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RÉSUMÉ

Le comportement de cour des ouvrières à l’égard d’une reine féconde a pu être reproduit au moyen de
leurres. La substance responsable de l’attraction, non totalement identifiée dans sa fraction volatile, est
localisée dans les glandes mandibulaires de la reine. La mise au point d’un test biologique appliqué à des
lots d’ouvrières d’âge variable (1 à 30 jours) soumises à une même dilution de cet extrait (1/16 tête de rei-
ne) permet de montrer une plus grande sensibilité des jeunes ouvrières de 1 à 6 jours à l’égard du leurre
royal. L’existence d’une période « critique » au plan du comportement correspond aux données neurobiolo-
giques concernant le développement du système olfactif.

INTRODUCTION

Depuis longtemps, on sait qu’une reine féconde attire un certain nombre d’ouvriè-
res qui forment autour d’elle une « cour » qui se renouvelle constamment (R6scH, 1925
- TARANOV, IVANOVA, 1946).

Ce type de comportement a été étudié par deux approches différentes : d’une part,
dans des conditions « naturelles » c’est-à-dire au niveau de la ruche, d’autre part, dans
des conditions expérimentales strictement contrôlées, en laboratoire.

- Les tests en nature ont été utilisés par des auteurs tels que GARY (1961) qui
isole des reines dans le haut des cadres d’une colonie. Mais cette méthode, selon VEL-
THUIS et van Es (1964) permet de mesurer davantage l’agressivité des ouvrières à



l’égard des reines que leur pouvoir attractif proprement dit. Ce test a été repris et

modifié par SIMPSON (1979) avec un dispositif sur lequel sont déposés des extraits de
reine.

- En laboratoire, l’influence de la reine a été étudiée par VOOGD (1956, 1959) en
utilisant différents types de leurres de reine.

BUTLER ( 1960) soumet des ouvrières à une expérience de choix entre ouvrières ou
reines mortes et extraits de reine dans un olfactomètre.

VIERLING et RENNER (1977) évaluent le degré d’attraction d’extraits de reine par
l’enregistrement du poids des abeilles attirées.

Les travaux de LAVIE et PAIN (1959) ont permis de montrer que des glandes man-
dibulaires de reines attirent les ouvrières tout autant qu’une reine morte ou vivante. Le
contenu de ces glandes inhibe d’autre part le développement des ovaires d’ouvrières
orphelines (BUTLER, 1959) et la construction de cellules royales (BUTLER, SIMPSON,
1958).

PAIN (1958) a dosé l’attraction exercée par des reines vivantes puis mis au point
un test d’attraction (PAIN, 1961, PAIN et coll., 1962).

Or dès 1955, PAIN a observé que les jeunes ouvrières semblaient davantage atti-
rées par des leurres de reines que les ouvrières les plus âgées.

L’ensemble de ces travaux nous ont conduit à nous interroger sur le rôle de la
reine ou du substitut dans le déclenchement d’un comportement d’attraction des ouvriè-
res et tout spécialement sur la mise en place et l’évolution de ce comportement au cours
de la vie des ouvrières.

Il nous a semblé intéressant d’aborder l’étude de l’ontogénèse de ce comportement
par le biais d’un test biologique, appliqué à des ouvrières de différentes classes d’âge.
Ce test a pour but d’évaluer le degré d’attraction d’extrait de reines en fonction de l’âge
des ouvrières testées, cette attraction étant définie au sens de PAIN (1961), comme un
recrutement d’un certain nombre d’ouvrières et leur maintien à proximité immédiate de
la reine ou du leurre.

Afin de contrôler strictement le paramètre « Age » des ouvrières, le biotest est

effectué sur des lots d’abeilles encagées. Cette méthode facilite en outre le traitement
statistique des résultats.

MATÉRIEL ET MÉTHODE

A. - MA TÉRIEL BIOCHIMIQUE

1 - Préparation de l’extrait attractif

PAIN (1961) a défini la « substance royale » responsable de l’attraction de la reine, comme étant com-
posée d’une Phéromone 1 (acide céto-9 décène-2 oïque) et d’une Phéromone II, mélange de substances vola-
tiles non identifiées. Le mélange des deux reconstituant l’odeur de la reine.



Nous avons observé que l’acide céto-9 décène-2 oïque déposé sur un papier filtre (8 ,ug) et présenté à
de jeunes abeilles de 4 jours provoque le recrutement des abeilles mais pas leur cohésion autour du stimu-
lus. Il n’y a donc pas d’attraction au sens où nous l’avons défini.

Ceci nous a amené à prendre en compte la substance royale dans son ensemble en préservant autant
que possible les fractions volatiles lors de la préparation de l’extrait.

De plus, on sait que la substance attractive est principalement contenue dans les glandes mandibulaires
des reines (BUTLER, 1959, BARBIER et coll., 1960). A la suite de ces différentes considérations, nous avons
extrait à l’alcool éthylique un broyat de 500 têtes de reines conservées au congélateur. Nous avons chassé
la totalité de l’éther par ébulition à 37 °. L’effet comportemental de l’extrait ainsi obtenu est comparé à l’at-
traction exercée par une reine vivante.

Il apparaît alors que l’extrait total entraîne d’abord un effet répulsif avant de provoquer une attraction
intense des ouvrières encagées. Afin d’atténuer cet effet, l’extrait a été dilué dans l’éther éthylique (2 ml)
avant d’être scellé dans les ampoules de verre de 60 hl conservées au froid à 5 °C.

Pour le test, l’extrait est déposé sur papier filtre (touche à parfum, FIRMENICH - Suisse) en prenant
toutes les précautions nécessaires pour éviter une pollution de l’atmosphère environnant les cagettes (main-
tien de l’extrait au froid - Préparation des leurres dans un lieu distinct du lieu du déroulement des tests).

2 - Analyse de l’extrait attractif par chromatographie en phase gazeuse.

Les travaux de PAIN, HÜGEL, BARBIER (1960), de CALLOW, CHAPMAN, PATON (1964), de BocH,
SHEARER, SHUEL (1979), ont permis d’identifier de nombreux composés dans les têtes et glandes mandibu-
laires de reines.

Notre analyse porte ici uniquement sur la teneur de l’extrait en acide céto-9 décène-2 trans oïque, com-
posé principal du bouquet phéromonal de la reine. Nous avons utilisé un chromagaz à détection par ionisa-
tion de flamme (colonne inox 2 m; diamètre : 1/4 de pouce; phase : Kiselgur 80/100 mesh imprégné de
P.E.G. à 15 %).

Le chromatogramme ainsi obtenu permet de déterminer que, lors d’un test, chaque touche à parfum
est imprégnée d’une dose d’extrait contenant 8,12lig d’acide céto-9 décène-2 oïque.

B. - MATÉRIEL BIOLOGIQUE

Les populations testées sont constituées d’abeilles de printemps. Elles proviennent de cadres de cou-
vain naissant placés en étuve (T °C = 33 °C; Hygrométrie relative = 50 %). Le mode de prélèvement des
ouvrières et leur répartition au hasard ont déjà été décrits (ROGER, PAIN, 1966). Les ouvrières âgées de
quelques heures à 24 heures sont introduites dans des cagettes de type PAIN (PAIN, 1966). Lors des tests
d’attraction, les parois normalement perforées sont remplacées par des vitres pleines afin de concentrer le
stimulus.

Trente ouvrières sont introduites dans chaque cagette ce qui correspond au nombre minimal assurant à
des populations d’abeilles encagées une durée de vie normale (RINDERER, BAXTER, 1978).

Les ouvrières encagées sont nourries selon la méthode décrite par ROGER (1971).

C. - MÉTHODES

Chaque lot d’abeilles n’est testé qu’une seule fois afin d’éviter tout phénomène de conditionnement aux
odeurs. On connaît en effet les capacités d’apprentissage des abeilles aux odeurs (von FRISCH, 1956).

Les abeilles testées sont réparties en 19 classes d’âges différents entre 1 jour et 30 jours. Ces différents
lots d’abeilles sont testés dans un ordre aléatoire et non pas chronologique. Le vieillissement des abeilles a
lieu en étuve. Pour chaque classe d’âge testée, l’observation est menée sur 10 cagettes parmi lesquelles on
retient un témoin recevant un papier filtre imbibé de solvant seul. L’expérimentation se déroule à heure fixe
et sa durée est limitée au maximum afin d’éliminer les effets du rythme circadien connus chez l’ouvrière
&dquo;PAIN, ROGER, 1978).



Les conditions expérimentales sont maintenues aussi stables que possible (T °C = 22 °C ± 1 °C.
Luminosité = 160 Lux). Au niveau des cagettes la luminosité est abaissée à 40 lux par un système de
caches pour atténuer la perturbation causée aux abeilles par le passage de l’étuve obscure à la lumière
artificielle.

On fixe à 20 mn la durée d’un test d’attraction, pour une cagette donnée. C’est, en effet, le temps
moyen nécessaire à l’établissement et à la stabilisation du phénomène d’attraction, lorsqu’il a lieu. Le nom-
bre d’abeilles attirées est noté toutes les minutes. Le temps de latence qui sépare le début de l’expérimenta-
tion de la première manifestation comportementale significative (1&dquo; visite prolongée) n’est pas pris en
compte.

Seul le nombre moyen d’abeilles attirées pendant la phase d’attraction maximale stable caractérise
l’attraction. On appelle « Phase d’attraction maximale stable n la période durant laquelle le nombre des
abeilles sur le leurre se stabilise aux valeurs les plus élevées de la période d’observation pendant au moins
3 mn.

La durée totale de ce plateau n’a pas été analysée car, pour certaines populations, la fin de l’attraction
est intervenue après la fin de la période de test.

Ceci va dans le sens des travaux de JUSKA (1978) qui montrent un maintien du pouvoir attractif les
15 premières minutes, puis sa disparition après 45 mn : au cours de ce test, une cage (grillagée, recouverte
de cire, suspendue dans la colonie) ayant contenu une reine féconde vivante est pesée toutes les minutes
pendant 45 mn. Le poids des ouvrières attirées par les traces phéromonées volatiles laissées par la reine
donne une valeur relative de l’attraction et de sa durée.

RÉSULTATS

A. - DÉTERMINATION D’UNE DOSE-SEUIL

Afin d’établir une comparaison entre la réponse de populations d’abeilles d’âges
différents, nous les avons toutes soumises à un stimulus identique.

L’extrait de départ ayant été obtenu à partir de 500 têtes, nous considérons que sa
concentration est de 500 têtes-équivalents (T.E.). On effectue une gamme de dilutions
(1 T.E. à 1/600 T.E.), chaque dilution étant testée à raison de 4 fil sur chaque leurre.

Le nombre moyen d’abeilles attirées en fonction de la concentration (T.E.) du sti-
mulus permet de tracer la courbe en coordonnées semi-logarithmiques (Fig. 1).

On constate que même à des concentrations très faibles (1/200 T.E.; 1/400 T.E.)
l’extrait reste encore attractif. Seule la dose la plus diluée (1/600 T.E.) présente un pou-
voir attractif très faible, proche de celui des témoins.

Aux doses intermédiaires (1/64, 1/32, 1/16 T.E.) le nombre d’abeilles attirées

semble augmenter proportionnellement à la concentration de l’extrait jusqu’à la valeur
1/16 T.E.

Au-delà, pour les doses les plus fortes (1/8, 1/4, 1 T.E.) une légère diminution de
l’effet attractif apparaît, ce qui pourrait traduire un effet répulsif des fortes concentra-
tions.

L’analyse de ces résultats nous a conduit à fixer comme stimulus, la dose-seuil,
définie comme la dose pour laquelle l’attraction est maximale pour une dilution mini-
male.



La dose 1/16 T.E. (qui correspond à 8,12,ug d’acide céto-9 décène-2 oïque)
répond à cette définition et sera donc le stimulus utilisé tout au long de l’expérimenta-
tion.

B. - BASES COMPORTEMENTALES DU TEST

En préalable au test d’attraction, il est indispensable de faire l’analyse du compor-
tement d’ouvrières placées en présence de l’extrait total attractif de reines.

L’observation porte sur 2 populations de 30 ouvrières âgées respectivement de 4 et

14 jours, afin de noter d’éventuelles modifications de comportement liées au vieillisse-
ment.



On observe, pour les 2 populations, 2 phases comportementales :

Attraction à distance :

Les ouvrières, normalement placées dans les parties hautes de la cagette, s’orien-
tent vers la source de stimulus placée sur le sol, puis s’agrègent autour du site odorant.

Maintien des abeilles à proximité du leurre :

Sitôt le leurre localisé, les abeilles manifestent les postures caractéristiques suivan-
tes :

- Exploration du leurre à l’aide de leurs extrémités antennaires.
- Succession de mouvements mandibulaires.

- Extension du proboscis et léchage du site odorant.

- Contacts tarsiques répétitifs avec le site qui peuvent correspondre à un marqua-
ge (BUTLER et coll., 1969; CHAUVIN, 1962; LENSKY et coll., 1981).

- Nettoyage des antennes avec la première paire de pattes.
Les abeilles réagissent aux perturbations occasionnées par la mise en expérience à

la fois par l’exposition de leur glande de Nasonov et par des vibrations des ailes. FREE
(1968) interprète ce comportement rencontré chez les butineuses, comme un possible
marquage d’une source de nourriture non odorante à l’intention de leurs congénères.
COLLINS (1981) remarque également ce comportement chez de jeunes ouvrières

encagées soumises aux phéromones d’alarme. Le déclenchement de ce comportement
n’est pas encore clairement compris.

Nous attendons le retour au calme des populations d’abeilles avant de mettre le
test en route. Le principal critère retenu pour définir l’attraction est tout contact direct
de l’ouvrière avec le leurre, que ce soit par ses antennes, ses pattes, ses pièces buccales
ou son proboscis.

Les échanges trophallactiques, même effectués à proximité du leurre, ne sont pas
pris en compte.

C. - ANALYSE STATISTIQUE

On effectue la moyenne des abeilles attirées pendant la phase d’attraction maxima-
le stable pour chaque cagette puis pour chaque classe d’âge. Ces résultats permettent
d’établir la courbe de la figure 2 qui représente, l’attraction des populations d’ouvrières
testées, en fonction de leur âge.

a) Analyse de la courbe

Les nombres moyens d’abeilles attirées sont traités, en fonction des différentes
classes d’âge, par la méthode du test t de comparaison des moyennes. On constate



d’une part que les populations testées présentent toujours une différence significative ou
très significative par rapport aux groupes témoins chez lesquels l’attraction est nulle.

D’autre part, la courbe indique de façon très nette que l’attraction la plus impor-
tante apparaît dans les populations âgées de 1 à 6 jours. Chez les ouvrières de 7 jours,
l’attraction marque une chute. Pourles autres groupes, ce sont les ouvrières âgées de 10
et 24 jours qui réagissent le mieux.

L’importante différente entre les variances des populations testées, en particulier
chez les populations âgées de 1 à 6 jours, perturbe la validité du test t. Pour y remédier,
nous avons procédé à un regroupement des populations de plusieurs classes d’âge, afin
d’établir l’histogramme de la figure 3.

b) Analyse de l’histogramme
Les populations sont regroupées en 5 super-classes d’âge allant de 6 jours en

6 jours, ce qui permet d’augmenter la taille de chaque échantillon. Les résultats obtenus
permettent de confirmer la sensibilité particulière des jeunes ouvrières âgées de 1 à



6 jours en présence d’un leurre de reine. Cette réponse s’atténue au 7e jour de vie avant
de présenter une reprise chez les ouvrières de 10 jours puis une reprise moins marquée
chez les ouvrières de 24 jours.

D. - VÉRIFICA TION DE LA STABILITÉ DE L’EXTRAIT
A la fin de l’expérimentation, une série supplémentaire est testée pour vérifier si

une dégradation de l’extrait attractif s’est produite malgré la conservation en ampoules



scellées au froid. Cette série est constituée d’abeilles de 2 jours; cet âge a été retenu
parce qu’il correspond à une des séries testée au tout début de l’expérimentation et qui
donne la plus forte moyenne d’abeilles attirées par les leurres phéromonés.

La moyenne d’abeilles attirées dans cette 2e série n’est pas significativement diffé-
rente de celle obtenue pour la 1&dquo; série d’abeilles de 2 jours. On peut donc supposer que
la substance attractive utilisée pour l’ensemble des tests ne s’est pas modifiée entre le
début et la fin de l’expérimentation.

DISCUSSION

Les expériences qui viennent d’être décrites s’inscrivent dans le cadre d’une étude
plus générale poursuivie dans notre laboratoire et concernant le problème de l’ontogé-
nèse des comportements à déclencheurs chimiques chez l’abeille.

Du point de vue de leur sensibilité chimique, les abeilles sont considérées comme
des insectes « généralistes » possédant simultanément 2 systèmes de détection des molé-
cules chimiques (un système spécialiste et un système généraliste) (MASSON, 1980.
MASSON et BROSSUT, 1981).

Il se pourrait que chez les jeunes ouvrières âgées de 1 à 6 jours, le système adapté
à la détection des odeurs phéromonales de la reine soit déjà fonctionnel. Par la suite,
l’ouvrière devenant butineuse, le système de détection généraliste deviendrait simultané-
ment plus performant.

L’analyse neurobiologique de la maturation post-natale du système olfactif d’ou-
vrières âgées de 1 à 21 jours indique déjà que la période comprise entre le 1&dquo; et le

8‘ jour de vie imaginale est « critique », aussi bien au niveau de la fonction (enregistre-
ments électrophysiologiques globaux antennaires) qu’au niveau de la morphologie des
neurorécepteurs (ARNOLD et MASSON, 1981).

Des expériences complémentaires en cours, prenant en compte d’une part le stimu-
lus « phéromone royale », d’autre part des stimuli « odeurs florales » devraient permettre
de donner un début d’explication, sur le plan de la physiologie sensorielle aux expérien-
ces rapportées ci-dessus.

D’autre part, les ouvrières utilisées n’ayant jamais été au contact d’une reine ou de
ses extraits jusqu’au moment de la présentation des leurres, on peut donc les considérer
comme des abeilles naïves vis-à-vis de ce stimulus. La réponse observée ici suggère
donc une acquisition des odeurs phéromonales royales pendant le développement pré-
imaginal.

Les auteurs tiennent à remercier tout particulièrement Ci. MASSON pour la lecture critique du
manuscrit.

Reçu pour publication en février 1982.
Eingegangen im Februar 1982.



ZUSAMMENFASSUNG

VARIATION DER ATTRAKTIVITÄT EINES EXTRAKTES VON KÖNIGINNEN-PHEROMONEN
IN BEZUG AUF DAS ALTER DER ARBEITSBIENEN (APIS MELLIFICA LIG USTICA S.)

Die Arbeitsbienen zeigen ein « Hofstaatverhalten » um eine begattete Königin oder um Duftattrappen
einer Königin. Wir haben versucht, aus dem Ergebnis eines Biotests den Grad der Attraktivität von
Pheromonextrakten von Bienenköniginnen auf Arbeitsbienen verschiedenen Alters zu bestimmen.

Die attraktive Substanz, die vor allem in den Mandibulardrüsen der Königin enthalten ist, besteht aus
einer wenig flüchtigen Fraktion (Pheromon I = trans-9-Oxo-2-decensäure) und einer Mischung flüchtiger,
noch nicht zur Gänze bestimmter Fraktionen (Pheromon In. Es wurde ein Extrakt aus einem

Homogenisat von 500 Königinnen-Köpfen in Äthyläther hergestellt.
Die Versuchstiere wurden in Gruppen von 30 Bienen in Käfigen vom Typ PAIN (1966) im

Brutschrank (33 °C) gehalten. Die Gruppen wurden in 19 Altersstufen von 1 bis 30 Lebenstagen geteilt.
Die Klassen wurden in zufälliger Reihenfolge als Proben von 10 Käfigen pro Klasse getestet; ein Käfig
dieser Probe, versehen mit einer nur mit Lösungsmittel imprägnierten Attrappe, diente als Kontrolle.

Der Test wird charakterisiert durch die « Phase der stabilen Maximalattraktivität »; dies ist die Perio-
de, während der - durch mindestens drei aufeinanderfolgenden Minuten - die Zahl der Bienen um die
Attrape auf dem höchstem Niveau der ganzen Beobachtungszeit stabil bleibt.

In Vorversuchen konnte die Konzentration der Dosis des Extraktes für den Schwellenwert des Reizes

bestimmt werden : Er entspricht 1/16 des Kopfes einer Königin, mit einem Gehalt von 8,12 !j trans-9-
Oxo-2-decensäure. Für diese ist die Attraktivität maximal bei niedrigster Verdünnung (Fig. 1).

Bei Vorhandensein der Attrappe (41,1 Extrakt von der Schwellendosis, auf einem Parfumtupfer),
beobachtet man das Phänomen der Attraktion auf Distanz und dann ein Verharren der Arbeiterinnen in

der Nähe der Attrappe. Das für die Bewertung der Attraktivität benutzte Kriterium ist der direkte Kontakt
der Arbeiterinnen mit der Attrappe (mittels der Antennen, Beine oder Mundwerkzeugen).

Auf Figur 2 ist die mittlere Zahl angelockter Bienen in Abhängigkeit von ihrem Alter eingezeichnet.
Die statistische Analyse dieser Daten (Vergleich der Mittelwerte mit dem t-Test) ergibt einerseits eine
signifikante Differenz des Verhaltens zu den Kontrollgruppen, andererseits eine stärkere Attraktivität auf
die Altersgruppen zwischen 1-6 Lebenstagen und einen Abfall der Attraktion für Altersstufen über
7 Tagen. Diese Resultate erfahren durch Gruppierung der Daten in 5 Superklassen mit Altersstufen von 6
zu 6 Tagen eine Bestätigung (Fig. 3).

Die Stabilität des Extraktes in Hinblick auf das Verhalten wurde am Ende der Versuchsperiode
überprüft.

Diese Periode zwischen dem 1. und 6. Lebenstag, in der Jungbienen gegenüber der Pheromon-
Königinattrappe besonders empfindlich zu sein scheinen, entspricht einer kritischen Periode der

Entwicklung des Geruchssinnes, sowohl auf der Ebene der Funktion wie auf der Ebene der Struktur der
Neurorezeptoren. Gegenwärtig werden diese Ergebnisse auf dem Gebiet der Sinnesphysiologie
weiterverfolgt.

SUMMARY

ATTRACTIVENESS OF A QUEEN PHEROMONAL EXTRACT
TO WORKER BEES OF VARYING AGES

(APIS MELLIFICA LIGUSTICA S.)

The « courtship behaviour » of worker bees towards a fertile queen can be reproduced using olfactive
lures. By the mean of bioassay, the attractiveness of queen pheromonal extracts can be evaluated to
worker bees of varying ages.

The attracting substance, mainly found in queen mandibular glands, is composed of a slightly volatile
fraction (Pheromone I : 9-oxodec-2 enoic acid) and a mixture of not completely identified volatiles

(Pheromone II). An extract was prepared from 500 queen heads in ethyl ether.



Test bees were held in an incubator (33 °C) in groups of 30 bees, per PAIN’S type cage. The groups
were divided in 19 age classes from I to 30 days. The different classes were tested at random using a
10 cage sample for each age class, with one solvent control. The test was characterized by the « upper
steady state of attraction » which was the highest number of bees on the lure during the 3 mn observation
period.

Preliminary experiments indicated a threshold concentration of the stimulus (corresponding to I/16 6
queen head and containing 8, 12 jig 9-Oxodec-2 enoic acid), which gave the highest attraction for the
lowest dilution (Fig. I).

In the presence of the lure (4 lil of extract at its threshold level on filter paper), we observed a
phenomenon of long range attraction and stabilization of worker bees near the lure. The criterion

adopted to define attractiveness was direct contact with the lure (by antennae, legs or mouth parts).
The mean number of bees attracted and their ages, are shown in figure 2. The statistical analysis of

these data showed a significant difference in reponses towards controls and more important, attractiveness
in populations of bees I to 6 days old and a decrease from the 7th day. These results are corroborated by
a statistical treatment applied to 5 age classes increasing by 6 days (Fig. 3). The stability of the extract
from the behavioural point of view was examined at the end of the experiment.

This age of I to 6 days, while the young bees seem particularly sensitive to a queen pheromonal lure,
would correspond with a critical period in olfactive development both on the level of function and structure
of neuroreceptors.

We are now conducting further experiments in the field of sensory physiology.
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