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SUMMARY

CIRCADIAN RHYTHM OF 9-KETODEC-2-ENOIC ACID, QUEEN PHEROMONE,
AND 10-HYDROXYDEC-2-ENOIC ACID OF WORKER -BEES, APIS MELLIFICA LIGUSTICA S.

During a period of 24 hours at the summer solstice, unmated queens 15 to 18 days old and attendant
workers aged 17 to 18 days were taken and killed every three hours. Amounts of 9-ketodec-2-enoic acid
of queens heads and those of 10-hydroxydec-2-enoic acid of workers heads were investigated by gas
chromatography.

The study of these two acids, one pheromonal (9-ketodec-2-enoic acid), the other not pheromonal
(10-hydroxydec-2-enoic acid) showed their production had important quantitative variations. In the
queen, the production rhythm of the 9-ketodec-2-enoic acid is unimodal and it is between 11 a.m. and §
p.m. that the amount is the highest. In attendant workers the production rhythm of 10-hydroxydec-2-
enoic acid could be trimodal. Titrated amounts are high during both day and night.

These results are related with sexual activity of drones on the one hand, with a gland activity,
characteristic of the worker bee when it is in presence of a queen, on the other hand.

RESUME

Au cours d’une période de 24 heures au solstice d’été, des reines vierges agées de 15 a 18 jours et des
ouvriéres accompagnatrices de 17 a 21 jours ont été prélevées et sacrifiées toutes les trois heures. Les
teneurs en acide céto-9 décéne-2 oique des tétes de reines et en acide hydroxy-10 décéne-2 ofque des tétes
des ouvriéres ont été examinées par la technique de la chromatographie en phase gazeuse.
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L’étude de ces deux acides, I'un phéromonal (acide céto-9 décéne-2 oique), ’autre non phéromonal
(acide hydroxy-10 décéne-2 oique) a montré que leur production présente des variations quantitatives
importantes.

Chez la reine, le rythme de production de I’acide céto-9 décéne-2 oique est unimodal. C’est entre 11 h
et 17h que la quantité est la plus élevée.

Chez les ouvriéres accompagnatrices, le rythme de production de I’acide hydroxy- 10 décéne-2 oique
pourrait étre trimodal. Les quantités dosées sont importantes a la fois le jour et la nuit.

Ces résultats sont mis en relation d’une part avec 'activité sexuelle des males d’abeilles et d’autre part
avec une activité glandulaire propre a I'ouvriére lorsqu’elle est en présence d’une reine.

Descripteurs : rythme circadien, acide céto-9 décéne-2 oique, acide hydroxy-10 décéne-2 oique, phé-
romone royale, Apis mellifica ligustica, reine, ouvriére, insectes.

INTRODUCTION

On connait depuis longtemps I'importance des rythmes biologiques qui réglent la
plupart des processus vitaux.

Ces rythmes sont de différents types. Ceux qui nous intéressent dans ce travail
concernent le comportement lorsque celui-ci est sous la dépendance des substances
phéromonales.

Un certain nombre d’auteurs ont étudié les relations existant entre la production
des phéromones sexuelles et le moment de la journée ou celles-ci sont sécrétées par les
insectes. Dans leur ensemble, ces travaux portent sur I’'examen des réponses comporte-
mentales des males aux odeurs phéromonales attractives émises par les femelles au
cours d’une période de 24 heures ou plus.

Les données les plus nombreuses a ce sujet sont apportées chez les lépidoptéres.
C’est la raison pour laquelle nous citerons un exemple choisi dans cet ordre : c’est en
étudiant la petite tordeuse du thé (Adoxophyes fasciata), papillon diurne, que des
auteurs japonais (K. NAGATA ef al., 1972) ont trouvé que la concentration en phéro-
mones des femelles vierges variait selon les différents moments de la journée. En fait, ce
n’est pas la concentration en phéromone qu’ils évaluent directement mais ’activité du
comportement d’accouplement des males lorsque ceux-ci répondent a la phéromone
sexuelle des femelles. Leurs résultats précisent que la sécrétion phéromonale des papil-
lons femelles non fécondés présente 2 maxima en 24 heures, le premier, le matin en fin
de scotophase, et le deuxiéme a partir de midi.

Toutefois, chez d’autres espéces comme les Pyralides, il est noté que la phéromone
sexuelle des femelles n’est pas produite a des heures bien définies (BARTH, 1937-1938).
TRAYNIER (1970) remarque aussi que des extraits abdominaux de femelles Ephestia
kiihniella ne sont pas plus attractifs lorsqu’ils sont préparés a partir de femelles cap-
turées le matin ou en fin de journée, que celles-ci soient ou non en posture d’appel.

Chez les Hyménoptéres, peu de travaux ont été entrepris. JAcoBsoN (1972) cite le
cas d’un braconide (Bracon hebetor) dont les femelles attirent les males au cours des
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heures matinales (GrRoscH, 1948) et d’une tenthréde (Diprion similis) qui attire son pre-
mier méle vers 11 heures et dont l’activité sexuelle se poursuit jusqu’a 16 heures
(CopPEL et al. 1960).

Peu d’auteurs ont donc entrepris d’évaluer directement la quantité de phéromone
sur une période de 24 heures, en effectuant le dosage dans les glandes ou d’autres
parties du corps des insectes en élevage.

Dés 1970, nous nous sommes intéressés aux problémes des rythmes biologiques
(PAIN, ROGER, 1970). En effet, nous avons mis en évidence une variation annuelle de la
teneur en acide hydroxy- 10 décéne-2 oique dans les tétes d’ouvriéres. Poursuivant nos
travaux dans cette direction, nous avons démontré que les deux phéromones sexuelles
contenues dans les tétes de reines (les acides céto-9 et hydroxy-9 décéne-2 oique) pré-
sentaient un rythme saisonnier trés net. Les quantités les plus importantes apparais-
saient au mois de juin. Or, dans le bassin parisien, le mois de juin constitue une période
cruciale pour le développement de la colonie d’abeilles. C’est I’époque des fortes
miellées mais aussi celle des accouplements et de ’essaimage. Nous avons constaté le
parallélisme étroit qui existe entre le cycle annuel de production de I’acide céto-9
déceéne-2 oique et celui de ’acide hydroxy-10 décéne-2 oique sécrété par les ouvriéres
et constituant essentiel de la gelée royale.

Nous avons donc été amenés a étudier les variations possibles de la teneur en acide
céto-9 décéne-2 oique et hydroxy-10 décéne-2 oique chez les reines et les ouvriéres
accompagnatrices au cours d’une période de 24 heures.

METHODES

1. Préparation du matériel biologique

Nous avons utilisé des reines vierges issues d’un élevage expérimental. Celui-ci a été conduit dans les
colonies d’Apis mellifica ligustica S. d’un rucher couvert. Nous avons décidé de faire un élevage royal de
fagon a ce que les reines puissent naitre dans les premiers jours de juin. C’est a cette époque de I’année que
des reines vierges encagées avec de petites populations d’ouvriéres contiennent les quantités les plus impor-
tantes de phéromones royales : les acides céto-9 et hydroxy-9 décéne-2 oique (PAIN, ROGER, 1974). Nous
avons déja expliqué les roles divers que jouent ces deux acides (Pam, 1971).

Dés que les reines sont prétes a naitre, elles sont prélevées et introduites dans les cagettes Pain (1966)
contenant une trentaine d’ouvriéres de 1 et 2 jours prélevées au hasard sur un cadre de couvain naissant.
Apreés la naissance des reines, on compléte la population jusqu’a 50 ouvriéres avec des abeilles du méme
dge également prises au hasard.

Les abeilles regoivent comme nourriture du candi, du pollen, stocké a Pétat frais & — 25 °C, et de
I’eau. Elles restent claustrées en étuve a 32 °C. Les reines séjournent 15 jours en milieu confiné a ’obscu-
rité. Vers le quinziéme jour de leur vie, on sait qu’elles produisent beaucoup d’acide céto-9 décéne-2 oique
(PAIN, ROGER, 1976). Puis les reines sont prélevées au hasard par groupes de 10 toutes les 3 heures pen-
dant une période de 24 heures. Ainsi, le premier groupe de reines a été sacrifié le 20 juin a 11 heures. Au
total, nous avons utilisé 90 reines réparties en 9 groupes horaires. En attendant d’effectuer les dosages, les
reines et les ouvriéres accompagnatrices sont conservées dans un congélateur a — 25 °C.
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2. Dosages des acides céto-9 et hydroxy-10 décéne-2 oique

Le dosage de I'acide céto-9 déceéne-2 oique a été effectué a partir des extraits céphaliques de reines
vierges. Les tétes de reines ont été prélevées et groupées par 10 pour chaque série horaire et dosées
globalement.

Connaissant le parallélisme biochimique qui existe entre la sécrétion de I’acide céto-9 décéne-2 oique
et celle de P’acide hydroxy-10 décéne-2 oique, nous avons dosé également ce dernier, contenu dans les tétes
des ouvriéres accompagnatrices.

Pour manipuler plus commodément les extraits céphaliques des ouvriéres, nous avons choisi au
hasard 50 abeilles dont on a prélevé les tétes. C’est a partir de ces 50 tétes d’ouvriéres que nous avons pré-
paré un extrait dans ’éther. La méme opération a été répétée pour les huit autres séries horaires. Les
dosages de I’acide hydroxy-10 décéne-2 oique correspondent donc a un extrait de 50 tétes d’ouvriéres
représentatif de 500 ouvriéres accompagnatrices de 10 reines.

3. Technique des dosages
La technique de préparation des broyats de tétes de reines et de tétes d’ouvriéres a déja été décrite
(PAIN, BARBIER, ROGER, 1967 - PAIN, ROGER, 1970).

Pour mettre en évidence les acides céto-9 et hydroxy-10 décene-2 oique, nous avons utilisé la chro-
matographie en phase gazeuse. Les extraits sont obtenus a partir de broyats de tétes dans I’éther. Ils sont
amenés a sec puis méthylés pour étre repris par des quantités appropriées d’hexane.

Les acides céto-9 et hydroxy- 10 décéne-2 oique de synthése servent de référence et les quantités uti-
lisées pour le dosage des extraits de reines et d’ouvriéres sont de Pordre de 1 mg et de 2 mg.

Nous avons utilisé un chromatographe gaz liquide a détection par ionisation de flamme (PaIN,
ROGER, THEURKAUFF, 1974). Il comporte une colonne spiralée de 2 m en inox. Son diamétre est de 1/4 de
pouce. La colonne est remplie de Kiselgur 80/100 mesh imprégné de P.E.G. a 15 %.

Nous avons effectué trois injections par extrait de tétes de reines et de tétes d’ouvriéres. Les subs-
tances témoin de synthése sont injectées entre chaque extrait céphalique.

Les dosages quantitatifs des extraits céphaliques sont obtenus par la comparaison des aires des pics
d’enregistrement avec celles fournies par des échantillons d’esters méthyliques d’acide céto-9 et hydroxy-
10 décéne-2 oique de synthése.

Le taux d’erreur est de 'ordre de 10 % au cours d’'une méme série de mesures.

RESULTATS

Résultats des dosages de l'acide céto-9 décéne-2 oique
dans les tétes des reines vierges

La figure 1 montre que les teneurs en acide céto-9 décéne-2 oique quantifiées dans
les tétes de reines vierges dgées de 15 a 18 jours sont les plus faibles & 8 heures du matin
(270 ug). Puis en trois heures de temps, on s’apergoit que la quantité d’acide céto-9
décene-2 oique a doublé. Les quantités les plus fortes se situent entre 11 et 17 heures.
On peut considérer qu’a partir de 18 heures la quantité d’acide trouvée est de moins en
moins importante. Elle reste étale entre 23 et 5 heures du matin, sans toutefois étre
négligeable (355 ug).

Ces résultats indiquent que dans nos conditions expérimentales d’élevage et de
claustration des abeilles, la teneur en acide céto-9 décéne-2 oique des tétes de reines
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vierges présente en juin un rythme unimodal accentué le jour et atténué la nuit jus-
qu’aux premiéres heures de la matinée.

Résultats des dosages de l'acide hydroxy-10 décéne-2 oique
dans les tétes des ouvriéres accompagnatrices

La figure 2 présente I’évolution quantitative de la teneur en acide hydroxy-10
décéne-2 oique des tétes des ouvriéres de 17 a 21 jours accompagnatrices des reines.
On remarque que l'allure de la courbe ne se calque pas exactement sur celle de la
figure 1. On note cependant une certaine concordance entre les deux maxima qui se
situent exactement a la méme heure (14 heures) pour les deux acides. Toutefois la com-
paraison s’arréte la car, avant et aprés 14 heures, la teneur en acide hydroxy-10 décéne-
2 oique est peu élevée alors que celle des reines reste importante.

acide ceto-9 déceéne-2 olque /reine (pg)
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Fic. 1. — Quantité d’acide céto-9 décéne-2 oique (ug) dans une téte
de reine vierge de 15 a 18 jours (moyenne calculée sur 10 reines).
Les reines ont été prélevées toutes les 3 heures du 20 juin au 21 juin,

ABB. 1. — Menge von 9-Keto-2-Decensiure (ug) im Kopf einer jungfriulichen Konigin
im Alter von 15 - 18 Tagen (aus 10 Kdniginnen berechneter Mittelwert).
Die Koéniginnen wurden entnommen in Abstéinden von drei Stunden am 20. und 21. Juni.
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acide hydroxy-10 decene—2 orque / ouvriere (pg)
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FIG. 2. — Quantité d’acide hydroxy-10 décéne-2 oique (ug) dans une téte
d’ouvriére accompagnatrice de 17 d 21 jours (moyenne calculée sur 50 ouvriéres).
Les ouvriéres ont été prélevées toutes les 3 heures du 20 juin au 21 juin.
ABB. 2. — Menge von 10-Hydroxy-2-Decensdure (ug) im Kopf
einer Begleitarbeitshiene, 17 - 21 Tage alt (aus 50 Arbeitsbienen berechneter Mittelwert).
Die Arbeitsbienen wurden in Abstdnden von drei Stunden am 20. und 21. Juni entnommen.

Chez les ouvriéres, dés que la teneur en acide hydroxy- 10 décéne-2 oique a atteint
son maximum, elle chute brusquement jusqu’a 17 heures pour s’abaisser encore jusqu’a
20 heures. Chez les reines, ce processus est plus lent puisque la teneur en acide céto-9
décéne-2 oique diminue, rapidement jusqu’a 20 heures, plus doucement jusqu’a 23
heures.

On n’observe pas non plus comme chez les reines, une stabilité des quantités
trouvées entre 23 et 5 heures du matin. Au contraire, activité des glandes céphaliques
des ouvriéres continue a se manifester au cours de la nuit.

Ces résultats montrent donc qu’au cours d’une période de 24 heures, 1’acide
hydroxy-10 décéne-2 oique contenu dans les extraits céphaliques des ouvriéres accom-
pagnatrices présente au mois de juin une succession de rythmes d’une durée d’environ 6
heures, entrecoupée par des phases de repos ou de ralentissement. Chez les larves de
drosophile RENSING (1969) a trouvé dans les glandes salivaires un rythme bimodal.
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DISCUSSION

Lors de travaux antérieurs (PAIN, ROGER, 1974) nous avons montré que ’acide
céto-9 décéne-2 oique présentait un rythme annuel et que celui-ci se calquait sur celui
de 'acide hydroxy- 10 décéne-2 oique, les quantités maxima des deux acides se situant
en juin. Or, pour effectuer le dosage de ces deux acides, nous avons sacrifié les reines et
les ouvriéres dans la journée. Plus précisément, les reines ont été sacrifiées entre 10 et
17 heures et les ouvriéres vers 14 heures. Ainsi, dans les deux cas, nous nous étions pla-
cés aux heures les plus favorables. Ce qui pourrait expliquer dans une faible mesure
I’évolution paralléle des deux courbes.

Au cours d’autres recherches (PAIN, ROGER, 1976) nous avons étudié la variation
de la teneur en acide céto-9 décéne-2 oique en fonction de I’age des reines. Nous avons
indiqué que la teneur en acide céto-9 décéne-2 oique est la plus forte chez des reines
vierges agées de 16 a 17 jours.

Le travail que nous venons d’effectuer chez les reines vierges de méme &ge, au
cours d’une période de 24 heures au solstice d’été, fait apparaitre de fortes quantités de
phéromone (acide céto-9 décéne-2 oique). Toutefois, les valeurs trouvées bien qu’im-
portantes restent en dessous de celles indiquées précédemment, établies en septembre
(PAIN, ROGER, 1976). Il est probable que les facteurs de ’environnement n’ont pas agi
avec la méme intensité sur la physiologie de la colonie au cours des deux années
comparées.

En ce qui concerne les valeurs d’acide céto-9 décéne-2 oique enregistrées chez les
reines vierges, nous remarquons qu’elles sont les plus importantes aux heures les plus
chaudes et les plus ensoleillées de 1a journée entre 11 et 17 heures. Il y a donc une ana-
logie marquée avec le processus de I’accouplement. En effet, dans les conditions natu-
relles, les méles d’abeilles s’accouplent avec les reines aux heures les plus chaudes et les
plus ensoleillées qui correspondent aux maxima de la sécrétion céphalique des reines.
En fin de journée, les quantités d’acide diminuent considérablement pour atteindre un
palier qui reste stable 6 heures pendant lesquelles la teneur ne varie pas. Durant cette
période, les valeurs trouvées (355 ug) sont égales & environ la moitié des plus fortes
(750 ug). On peut supposer que pendant la nuit, I’acide céto-9 décéne-2 oique aurait
pour fonction de maintenir la cohésion des ouvriéres autour de la reine. La chute de la
quantité de substance que nous observons a 8 heures du matin pourrait s’expliquer par
le fait qu’avant la reprise de la production phéromonale, les glandes auraient besoin
d’un temps de repos avant de reprendre leur activité. Ainsi, le rythme circadien unimo-
dal de la production d’acide céto-9 décéne-2 oique coinciderait avec le rythme d’acti-
vité sexuelle des males.

En ce qui concerne la teneur en acide hydroxy-10 décéne-2 oique des ouvriéres
accompagnatrices de reine, nous retrouvons en juin exactement les mémes valeurs que
celles que nous avions trouvées en 1970 (PaIN, ROGER). Dans nos conditions expéri-
mentales, les reines n’ont pas pondu et les ouvriéres n’ont pas élevé de couvain. Le
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rythme qui apparait sur la figure 2 n’est donc pas en rapport avec une activité d’élevage.
Mais puisque dés le premier jour de leur claustration, les jeunes ouvriéres accompagna-
trices ont consommé du pollen, elles ont donc regu les éléments nutritifs nécessaires au
développement des glandes céphaliques productrices de gelée. L'un de nous, B. ROGER
(G. ArRNOLD, B. ROGER, sous presse) a montré 1’effet accélérateur du pollen sur la pro-
duction de I’acide hydroxy-10 décéne-2 oique. Par conséquent, les quantités trouvées
reflétent un rythme d’activité glandulaire propre a ’ouvriére lorsque celle-ci est en pré-
sence d’une reine. Ce rythme pourrait étre trimodal. Il ne se calque pas sur celui de la
teneur en acide céto-9 décéne-2 oique sauf au moment du maximum de la production, a
14 heures.

Nous pensons que ces variations dans la teneur en acide hydroxy-10 décéne-2
oique sont en rapport avec le nourrissage des reines par les ouvriéres. De plus, il se
pourrait que la reine influe aussi sur la teneur en acide hydroxy- 10 décéne-2 oique des
ouvriéres qui [’accompagnent.

CONCLUSION

Chez I’Abeille, c’est la premiére fois qu’un rythme circadien en rapport avec le
contenu des glandes céphaliques des reines et des ouvriéres a été découvert.

L’étude des deux acides, I'un phéromonal (I’acide céto-9 décéne-2 oique), 'autre
non phéromonal (I’acide hydroxy- 10 décéne-2 oique) a montré que leur production pré-
sente des variations quantitatives importantes au cours d’une période de 24 heures au
solstice d’été.

Chez la reine, le rythme de production de I’acide céto-9 décéne-2 oique est de type
unimodal. C’est le jour que la quantité la plus élevée est enregistrée, de 11 a 17 heures.
Or, au cours de ces 6 heures, la phéromone émise par la reine déclenche I’activité
sexuelle des males d’abeilles dont les vols de fécondation se situent sensiblement aux
mémes heures.

Chez les ouvriéres accompagnatrices, le rythme de production de ’acide hydroxy-
10 déceéne-2 oique serait peut-étre de type trimodal. Les quantités trouvées sont impor-
tantes a la fois le jour et la nuit. Le rythme observé chez les ouvriéres se différencie de
celui existant chez la reine, tout au moins en ce qui concerne I’augmentation des teneurs
au cours de la nuit. La seule similitude entre le rythme de production des deux acides
concerne le maximum des valeurs obtenues dans les deux cas, a 14 heures. Les diffe-
rentes phases qui apparaissent en 24 heures sont sans doute liées a une activité glandu-
laire d’ordre alimentaire et biochimique.

D’autre part, les expériences ayant été réalisées avec des ouvriéres de 17 a 21
jours, le rythme circadien de I’acide hydroxy-10 décéne-2 oique correspond a celui
d’abeilles d’dge homogene. Dans une colonie normale, les écarts d’age sont plus grands
(de 1 a 45 jours) et varient en fonction des saisons.
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L’observation des courbes permet de constater que les glandes céphaliques des
reines et des ouvriéres contiennent toujours des quantités d’acide mesurables. Cela
signifie peut-étre que les glandes ne se vident jamais complétement. Dans nos condi-
tions expérimentales, on peut évaluer approximativement la quantité de phéromone pro-
duite par une reine vierge a 500 ug par 24 heures. Cette quantité varie certainement

selon I’état physiologique et I’dge de la reine, le nombre et ’Age des ouvriéres accompa-
gnatrices et la saison.

Nous conclurons en indiquant que ces résultats peuvent étre mis a profit sur le
plan des applications pratiques. En effet, si I'on désire procéder a des extractions bio-
chimiques de la phéromone royale, il est rentable de prélever les reines a des heures bien
précises de la journée pour obtenir le maximum de produit. Si 'on utilise les reines
vivantes, il est préférable de tenir compte de I’heure a laquelle la quantité de substance
est la plus grande afin de travailler avec des insectes dont le pouvoir d’attraction est
maximum,

Ce travail représente une premiére approche de I'analyse des rythmes circadiens
chez les abeilles.

Recgu pour publication en mai 1978
Eingegangen im Mai 1978

ZUSAMMENFASSUNG

Die Untersuchung von zwei Séuren, von denen die eine als Pheromon wirkt (9-Keto-2-Decensiure),
die andere nicht (10-Hydroxy-2-Decensdure), mittels Gaschromatographie hat zur Zeit der
Sommersonnenwende betrichtliche quantitative Schwankungen ihrer Produktion im Verlauf von 24
Stunden ergeben.

Die Menge der Sduren wurde aus Kopfextrakten von unbegatteten Kéniginnen im Alter von 15-18
Tagen und aus den Kopfen von Begleit-Arbeitsbienen von Apis mellifica ligustica S. bestimmt. Die
Kéniginnen waren zusammen mit 50 Arbeiterinnen 15 Tage lang gekifigt. Dann wurden sie in Gruppen
von 10 alle 3 Stunden wahrend des Verlaufs von 24 Stunden getétet. Die Arbeiterinnen wurden zur
Bestimmung der Dosis ebenfalls getétet.

Die Resultate weisen darauf hin, dass unter unseren Bedingungen der Aufzucht und der Haltung der
Gehalt der Kopfextrakte unbegatteter Koniginnen an 9-Keto-2-Decensiiure im Juni einen unimodalen
Rhythmus mit einer Erh6hung wihrend des Tages und einer Verringerung wihrend der Nacht bis in die
friihen Morgenstunden aufweist. Es ist bekannt, dass die von der K6nigin abgegebenen Pheromone das
Sexualverhalten der Drohnen ausldsen, deren Fliige ja nur am Nachmittag stattfinden.

Bei den Begleitbienen zeigt die in den Kopfextrakten enthaltene 10-Hydroxy-2-Decensiure im Juni
eine Folge von Rhythmen, Héhepunkte, unterbrochen von Phasen der Inaktivitit oder der Abnahme. Die
festgestellte Menge spiegelt einen eigenen Rhythmus der Driisenaktivitiit der Arbeitsbienen, wenn sie sich
in Gegenwart einer Konigin befinden. Dieser Rhythmus scheint trimodal zu sein. Er deckt sich nicht mit
dem Gehalt an 9-Keto-2-Decensidure, ausgenommen am Hoéhepunkt der Produktion, um 14 Uhr im
Monat Juni.
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