de H2O2 élevées et la 

réduction de la phagocytose observée dans les hémocytes des bourdons confrontés à 

un défi pesticide-pathogène dans cette étude. 

En l'absence d'infection bactérienne, l'imidaclopride et l'acétamipride agissent eux-

mêmes comme des activateurs immunitaires et induisent une production importante 

et inutile de H2O2 n’ayant aucun pathogène à éliminer. En cas d'infection bactérienne, 

cette production est à nouveau fortement accrue. Les deux scénarios conduisent à un 

stress oxydatif élevé et à la mort cellulaire, comme le démontre le test de viabilité. 

Bien que l'H2O2 soit un bactéricide produit pendant la phagocytose, la capacité 

phagocytaire réduite des hémocytes de bourdons dans ces mêmes conditions met en 

évidence la compétence compromise des deux réponses immunitaires. Par 

conséquent, même si les cellules produisent plus de H2O2, le système est incapable de 
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phagocyter efficacement les bactéries envahissantes et d'évacuer l'hémolymphe si 

nécessaire. De plus la viabilité des hémocytes augmente lorsqu'ils sont soumis à un 

défi bactérien et à des cocktails d'imidaclopride combiné à l'acétamipride. Il s'agit d'un 

indicateur de la menace cytotoxique accrue posée par de telles conditions 

environnementales ; les hémocytes des bourdons semblent être poussés à mettre en 

place une réponse immunitaire plus forte pour survivre à des conditions perçues 

comme difficiles, en détournant plus d'énergie et de ressources pour rester en vie. En 

comparaison, en cas d'infections plus légères ou d'absence d'infection, et lorsqu'elles 

sont exposées aux néonicotinoïdes, les cellules ne sont pas en mesure de réagir en 

conséquence et subissent donc les effets létaux et sublétaux démontrés ici. 

4.4 Les essais in vitro et les études de larves 

Il est important de noter que les résultats de cette étude sont basés sur des hémocytes 

de larves d'abeilles ou de bourdons. Comme Marringa et al., 2014; Moyetta et al., 

2021; Richardson et al., 2018 l’ont montré, les types et le nombre d'hémocytes chez 

les abeilles et les bourdons varient en fonction des stades de la vie, du sexe et des 

castes. Par conséquent, d'autres études sont nécessaires pour évaluer l'impact 

cumulatif des mêmes mélanges démontrés ici sur les hémocytes des abeilles au stade 

nymphal et adulte, des abeilles femelles, des abeilles mâles et des reines. L'expression 

génétique réduite de spaetzle et de myD88 dans les hémocytes des larves d'abeilles, par 

exemple, peut être différente d'un stade de vie à l'autre. Bien que ces deux gènes 

soient principalement liés au système immunitaire, leurs fonctions au sein de l'insecte 

évoluent en suivant la croissance de la larve, jouant un rôle dans le développement de 

la physiologie des larves d'insectes et des adultes (Pendar et al., 2019). 
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5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
Le déclin rapide et inquiétant des populations de pollinisateurs, en particulier des 

abeilles domestiques et des bourdons, a jusqu'à présent été associé à de multiples 

facteurs de stress, y compris les effets cumulés des pathogènes et des pesticides 

(Beaumelle et al., 2023; Bonmatin et al., 2015; Goulson et al., 2015; Van Klink et al., 

2020). Les néonicotinoïdes tels que l'imidaclopride et l'acétamipride ont été fortement 

impliqués dans ce paradigme, en raison de leur mode d'action systémique qui cible le 

récepteur spécifique de la nicotine-acétylcholine (nAChR) présent sur les cellules 

neuronales et non neuronales de tous les insectes (Laurino et al., 2011; Taillebois et 

al., 2018). Leurs résidus ont été trouvés dans le pollen, le miel, le nectar et le pain de 

pollen dans les ruches, ainsi que dans le sol, les cours d'eau, les systèmes végétaux et 

même dans l'air sous forme de poussière  (Bonmatin et al., 2015; Chauzat et al., 2009; 

Dively & Kamel, 2012; Sanchez-Bayo & Goka, 2014). En outre, leurs effets létaux et 

sublétaux ont été signalés et examinés de plus en plus fréquemment dans la littérature 

(Aliouane et al., 2009; Doublet et al., 2015; Mengoni Goñalons & Farina, 2015; 

Pereira et al., 2020; M.-C. Wu et al., 2017). Parmi les sept néonicotinoïdes 

actuellement sur le marché, l'imidaclopride est considéré comme le plus toxique pour 

les abeilles, suivi du thiaméthoxame et de l'acétamipride, avec des DL50 allant de 8 

µg/abeille à 800 µg/abeille (Arain et al., 2014; Casida, 2018; Iwasa et al., 2004; 

Marletto et al., 2003; Sanchez-Bayo & Goka, 2014; Switzer & Combes, 2016) (Annexe 

I). 

Parmi les nombreux effets sublétaux signalés, la perte de la fonction immunitaire, de 

la capacité de butinage et de la fécondité est préoccupante, car elle s'est avérée 

préjudiciable aux populations d'abeilles gérées et sauvages (Aliouane et al., 2009; 

Bartling et al., 2021; Doublet et al., 2015; El Hassani et al., 2008; Feltham et al., 2014; 

Mason et al., 2013; Muth & Leonard, 2019). Ces effets ont été notablement observés 
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au sein de la population d'abeilles mellifères, comme en témoigne le syndrome 

d'effondrement des colonies (CCD) qui a débuté au milieu des années quatre-vingt-

dix. L'impact des néonicotinoïdes, bien que fréquemment étudié, n'est pas encore 

parfaitement compris, en particulier en ce qui concerne l'effet des cocktails (mélanges) 

et leur effet cumulatif en cas d'infection bactérienne ou fongique (Bonmatin et al., 

2015; Cheng et al., 2020; Simon-Delso et al., 2015). 

Cette étude rapporte les effets aigus de l'imidaclopride (IMI) et de l'acétamipride 

(ACE), individuellement et en mélange, avec ou sans activation immunitaire, sur de 

multiples réponses immunitaires dans les cellules Schenider-2 de Drosophila melanogaster 

(Diptères) et dans les hémocytes fraîchement extraits d'Apis mellifera et de Bombus 

terrestris (Hyménoptères). L'activation immunitaire a été réalisée à l'aide de 

peptidoglycane (PGN) de Staphylococcus aureus (S. aureus), un composant de la paroi 

cellulaire des bactéries Gram-positives. La viabilité cellulaire, la qualité de la 

phagocytose, la production de peroxyde d'hydrogène (H2O2) et le degré d'expression 

génétique de spaetzle et myD88, deux gènes immunitaires de la voie Toll, ont été 

observés et analysés au niveau cellulaire après des expositions de 3 heures, 18 heures 

ou 24 heures. 

L'étude a montré que l'impact de l'imidaclopride et de l'acétamipride, avec ou sans 

activation immunitaire, est principalement spécifique à l'espèce. Les hémocytes de 

bourdons se sont révélés les plus sensibles à toutes les conditions de traitement, en 

particulier en ce qui concerne la phagocytose et la production de H2O2. La 

phagocytose a été significativement compromise lorsque les cellules ont été soumises 

à un défi immunitaire. Les cellules de bourdons ont également produit des 

concentrations significativement plus importantes de H2O2 après tous les traitements 

au peptidoglycane et toutes les expositions aux pesticides. En outre, elles ont 

également montré la mortalité la plus élevée dans toutes les conditions de traitement. 
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En revanche, les hémocytes d'abeilles ont mieux résisté à l'exposition aux pesticides en 

l'absence de défi immunitaire et avec des doses plus élevées de PGN (5 µg/mL). La 

capacité de phagocyter a cependant été significativement réduite avec un défi 

immunitaire de 1 µg/mL. La production de H2O2 à la suite d'une exposition aux 

pesticides a également varié, l'impact étant plus important lorsqu'il n'y avait pas 

d'activation immunitaire ou lorsque les cellules étaient exposées à 1 µg/mL de PGN. 

Par ailleurs, les hémocytes de Drosophila melanogaster ont montré le moins de 

changement dans la qualité des réponses immunitaires, bien que leur capacité à 

phagocyter et la concentration de H2O2 produite aient augmenté de manière 

significative après certaines expositions aux pesticides au cours d'une infection 

bactérienne. 

Cette réponse spécifique à l'IMI et à l'ACE est due à des différences dans les voies 

métaboliques et de détoxification de chaque organisme (Iwasa et al., 2004) . Ceci est 

clairement observé par la grande différence entre la qualité des réponses immunitaires 

montrées par le diptère Drosophila melanogaster par rapport à l'hyménoptère Apis mellifera 

et Bombus terrestris, lorsqu'ils sont soumis aux mêmes conditions. En outre, ces résultats 

sont conformes à ceux de Sukkar et al., 2023, où des effets spécifiques de 

l'imidaclopride et de l'amitraze ont également été observés chez Apis mellifera 

(hyménoptère), Drosophila melanogaster (diptère) et Mamestra brassicae (lépidoptère) à la 

suite d'une infection fongique simulée par le Zymosane-A. Ces différences dans la 

détoxication et les voies métaboliques pourraient être attribuées au degré de 

domesticité des populations d'abeilles, les abeilles mellifères étant domestiquées 

depuis plusieurs siècles alors que les bourdons restent des pollinisateurs sauvages. 

L'immunité sociale découlant de cette domesticité pourrait donc jouer un rôle 

important dans la qualité de la réponse immunitaire mise en place à la suite d'une 

exposition aux pesticides et d'une invasion de pathogènes (Chadwick et al., 2021; 

Goulson, 2010, 2013; Goulson et al., 2015). Les cultures cellulaires de la lignée 
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Schneider-2 sont robustes et résistantes aux stimuli chimiques, comme en témoigne 

leur viabilité élevée après exposition aux traitements (Daborn et al., 2012; Echalier, 

2018; I. Schneider, 1972). 

Dans notre étude, les hémocytes de Drosophila melanogaster ont souvent eu une réaction 

opposée à celle des hémocytes d'abeilles et de bourdons. La phagocytose était régulée 

à la hausse chez D. melanogaster alors qu'elle était inhibée chez les abeilles et les 

bourdons. La même tendance a été observée pour la production de H2O2. 

Actuellement, Drosophila melanogaster est souvent utilisée comme insecte modèle où les 

résultats des études in vitro et in vivo sont souvent extrapolés pour expliquer les effets et 

les comportements des produits chimiques et des agents pathogènes sur d'autres 

modèles d'insectes (Charpentier et al., 2014; Fernández-Moreno et al., 2007; S.-H. 

Kim & Lee, 2014). Cependant, il est clair que ces comparaisons doivent être faites 

avec prudence, car les espèces ont tendance à réagir différemment aux mêmes stimuli. 

L'étude a également révélé que les mélanges d'imidaclopride et d'acétamipride ont un 

effet plus toxique sur les hémocytes des abeilles et des bourdons que les expositions 

individuelles à l'un ou l'autre de ces composés. En outre, lorsque les abeilles sont 

exposées à l'imidaclopride et à l'acétamipride sous forme de mélanges, leur effet est 

délétère sur plusieurs fonctions immunitaires dont la phagocytose chez les bourdons 

et les abeilles ainsi que la production d'H2O2, en particulier chez les bourdons. Cela est 

dû en grande partie à l'interférence des métabolites sur les voies de détoxification 

utilisées pour dégrader simultanément l'imidaclopride et l'acétamipride. Comme leurs 

métabolites respectifs ont des groupes fonctionnels différents, il est probable que leur 

présence interfère et interrompe plusieurs étapes métaboliques (Iwasa et al., 2004; 

Sukkar, Laval-Gilly, et al., 2023). Malheureusement, le devenir et l'impact des 

métabolites des néonicotinoïdes sont actuellement peu étudiés. Pourtant, ces résultats 

font partie intégrante de la compréhension de l'impact des néonicotinoïdes sur les 
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espèces de pollinisateurs. En effet, les pollinisateurs rencontrent souvent des mélanges 

de pesticides lorsqu'ils butinent (Bonmatin et al., 2015; Krupke et al., 2012; Mason et 

al., 2013). 

L'impact cumulatif des pesticides pathogènes sur le système immunitaire des 

pollinisateurs a également été confirmé dans cette étude (Doublet et al., 2015; Grassl 

et al., 2018). La phagocytose chez les abeilles mellifères est significativement 

compromise par l'imidaclopride et l'acétamipride, seuls ou sous forme de cocktails, 

uniquement lorsque les hémocytes reçoivent un défi immunitaire avec 1 µg/ml de 

PGN. Les hémocytes des bourdons ont également montré une réduction significative 

de la phagocytose lorsque les cellules ont été exposées à 1 µg/ml ou 5 µg/ml de PGN 

et simultanément à l'imidaclopride et/ou à l'acétamipride. Ces effets toxiques n'ont, en 

revanche, pas été observés en l'absence de stimulation immunitaire. Cela confirme que 

les hémocytes d'abeilles soumis à un défi immunitaire et exposés simultanément à 

l'imidaclopride et à l'acétamipride sont incapables de phagocyter efficacement. 

Enfin, la structure chimique différente de l'imidaclopride et de l'acétamipride a 

probablement joué un rôle dans leur impact sur la réponse immunitaire des insectes. 

Dans la classe des néonicotinoïdes, il existe deux sous-groupes spécifiques basés sur le 

groupe de liaison actif : les nitroimines (NO), comme l'imidaclopride, et les 

cyanoimines (CN), comme l'acétamipride (Iwasa et al., 2004; Tomizawa & Casida, 

2001). Le devenir métabolique de ces deux sous-groupes distincts de néonicotinoïdes 

est significativement différent. Par conséquent, leur impact individuel sur la 

physiologie des insectes est également différent. Les métabolites de l'imidaclopride 

s'avèrent plus toxiques que ceux de l'acétamipride (Iwasa et al., 2004). Cette 

distinction doit donc être prise en considération lors de l'étude de l'impact de l'un ou 

l'autre néonicotinoïde sur les insectes. Néanmoins, l'étude présentée ici a montré que 

l'acétamipride et l'imidaclopride sont tous deux des activateurs immunitaires à de 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 117 

faibles doses (6 µg/mL) et qu'ils représentent individuellement une menace toxique 

importante pour les abeilles et les bourdons à des doses plus élevées (48 µg/mL), avec 

ou sans stimulation immunitaire. En outre, l'expression génétique de spaetzle et de 

myD88 chez l'abeille mellifère a été significativement dérégulée dans les trois groupes 

de traitement de PGN et en particulier avec l'acétamipride ou les cocktails contenant 

de l'acétamipride. Les structures chimiquement distinctes au sein de la classe des 

néonicotinoïdes doivent donc être étudiées plus avant, afin de mieux comprendre 

l'impact de ces pesticides populaires sur les pollinisateurs du monde entier. 

Cette étude peut être enrichir avec plusieurs études sure les autres réponses 

immunitaires : l’impact de néonicotinoïdes non seulement sur la melanisation de 

l’hémolymphe des abeilles et des bourdons, mais aussi sur le système de defense 

antioxydante (la production des espèces réactives) et es autres voies de signalisation 

tels que Imd et JAK/STAT. À noter que les ingrédients inertes peuvent être aussi 

étudié afin de mieux comprendre leur implication et leur impact sur le métabolisme. 

Au niveau de la population de pollinisateurs et aussi de l’environnement, les travaux 

de recherche spécifiques aux espèces et genres différentes (Bombus, Osmia, Danus) qui 

sont déjà plus vulnérables et moins étudiés, semble pertinent et nécessaires dans le 

contexte environnemental actuel. Les études similaires sur les organismes aquatique 

(les amphibiens) peuvent aussi contribués aux données manquant. 
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ANNEXE I 
 
Tableau de concentrations de DL50 de différentes espèces 
 

 
 
 
 
 

Species Molecule LD50 Voie-Stade Source
Apis mellifera Imidaclopride 18 µg/bee Orale Casida 2018
Apis mellifera Imidaclopride 0.0038 µg/bee Orale EPA Ecotoxicity Database
Apis mellifera Imidaclopride 0.013 µg/bee Orale-larvae Sanchez-Bayo & Goka
Apis mellifera Imidaclopride 0.179 µg/bee Topicale Iwasa 2004
Apis mellifera Imidaclopride 0.078 µg/bee Topicale EPA Ecotoxicity Database
Apis mellifera Imidaclopride 0.061 µg/bee Topicale Sanchez-Bayo & Goka
Apis mellifera Acetamipride 8100 µg/bee Orale Casida 2018
Apis mellifera Acetamipride 15.1 µg/bee Orale EPA Ecotoxicity Database
Apis mellifera Acetamipride 14 µg/bee Orale-larvae Sanchez-Bayo & Goka
Apis mellifera Acetamipride 7.07 µg/bee Topicale Iwasa 2004
Apis mellifera Acetamipride 8.1 µg/bee Topicale EPA Ecotoxicity Database
Apis mellifera Acetamipride 7.9 µg/bee Topicale Sanchez-Bayo & Goka

Bombus terrestris Imidaclopride 0.04 µg/bee Orale-24h Marletto et al. 2003
Bombus terrestris Imidaclopride 0.02 µg/bee Orale-72h Marletto et al. 2003
Bombus terrestris Imidaclopride 5.15 ng/bee Orale Switzer & Combes 2016
Bombus terrestris Imidaclopride 0.027 µg/bee Orale-larvae Sanchez-Bayo & Goka
Bombus terrestris Imidaclopride 0.02 µg/bee Topicale Sanchez-Bayo & Goka
Bombus terrestris Acetamipride >100 µg/bee Topicale Sanchez-Bayo & Goka

Bumblebee Acetamipride 22.2 µg/bee Orale-larvae Sanchez-Bayo & Goka

Drosophila melanogaster CS Imidaclopride 0.41 µg/g larvae Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster w 1118 Imidaclopride 1.39 µg/g larvae Shahid-Arain et al. 2013
Drosophila melanogaster Oregan Imidaclopride 0.81 µg/g larvae Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster CS Imidaclopride 4.58 µg/g adulte Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster w 1118 Imidaclopride 4.57 µg/g adulte Shahid-Arain et al. 2013
Drosophila melanogaster Oregan Imidaclopride 4.12 µg/g adulte Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster CS Acetamiprid 0.65 µg/g larvae Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster w 1118 Acetamiprid 1.71 µg/g larvae Shahid-Arain et al. 2013
Drosophila melanogaster Oregan Acetamiprid 1.26 µg/g larvae Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster CS Acetamiprid 7.54 µg/g adulte Shahid-Arain et al. 2013

Drosophila melanogaster w 1118 Acetamiprid 7.80 µg/g adulte Shahid-Arain et al. 2013
Drosophila melanogaster Oregan Acetamiprid 6.65 µg/g adulte Shahid-Arain et al. 2013
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ANNEXE II 
Description graphique de l'hypothèse scientifique et du résumé entrepris pour 
l'étude en question 
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ANNEXE III 
Tableau de composition de milieu de congélation et décongélation pour les 
cellules Schneider-2 de Drosophila melanogaster 
 

Composé Milieu de Congélation Milieu de Décongélation 

Milieu d’insecte 

Schneider 

34.5 % 39.5 % 

Milieu d’insecte TC-100 34.5 % 39.5 % 

SVF inactivé 20 % 20 % 

Pénicilline/Streptomycine 

(P/U) 

1 % 1 % 

Diméthylsulfoxyde 

(DMSO) 

10 % s.o. 
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ANNEXE IV  
 
Tableau d’analyses statistiques de viabilité cellulaire de Drosophila 
melanogaster, Apis mellifera et Bombus terrestris 
 

 
 

Experimentation Organisme Traitement

Duration 
d'exposition 

(heures)
N

Analyse Statistique Post-Hoc

Intervale 
de 

confidence valur p
PGN 0 0.048594
PGN 1 0.085710
PGN 5 0.017000
PGN 0 <0.0001
PGN 1 0.02856
PGN 5 0.07586
PGN 0 Kruskal-Wallis Dunn's 95% 0.02418
PGN 1 ANOVA Duncan 95% 0.00389
PGN 5 ANOVA Duncan 95% <0.0001

Viabilité cellulaire 
(Trypan Blue)

95%

95%24

Kruskal-Wallis Dunn's

ANOVA Duncan

3

3

3

Drosophila melanogaster

Apis mellifera

Bombus terrestris
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ANNEXE V 
 
Tableau d’analyses statistiques de Phagocytose de Drosophila melanogaster, 
Apis mellifera et Bombus terrestris  
 

 
 

Experimentation Organisme Traitement

Duration 
d'exposition 

(heures)
N

Analyse Statistique Post-Hoc

Intervale 
de 

confidence valur p
PGN 0 <0.0001
PGN 1 0.00710
PGN 5 0.05260
PGN 0 0.05333
PGN 1 0.00600
PGN 5 0.72796
PGN 0 0.22319
PGN 1 <0.0001
PGN 5 0.00016

3

Phagocytose 95%18 ANOVA Duncan

3

3

Bombus terrestris

Apis mellifera

Drosophila melanogaster



ANNEXES 

 151 

ANNEXE VI 
 
Tableau d’analyses statistiques de la production de peroxyde d’hydrogène 
(H2O2) par Drosophila melanogaster, Apis mellifera et Bombus terrestris 
 

 
 

Experimentation Organisme Traitement

Duration 
d'exposition 

(heures)
N

Analyse Statistique Post-Hoc

Intervale 
de 

confidence valur p
PGN 0 0.00911
PGN 1 0.04061
PGN 5 0.34756
PGN 0 0.01225
PGN 1 <0.0001
PGN 5 0.00294
PGN 0 0.10427
PGN 1 0.05629
PGN 5 0.00458

3

3

3

Reactive Oxygen 
Species (ROS) 

Hydrogen 
Peroxide/Peroxyde 
d'hydrogène (H2O2)

ANOVA Duncan 95%3

Bombus terrestris

Apis mellifera

Drosophila melanogaster
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ANNEXE VII 
 
Tableau d’analyse statistiques de l’expression génétique de spaetzle et myD88 
de l’Apis mellifera 
 

 
 
 

Experimentation Organisme Traitement

Duration 
d'exposition 

(heures)
N

Analyse Statistique Post-Hoc

Intervale 
de 

confidence valur p
PGN 0 <0.0001
PGN 1 0.00428
PGN 5 <0.0001
PGN 0 <0.0001
PGN 1 <0.0001
PGN 5 <0.0001

3
Expression 

génétique: spaetzle

Expression 
génétique: 
myD88

18 ANOVA
Tukey 
(HSD)

95%

3Apis mellifera

Apis mellifera
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Abstract 
Over the last three decades, an exponential increase in global agriculture has witnessed 

the creation of a new class of “plant protection products” called neonicotinoids. 

Although popular due to their systemic mode of action, they have been widely 

implicated in numerous toxicological effects on pollinators. It is important, therefore, 

to understand their cumulative impact at the cellular level in pollinators such as the 

domestic Honeybee (Apis mellifera) and the Bumblebee (Bombus terrestris). This in vitro 

study looks at the quality of immune response in insect haemocytes following acute 

exposure to imidacloprid and/or acetamiprid. Using peptidoglycan as an immune 

activator, the quality of constitutive and induced immune responses, such as 

production of anti-microbial peptides and hydrogen peroxide as well as phagocytosis 

in both organisms is compared to that of the model system of Drosophila melanogaster. 

 

Résumé 
Au cours des trois dernières décennies, l'augmentation exponentielle de l'agriculture 

mondiale a entraîné la création d'une nouvelle classe de "produits 

phytopharmaceutiques" appelés néonicotinoïdes. Bien que populaires en raison de 

leur mode d'action systémique, ils ont été largement impliqués dans de nombreux 

effets toxicologiques aux pollinisateurs. Il est donc important de comprendre l'impact 

cumulatif de ces néonicotinoïdes au niveau cellulaire chez les pollinisateurs tels que 

l'abeille domestique (Apis mellifera) et le bourdon (Bombus terrestris). Cette étude in vitro 

examine la qualité de la réponse immunitaire dans les hémocytes d'insectes après une 

exposition aiguë à l'imidaclopride et/ou à l'acétamipride. En utilisant le 

peptidoglycane comme activateur immunitaire, la qualité de réponses immunitaires 

constitutives et induites, telles que la production de peptides antimicrobiens et de 

peroxyde d'hydrogène, ainsi que la phagocytose dans les deux organismes sont 

comparées à celles du système modèle de Drosophila melanogaster.
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