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Résumé: A l'aide de dosages radioimmunologigques,
nous avons 3tudié les taux des ecdysteroides 2t de la JH circulants
au cours de la oprénymphose de deux espécses de 3ourdons. Les
variations temporelles et quantitatives des concentrations sont
discutées an rapport avec la biologie des =spéces =2t la détermina-
tion des castes.

Mots—clés: dosages radiotmmunologigues, szcdystaroides,
hormone juvénile, 3ombus.

Summary: Fluctuations of juvenile hormone and ecdy-
steroids titres in workers and queens prepupae of two: species
of Bombus (B. hypnorum, 3.terrestris)

The titres of juvenile normone III and of Zcdysteroids
were measured throughout prepupal development of 3ombus zarrestr<s
and 3ombus hypnorwm. The orecision of the radioimmuno. assays
allowed us =©o determine rthe levels of both hormones rfrom a single
animal hnaemolympn sample. The concentrations of ooth hormones
show a clear geak, =he +timing of which vary according to the
caste. Concentrations and cime sequences are discussed in relation
©o species biology and caste specificity.

- Key-words: radiotmmunoassays, 2cdysteroids, juvenile
normone, prevupag , 30mMous.

INTRCDUCTION

Chez lss abeilles sociales, !a {ormation des castes
ast lide 3 des modulations hormonales. Des taux 3levés d'Hormones
juvéniles (JH) pendant las derniers stades Larvaires semblant
3tre impliqués dans le développement des reines (DE WILDE 2t

BEETSMA , 1982). L'zpplication de JH peut induire la diffsrencia-
“ion dans l2 sens reine <zhez las abeillas [ASENCOT =t LIMSKY
1976; GOEWIZ =2t 3EETSMA, 1375; COPISN =2t al., 1979), lLes Melipones
(YELTHUIS =2t YELTHUIS-XLUPPEL, 197%) =2t les 3ourdons (38SELZR,
1375, 1977). Ze derniar zauteur a mis 2n 3vidence <Zeux Tnécanismes
de diffirenciation des zastes:

oppement des larves

lhez 3ombus Aupnorum, le  déve
ta juantité de nourriture

vers l'une ou l'aufre cascte 2st induit par

regue durant l2 dernier stade larvaire. In peut penser Jue la
orise de aourriture 2ntraine la production de JH. L'application
de JH 2 des larves du dernisr stade 2t a8me des prénymohes 3igées
de moins de 24 hneures =ntraine laur dévelioppement dans l2 sens
reine. Chez Jombpus servesctrisc'ast sendant la oremisr stade
larvaire gu'a lisu la iéterminacion des zastes. La diffirenciation
dans le sens osuvri2re ne neut plus 3tre modiri zar la juantizé
de nourriture, ai par Ll'application de JH. Le Ziéveloppement
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dans le sens reine peut 8tre influencé vers 1la voie ouvriére
par la présence d'une reine +trés dominante dans la société,
et ce, jusque pendant le dernier stade larvaire.

Il est intéressant 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 entre les variations des hormones circulantes et
certains aspects du développement. Chez les Hyménoptéres sociaux,
de telles recherches ont 4té faites chez 1'Abeille (CQPIJN et al.,
1979 ; WIRTZ, 1973; LENSKY et al., 1978; REMBOLD, 1976; REMBOLD
et HAGENGUTH, 1980) et, en ce qui concerne les seuls ecdysteroldes
chez deux espéces de Fourmis SUZZONI et al., 1980, 1983). Les

résultats de ces investigations montrent que les reines ont
des taux de JH plus élevés au dernier stade larvairei mais les
courbes obtenues par les différents auteurs ont des profils
malaisément comparables probablement & cause des différences
dans 1les méthodes (Galleria test, dosage radioimmunologique,
dosage physico-chimique), dans les échantillons (hémolymphe
ou broyats %totaux) ou méme dans l'unité a laquelle les taux
d'hormones sont rapportés: (poids, volume ou dien nombre d‘animaux).
Des différences entre castes ont été également montrées qui
concernent ies escdystéroides. Déja a l'aide du test biologique
Galleria, RUSELER,(1977) avait <trouvé un taux de JH plus élevé
dans les prénymphes de reines de Bombus hypnorwn, tandis 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'ecdysteroldes irculants pendant
le développement prénymphal ({(c'est a dire depuis le filage du
cocon jusqu'd la mue nymphale) des deux castes femelles des
deux espéces de Bourdons précitées Des méthodes radioimmunologiques
ont été employées pour déterminer les JH (STRAMBI et al., 1981)
et les ecdystéroides (DE REGGI et al., 1975) & partir d'un
méme échantillon d'hémolymphe provenant d'une seule prénymphe.

MATERIEL ET METHODES

Jourdons: Chague colonie est élevée 3 opartir d'une reine et maintenue en cage
4 289.30° C. Un contrdle du couvain est effsctué au meins &4 fois par jour pour
noter les larves qui commence 3 filer, les cocons sont marqués individuellement
par des points oe couleur.

Hémoivmphe: flle est coilectée et son volume mesuré dans un capillaire de verre
aores  incision aqu vaisseau dorsal et immédiatement congelée.l'némolymone de
orénymphes proches qe lz mue nymphale contenant du matériel cellulaire provenant
de l'hystolyse aes tissus est d'abord centrifugée 3 0° C ot 5000 RPM.

fxtraction: A chaque échantillon d'hémolymone soit environ 30 & 150 pl suivant
la taille aes larves on ajoute envirom trois fois son volume de aéthanol. Aprés
sonication, le mélange 2st lavé trois fois par de l'hexane. Aprés chague centrifuga-
tion, !'épiphase nexane est transférée dans un tube de verre. L'hypoohase Methanol-
eay iavée trois fols 3 l'hexane sst transférée dans un tupe d'Eppendorf et &vaporée.
fords reprise par du tampon citrate O,i M (pH 6,1) et ajout d'un dérivé marqué
3 1'125 I, les échantillons sont incubés contredes anticorps anti-ecdysone suivant



la aéthodede de Reggi et al{ !975). Les axtraits hexane sont %traités par la séthode
de Strambi 2t al. (1981). Aprds dvaporation sous azota, 2t reprise sar du dioxane
sulfurique, les ichantillons sont incubés 3 40°C pendant 16h. de fagon i transformer
la JH en sa forme diol par rupture du groupement epoxy. Les diols sant repris
par Llthexane. Les phases hexane sont lavées par une solution de soude (0,01 ¥}
st dégosées sur une plague de chromatograghie 2n couche aince. La olaque ast
déveloooée par un nélange hexane/dioxane (7/3) les Dbandes corresoondant 3 la
aigration des diols sont $ludes par de ltacétone. Cacte derniére, Jiluée 31 l'sau,
ast lyoohilisée. Le lyoohilisat 2st repris au campon citrate 0,01 M, dont une
aliquots additionnée de dérivé marqué 3 1'[25 [ sera incuoée avec des anticoras
anti-JH. Aprés que le dosage ait 3té affectué, les restes de chague 3ichantillon
des ‘tampon contznant encore de la JH-diol ont 4té lavés 3 l'hexane at Gtous las
axtraits d'une agme 2spéce ont ité nélangés, déssécnés puis repris oar un aélange
acetonitrile/eau (1/1) avant d'3tre analysés par HPLC sur colonne Merck 3P 13
(25 cm/0,4 ca, taille des oarvicuies Swa} avec un gradient linéaire de CHICN/H20
(de 45% 3 33% 2n 30 an) suivi par une ourge de CHICN (1 al/an pendant 10 an). Nous a-
vans collecté une Fraction par ainute soit au %total 40 fractions par 3chancillon
{un é4chantillon pour chaque 2spéce} qui ant 3$té soumises chacune 3 un dosage
radioimmunologique.

RESULTATS

Bombus terrestris: (Jig. 1 =2t 2) Le stade prénymphal =2st :zhez
les ouvrisres plus cour*t d'anviron 3 heures que chez les reines.
Scdystéroides: dans les deux castes le saux des acdystéroides
circulants est bas au moment du filage du cocon. Chez lss ouvridres,
les taux s'accroissent aprés 10 heures et attsignent un ic
34 40 heures. Chez las reines, la montde de la courbe ne commence
guére que vers 20 3 30 heures, le pic i lisu aprés 50 heures.
Dans les deux castes, les ftaux d4d'2cdystéroides retombent abruptament
2t sont trés bas au moment de la mue aymphale.

JH: Les variations dans les taux de JH sont rds paralléles
32 celles des Zcdystéroides . Chez les ouvriidres, le Zaux commence
s'édlever pendant les 10 premiéres neures =t attsint un maximum
40 neures. Dans l'hémolympne des reines, la montde =st retardée
t la2 pic n'a lisu gue vers 350 i 70 heures. Les valsurs des
pics sont trés voisines chez les ouvriéres 2t las reines.

e o

Sombus hypnorum: {(Fig., 3 =2t &) Le stade oprénymohal =2st Jlius
dans l'a2spéce gorécédenta, mais on  Trouve 3gaiament
une durée de dévelioppement 2lus loague chez L2s oJrénymphes de
reines que chez l2s prénympnes 4'ouvrisres.

Zcdystéroides: <Chez l2s ouvridres L2 =zaux des =cdystéroldes
circulants s'3lave  significactivement vers la7eme  heure jour
culminer 3 30 heures. Thez l2s reines de cet 3ge las 2cdystéroides
sont 2ncors 2n Juantité <r2s faible, la2ur caux ne commence 2
3'dlever que vers 40 hneures L2 pic dois Stre localisé vers la
50 2me heuze.

JH: C'2st dés aprés le filage du cocon que lss taux de JH commencent
32 s'dlever dans l2s deux castes. La variaoilitéd des nesures
individuell2s 2st plus zgrande jue chez Jeombus serrestr<s 2C 2ous in-
tardit d'attribuer 3 un 3ge précis la pic de JH des ouvridres. Sar
sontre, chez Las reines, l2 gic 28T assez Jien localisé aprés
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Figure 2: Taux de JH et d'ecdystéroides chez Lles
prénymphes d'ouvriéres de 3ombus terrestris




JH Ul +--~ & ECDYSTEROQIDES 0 -

243

8. hypnorum

304 ;
reines
- 204
ES
o
o
i=d
~
9
£
[-% 104 . P
~— e
. P
”'
) .
. -
. 4”’ . ..-~"'.'
. 7 R, e
e O e TR oS
. T T T 1T T T
0 10 20 30 40 30 80 70
AGE ( heures) D Nymphes
Tigure 3: Taux de J3 2t d'z2cdystdroides chez les
orénymphes de nreines de Jombus hypnorum
304
; 8. hypnorum
: ouvrieres
2 ;
7
w :
a :
Q -~ 20
- |
-9 H
»n 9 :
> T . 3 7
aQ 5 N
g2
= 2 10+ 3
]
. .2
E "‘*c-\--........ 5
—— .
3
T ¥
50 70
AGE ( heures) > Nymphes
Tigure 4: Taux de JF 2v d'zcdystivoides zhez les
ordnymphes 4'ouvriires e Sombus uonorum




244

5CG heures; il est plus tardif et atteint des valeurs supérieures
4 ce que l'on a pu mesurer chez les ouvriéres.

JH et ecdystéroides décroissent a 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 S montre clairement que les
seuls produits immunoréactifs détectés comigrent avec le diol
de la JH III (C16). (fig.5).
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tgure 5: Séparation par HPLC des JE de .'hémoluymphe de Bombus

)

terrestris e: de Sombus ~ypnorum. Comparaison avec aes
marqueurs :iritiés chromatograpniés dans les mémes
conditions.

Nous n'avons pas détecté d'immunoréactivité dans
les fractions comigrant avec les diols de JH de poids moluculaire
plus élevé C:r7, Cl18). Le mélange préalable des échantillons
provenant pour chaque espéce, des deux castes et prélevés tout
au long du stade permet d'affirmer, puisqu'on ne trouve qu'un
seul dérivé, qu'aucune différence qualitative n'existe entre
les castes ni dans le décours temporel.

Les prénymphes des deux espéces de 3cmpus étudiées ici
ne contiennent donc gue de la JH III <ant chez 1les 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
1'Abeille. En 1978, LENSKY =t 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 ouvriéres. Chez les autres
Apidae que sont les Bourdons, nous n'avons déceld que de !la
JH III. Les taux de JH et d'=zcdystéroides montrent un pic trés
net au cours du stade prénymphal des deux castes chez les deux
aspéces. Les hormones circulantes disparaissent vers la fin
du stade. De tels pics arécédant la mue nymphale on &té décrits
chez les Lépidoptéres (LAGUEUX et al.,l1976; VARJAS =t al., 1976;
HSIAQ =t HSIAQ, 1977; MAUCHAMP et al., 1980), chez Ll'abeille
(REMBOLD et HAGENGUTH, 1980) o0 la décroissance des taux avant
la mue nymphals n'a pas 2té clairement montrée. La signification
fonctionnelle de ces 2ics n'est pas connue.

Dans le deux 2spéces de 3ourdons, il axiste des
différences dans les variations temporelles des taux de JH =t
d'ecdystéroides. Les taux de JH commencent 32 augmenter plus
8t que les taux d'ecdystéroides tandis que l2 pic de JH se
situe quelques heures plus ¢tard que le pic d'=cdystéroides.
Dans les deux =2spéces, l2s deux hormones varisnt suivant un
schéma trés voisin, 22 qui indique une coordination tr#s orécise
antre les hormones dans l2 développement de la prénymphe.

Odn ne geut pas comparer ce phénoméne avec ce qu'il
advient chez Ll'Abeille car, pendant tout le stade orénymphal,
seuls3 schantillons ont 3té dosés pour les deux castes par REMBOLD
2t HAGENGUTH (1980) =2t un seul point par caste par LINSKY =2t
al. (1978). Chez las Lépidoptéres, l'augmentaticn jes z2cdystéroides
orécéde la retombée des JH. Mais on ne connait risn sur des
concentrations hormonales critiques capables 4'induire des diffé-
rences dans le développement, pas plus qu'on ne sait si ls phénoméne
important 2st le pic ou l'accroissement qui l2 précéde.

De nos résultats, on peut conciure que l'accroissement
du taux de JH pourrait dans un premier temps activer le2 zénome
tandis gue las 2cdystéroides antraineraient la cranscription
ju programme induit par la JH zomme cela 2 3té srovosé par LRISHNA-
{UMARAN (1980). Dans L2 développement morphogénécigue on gense
que la JH svimuls 1'2xpression des génes larvaires; dans 1l'optigue
de la différenciation des <castes, la JH induirait la physio-
logie reproductrice 2t l= comportament de re2ine comme l'a montré
ROSELER (1977) pour Zempus rypnorwm Des difldrences spéciliques des
castes axistant oour l2s deux hormones. TChez L2s ouvridres,
les taux des deux Hhormones commencent 3 augmenter slus =3t Jue
chez les reines 2t ls pic se situe vers la2 milis2u du stade srénym-
ohal, tandis que chez les reines il a lisu =nviron f&rente neurses
olus tard soit vers les 2/3 ou La2s 3/4 de Lla durde du stade.
Jette diffirence reflits sans doutes un Jrogramme tamporsel spéci
ies castes =2t li2 3 laur d4diffirenciation. Les zaux mnaximum
dsux normones sont Iu méme ordre de randeur chez las rein
2t l2s ouvridres de 3ombus Serrestris. Shez Jombus rypmoruwmie dic
JH =2st plus 3la2vé zhez les reines que chez las Juvrisdres,
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qui avait été montré grice & un test biologique par ROSELER
(1977). Celz pourrait &tre rapproché du fait que des prénymphes
de Zombus hypnorwn engagéeS dans la différenciation en ouvriéres
peuvent §tre orientées vers la caste reine par 1l'application
de JH (ROSELER, 1976,1977).
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