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EVOLUTION COMPAREE DES TAUX DE L'HORMONE JUVENILE ET DES
ECDYSTEROIDES CIRCULANTS CHEZ LES PRENYMPHES REINES ET OUVRIERES
DE DEUX ESPECES DE BOURDONS (BOMBUS HYPNORUM, S0OMBUS TERRESTRIS).
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Résumé: A 1'aide de dosages radioimmunologiques,
nous avons 2tudié les caux des =cdystercides 2t de la JH circulants
au cours de la orénymphose de deux =spéces de 3ourdons. Leas
variations temporelles =t guantitatives des concentrations sont
discutées 2=n rapport avec la biologie des 2spéces =t la dé&termina-
tion des castes.

Mots-clés: dosages radioimmunologiques, zcdystaroides,
hormone juvénile, 3ombus.

Summary: Fluctuations of juvenile hormone and escdy-
sterolds titres in workers and gqueens prepupae of two: species
of Bombus (B. hypnorum, B8.terrestris)

The titres of juvenile normone III and of Ecdysteroids
were measured throughout prepupal development of 3ZJomdus zerrestris
and 3omous hypnorum. The oprecision of the radioimmuno. assays
allowed us to determine the lavels of both hormones from a single
animal hnaemolympn sample. The concentraticns of Dodoth hormones
show a clear peak, the timing oI which vary according to the
caste. Concentrations and time sequences are discussed in relacion
TO species biology and caste specificity.

2 Xey-words: radioimmunoassays, 2cdystaroids, juventile
normone, prepuvae , 3ombus.

INTRODUCTION

Chez les Abeilles sociales, la fecrmation des castes
2st lide A des modulations hormonales. Des taux 3lavés d4'Hormones
juvéniles (JH) pendant les derniers stades larvaires semblant
3tre 1impliqués dans L2 déveloopement des reines (DE WILDE ot
BEETSMA , 1982). L'application de JH peut induire la différencia-
Zion dans l2 sens reine cnez l2s apeillss ASENCOT ot LZINSKY,
1976; GOEWIZ =t 3EETSMA, 1375; COPIJUN =2t al., 1979}, les Melipones
(VELTHUIS et VELTHUIS-XLUPPEL, 1973) =2t les 3ourdons [(RCSELER,
1375, 1377). Ce dernier 2utsur a2 1is 2n 3vidence deux mécanismes
i renciation des castes:

Chez 3ombus aupnorwm, la  dévelopcpement des  larves
vers l'une ou l'autre caste 2st induli= par la quantité de nourrisure

regue durant 12 dernisr sctade larvaire, 2n geut Jenser Jue ia

prise de nourriture 2ntraine la oreduction de Jd. L'application

ie JH 3 des larves du dernisr stade 2t méme des prénymphes 3gées

de moins de 24 neures sntraine leur développement dans L2 sens
st

reine. Chez Jomous z2rrestrisc'a sendant L2 oremier stade
larvaire qu'a lisu la détermination des castes. La diffsrenciation
dans l2 sens ouvrisre ne 9 ni par la quantitéd

Le 2éveloopement
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dans le sens reine peut 3tre influencé vers la voie ouvriére
par la présence d'une reine <trés dominante dans la société,
et ce, jusque pendant le dernier stade larvaire.

Il est 1intéressant de connaitre l'influence des
ecdysteroides et des JH, les deux grandes familles d'hormones
du développement chez les insectes, sur la détermination des
castes. Dans un premier temps, on peut rechercher des corrélations
temporelles entr les variations des hormones circulantes et
certains aspects du développement. Chez les Hyménoptéres sociaux,
de telles recherches ont été faites chez l'Abeille (CQPIJN et al.,
1979 ; WIRTZ, 1973; LENSKY et al., 1978; REMBOLD, 1876; REMBOLD
et HAGENGUTH, 1980) et, en ce qui concerne les seuls ecdysteroides:
chez deux espéces de Fourmis SUZZCNI et al., 1980, 1983). Les

résultats de ces 1investigations montrent gque les reines ont
des taux de JH plus élevés au dernier stade larvaireimais les
courbes obtenues par les différents auteurs ont des profils
malaisément comparabies procablement 2 cause des différences
dans les méthodes (Galleriaz test, dosage radioimmunologique,
dosage physico-chimigue), dans les échantillons (hémolymohe
ou broyats totaux) ou méme dans l'unité 2 laquelle les <Taux
d'normones sont rapportés: (poids, volume ou bdien nomore d'animaux).
Des différences entre castes ont &té également montrées qui
concernent les ecdystéroides. Déja & l'aide du test Dbiologigue
Galleria, RUSELER,(1877) avait trouvé un taux de JH plus élevé
dans les prénymphes de reines de Jombus hypnorwn, <Tandlis que chez
Bombus terrestris il observait, au contraire, un taux trés légére-
ment plus élevé chez les prénymphes ouvriéres.

Pour améliorer notre compréhension des interactions
entre déterminisme des castes et activité hormonale, nous avons
mesuré les taux de JH et d'ecdysterolides circulants pendant
le développement prénymphal (c'est & dire depuis le filage du
cocon jusgu'd la mue nymphale)} des deux castes femelles des
deux espéces de Bourdons précitées Des méthodes radioimmunclogiques
ont &té smoloyées pour déterminer les JH (STRAMBI et al., 1981)
et les ecdystéroldes (DE REGGI et al., 1975) 2 partir d'un
méme échantillon d'hémolymphe provenant d'une seule prénymphe.

MATERIEL ET METHODES

Bourdons: Chaque colonie est élevée 3 partir d'une relne et =maintenue en cage
3 286-30° C. Un contrdle du couvain est effectué au moins & Fols par jour pour
noter les larves qui commence 3 filer, les cocons sont sarqués individuellement
par des points de couleur.

Hémolymohe: £lle es: collectde st son volume mesuré dans un capillaire de verre
apres incision du vaisseau dorsal et immédiatement :onqelée.-'ﬂél°17'9"€ de
arénymphes procnes de Lz aue nvmpnale contenant ou matériel celliulaire provenant
ge l'hystolyse aes tissus 2st ¢'apord centrifugée 3 0° C 2t 5000 RPM.

Ixtraczion: A cnagque échantillon d'némolympne soit environ 30 3 150 pl suivant
12 caille des larves on 2joute environ trois fois son volume gJe méthanol. Aoris
sonication, le mélange est lavé trols fois par de l'hexane. Aprés chague centrifuga-
tion, l'épiphase hexane sst ctransférée dans un tube de verre. L'hAypophase Metnanoi-
sau lavée trois fois 3 1'nexane sst transférée dans un tube d'Eppengor? et ivaporie.
Aprés reprise par du zampon citrate 0,1 M (pH 6.1) et ajout d'un dérivé marqué
3 1125 I, les schantillons sont incubés contredes anticorps anti-ecdysone suivant



la aéthodede de Reggi ec all 197S). Les 2xcraits hexane sont :raitds par la aéthode
de Stramoi 2t al. (1981). Apris svaooration 30us azota, 2t reprise par du dioxane
sulfurique, les 3chantillons sont incubés i 40°C pendant 16h. de fagon i transformer
la JH en sa Forme diol par rupture du groupement =2poxy. Las diols sont repris
par l'hexane. Les ohases hexane sont lavées par une solucion de soude (0,01 N)
2t déposées sur une plaque de chromatographis 2n couche aince. La plaque sst
iéveloooée par un amélange nexana/dioxane (7/3) les bandes correspondant 3 la
aigration des diols sont 3Jludes par de l'acstone. Cecte dernidre, dilude 3 L'eauy,
ast lyoohilisée. Le lyoohilisat a2st respris au tampon citrace 0,01 ¥, dont une
1liguote additionnée de dérivé narqué 3 1'125 [ seara incuoée avec des anticorps
anti-JH. Aorés que le Josage ait 3cd affectué, les restes de chague schantillon
de tampon contenant s2nccre de la JH-diol ont 3cé lavés 3 l'hexane =2t zous les
axtraits d'une néme 2spéce ont ité aélangés, désséchés puls repris gar un adlange
acetonitrile/sau (1/1) avant d4'Stre analysés osar HPLC sur colonne Merck 3P 18
(25 ca/0.4 ca, caille des oarticules Swa) avec un gradienc linéaire de CH3CN/H20
(de 45% 3 55% 20 30 an) suivi par une purge de CH3CN (1 al/an pendant !0 an). Nous a-
tons collecté une Ffraction par ainute soit 2u total 40 fractions par ichantillon
(un dchantillon pour chague 2spéce) aqui oant 3té soumises chacune 3 un dosage
radioimmunologique.

RESULTATS

Bombus terrestris: {(fig. 1 =t 2) Le stade crénymphal 2st chez
les ouvriéres plus court 4'snviron 3 heures que chez les reines.
Scdystéroides: dans Lles deux castes le taux des scdystéroldes
circulants 2st bdas au moment du filage du cocon. Chez lss ouvriires,
2s faux s'accroissent aprés 10 heures et atteignent un pic
i 40 heures. Chez Ll2s reines, la montde de la courbe ne commence
guére gue vers 2C 2 30 naeures, le pic 3 lisu aprés 30 heures.
Dans les deux castes, les taux 4'=2cdystéroides retompent adruptement
2t sont trés bas au moment de la mue nympnale.

JH: Les variations dans les =taux de JH sont <=rés parallédles
32 celles des GEZcdystéroides . Chez les ouvridres, l2 zaux commence
3 s'slever opendant les 10 premidres neures =2t atteint un maximum
4 40 heures. Dans L'hémolymone des reines, la montde =st retardée
2t le pic n'a lieu gue vers 50 A 70 heures. Les valeurs des

pics sont trés voisines chez l2s suvrisdres 2t les reines.

| ¢

Sombus hypnorum: [(Fig. 3 =2t 1) L2 stade prénympnail 23St olus
court que dans l's2spéce ogrécédents, mais on Srouve Sgalement
ine durée de dévelcopement olus longue chez l2s orénymphes de
reines jque chez la3s orénymohes 4'ouvriiares.

Zcdystérolides: <Chez Lles ouvrisre l2 Taux des 2cdystéroic
circulants s5'3ldve significativement vers la 7eme heur° o

culminer 3 30 f2eurses. Chez l2s reines de cet 3ge lsas dystéroides
sont =2ncore 2n Juantitéd <rés faiple, lsur Saux ne commence 3
s'dlever gue vers 40 heures l2 pic doit 3tre localisé wvers la

30 2me neuxe.
JH: C'2st dés aprés le Tilage du cocon gue les rtaux de JH commencent

4 s'dlever dans las deux <castes. La variapilisd des mesures
tndividuelles 2st plus zrande zue chez 3cmbu~ s2rvresiyrs 2T nous in-
terdit d'attribuer 3 un 3ge orécis ls pic de JH des ouvrisdres. 2ar

-
contre, chez le reines, 12 21ic 2st assez Dien localiisé apres
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5¢G heures; il est plus tardif et atteint des valeurs supérieures
32 ce que l'on a pu mesurer chez les ouvriéres.

JH et ecdystéroides décroissent 2 la fin du stade
dans les deux castes.
Caractérisation de la JH de Bombus.

La séparation par HPLC des diols suivie d'une analyse
radioimmunologique de toutes les fractions, la comparaison des
chromatogrammes ainsi obtenus au chromatogramme <témoin ou l'on
met en évidence les temps de rétention des diols <tritiés des
JH I, II et III, permettent de caractériser les produits immunoré-
actifs des deux espéces. La figure 5 montre clairement que les
seuls produits immunoréactifs détectés comigrent avec le diol
de la JH EII (Ci6). (fig.3).

e
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A &
i
a 14
s P 30 | L o,
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igure 5: Séparation par HPLC des JE de .'hémclumphe de 3ombus
terrestris et de 3Jombus hypnorwn. Comparaison avec aes
margueurs triciés chromatograpniés dans les  mémes
conditions.

Nous n'avons pas détecté d'immunoréactivité dan
les fractions comigrant avec les diols de JH de poids moluculaire
plus éleve Cl7, <C£18). Le mélange préalable des échantillons
provenant pour chaqgue espéce, des deux castes et prélevés cout
au long du stade permet d'affirmer, puisqu'on ne <trouve gu'un
seul dérivé, qu'aucune différence qualitative n'existe entre
les castes ni dans le décours temporel.

Les prénymphes des deux espéces de 3cmbus 2tudigdes ici
ne contiennent donc gue de la JH III tant chez les reines
que chez les ouvriéres.



DISCUSSION

REMBOLD et HAGENGUTH (1980) par une méthode physico-
chimique ¢trouvent la JH III tout au long du développement de
l'Abeille. Zn 1978, LENSKY et al.affirmaient la présence simultanée
des JH I 2t III, leur dosage chez les prénymphes rendait compte
de 3 fois plus de JH III que de JH I chez les reines, de 4 fois
plus de JH I que de JH III chez les ouvridres. Chez las autres
Apidae que sont les 3ourdons, nous n'avons déceld que de la
JH III. Les faux de JH et d'scdystéroides montrent un pic =tris
net au cours du stade prénymphal des deux castes chez les deux
aspéces. Les normones circulantes disparaissent vers la fin
du stade. De tels pics précédant la mue nymphale on 2té décrits
chez les Lépidoptéres (LAGUEUX et al.,1976; VARJAS =t al., 1975;
HSIA0 et HSIAO, 1977; MAUCHAMP et al., 1980), chez Ll'abeille
(REMBOLD =t HAGENGUTH, 1980) ou la décroissance des ftaux avant
la mue nymphale n'a pas $té clairement montrée. La signification
foncticonnelle de ces pics n'ast pas connue.

Dans les deux sspéces de 3ourdons, i1l =2xiste des
différences dans les variations =temporelles des zaux de JH =t
d'escdystéroides. Les taux de JH commencent 3 augmenter oplus
t8t que les taux d'ecdystérolides tandis que L2 pic de JH se
situe quelques heures plus tard que le p2ic d'acdystéroides.
Dans les deux 2spéces, les deux hormones varient suivant un
schéma ¢trés voisin, ce qui indigue une coordination trés orécise
entre les hormones dans l2 développement de la prénymphe.

On ne peut pas comparer ce phénoméne avec ce gqu'il
advient chez Ll'Abeille car, pendant &tout Lle stade orénymohal,
seuls3 3chantillons ont 3téd dosés pour l2s deux castes par IEMBOLD
2t HAGENGUTH (1980) =2t un seul point par caste par LENSKY =t
al. (1378). Chez las Lépidoptédres, l'augmentaticn des 2cdystéroides
orécéde la retombée des JH. Mais on ne connait rien sur des
concentrations hormonales critiques capables d'induire des diffsé-
rences dans le développement, pas plus qu'on ne sait si l2 phénoméne
important 2st le pic ou l'accroissement jui L2 srécéde.

De nos résultats, on peut zonckure que l'accroissement
ju caux de JH pourrait dans un premier <temps activer le zénome
tandis sue les =2cdystiroides =2ntraineraient la fsranscription
ju orogramme induits par la JH comme cela 2 3td proposé par KRISHNA-
XUMARAN (1280). Dans L2 développement morphogénétique on pense
que la JH stimule l'a2xpression des génes larvaires; dans 1l'optigue
de la différenciation des castes, la JH induirait la physio-
logies reproductrice 2t ls comportement de reine comme L'a montré
RCSELZR (1277) sour 3Jcmbus 2ypnorum Des diffdrences spécifiques des
sastes =2axistent oour las deux hormones. Chez les ouvrisres,
augmenter plus 3t gJque

n iy

l2s taux des deux normones commencent

w W

chez les reines 2t le pic se situe wvers l2 milisu du stade prénym-

ohal, tandis que chez les reines il 2 lisu 2aviron trente heures

plus tard soit vers les 2/3 ou lss 3/4 de la durse du stade.
% b

Cette dirfférence rerflite sans doute un programme temporel spécifigque
des castes a2t li leur diffirenciation. Les <Zzaux maximum <es
deux naormones sont Zu mnéme ordre de grandeur chez l2s reines
et les ouvridres de 3ombus serrestr+is. chez 3cmbus Aypnorumlie 3ic de

JH =2st olus 3lavé chez l12s reines que chez las ouvridres, ce
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qui avait été montré grice 2 un test biologique par ROSELER
(1977). Cela pourrait &tre rapproché du fait que des preénymphes
de Bombus hypnorwn engagées dans la différenciation en ouvriéres
peuvent %tre orientées vers la caste reine par l'application
de JH (ROSELER, 1976,1977).
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