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Présentation générale 
 

La société d’abeilles domestiques (Apis mellifera) possède une structure sociale au sein de 

laquelle interagit des dizaines de milliers d’individus dans un espace confiné. Ces individus 

reposent une partie de leur socialité sur la communication chimique. La communication de 

l’abeille montre que les réponses comportementales et physiologiques des individus aux 

signaux phéromonaux sont complexes (synergies des molécules, transmissions différentes, 

effets antagonistes, contexte). A titre d'exemple, plus de 50 substances, provenant de la 

colonie sont connues pour interférer dans le fonctionnement de cette société. 

 

Malgré une connaissance approfondie de la communication chimique chez l’abeille avec, par 

exemple, les premières phéromones modificatrices identifiées chez cet insecte, de nombreux 

travaux restent à entreprendre pour interpréter ce système de communication si particulier. 

 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés : à caractériser la dynamique et la 

transmission d’une molécule phéromonale connue, identifier de nouveaux composés 

phéromonaux et comprendre la redondance des signaux chimiques de cette société. Pour cela 

nous avons étudié la communication chimique des butineuses, du couvain et de la reine dans 

les régulations sociales de la colonie.  

 

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré à une revue bibliographique afin d’avoir une 

vue d’ensemble de la communication par les phéromones, de la société d’abeilles, et de 

l’impact des phéromones dans les régulations sociales de la colonie. Une problématique 

incluant les objectifs de cette thèse termine ce chapitre. 

 

Ce manuscrit sera ensuite scindé en trois chapitres.  

 

Le second chapitre étudie la caractérisation des traits de l’histoire de vie d’une phéromone. Le 

laboratoire a mis en évidence l’effet d’une phéromone des butineuses, l’oléate d’éthyle, sur 

l’inhibition du développement comportemental des ouvrières de la colonie. Nous avons 

caractérisé la dynamique de production et la transmission de cette molécule. En outre, dans le 

cadre de la compréhension de l’affaiblissement des colonies, nous avons également travaillé 
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sur l’impact de stress (maladie, pesticide) sur la production de cette phéromone dans la 

colonie. 

 

Dans le troisième chapitre, nous avons analysé la communication chimique de la reine pour 

comprendre si son langage phéromonal est constitué d’une seule phéromone complexe, la 

phéromone royale des glandes mandibulaires ou, s’il existe un deuxième système phéromonal 

redondant des effets de la phéromone royale.  

 

Le chapitre 4 est consacré à l’identification d’une nouvelle phéromone volatile du couvain, le 

E-ß-ocimène. Sa dynamique de production est analysée ainsi que ses effets sur les ouvrières 

de la colonie d’abeilles.  

 

Dans une cinquième partie, nous résumerons brièvement les principaux résultats obtenus. Et 

dans une discussion générale, nous synthétiserons ces résultats dans la communication 

chimique au niveau des régulations sociales au sein de la colonie d’abeilles. Puis, les 

perspectives qui découlent de ces travaux seront énoncées. 
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Chapitre 1 : Phéromones et régulations sociales 
 

 

I- la communication par les phéromones 
 

 

Le terme communication est défini dans la plupart des encyclopédies comme un échange 

d’information entre individus. Pour les êtres humains, c’est une partie majeure de leurs 

interactions sociales. Ils communiquent par la parole, l’écrit, les signes, le corps, le braille et 

par beaucoup d’autres moyens culturels et technologiques. Et il est maintenant certain que les 

hommes utilisent aussi des odeurs corporelles pour communiquer (Cornwell et al., 2004; 

Wyatt, 2003).  

 

Un acte de communication n'est pas toujours manifeste ou évident car souvent aucune entité 

visuelle ne passe d'un individu à l'autre, de sorte qu'il n'est pas toujours possible de savoir 

quand se produit l'échange d'informations. Pour un étranger d'une autre planète qui pourrait 

arriver sur Terre sans connaître nos langues et nos coutumes, il lui serait très difficile de 

reconnaître un brassard noir, un clin d'œil… en tant que formes de communications humaines. 

Lorsque nous étudions la communication des insectes, nous nous retrouvons également dans 

la même situation. La seule façon de distinguer une communication entre individus passe par 

la recherche de preuves d'un changement dans le comportement, ou de la physiologie d'un 

autre individu (McFarland, 1985).  

 

Les éthologistes définissent la communication animale comme une action ou une condition de 

l’organisme qui modifie le comportement ou la physiologie d'un autre organisme (Wilson, 

1970; Wyatt, 2003). Ainsi, un insecte peut communiquer par des signaux émis (production de 

bruit, d’un signal lumineux ou chimique) ou le signal peut être simplement une partie 

inhérente de la constitution physique de l'insecte (modèle d'aile, couleur du corps, ou 

signature chimique).  
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Les insectes communiquent pour différentes raisons (Free, 1987; Wyatt, 2003) : 

 

- La facilitation de l'accouplement 

- La localisation ou l’identification d'un membre du sexe opposé  

- Le rapport de menace ou de soumission 

- La reconnaissance de la parenté ou la reconnaissance coloniale 

- L’établissement et maintien d’un territoire 

- Le mimétisme 

- La distribution spatiale des individus (agrégation ou dispersion)  

- L’avertissement d’un danger, déclenchement d’une alarme 

- L’identification de l’emplacement de la nourriture ou d’autres ressources 

- L’avertissement de sa présence 

- … 

 

Les insectes dépendent très fortement des signaux chimiques par rapport aux autres formes de 

communication. Basés sur l’origine de l’émission et sur le receveur, ces signaux chimiques 

peuvent être divisés en deux grands groupes : 

- Les allélochimiques : signaux qui sont émis d'un animal d’une espèce vers un 

membre d'une espèce différente (Whittaker, Feeny, 1970). 

- Les phéromones : signaux chimiques qui transportent l'information d'un individu 

à un autre membre de la même espèce (Free, 1987; Karlson, Luscher, 1959). 

La communication chimique intraspécifique joue un rôle essentiel dans le comportement 

sexuel et la vie sociale des insectes.  

 

A- Evolution de la définition d’une phéromone 
 

Le terme phéromone dérive du grec « pherein » qui signifie transférer, et de « hormon » 

voulant dire exciter ou stimuler. Les phéromones sont très souvent classées par fonction, 

comme par exemple les phéromones sexuelles ou encore d’agrégation. 

Plus précisément, une phéromone est définie comme une substance secrétée à l’extérieur d’un 

individu et reçue par un ou plusieurs individus de la même espèce qui, en réponse, 

modifieront leurs comportements et/ou leurs physiologies (Karlson, Luscher, 1959).  
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Aujourd’hui, la définition du mot « phéromone » a évolué depuis la définition de Karlson et 

Luscher : une phéromone peut être un mélange de différentes substances et sa transmission 

peut se faire à distance mais aussi par contact ou ingestion, directement de l’émetteur au 

récepteur. Le mode d’action des phéromones dépend de leur nature chimique et de leur 

volatilité ou de leur solubilité, propriétés qui conditionnent leurs durées de vie (Slessor et al., 

2005a). 

Les phéromones sont utilisées par de nombreux être vivant : les mammifères terrestres, les 

insectes et y compris les poissons et les crustacés sous-marins (Wyatt, 2009). Les phéromones 

sont nombreuses et sont rarement composées d’une molécule, mais plutôt d’une combinaison 

de molécules spécifiques à l'espèce émise dans une proportion précise (Slessor et al., 2005a).

 

B- Origine et réception des signaux chimiques. 
 

Les molécules utilisées dans les signaux chimiques sont majoritairement synthétisées denovo 

par des cellules sécrétrices. Mais certaines molécules phéromonales peuvent provenir de 

l’action de micro-organismes sur des composés synthétisés par l’animal, ou de l’alimentation 

(Brossut, 1996). Elles peuvent être stockées dans des glandes avant d’être émises ou être 

directement émises après avoir été produites. 

La reception de signaux chimiques se fait majoritairement via le système olfactif périphérique 

composé de cellules sensorielles spécialisées, les chimiorécepteurs, qui reçoivent les 

molécules phéromonales (Brossut, 1996). La barrière entre chimioréception de distance, de 

contact, olfaction et gustation est parfois étroite, car certains composés sont peu ou non 

volatils. La reconnaissance d’une odeur implique une succession d’événements qui se situe à 

trois niveaux : le niveau moléculaire où s’établit l’intéraction spécifique entre le stimulus et le 

système récepteur, le niveau cellulaire où s’effectue le codage olfactif et le niveau central où 

se fait la reconnaissance globale du message qui conduira à l’acte comportemental ou 

physiologique.  

 

C- Spécificité du signal 
 

La spécificité du signal peut être très faible comme, par exemple, pour les phéromones 

d’alarme ou les phéromones sexuelles, qui peuvent co-évoluer chez différentes espèces 

(Wyatt, 2003), le signal chimique aura alors une spécificité inter-espèces. A l’opposé, certains 
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signaux chimiques sont très particuliers comme les signaux de reconnaissance des individus 

d’une même colonie d’insectes (ex : les hydrocarbures cuticulaires) qui sont différents d’une 

colonie à une autre, pourtant de la même espèce (Le Conte, Hefetz, 2008). Mais la plupart des 

signaux chimiques ont une spécificité propre à l’espèce. 

La spécificité d’une phéromone se fait par les molécules qui la composent et par les 

proportions de chacune de ces molécules émises à un instant précis. Dans le cas de 

phéromones de colonies d’insectes, dans le nid, la concentration phéromonale d’une molécule 

varie en fonction du nombre d’individus émetteurs et fait varier la réponse des individus 

récepteurs. La spécificité d’une phéromone vient alors du nombre d’individus émetteurs. 

 

D- Association des phéromones avec d’autres signaux de communication 
 

La communication par les signaux chimiques est l’un des différents modes de communication 

utilisé. D’autres signaux existent notamment chez les insectes, comme l’utilisation des 

vibrations : le « stop signal » (stoppe la danse en huit des butineuses chez Apis mellifera) ou 

le « buzz signal » (déclanchement de l’essaimage chez Apis mellifera) (Nieh, 2010; Rangel et 

al., 2010). Certains signaux communicatifs non chimiques produits en même temps qu’une 

phéromone peuvent être importants pour la redondance du message, pour moduler l’intensité 

du signal, ou être nécessaires pour induire le comportement. Chez Apis mellifera, la danse 

frétillante des abeilles butineuses communique l'emplacement d'une source importante de 

nourriture aux ouvrières du nid (Frisch, 1967). En dansant, les abeilles produisent et libèrent 

deux alcanes et deux alcènes qui accroissent le recrutement des butineuses (Thom et al., 

2007). 

 

E- Différentes phéromones ? 
 

Le système de communication chimique utilisé par les animaux est complexe. Deux groupes 

de phéromones ont été décrits, les phéromones incitatrices (releaser) et modificatrices 

(primer). Une phéromone incitatrice déclenche immédiatement une réponse comportementale 

de l’individu récepteur, alors qu'une phéromone modificatrice modifie à plus long terme la 

physiologie (systèmes endocrinien, reproducteur…) chez l’individu receveur (Wilson, 

Bossert, 1963). La caractérisation des phéromones modificatrices est plus difficile car le 

temps de réponse de ce type de stimulus peut être long et difficilement quantifiable. Il est 
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quelque fois difficile d’associer un changement graduel de la physiologie d’un individu avec 

un contact précoce d’un composé chimique (Le Conte, Hefetz, 2008). 

De plus, il a été démontré que des phéromones incitatrices peuvent également modifier la 

physiologie de l’individu. La distinction entre les deux catégories de phéromones devient 

alors difficile (Fig. 1). Par exemple, chez l’abeille (Apis mellifera), la phéromone royale 

mandibulaire a des actions incitatrices comme l’attraction des ouvrières pour permettre le 

comportement de cour mais aussi des actions sur la physiologie des individus comme 

l’inhibition des ovaires des ouvrières (Slessor et al., 2005a). Egalement chez l’abeille (Apis 

mellifera), la phéromone d’alarme était compartimentée dans le groupe des phéromones 

incitatrices. Récemment des études ont montré qu’elle n’induit pas seulement une réponse 

rapide de défense mais affecte à long terme les ouvrières dans leur comportement de défense 

et provoque des changements dans l'expression des gènes de leur cerveau (Alaux, Robinson, 

2007).

Figure 1 : Phéromones modificatrices et incitatrices (modifiée d’après Wyatt, 2003) 
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Les phéromones sont intéressantes par leurs modes d’émission, de perception, de modification 

du comportement et de la physiologie. Un grand nombre d’interactions se fait par le biais des 

phéromones dans le règne animal, du fait de la grande proportion d’espèces d’insectes. Une 
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grande variété de composés est utilisée pour ce type de communication mais, parfois, un 

même composé peut être utilisé par différentes espèces. Un exemple fascinant provient de 

l’éléphant et de plus de 140 espèces de papillons qui utilisent la même molécule comme 

phéromone sexuelle (Rasmussen et al., 1996). 

 

L’abeille domestique (Apis mellifera), est un modèle phare pour l’étude de l’écologie 

chimique. Depuis plus de 50 ans et la découverte du 9-ODA (9-oxodec-2-enoic acid), 

phéromone royale émise par la reine avec des effets puissants sur la colonie (Barbier, Lederer, 

1960; Butler et al., 1962; Pain, 1961; Slessor et al., 2005a), de nombreuses études ont été 

entreprises pour comprendre ce système de communication, ce qui en fait le modèle le mieux 

décrit parmi les insectes sociaux. 

 

II La vie sociale de la colonie d’abeilles domestiques Apis mellifera 
 

La société d’abeilles domestiques est établie dans un nid fonctionnel composé de milliers 

d’alvéoles hexagonales qui lui procure une interface pour les diverses interactions entre les 

individus. Le nid est aussi une structure optimale pour le développement de la colonie 

(développement larvaire, stockage de pollen et de miel). La clé du développement de cette 

société provient de la capacité du nid à réguler ses besoins en fonction de l’environnement à 

l'intérieur et l'extérieur du nid (Wilson, 1971).

 

A- Une société 
 

Une colonie d’abeilles est une société composée de 20 000 à plus de 80 000 individus qui 

travaillent ensemble. Mais qu’est ce qu’une société et où se situe l’abeille Apis mellifera dans 

les différents degrés de socialité des animaux ? 

 

Une société est formée d’individus qui appartiennent à la même espèce et qui coopèrent pour 

leur développement (Wilson, 1971). 

Les insectes présentent différents degrés de socialité résumés dans la table 1. Les insectes 

sociaux qui présentent les plus hauts degrés de socialité sont les insectes eusociaux qui 

possèdent trois caractéristiques fondamentales (Michener, 1969) : 
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- Les individus de la même colonie coopèrent dans l’élevage des jeunes. 

- Il existe une division du travail au niveau de la reproduction, avec plus ou moins d’individus 

stériles travaillant au bénéfice d’individus reproducteurs. 

- Ces individus présentent un chevauchement d’au moins deux générations capables de 

contribuer ensemble au travail de la colonie. 

 
Tableau 1 : Degrés de sociabilité (modifié d'après Wilson, 1971) 

 Caractéristiques de socialité 

Degrés de 

sociabilité 

Coopération à 

l'entretien du 

couvain 

Différents états 

de fécondité 

Chevauchement 

des générations 

Solitaire - - - 

Quasi-social + - - 

Semi-social + + - 

Eusocial + + + 

 

Les abeilles domestiques Apis mellifera présentent le degré de sociabilité le plus élevé, et sont 

considérées comme une espèce eusociale. Ces abeilles peuvent être présentées comme une 

société complexe par la taille de la colonie, le rapport reines-ouvrières, la coopération entre 

individus, la complexité de la communication, la thermorégulation du nid ou encore la danse 

en huit permettant le recrutement de butineuses (Frisch, 1967).  

 

B- La colonie d’abeilles 
 

a- Les individus 

 

La colonie d’abeilles est composée d’une reine, de mâles et d’ouvrières qui ont chacun des 

fonctions propres au sein de la société d’abeilles.  

La reine est entourée d’une cour d’ouvrières qui lui prodigue les soins nécessaires, en la 

nourrissant avec une nourriture riche lui permettant d’assurer ses rôles principaux. Son rôle 

premier de pondeuse est indispensable à la survie de la colonie. A l’intérieur de son abdomen 

se trouvent deux ovaires de taille importante ainsi qu’une spermatèque (réserve de 

spermatozoïdes) faisant de la reine une puissante « machine à pondre ». La reine peut pondre 

environ 1500 à 2000 œufs par jour, permettant un renouvellement optimal des ouvrières. Son 
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deuxième rôle, permet la cohésion de la colonie par le biais de puissantes phéromones 

régulant la physiologie et le comportement des ouvrières (Winston, 1987). 

Les mâles ont une fonction très importante de fécondation de la reine. Avec leurs yeux larges, 

de forts muscles pour le vol et un appareil reproducteur adapté, les mâles ont une morphologie 

faite pour l’accouplement et la fécondation en vol.  

Les ouvrières peuvent se consacrer à toutes les tâches nécessaires au fonctionnement de la 

colonie, du soin au couvain à celui de la reine mais aussi au butinage ou à la défense du nid. 

Les ouvrières accomplissent toutes les tâches simultanément (Fig. 2), mais chaque ouvrière, à 

un temps donné, est spécialisée dans une tâche. Si des ouvrières sont nécessaires en plus 

grand nombre pour une tâche précise, la population d’ouvrières s’adapte. 

 

Figure 2 : Cadre d'une ruche d'abeille, avec au centre du couvain operculé, puis des larves, du 
pollen et du miel aux extrémités 

b- Le cycle de vie  

 

Dans nos régions le cycle de vie annuel de la colonie d’abeilles débute en fin d’hiver, quand 

la colonie commence à se développer. Comme tout organisme, le but principal de la colonie 

est de se reproduire pour se développer (Seeley, 1995).  

Pendant l’hiver, les abeilles se regroupent au centre de la colonie et forment une grappe pour 

maintenir une température adéquate de survie dans la ruche (33°C). À la fin des mois froids, 
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fin janvier, la colonie se développe : au début une centaine de jeunes ouvrières sont produites, 

mais quand les premières floraisons commencent (fruitiers), des milliers de cellules sont alors 

utilisées pour élever des larves. Durant le printemps, la colonie a une croissance maximale 

pouvant atteindre 80000 individus (Winston, 1987). À partir de cette période la colonie 

commence à préparer l’essaimage pour se reproduire. La reproduction est un procédé 

complexe. La colonie élève plusieurs nouvelles reines. Quand elles sont pratiquement 

matures, la colonie se divise : plus de la moitié des ouvrières part avec la reine fondatrice 

(essaim) former un nouveau nid : c’est l’essaimage (Fig. 3) (Seeley, 1995). 

 

Figure 3 : Un essaim (par Cédric Alaux) 
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L’essaimage commence par un signal perçu par les ouvrières. L’augmentation de la taille de 

la colonie, du couvain, du nombre de jeunes ouvrières engendre une baisse de la diffusion des 

signaux chimiques de la reine. Les ouvrières construisent alors quelques cellules royales ; 

elles se présentent sous la forme de cellules larges et allongées qui dépassent du cadre. La 

reine pond un œuf dans chaque cellule royale, les larves émergentes sont ensuite nourries par 

une nourriture spéciale, la gelée royale, produite par les glandes hypopharyngiennes (HPG = 

Hypopharyngeal glands) et mandibulaires des nourrices durant les cinq stades larvaires. En 

comparaison, les larves d’ouvrières sont nourries avec de la gelée royale les 3 premiers jours 

de leur vie, puis avec de la bouillie larvaire (produite principalement par les glandes 

hypopharyngiennes des nourrices) durant les 2 derniers stades larvaires. Le développement 

d’une reine (16 jours) du stade œuf au stade adulte est très rapide en comparaison au 

développement des ouvrières (21 jours), et des mâles, (24 jours). Pendant la croissance des 

nouvelles reines, la vieille reine diminue sa ponte et réduit son abdomen. Juste avant 

l’émergence des nouvelles reines, l’ancienne reine quitte alors la colonie et essaime pour 

former une nouvelle colonie. Si la colonie est assez forte, des essaims secondaires peuvent 

alors se former, la première reine vierge qui émerge part avec un paquet d’abeilles plus ou 

moins important selon la vigueur de la colonie. Le nombre d’essaims secondaires varie selon 

la force de la colonie (Fig. 4) (Seeley, 1995; Wilson, 1971).  

Figure 4 : Cycle de vie d’une colonie d’abeilles (d’après Wilson, 1971) 
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Après l’essaimage, la reine vierge qui naît dans la colonie détruit les cellules royales de ses 

sœurs, ou se bat à mort avec les autres reines émergentes. Quelques jours après, la nouvelle 

reine se fait féconder à l’extérieur de la ruche. Des congrégations de mâles de différentes 

colonies attendent la venue d’une reine pour essayer de la féconder. La reine vierge vole vers 

ces congrégations, et différents mâles la fécondent. La fécondation est rapide : le mâle rompt 

son appareil génital, permettant la libération du sperme dans la chambre génitale de la reine et 

meurt rapidement. La reine se fait féconder par environ 10 à 15 mâles en un à trois vols de 

fécondation, pour le reste de sa vie. Une fois sa fécondation terminée la reine retourne au nid 

et commence à pondre quelques jours plus tard. Cette nouvelle reine développera la colonie 

avec sa descendance. 

 

III La communication chimique dans la vie sociale de la colonie 
 

Les interactions entre les individus de la société sont en partie sous le contrôle de signaux 

phéromonaux. Ces phéromones donnent des informations précises afin de permettre 

l'homéostasie de la colonie, l'approvisionnement, la croissance, la défense et la reproduction, 

mais aussi la médiation des conflits sociaux (Le Conte, Hefetz, 2008). Dans la colonie, tous 

les individus émettent et sont sensibles aux signaux chimiques.  

 

L’organisation sociale de la colonie est très flexible et les différentes régulations sociales et la 

vie de la société d’abeilles sont surtout guidées par des phéromones (Alaux et al., 2010b) 

notamment la division de la reproduction et du travail. 

 

A- Défense du nid 
 

La colonie d’abeilles défend sa société pour de nombreuses raisons, le nid offrant une source 

riche de nourriture : le pollen, le miel et les individus eux-mêmes. Les prédateurs et les 

parasites sont nombreux à vouloir utiliser cette nourriture mais aussi les colonies voisines qui 

lors de disette peuvent venir piller la ruche. La défense du nid est nécessaire pour le 

développement de la colonie. 

Le comportement de défense de la colonie commence généralement par l'émission de la 

phéromone d'alarme par les abeilles gardiennes à l'entrée de la ruche, ce qui incite alors 

d'autres abeilles à se déplacer à l'entrée pour protéger la ruche. De plus, un mélange de 
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substances est libéré par la glande à venin des ouvrières lorsqu’elles piquent, ce qui permet le 

recrutement de nouvelles ouvrières qui défendront le nid à leur tour (Breed et al., 2004). Free 

(1987) énumère 25 substances, que l'on trouve dans la glande à venin, impliquées dans la 

réaction d'alarme pour défendre la colonie. Mais il existe quatre phéromones d'alarme 

principales: l’isopentyl 5 acetate (IPA) (Boch et al., 1962), le cis-11-Eicosenol (Pickett et al., 

1982) retrouvées dans la glande à venin, le 2-heptanone qui est produit par les glandes 

mandibulaires (Shearer, Boch, 1965) et plus récemment le 3-methyl-2-buten-1-yl acetate 

produit uniquement dans les glandes à venin des abeilles africanisées (Hunt et al., 2003). 

Le cis-11-Eicosenol influe sur le recrutement d’abeilles pour aller piquer la cible. Sa faible 

volatilité suggère que cette molécule aide les abeilles dans le ciblage des piqûres (Pickett et 

al., 1982). La principale molécule d’alarme, l’IPA suscite une réaction similaire à celle de 

l’ensemble du mélange phéromonal (Boch et al., 1962). Cette phéromone provoque 

rapidement un comportement défensif (alerte, recrutement), mais aussi des effets à plus long 

terme. Des colonies perturbées par du IPA ont leurs réponses défensives qui augmentent en 

réponse à plusieurs perturbations (Alaux, Robinson, 2007). 

 

B- Orientation 
 

a- Phéromone de Nasonov 

 

Le phénomène de cohésion d'un essaim d'abeilles est dû à un bouquet phéromonal de sept 

composés (geraniol, nerol, (E,E)-farnesol, (E)-citral, (Z)-Citral, Acide Geranique, Acide 

Nerolique) produits par la glande de Nasonov des ouvrières, et qui compose donc la 

phéromone de Nasonov (Free, 1987; Williams et al., 1982). Le signal est libéré à l’extrémité 

de la face dorsale de l’abdomen des ouvrières pour attirer les ouvrières sœurs de façon 

organisée et calme (Free, 1987; Winston, 1987). Cette phéromone volatile est produite lors 

d’une position particulière de l’abeille, qui ventile la phéromone avec ses ailes pour orienter 

les autres abeilles de la colonie comme par exemple à l'entrée de la ruche (Sladen, 1901) ou 

pendant l’essaimage (Morse, Boch, 1971). Cette phéromone permet également de trouver une 

source d’eau ou de nourriture (Winston, 1987). 
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b- Phéromone de recrutement 

 

Les butineuses exécutent la danse frétillante (ou danse en huit) dans la colonie afin de recruter 

d'autres ouvrières pour butiner une source rentable de nourriture (Frisch, 1967). En suivant de 

près une abeille qui danse, les recrues potentielles obtiennent des informations sur 

l'emplacement et la richesse de la source de nourriture annoncée par la recruteuse (Dyer, 

2003; Frisch, 1967). En plus, les abeilles qui dansent émettent 4 hydrocarbures : le Z (9)-

tricosène, le tricosane, le Z-(9)-pentacosene et le pentacosane qui sont impliqués dans le 

comportement actif de recrutement de nouvelles butineuses (Thom et al., 2007). Cette odeur, 

émise par la cuticule des abeilles est produite en quantité pendant la danse frétillante. Cette 

phéromone est classée comme une phéromone non glandulaire. 

 

C- Reconnaissance spécifique 
 

Les hydrocarbures cuticulaires (CHC) sont présents sur le corps des ouvrières, des mâles et de 

la reine. Leur rôle principal est de protéger les insectes de la dessiccation, ils forment une 

enveloppe imperméable à l’eau sur la cuticule des insectes. Mais les CHC ont aussi évolué 

comme un moyen de communication entre individus (Blomquist, Bagneres, 2010). La grande 

diversité des CHC chez les insectes sociaux donne de nombreuses informations comme la 

reconnaissance des apparentés, la reconnaissance de la tâche accomplie par l’individu, la caste 

(Le Conte, Hefetz, 2008). Après des travaux controversés, il a été montré que les abeilles 

domestiques distinguent les différents CHC (Chaline et al., 2005) et ces CHC servent 

notamment à la reconnaissance des apparentés (Dani et al., 2005). Par exemple, ils indiquent 

aux gardiennes si la butineuse qui revient à la ruche appartient ou non à la colonie (Dani et 

al., 2005).  

La glande de Dufour de la reine et des ouvrières produit également des secrétions d’esters et 

d’hydrocarbures spécifiques en fonction de la caste de l’individu et apparait comme un signal 

de fertilité (Katzav-Gozansky et al., 2002b; Katzav-Gozansky et al., 2001; Katzav-Gozansky 

et al., 1997). Les ouvrières produisent des longues chaines d’hydrocarbures alors que les 

reines produisent ces hydrocarbures mais aussi une série unique d’esters. Cette production 

d’esters est corrélée avec le développement ovarien et apparait aussi chez les ouvrières 

reproductrices mais leur quantité reste plus faible que chez la reine (Katzav-Gozansky et al., 

2004). 
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D- Cohésion du nid par la reine 
 

La reine diffuse une information centrale pour réguler l’homéostasie et le développement de 

la colonie notamment par l’utilisation de phéromones royales. La première phéromone 

identifiée chez l’abeille domestique, et notamment chez la reine, est un acide : le 9-ODA ((E)-

9-oxodec-2-enoic acid) (Barbier, Lederer, 1960; Butler et al., 1962; Pain, 1961). Cette 

phéromone, identifiée il y a tout juste 50 ans, possède des rôles fonctionnels dans la colonie 

comme l’attraction des mâles (Gary, 1961b; Gary, 1962), l’attraction des ouvrières dans le 

comportement de cour à la reine (Slessor et al., 1988), et la castration chimique des ouvrières 

(Butler et al., 1962). Plus tard, Slessor et al (1988) découvrirent une action synergique de 4 

composés au 9-ODA pour le phénomène de cour. Cette phéromone produite par les glandes 

mandibulaires (QMP = Queen Mandibular Pheromone) est composée de 5 molécules (les 

deux enantiomères (R+S) du 9-hydroxydec-2-enoic acid (9-HDA), le methyl p-

hydroxybenzoate (HOB), 4-hydroxy-3-methoxyphenylethanol (HVA), et le 9-ODA) (Fig. 5).  

 

La QMP attire fortement les jeunes ouvrières et stimule le soin à la reine de la part des 

ouvrières qui la nourrissent, la nettoient et l’antennent. Ces jeunes ouvrières interagissent avec 

les autres abeilles du nid et dispersent la QMP dans toute la colonie (Naumann, 1991; 

Naumann et al., 1993) indiquant la présence et l’influence de la reine. Additionnellement, 

quatre composés (l’alcool coniféryle, l’oléate de méthyle, l’hexadecan-1-ol et l’acide 

linolenique) (Fig. 8) agissent synergiquement avec la QMP pour former la QRP (QRP = 

Queen Retinue Pheromone) dans le phénomène de cour induisant une attraction plus forte des 

ouvrières vers la reine (Keeling et al., 2003), notamment chez les abeilles qui ne répondent 

que peu à la QMP (Pankiw et al., 1994; Pankiw et al., 1995). 

 

La QMP a un rôle dans l’architecture du nid : elle favorise la construction de cellules au 

format ouvrier (en opposition aux cellules de mâles qui sont de diamètre supérieur) (Ledoux 

et al., 2001), la QMP inhibe la construction de cellules de mâles et de reines jusqu’à un 

certain stade de développement de la colonie, entraînant une moins bonne circulation de la 

QMP dans la colonie (Winston et al., 1991; Winston et al., 1990). La QMP engendre la 

cohésion de l’essaim lors de l’essaimage (Winston et al., 1989).  
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La QMP est l’une des phéromones les plus étudiées. Récemment, il a été mis en évidence que 

des traitements à la QMP engendrent une résistance accrue à la privation de nourriture chez 

les jeunes ouvrières (Fischer, Grozinger, 2008). La QMP affecte l'apprentissage olfactif et la 

mémoire (Vergoz et al., 2007), modifie l’expression des gènes (Grozinger et al., 2003) et les 

taux hormonaux (Pankiw et al., 1998a) des abeilles. 

 

 

 

Figure 5 : Liste des 9 composés de la phéromone royale de la reine 
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E- Entretien du couvain 
 

Dans la colonie d’abeilles, les ouvrières s’occupent des immatures pour assurer le 

renouvellement de la colonie. Les immatures sont complètement dépendants de l’apport en 

soins des nourrices, sans nourrice le couvain dépérit. Les larves indiquent donc leurs besoins 

aux ouvrières pour optimiser leur développement.  

Les larves produisent un système phéromonal complexe pour ajuster le comportement et la 

physiologie des ouvrières à leurs besoins (Free, Winder, 1983; Huang, Otis, 1991; Koeniger, 

Abelrsfelder, 1985; Slessor et al., 2005a). Différentes phéromones du couvain ont été 

identifiées avec des actions modificatrices et incitatrices sur les ouvrières.  

 

La première phéromone de couvain identifiée est le Glyceryl-1,2-dioleate-3-palmitate 

(Koeniger, Veith, 1983a; Koeniger, Veith, 1983b). Cette phéromone permet de regrouper une 

grappe d’ouvrières autour d’une cellule royale. Cette phéromone est retrouvée chez les larves 

d’ouvrières (2.5µg), de mâles (10µg), et de reines (30µg). Il est possible qu’elle agisse sur la 

reconnaissance du type de larve par les ouvrières. 

Le couvain produit également une autre phéromone composée d’un mélange de 10 esters 

éthyliques et méthyliques agissant sur la physiologie et le comportement des ouvrières : la 

BEP (BEP = Brood Ester Pheromone, Pheromone du couvain composée d’ester) (Le Conte et 

al., 1990) (Fig. 6).  

Par l’émission de la BEP, le couvain module le comportement des ouvrières pour améliorer sa 

nutrition. La BEP induit une augmentation de quantité de gelée royale déposée dans les 

cellules par les ouvrières (Le Conte et al., 1995a) et modifie la physiologie des ouvrières en 

augmentant le taux des protéines des glandes hypopharyngiennes des ouvrières (lieu de 

production d’une partie de la nourriture larvaire) (Mohammedi et al., 1996; Peters et al., 

2010). De plus, par l’émission de cette phéromone les larves modulent le butinage du pollen 

de la colonie (Pankiw, 2007; Pankiw et al., 1998b).  

Cette phéromone induit la reconnaissance de l’âge des larves par les abeilles nourrices (Le 

Conte et al., 1994) et, à la fin du cinquième stade larvaire, une certaine proportion des 

composés de la BEP induit l’operculation des cellules par les ouvrières (Le Conte et al., 

1990).  

La BEP, par ces actions, engage les ouvrières vers un soin actif du couvain et à allouer de 

l’énergie vers le couvain plutôt que dans d’autres tâches. 
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Figure 6 : Formules chimiques des 10 composés de la phéromone de Couvain                          
(esters méthyliques et éthyliques) 
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F- Division du travail 
 

Il existe au moins deux types de divisions du travail dans la société d’abeilles Apis mellifera 

qui sont centrales pou r l’organisation de la colonie.  

La première division du travail se situe au niveau de la reproduction (Wilson, 1971). Elle est 

caractérisée par des individus reproducteurs (la reine et les mâles) pour la pérennisation de la 

colonie et des ouvrières stériles qui s’occupent de toutes les autres tâches de la colonie. Chez 

les abeilles domestiques, même si certaines ouvrières peuvent pondre des œufs haploïdes non 

fécondés qui donneront des mâles, la reine produit la quasi-totalité des œufs mâles (œufs non 

fécondés) et femelles (œufs fécondés).  

Chez les espèces hautement eusociales, un deuxième type de réparation des tâches existe entre 

les ouvrières, qui sont organisées autour d’une division de l’ensemble des travaux nécessaires 
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au développement de la colonie (Rosch, 1925; Seeley, 1982; Wilson, 1971). Cette division 

des tâches entre les ouvrières est liée à l’âge. Les ouvrières participent aux tâches à l’intérieur 

du nid quand elles sont jeunes puis s’engagent dans les activités extérieures quand elles 

vieillissent. Cette maturation du comportement ou développement comportemental des 

ouvrières est plus connu sous le nom «polyéthisme d’âge».  

 

a- Division du travail au niveau de la reproduction 

 

Chez les abeilles, la reine monopolise la reproduction et les ouvrières semi-stériles 

contribuent à la force de travail de la colonie. Bien que les ouvrières ne soient pas capables de 

se faire féconder, elles ont la capacité d’activer et de développer leurs ovaires pour pondre des 

œufs mâles haploïdes (les femelles proviennent d’œufs fécondés et sont diploïdes) (Winston, 

1987). Cependant, seulement 7% des mâles élevés dans la colonie proviennent de 0.01% 

d’ouvrières qui ont leurs ovaires complètement développés (Visscher, 1996).  

 

De nombreuses études montrent que les phéromones modificatrices sont utilisées dans la 

régulation de la reproduction (Le Conte, Hefetz, 2008). Elles sont utilisées dans des colonies 

populeuses où la reine est incapable physiquement d’être en contact avec toutes les ouvrières 

pour réguler leur reproduction. La reproduction des ouvrières est inhibée par la présence de la 

reine mais également par le couvain (Jay, 1968; Kropacova, Haslbachova, 1969; Kropacova, 

Haslbachova, 1971). Par exemple, la perte de la reine ou du couvain dans la colonie entraine 

l’activation des ovaires de nombreuses ouvrières (environ 10%) (Winston, 1987). 

 

Après des travaux controversés sur la QMP (Willis et al., 1990), il a été établi qu’elle inhibe 

partiellement les ovaires des ouvrières (Hoover et al., 2003), ce qui permet à la reine de 

maintenir son statut de reproductrice unique (Fig. 7). Cette phéromone, qui est rapidement 

dispersée par les ouvrières à travers toute la colonie par le phénomène de cour (Naumann et 

al., 1991; Winston et al., 1990), oriente également la construction de cire au format des 

cellules ouvrières (Ledoux et al., 2001). La construction au format ouvrière favorise la ponte 

d’œufs d’ouvrières par la reine, les mâles étant pondus dans des cellules plus larges. 

 

Le couvain émet la BEP, et plus particulièrement deux esters qui la composent l’éthyle 

palmitate et le méthyle linolenate (Arnold et al., 1994; Mohammedi et al., 1998; Pankiw, 

Garza, 2007), qui inhibent l’activation des ovaires des ouvrières (Fig. 7). De plus, l’ethyl 
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palmitate n’est pas un composé spécifique du couvain puisqu’il est aussi produit par la reine 

(Keeling, Slessor, 2005). Ces différents composés n’inhibent que partiellement le 

développement ovarien des ouvrières, et pour l’instant, les effets synergiques et additifs de ces 

composés ne sont pas démontrés (Hoover et al., 2005b). 

 

Au niveau social 

L’inhibition du développement ovarien des ouvrières par les phéromones modificatrices est 

essentielle pour la stabilité du nid. Une reproduction excessive des ouvrières est défavorable 

pour la colonie, car elle diminue l’énergie allouée par les ouvrières au couvain et induit donc 

une baisse des soins au couvain de la colonie (Le Conte, Hefetz, 2008). Un taux excessif 

d’ouvrières reproductrices réduit également la force de travail de la colonie, car les ouvrières 

reproductrices travaillent moins, ou pas, en comparaison à de

 et al.

s ouvrières stériles (Butler, 

pney , 2004).  

ent, tous les individus dirigent leurs efforts à la 

Fairey, 1963; Dam

 

Le contrôle de la reproduction par les phéromones permet à la société d’abeilles d’avoir des 

conditions optimales à son développem

croissance de la colonie.  

Figure7 : Phéromones permettant la régulation des ovaires des ouvrières  
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La nécessité du contrôle de la reproduction peut être mieux compris quand le système 

s’effondre ou se déstabilise (reproduction excessive) (Alaux et al., 2010b). C’est le cas des 

colonies appelées « colonies anarchiques », ces colonies ont été identifiées en Australie 

(Oldroyd et al., 1994). Elles comportent une grande part d’ouvrières qui activent leurs ovaires 

et pondent des œufs de mâles malgré la présence de la reine et du couvain (Oldroyd et al., 

1999). Le contrôle phéromonal est peut être inefficace ou moins puissant, car ces colonies ont 

des reines qui produisent des taux normaux de QMP (Hoover et al., 2005a). Les ouvrières 

seraient donc moins sensibles aux QMP, ou la transmission et la réception de la QMP 

pourraient être moins efficaces dans la colonie (Hoover et al., 2005b). Ces colonies semblent 

galement avoir une sensibilité moindre à la BEP en comparaison à des colonies « normales » 

les parasites, elles apparaissent comme des 

seudo reines et ne sont pas chimiquement castrées par les composés qu’elles produisent 

n cancer social où les individus reproducteurs « parasites » 

ont des cellules cancéreuses qui se propagent dans la colonie et la fragilisent (Alaux et al., 

010b; Amdam, Seehuus, 2006). 

é

(Oldroyd et al., 2001).  

 

Autre exemple, il existe une race invasive, parasite d’abeilles : les abeilles Apis mellifera 

capensis (l’abeille du cap), qui se reproduisent de manière incontrôlée dans des ruches d’Apis 

mellifera scutellata (Martin et al., 2002). Dans les ruches hôtes, les ouvrières pondent des 

œufs viables qui donnent des clones d’elles-mêmes (reproduction par parthénogenèse 

thelytoque). En quelques semaines, les ruches scutellata infectées par les ouvrières du cap 

dépérissent, le nombre d’ouvrières parasites augmente, ce qui entraine une diminution du 

butinage et de la quantité de nourriture disponible dans la colonie, les abeilles parasites 

travaillant moins (Martin et al., 2002). La capacité des abeilles du cap à développer leurs 

ovaires dans les colonies hôtes suggère que ces abeilles arrivent à dépasser les barrières mises 

en place par la ruche pour inhiber la reproduction, notamment les barrières chimiques. Les 

abeilles parasites sont capables de produire certains composés de la QMP (Simon et al., 

2001). En regardant le profil chimique de ces abeil

p

(Dietemann et al., 2007; Dietemann et al., 2006).  

 

Ces exemples montrent que la sélection au niveau de la colonie peut dépasser la sélection 

individuelle. L’augmentation du nombre d’individus reproducteurs engendre une 

déstabilisation de la cohésion du nid. La reproduction des ouvrières peut être vue comme un 

cancer de la colonie, assimilé à u

s

2
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b- Division du travail entre les ouvrières 

 

Le polyéthisme lié à l’âge 

 

Les ouvrières peuvent effectuer virtuellement toutes les tâches de la colonie entre l’émergence 

et leur mort. Mais paradoxalement elles passent une majorité de leur temps immobiles où à 

marcher dans le nid sans tâche apparente. Ces périodes d’inactivité sont entrecoupées par des 

sessions d’activité pendant lesquelles les ouvrières travaillent à différentes tâches spécialisées 

(Winston, 1987). L’essentiel du polyéthisme d’âge d’une ouvrière est résumé dans la figure 8. 

Pour plus de lisibilité chez les abeilles où la division du travail est très présente, le mot caste 

ermet de différencier les individus travaillant à la même tâche. Ce polythéisme d’âge ou 

rtemental révèle 4 grandes classes distinctes qui se chevauchent.  

p

développement compo

 

Chronologiquement : 

 

Les nettoyeuses de cellules 

Ces abeilles émergentes (0-3 jours) ne peuvent pas voler ou piquer et sont considérées comme 

immatures (Calderone, 1998; Winston, 1987). Les premiers jours de leur vie, les abeilles 

finissent leur maturation. Ces jeunes abeilles travaillent au nettoyage des cellules, et le reste 

du temps sont inactives ou se toilettent (Seeley, 1982). Ce groupe n’est pas une composante 

essentielle au fonctionnement de la colonie, d’autres individus, d’autres castes nettoient les 

cellules.  

 

Les nourrices 

Les nourrices prennent soin du couvain en le nourrissant avec une sécrétion riche en 

protéines, produite par deux de leurs glandes (mandibulaire et hypopharyngienne), qui permet 

la croissance des larves, qui n’ont pas à digérer le pollen (la cuticule du pollen est indigeste). 

Le stade de nourrice dure environ de l’âge de 4 à 12 jours (Ribbands, 1953; Seeley, 1982). 

Cette caste nourrit également les abeilles émergentes et est, par conséquent, essentielle pour le 

développement et le passage de l’abeille du stade larvaire au stade adulte (Crailsheim et al., 

1992). Les nourrices prennent également soin de la reine en lui prodiguant les soins 

écessaires à sa survie.  n
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Les abeilles d’âge intermédiaire (MAB Middle-Aged Bees). 

Les MAB s’occupent de tâches à l’intérieur du nid de l’âge de 12 à 21 jours en moyenne 

(Johnson, 2008b; Seeley, 1982). Bien que leur distribution chevauche celle des nourrices, leur 

comportement est tout à fait distinct, car elles ne montrent aucun intérêt à l’entretien du 

couvain (Johnson, 2008b). Les MAB participent à environ 15 tâches, allant de la construction 

du nid et son entretien, en passant par la réception du nectar et son traitement, à la défense du 

nid (Johnson, 2003; Johnson, 2008a; Johnson, 2008b; Seeley, 1982; Trumbo et al., 1997). Les 

jeunes MAB semblent passer plus de temps à l'entretien de la colonie en général, tandis que 

les MAB plus âgées s’occupent de tâches plus près de l'entrée du nid (réception du nectar) 

umbo et al., 1997)  (Seeley, 1995; Tr

 

Les butineuses. 

Une fois la transition vers le butinage effectuée, les abeilles ne s’occupent plus des tâches 

d’intérieur (Seeley, 1995; Winston, 1987) mais de la recherche de ressources dont la colonie à 

besoin (propolis, eau, pollen et nectar). La majorité du butinage est orientée vers la récolte du 

pollen et du nectar, sauf dans les périodes de stress thermique pendant lesquelles la collecte 

d’eau peut être intensive (Seeley, 1995). Bien que des preuves d’abeilles spécialisées dans la 

récolte du pollen ou du nectar aient été établies (Ament et al., 2010; Beshers, Fewell, 2001; 

Calderone, Page, 1992; Page, Robinson, 1991), la plupart des butineuses se spécialisent sur un 

vol de butinage (Seeley, 1985; Seeley, 1995). Au cours de leur vie de butineuse, la majorité 

es abeilles semble être généraliste pouvant récolter du nectar, du pollen ou les deux (Seeley, d

1995). 

 

Flexibilité : une clé dans la réussite de ces sociétés 

 

Les étapes de la maturation comportementale d’une ouvrière sont similaires pour chaque 

abeille, par contre le temps qu’elles consacrent à chaque tâche est plastique (Winston, 1987). 

Dans la colonie, les individus présentent une variabilité de développement comportemental 

très important, les ouvrières passent d’une caste à l’autre à des âges différents. Certaines 

ouvrières ont une maturation comportementale très rapide et d’autres, au contraire, plutôt 

lente (Nowogrodzki, 1984). Les ouvrières ajustent leur développement comportemental en 

réponse aux conditions internes au nid et aux conditions environnementales. Par exemple, lors 

d’un manque de butineuse dans la ruche, les jeunes abeilles ajustent rapidement leur 

‐ 26 ‐ 



maturation comportementale; certains individus commenceront alors à butiner à l’âge de 5 

jours, soit 2 semaines plus tôt que la normale et inversement, lors d’une abondance de 

butineuses dans la colonie, les nourrices ralentissent leur développement comportemental 

uang, Robinson, 1996). Cette flexibilité assure à la colonie un équilibre dans son (H

développement et ses besoins.  

 

Importance du ratio nourrices / butineuses  

 

Le stade nourrice et le stade butineuse sont les deux stades les plus stables et distincts dans la 

vie d’une abeille (Ament et al., 2010; Robinson, 1992). Dans les conditions normales, une 

fois la transition de nourrice à butineuse effectuée, l’abeille ne remplit plus que la tâche de 

butineuse et cesse toute autre activité. Cependant certaines butineuses puissent être 

contraintes de s’occuper à nouveau du couvain. Ces anciennes butineuses redevenues 

nourrices, sont moins efficaces dans l’élevage du couvain, certains aspects de la transition 

seraient irréversibles (Robinson, 1992).  
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Figure 8 : Polyéthisme lié à l’âge chez l’abeille domestique (Apis mellifera) (d’après Michener, 
1974) 
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La transition de nourrice à butineuse suggère que les MAB et les nourrices soient incluses 

dans la même caste. Le terme « nourrice » est alors égal à « abeille s’occupant des tâches 

d’intérieur du nid dites sans risque » à l’inverse de « butineuse » qui indique « abeille 

effectuant des tâches d’extérieur à risques » (Fig. 8).  

Le rapport nourrices / butineuses est très étudié (Robinson, 1992), car il est très important 

pour la colonie. Un manque de butineuses engendrera une baisse de nourriture pour la colonie 

et à l’inverse, un nombre insuffisant de nourrices produira une baisse des soins apportés au 

couvain. Ce ratio doit donc être optimum pour le développement de la colonie.  

Cette transition du stade nourrice vers le stade butineuse engendre des changements 

hormonaux associés à des changements nutritionnels, génétiques et physiologiques chez 

l’abeille. 

 

Mécanismes associés à la maturation comportementale 

 

La physiologie 

Chez les ouvrières, le développement et la résorption de plusieurs glandes sont en lien direct 

avec le travail effectué par une abeille et par la transition nourrice / butineuse. Les glandes 

mandibulaires, hypopharyngiennes et cirières sont très développées chez les nourrices puis 

leur taille diminue et elles se résorbent au moment du passage au stade butineuse (Winston, 

1987). Ces glandes produisent les éléments nécessaires à la nutrition du couvain (bouillie 

larvaire, gelée royale) et à l’entretien et la construction du nid (cire). Paradoxalement, 

certaines de ces glandes ne sont pas inactives lorsqu’elles sont réduites, chez les butineuses, 

les HPG produisent de l’invertase pour le butinage du nectar (Simpson et al., 1968). 

D’autres changements accompagnent le développement comportemental des abeilles, comme 

la perte de 40% du poids des abeilles lors de leur transition vers le butinage. Au stade 

butineuse, les abeilles augmentent leurs taux de consommation d’oxygène dans le thorax et de 

glycogène dans les tissus associés. Ces changements physiologiques permettent d’optimiser le 

butinage en diminuant les coûts associés (Winston, 1987). 

 

De plus, une abeille perd la moitié de ses réserves lipidiques abdominales lors du passage de 

nourrice à butineuse. La perte des lipides est stable, la quantité des lipides des butineuses reste 

basse, même lorsque la nourriture est abondante (Toth et al., 2005; Toth, Robinson, 2005).  

Egalement, des abeilles se trouvant dans des colonies affamées commencent à butiner plus tôt 

que des abeilles dans des colonies avec de la nourriture en quantité suffisante. La disponibilité 
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de la nourriture à l’intérieur de la ruche est donc un facteur jouant sur le développement 

comportemental des abeilles. La nutrition de la colonie engendre un changement 

comportemental des individus, la part de la nourriture ingérée par l’individu influence sa 

maturation comportementale plutôt que la présence de nourriture dans la ruche (Schulz et al., 

1998; Schulz et al., 2002). 

La disponibilité en nourriture pour chaque individu dans la colonie conduit à des changements 

dans leur capacité à stocker des éléments nutritifs à l’intérieur de leur corps, et engendre des 

changements dans leur physiologie et leur développement comportemental (Ament et al., 

2010). 

 

Les hormones 

La maturation comportementale des abeilles est liée à plusieurs hormones. De nombreuses 

études ont montré une corrélation entre l’augmentation du taux de l’hormone juvénile (JH = 

Juvenile Hormone) et l’âge au premier butinage des abeilles (Huang, Robinson, 1992; 

Rachinsky, Hartfelder, 1990; Robinson, 1987). Le taux d’hormone juvénile augmente avec 

l’âge des abeilles, mais également avec le développement comportemental des abeilles, les 

butineuses ont des taux plus élevés de JH dans leur hémolymphe que les nourrices. Un 

traitement des abeilles avec du methoprène (un analogue de la JH) engendre un butinage 

précoce des abeilles (Robinson, 1987). La JH est produite dans les corpora allata, une paire 

de glandes sécrétrices localisées à proximité du cerveau, une ablation de ces glandes engendre 

un retard de la maturation des abeilles (Sullivan et al., 2000).  
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Figure 9 : Taux de Vg et de JH chez l'abeille durant son développement comportemental 
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Plus récemment, la vitellogenine (Vg), une hormone produite dans les corps gras des abeilles, 

a été identifiée comme inhibant la maturation des abeilles (Amdam et al., 2003). Cette 

hormone secrétée dans l’hémolymphe comme un précurseur de la vitteline est aussi une 

protéine de stockage (Fluri et al., 1982). Quand la production de Vg est stoppée par du RNA 

interférence (RNAi), les abeilles ont une maturation comportementale accélérée (Nelson et 

al., 2007). Des applications topiques de metroprène et l’arrêt de l’expression de la Vg par 

RNAi diminuent le taux de Vg et augmentent celui de la JH. Donc la JH et la Vg semblent 

interagir chez les abeilles en s’inhibant réciproquement (Page, Amdam, 2007) (Fig. 9). 

 

Une neuro-hormone, l’octopamine, a aussi un rôle dans les mécanismes de transition entre 

nourrices et butineuses. Cette neuro-hormone se retrouve en plus forte quantité dans le 

cerveau (Wagener-Hulme et al., 1999), et plus particulièrement dans les lobes antennaires 

(Schulz, Robinson, 1999) des butineuses, que dans ceux des nourrices. Des traitements à 

l’octopamine engendrent un butinage précoce des nourrices (Schulz, Robinson, 2001). 

 

La génétique 

Dans une colonie, les ouvrières ont une transition de nourrice à butineuse à des âges différents 

en fonction de leur génotype (Calderone, 1998; Calderone, Page, 1992; Giray, Robinson, 

1994; Giray, Robinson, 1996; Kolmes et al., 1989; Page et al., 1995; Robinson, Page, 1989; 

Winston, Punnett, 1982). Certains génotypes ont un développement comportemental plus 

rapide que d’autres dans une même colonie.  

En outre, les différences raciales interviennent aussi dans la maturation des abeilles. Les deux 

races A. m. ligustica et A. m. mellifera, qui sont les plus éloignées génétiquement (Whitfield et 

al., 2006a), ont des maturations comportementales très différentes. Les ouvrières des colonies 

d’A. m. ligustica ont un développement comportemental rapide alors que les abeilles des 

colonies d’A. m. mellifera ont une maturation plus longue (Brillet et al., 2002). 

Le polyéthisme d’âge est également associé à des différences dans l'expression de gènes dans 

le cerveau (Whitfield et al., 2003), dont certaines sont associées à des changements 

neuronaux, physiologiques ou métaboliques (Whitfield et al., 2006b). Les études génétiques 

de la transition des nourrices à butineuses commencent à montrer les actions des gènes qui 

régulent la division du travail (Denison, Raymond-Delpech, 2008). Par exemple les facteurs 

de transcription, comme ceux identifiés par (Sinha et al., 2006), peuvent sur ou sous réguler 

de nombreux gènes impliqués dans la maturation des abeilles. Les études de gènes individuels 
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comme foraging (Ben-Shahar et al., 2002), malvolio (Ben-Shahar et al., 2004) et vitellogenin 

(Nelson et al., 2007) sont tous impliqués dans la maturation comportementale et peuvent être 

au centre de la transition de nourrice à butineuse. 

 

La transition du stade nourrice à butineuse s’accompagne donc de ces différents changements. 

Des stimuli perçus par l’abeille engendreront des modifications comportementales ou 

physiologiques pour que la colonie ajuste son équilibre butineuses / nourrices. Une part 

importante de ces signaux est formée par des phéromones émises par les différents individus 

de la colonie. 

 

Phéromones et division du travail des ouvrières 

 

La transition de nourrice à butineuse (Fig. 10) est contrôlée par différents acteurs de la 

colonie : la reine, le couvain et les butineuses qui régulent la progression des jeunes abeilles 

vers des tâches spécifiques aux abeilles âgées. 

 

 

Figure 10 : A : nourrice en train de s'occuper du couvain 
B : butineuses revenant à la ruche 
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  B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La reine.  

Elle intervient dans ce mécanisme de régulation en émettant la QMP. Cette phéromone 

modère la vitesse de progression des ouvrières des tâches d’intérieur vers les tâches 

d’extérieur. La QMP retarde l’âge des abeilles au butinage (Pankiw et al., 1998a), les abeilles 
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restent donc plus longtemps auprès de la reine, à lui prodiguer des soins. La QMP régule les 

mécanismes associés à la maturation des ouvrières notamment les hormones et les gènes. La 

QMP inhibe la production de JH (Kaatz et al., 1992; Pankiw et al., 1998a) et à l’inverse 

augmente les taux de Vg des ouvrières (Fischer, Grozinger, 2008). La QMP active les gènes 

corrélés avec le comportement de nourrices et désactive les gènes associés avec le 

comportement de butinage (Grozinger et al., 2003). 

 

Le couvain. 

L’équilibre optimal entre le nombre de nourrices et de butineuses dépend également de 

l'abondance des aliments et de la quantité de couvain à nourrir. Le couvain régule la 

répartition des tâches des ouvrières en produisant des phéromones modificatrices. Le couvain 

émet la BEP qui régule l’âge au butinage des ouvrières. La réponse des ouvrières à la BEP est 

dose dépendante : à faible dose, la phéromone stimule la maturation comportementale des 

abeilles et à forte dose retarde l’âge au butinage (Le Conte et al., 2001). Le couvain manipule 

les ouvrières pour optimiser les soins qu’elles lui procurent. Comme la QMP, la BEP agit sur 

les mécanismes hormonaux et génétiques impliqués dans cette régulation. La BEP à forte 

dose inhibe la production de JH des ouvrières (Le Conte et al., 2001) et de faibles doses de 

BEP diminuent le taux de Vg des ouvrières (Smedal et al., 2009). Au niveau génétique, la 

BEP administrée en forte dose aux abeilles induit une sur-expression des gènes associés au 

stade nourrice et désactive les gènes associés au comportement de butinage chez les jeunes 

abeilles (Alaux et al., 2009).  

 

Les butineuses. 

La colonie d’abeilles a un mécanisme d’autorégulation entre les nourrices et les butineuses 

particulièrement adapté pour réguler la taille de la colonie (Huang, Robinson, 1992; Huang, 

Robinson, 1996; Leoncini et al., 2004a). Un manque de butineuses accélère le développement 

comportemental des abeilles et un manque de nourrices retarde le développement 

comportemental des ouvrières. Les abeilles âgées (butineuses) inhibent la maturation 

comportementale des jeunes abeilles par contact (Huang, Robinson, 1992; Leoncini et al., 

2004a). L’une des clés de cette autorégulation est une phéromone sociale: l'oléate d'éthyle 

(EO = Ethyl Oleate) produit par les butineuses (Leoncini et al., 2004b). L’EO ralentit la 

progression naturelle des ouvrières vers le stade butineuse (Leoncini et al., 2004b).  
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L’EO, est aussi produit par la reine (Keeling, Slessor, 2005) et le couvain (Le Conte et al., 

1989), ce qui en fait une phéromone coloniale (phéromone produite par différents acteurs de 

la colonie) (Slessor et al., 2005a) inhibant la maturation comportementale des ouvrières. 

 

Au niveau social 

Un élément clé du développement des colonies d’insectes sociaux est la sensitivité et la 

capacité de la société de réaffecter des ouvrières à certaines tâches, en réponse à l'évolution et 

aux changements des conditions internes et externes au nid (Robinson, 1992). Cette 

spécificité est remarquable chez les abeilles domestiques. 

 

Dans la colonie, un contrôle du travail centralisé est opéré par une seule reine, qui produit une 

ligne de base phéromonale et plus précisément, un certain niveau de QMP qui retarde le 

développement comportemental des ouvrières et assure la cohésion du groupe (Winston, 

Slessor, 1992). Cette phéromone est produite en quantité stable, si cette quantité diminue ou 

devient mal perçue par les ouvrières, la colonie se reproduit par essaimage ou remplace la 

vieille reine (Winston et al., 1991). 

 

Cependant, la structure de la colonie, ses besoins et les conditions internes et externes au nid 

changent tout au long de l’année. Ainsi, la régulation de la division des tâches et l’allocation 

de certaines tâches aux différentes ouvrières sont dynamiques et sont gouvernées par des 

interactions entre les différents individus de la colonie (auto-organisation).  

 

Le contrôle du ratio nourrices / butineuses s’effectue également par des interactions entre 

ouvrières. Les butineuses inhibent par contact les jeunes ouvrières dans leur maturation 

comportementale (Huang, Robinson, 1992; Huang, Robinson, 1996; Leoncini et al., 2004a). 

Des extraits chimiques des molécules contenues sur les nourrices stimulent la maturation 

comportementale des jeunes abeilles (Pankiw, 2004b) ; à l’inverse des extraits chimiques de 

butineuses et la phéromone EO (produite en partie par les butineuses) inhibent le 

développement comportemental des jeunes abeilles (Leoncini et al., 2004b; Pankiw, 2004b). 

Ces résultats suggèrent un mécanisme d’autorégulation des butineuses et des nourrices 

particulièrement adapté à la régulation des besoins de la colonie. Une perte de butineuses due 

à de la prédation ou à un pesticide pourrait être signalée par une baisse d’EO dans la colonie 

et donc engendrerait une accélération de la maturation des jeunes abeilles. A l’inverse, la fin 

d’une floraison engendre un taux de butineuses très important dans la colonie et de ce fait un 
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taux important d’EO dans la colonie, qui contraint les jeunes abeilles à rester dans le nid plus 

longtemps avant de devenir butineuses. 

 

Une augmentation de la surface de couvain dans la colonie, donc une augmentation des soins 

à apporter au couvain, est perçue par les ouvrières par l’émission de la BEP par le couvain, de 

fortes doses de BEP induisant un allongement du stade nourrices chez les ouvrières (Le Conte 

et al., 2001), avec un développement des HPG plus important (Mohammedi et al., 1996; 

Peters et al., 2010). A l’inverse, une baisse de la surface de couvain, induit une diminution des 

besoins en nourrices et suggère que la colonie a besoin de plus de nourriture pour augmenter 

la ponte de la reine et l’élevage du couvain ; ce besoin est aussi communiqué par la BEP qui, 

à faible dose, accélére le développement comportemental des abeilles et donc le butinage (Le 

Conte et al., 2001). La BEP permet également une augmentation rapide du butinage de pollen 

chez des abeilles déjà butineuses (Pankiw, 2004a; Pankiw, 2007). Grâce à l’émission de la 

BEP par le couvain, la colonie ajuste sa force de travail en réponse aux besoins du couvain 

(rétrocontrôle). 

 

Dans la colonie, les individus coordonnent leurs tâches et leurs actions à travers différentes 

phéromones : QMP, BEP et EO qui interviennent au travers de mécanismes de régulation, 

respectivement, un contrôle central, une autorégulation et un rétrocontrôle (Fig. 11) 

 

Figure 11 : Régulation de l'équilibre butineuses / nourrices par les différents 
acteurs de la colonie.
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Problématique et objectifs de l’étude 
 

Les mécanismes phéromonaux ont un rôle majeur dans la régulation des tâches dans la 

colonie d’abeilles, en particulier dans la division de la reproduction et la division du travail 

entre les ouvrières. Le système de communication phéromonal est bien documenté chez 

l’abeille mais de nombreuses recherches restent à entreprendre pour déchiffrer ce langage 

particulier. 

 

Le rôle des butineuses est essentiel dans la régulation des tâches des ouvrières, une carence 

en butineuses induit une accélération de la maturation des nourrices, à l’inverse, un excès de 

butineuses provoque un retard de l’âge au premier butinage des nourrices. L’identification de 

la phéromone des butineuses : l’EO, responsable du ralentissement du développement 

comportemental des nourrices, par le laboratoire, est une découverte majeure dans la 

compréhension de la régulation de l’équilibre butineuses / nourrices dans la colonie.  

 

Mais de nombreuses questions restent en suspend sur l’activité de cette molécule dans la 

colonie : biosynthèse, sources, transfert, réception, dégradation, effet seuil… 

La publication de la découverte de cette phéromone inhibitrice dans la revue PNAS a incité la 

création d’un projet pour répondre à ces questions. Quatre laboratoires se sont regroupés et 

concertés (Erika Plettner, Simon Fraser University, Canada ; Wolgang Rössler, Wuerzburg 

University, Allemeagne ; Watmough James, University of New Brunswick, Canada ; Yves Le 

Conte, INRA Avignon, France) et ont obtenu un financement dans le cadre de HFSP (Human 

Frontier Science Program). 

 

Le projet Human Frontier Science propose d’étudier les traits de vie de l’EO dans la colonie, 

du niveau moléculaire au niveau de la colonie et en particulier : 

- La biosynthèse et la dégradation de l’EO, avec les aspects moléculaires et 

cellulaires du turnover de l’EO.  

- La perception de l’EO au niveau individuel et son impact sur la physiologie 

sensorielle des abeilles (changements neuronaux et synaptiques). 

- La circulation et le transfert de l’EO dans la colonie. 

- Les variations de production de l’EO en fonction de la génétique et de 

l’environnement de la colonie. 
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- Les seuils de réponse des colonies aux variations de production d’EO. 

- La modélisation des résultats obtenus pour essayer de créer des modèles 

mathématiques sur la division du travail sous l’influence de l’EO. 

 

Dans le contexte de ce projet, le travail présenté dans cette thèse vise à répondre aux questions 

suivantes : 

 

- Où est produit l’EO chez les butineuses ?  

- Comment est-il transmis des butineuses vers les nourrices ? 

- Existe t-il des variations génétiques dans la production de l’EO selon la race des 

abeilles ? 

- La demande en butineuses varie en fonction de l’environnement. La production de 

l’EO varie-elle pour ajuster le nombre de butineuses en fonction de la saison ? 

- Des stress environnementaux (pesticides, parasites…) peuvent-ils modifier la 

production de cette molécule dans la colonie et déstabiliser son organisation ? 

- Comment la colonie d’abeilles s’adapte-t-elle aux variations de l’EO. Existe-t-il un 

effet dose-réponse de l’EO dans la colonie ? 

 

Pour répondre à ces questions, nous proposons deux articles publiés. Le premier décrit l’étude 

de la dynamique de l’EO dans la colonie : sa transmission des butineuses vers les nourrices et 

sa production, en fonction de la saison de butinage et de la race de la colonie. Le second 

article traite de l’impact de facteurs externes, un pesticide et un parasite, sur la production de 

cette phéromone par les abeilles. La sensibilité des colonies aux variations d’EO sera discutée 

dans la discussion et des perspectives de recherches seront émises. 

 

Mais parallèlement au projet HFS d’autres questions de recherche sur la communication 

chimique de la colonie d’abeilles restent posées. Notamment pour la reine et le couvain, chez 

qui deux phéromones majeures, respectivement la QMP et la BEP, ont été identifiées. Ainsi, 

malgré des effets pleiotropiques de ces deux phéromones dans la colonie, existe t-il d’autres 

phéromones majeures produites par ces acteurs ? 

 

L’étude de la communication chimique de la reine est un challenge intéressant car le rôle de la 

QMP est bien décrit mais certaines glandes de la reine semblent aussi avoir un rôle dans sa 
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communication chimique. Notamment les exsudats de la glande tergale et la glande de Dufour 

sont impliquées dans plusieurs régulations sociales dans la colonie. 

Cette réflexion soulève donc plusieurs questions : 

 

- La QMP est-elle la seule phéromone chez la reine ? 

- Quelle est l’importance de la QMP par rapport à d’autres éventuelles 

phéromones ? 

- La glande mandibulaire est-elle le lieu unique de synthèse des différents composés 

de la QMP chez la reine ? 

- Existe-t-il une redondance phéromonale dans le contrôle de la colonie par la reine 

(plusieurs phéromones induisant le même effet) ? 

 

Pour répondre à ces questions, nous avons utilisé une méthode chirurgicale d’ablation des 

glandes mandibulaires des reines. Le comportement et la physiologie des ouvrières en 

présence de ces reines opérées a ensuite été analysé. Les résultats sont décrits dans un 

troisième article présenté dans cette thèse. 

 

L’étude de la communication chimique du couvain est aussi un challenge attrayant car seuls 

des composées phéromonaux de faibles volatilités ont été découverts chez cet acteur de la 

colonie. Bien que peu étudiée, on peut supposer que la transmission de ces phéromones, et 

notamment la BEP, aux ouvrières se fait par contact, où à faible distance. Les nourrices sont 

donc les individus les plus exposés à ces phéromones. Mais le couvain a des actions sur 

l’ensemble de la colonie, sur les nourrices mais aussi sur les autres ouvrières, qui n’apportent 

plus de soins directs au couvain. Par exemple, le couvain a un effet inhibiteur sur le 

développement des ovaires de l’ensemble des ouvrières. Notre hypothèse est la suivante : le 

couvain pourrait emmètre des phéromones volatiles qui puissent atteindre toutes les abeilles 

du nid. L’émission de phéromones volatiles permettrait au couvain de renforcer les effets de 

la BEP pour indiquer ses besoins à la colonie.  

Pour tester cette hypothèse nous avons tenté de répondre à plusieurs questions : 

 

- Le couvain produit-il des composés volatils ? 

- Les composés volatils ont-ils des effets sur le comportement ou la physiologie des 

ouvrières ? 

- Ces effets sont-ils similaires aux effets de la BEP ? 
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- Les larves produisent-elles les mêmes quantités de ces composés en fonction de 

leur âge ? 

- Quels peuvent-être les avantages de composés volatils et de composés moins 

volatils dans la communication chimique de la colonie d’abeilles ? 

 

Les composés volatils émis par le couvain ont été recherchés, identifiés, quantifiés puis testés 

en conditions contrôlées sur leur rôle potentiel dans la communication chimique de la colonie. 

Le premier article décrit l’identification d’une molécule volatile : le E-ß-ocimène et la 

caractérisation de son action sur la régulation de la reproduction des ouvrières. Un second 

article étudie la production du E-ß-ocimène en fonction de l’âge des larves, et la 

caractérisation de ses effets : sur les nourrices (régulation des glandes hypopharyngienne) en 

conditions contrôlées et sur toutes les ouvrières (division du travail) en conditions naturelles.  

 

Après avoir approfondi les connaissances de la communication chimique entre le couvain, les 

ouvrières et la reine, une discussion générale propose une représentation plus complète des 

mécanismes phéromonaux impliquées dans les régulations au sein de la colonie.  
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Chapitre II Caractérisation de la phéromone des butineuses, 

l’Oléate d’Ethyle : transmission, dynamique et impact du stress 

sur sa production. 
 

Avant propos : 

 

La reine, le couvain et les butineuses interviennent dans la maturation comportementale des 

ouvrières en produisant respectivement la QMP, la BEP, et l’EO. L’EO participe à 

l’autorégulation de la division du travail par les butineuses pour maintenir un juste ratio 

nourrices/butineuses dans la colonie. 

 

La régulation des ouvrières par cette phéromone est majeure pour la colonie. Nous avons 

étudié certains traits de son histoire de vie dans la colonie. 

Nous avons tenté de valider l’hypothèse de la transmission de l’EO des butineuses aux 

nourrices par l’intermédiaire du nectar, du pollen et de la cuticule des butineuses. La quantité 

d’EO contenue dans ces différents compartiments a été analysée. Puis nous nous sommes 

intéressés à la dynamique de l’EO dans la colonie en analysant sa production chez les 

ouvrières à travers la saison de floraison (Mai à septembre) (influence de l’environnement) et 

chez deux races d’abeilles Apis mellifera mellifera et ligustica (influence de la race). 

 

Ensuite, nous avons analysé l’effet de stress externes à la colonie sur la production de cette 

phéromone. Une modification de la production de cette phéromone (augmentation ou 

diminution) par un stress externe, peut perturber l’équilibre nourrices/butineuses. Le CCD 

(syndrome d’effondrement des colonies = colony collapse disorder) présente des symptômes 

bien décrits : un dépeuplement massif des abeilles, présence de couvain et de réserves 

conséquents, et une reine entourée d’une poignée de jeunes abeilles. Ce dépeuplement massif 

pourrait être dû à une modification des mécanismes phéromonaux de la colonie d’abeilles. 

Nous avons travaillé sur l’impact de l’imidaclopride (un pesticide utilisé actuellement en 

agriculture) et de Nosema spp.  (un champignon parasite de l’abeille) sur la production de 

l’EO par les abeilles. 
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Distribution of the Forager Pheromone (Ethyl Oleate) in the Honey Bee Colony 

 

Résumé : 

 

Les butineuses émettent une phéromone, l’EO, qui permet l’autorégulation du développement 

comportemental des ouvrières (nourrices) de la colonie par contact. Un nombre important de 

butineuses inhibe le développement comportemental des nourrices et inversement, un faible 

nombre de butineuses accélère la maturation des nourrices.  

Des facteurs internes et externes au nid peuvent moduler les besoins en butineuses, et donc le 

ratio nourrices/butineuses. Nous avons voulu savoir si une possible fluctuation de l’EO 

pourrait être une réponse à des contraintes environnementales et des modifications du nid 

pour ajuster le ratio nourrices/butineuses. Nous avons également clarifié le mode de transfert 

de cette phéromone entre butineuses et nourrices. 

 

Une étude de la quantité d’EO de différentes parties des butineuses, la tête, le thorax, 

l’abdomen, la cuticule, les pelotes de pollen, le nectar et le jabot a montré que le pollen des 

butineuses est un vecteur de l’EO ainsi que la cuticule des butineuses. 

Parallèlement, pour étudier la dynamique de l’EO, des butineuses de pollen et de nectar ainsi 

que des nourrices ont été prélevées chaque mois durant deux années à chaque période de 

floraison (Mai à Septembre) dans trois ruches génétiquement différentes. Une augmentation 

de production du taux d’EO a été observée durant la période estivale. L’origine génétique des 

abeilles ne semble pas impliquée, alors que les conditions environnementales semblent jouer 

un rôle majeur. 

 

Les contacts cuticulaires ou cuticule-antenne entre butineuses et nourrices sont nécessaires à 

la transmission de la phéromone inhibitrice et le pollen peut servir de stockage de la molécule, 

mais être également un vecteur lors de son ingestion et de son contact avec les abeilles 

nourrices.  

La dynamique de production de l’EO montre une fluctuation en réponse aux contraintes 

environnementales. Il est nécessaire de savoir si les nourrices adaptent leur sensibilité à la 

phéromone et ajustent leurs développements comportementaux en fonction des fluctuations 

d’EO. 
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Abstract: 

 

Ethyl Oleate (EO) is a major primer pheromone of the honey bees produced by the foragers to 

delay the onset of foraging in younger individuals (hive bees) via a mechanism that requires 

physical contact. This signal is important in regulating the best ratio of foragers / hive bees to 

optimize colony development. But the pace of bee maturation depends on both internal 

(colony) and external (environment) factors. We asked whether colony or environmental 

factors could change the EO production, and clarified the mode of transmission of EO 

between foragers and hive bees. 

 

Variation in EO production occurs in the nest during the active season. Genetics origin of 

bees does not seem to be involved, whereas environmental conditions appear to play a major 

role. 

Foragers have 26% of the total forger EO amount on their cuticle and the pellets of pollen also 

contain EO. Thus hive bees could perceive EO by cuticle or antennae contact with forgers and 

by assimilating or manipulating the pollen in the hive. 

  

The next challenge is to understand if workers adapt their behavioural maturation trough 

differential sensitivity to EO variation in the colony. Chemical communication in the honey 

bee reveals an increasingly complex language with regards to the variation in signal 

production and nest regulation. 

 

Introduction: 
 

Animals communicate between each other using visual, acoustic, tactile and chemical signals 

(Wilson, Bossert, 1963). Among the different means, chemical communication between 

individuals is widespread among insects, and highly developed among social insects.  

In the honey bee, a eusocial insect, communication by pheromones is used by the individual 

to indicate its needs but also to maintain the homeostasis of the colony (Le Conte, Hefetz, 

2008; Slessor et al., 2005a). Progress has been made toward decoding the honey bee chemical 

language. It is now known that pheromones in honey bees modulate individual interaction 

through their action on behavioral genes and individual physiology (Alaux et al., 2009; 

Grozinger, Robinson, 2007). Recent studies have presented mechanisms of pheromone 
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integration and processing in the bee brain, and new descriptions of pheromone receptors 

(Wanner et al., 2007) and biosynthesis (Malka et al., 2009a) have been made. However, most 

of our knowledge about social insect pheromones involves the effect of releaser and primer 

compounds on workers but little is known about pheromone dynamics and translocation in the 

colony. In order to respond to variations inside and outside of the nest, workers change and 

coordinate their activities in relation to colony needs using a wide variety of information 

sources including pheromone variation (Robinson, 1992). The study of dynamic and 

translocation of pheromones becomes essential to improve the knowledge of bee 

communication and colony adaptation. When looking at the importance of synergy, dose and 

context, pheromone communication in honey bees appears to be remarkably complex (Slessor 

et al., 2005b). The analysis of each pheromone is then necessary to understand this specific 

language and its role in bee social regulation. 

 

In the colony, the queen mandibular pheromone (QMP) and the 9-ODA (9-oxoxdec-2-enoic 

acid, one compound of the QMP) are involved in regulating many social functions and 

continue to be highly studied (Barbier, Lederer, 1960; Butler et al., 1962; Peters et al., 2010; 

Slessor et al., 1988; Slessor et al., 2005a). But now, there are other important mechanisms (or 

social functions) known in the honey bee colony in which pheromones are involved.  

 

Age-related division of labor among workers plays a major role in the organization of many 

insect societies (Robinson 1992), where division of labor is used to maximize colony 

development rate and reserve accumulation. In honey bees, to optimize colony development, 

an effective ratio of foragers (old bees) to hive bees (young bees) is required. The colony has 

a feedback mechanism between nurses and foragers, particularly adapted to regulate the size 

of the colony. One key of this self-regulating workforce is a social pheromone: Ethyl Oleate 

(EO) which is produced by the foragers (Leoncini et al., 2004b). The EO signal slows down 

the natural progression of workers from hive bees to foragers (Leoncini et al., 2004b). The 

queen (Keeling, Slessor, 2005) and the brood (Le Conte et al., 1990) also produce EO in the 

colony but the main social regulation of the workforce appears to come from foragers (Huang, 

Robinson, 1996). When foragers are lost, hive bees are less inhibited in their maturation and 

they forage precociously. If a colony has too many foragers, the age progression of young 

bees slows down more than usual, until the correct proportion of foragers to in-hive sectors is 

reached.  
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EO is an important pheromone inside the colony to regulate bee behavioural development. 

But the pace of bee maturation depends on colony conditions, and the environmental, 

physiological and genetic parameters involved in this complex mechanism (Robinson, 1992). 

In addition, honey bees are able to respond to changes in colony needs by altering their typical 

patterns of age polyethism. This flexible system of division of labor is very important to 

colony fitness because the development of a bee colony continues despite constant changes in 

environmental (external and colony) conditions (Robinson, 1992). Also, genotypic differences 

in age-related division of labor in colonies occur in different honey bee subspecies. Bees of 

various genotypes have different development strategies: subspecies that invest quickly in 

foraging and subspecies that invest slowly in foraging (Giray, Robinson, 1994; Winston, 

Katz, 1982). This flexibility of colony structure (ratio foragers / hive bees) suggests a possible 

variation of EO rate in the colony.  

We studied, during 5 months of the beekeeping season, two subspecies of honeybee Apis 

mellifera mellifera and Apis mellifera ligustica that differ in their development strategies 

(Brillet et al., 2002) and genetic patterns (Whitfield et al., 2006a) to investigate the regulatory 

network that controls colony responses that set the right ratio foragers / hive bees. This study 

investigated whether there is variation in EO production between the different lineages in 

response to their different strategies of development or to the environmental conditions.  

 

Social regulation of bee behavioural maturation requires physical contact among bees. Older 

bees separated from younger bees via a screen that permits some forms of physical contact 

(food transfer, antennal contact, and licking) are able to inhibit behavioural maturation, but 

not when they are separated via double screen that prevents these interactions (Huang et al., 

1998; Leoncini et al., 2004a). The transmission of EO is not well understood yet according to 

previous results, trophallaxis between nurse and forager, a form of food exchange but also 

thought to be a prominent means of communication in insect societies (Korst, Velthuis, 1982), 

seems to be the way to delay nurse maturation in the colony. But, as these results are not 

clear, we investigated how foragers could transfer EO to nurse bees in the colony. We 

analysed the EO level within food transferred between foragers directly to nurses; the nectar 

and indirectly; the pollen. Also because contacts (cuticle-cuticle or antennae) between nurses 

and foragers are frequent, we analysed the EO level on the forager cuticle, to see if EO could 

be exchanged by passive contact (friction) between the thousand of individuals in the colony. 
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The characterisation of this pheromone could improve our comprehension of bee social 

regulation and the importance of the proper ratio between foragers and hive bees. 

 

Materials and Methods 
 

EO chemical analysis  

All samples were prepared in a solution A of 1.9 ml of iso-hexane with the addition of 100 µl 

of two internal standard solutions at 10 ng/µl (arachidic acid methyl ester and methyl 

heptadecanoate, Sigma-Aldrich, France).  

 

Total EO amount was analyzed on different samples (pool of 5 bees, load of pollen…). Each 

sample was crushed with a glass rod during 2 min at 4°C in the solution A and centrifuged for 

20 min at 4°C (2,500 g). The cuticular extracts were prepared by rinsing 5 bees in the solution 

A for 1 min at 4°C.  

Then the supernatant was collected and applied to a silica column (silica gel 60, particle size 

40–63 µm, 230–400 mesh). The first fraction was eluted in 3 ml of a solvent mixture (98.5% 

iso-hexane, 1.5% diethyl ether). Then, the second fraction containing the EO was eluted in 3 

ml of a second solvent mixture (94% iso-hexane, 6% diethyl ether). 1 ml of this fraction was 

concentrated to 10 µl under nitrogen stream and 1 µl was injected into a gas chromatograph 

(2014, Shimadzu, Japan) equipped with a split-splitless inlet, a flame ionization detector and a 

capillary column Omegawax 100 (10 m x 0.10 mm, 0.10 µm film thickness). The samples 

were injected in split mode. Hydrogen was used as carrier gas with a column flow of 0.52 

ml/min. Oven temperature was set at 90°C for 1 min, raised to 195°C at 40°C min-1, stabilized 

for 3 min, then augmented to 210°C at 1°C min-1, stabilized again for 2 min then increased to 

270°C at 40°C min-1 and held at 270°C for 3 min. Identification and quantification of EO was 

based on retention times of EO synthetic compound (Sigma-Aldrich, France) and by 

comparison of internal standard area respectively using gas chromatography solution program 

(Shimadzu, Japan). The EO confirmation was done by a mass spectrometer (CP2010, 

Shimadzu, Japan) operated in the electron impact mode at 70 eV with continuous scans (every 

0.2 sec) from a mass to charge ratio (m/z) of 70 to 400.  
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EO transmission (forgers to hive bees) 

To gain insight into the mode of transfer of EO among bees in a colony, we measured EO 

levels in different honey bee parts: head, thorax, abdomen, cuticle, but also in the food 

transfer to nurse by the forager: the nectar and the pollen. Foragers used in the different 

experiments came from a typical field colony headed by a naturally mated queen. Foragers 

were caught by closing the hive entrance and immediately frozen at -20°C; before EO 

analysis. Each sample was analyzed for total EO levels with the methods described above. 

 

First, to know the distribution of EO in foragers, we analysed EO levels in the 3 parts of 

foragers: head, thorax and abdomen. As a control we also measured the EO level of intact 

foragers. Ten groups of 5 bees were dissected for three lots of 10 samples of each honey bee 

sections (body parts) and 10 groups of 5 bees were kept unchanged (control). Before 

analyzing the EO the different samples were weighed in order to have the mean amount of EO 

per sections and also per mg of each section. 

 

Then we studied EO on the cuticle of honey bee. Ten groups of 5 foragers were analysed for 

total EO amount as a control and cuticular extracts (rinse the cuticle) were made on 10 groups 

of 5 foragers to know the percentage of EO found on the cuticle.  

 

Also the quantity of EO in nectar of foragers was examined. The EO level in the nectar 

sampled directly from the forager crop and the nectar regurgitated by the forager were 

quantified on two different groups because foragers could add secretions to the nectar from 

the hypopharyngeal gland during trophallaxis (Simpson, 1960; Simpson et al., 1968). The 

abdomens of 6 groups of 5 foragers were dissected, an incision was made in order to clear the 

crop, and then with a syringe the crop content was sampled. The crop envelope was analyzed 

separately. In a second group of bees (6x5 foragers), nectar regurgitation was recovered by 

applying pressure on the abdomen with a forceps and the regurgitated nectar was collected 

with a microcapillary pipette and put in a 2mL vial. A third group of foragers (6x5) was 

analysed for the total amount of EO as a control. 

 

In a final step the pollen load of foragers was considered as a potential transfer of EO between 

nurse and forager. Pollen is in contact with the forager cuticle before the formation of a pollen 

load and foragers add oral fluids during pollen handling (Winston, 1987). The pollen could be 

a way to distribute EO in the colony. We tested this hypothesis by an EO analysis of pollen 
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load, bee bread (stock of pollen inside the hive) and pollen-carrying forager with pollen load 

removed (control). In two hives, one day before the experiment at the end of the day an empty 

frame inside the hive was added. The following day in the afternoon a wire screen was placed 

in front of the hive entrance, 50 pollen foragers blocked from entering were caught and 

separated from their pollen load, all the samples were immediately frozen. Then the frame 

from the previous day was removed and the fresh bee bread collected from comb cells. We 

analysed EO on 10 groups of 5 foragers without their pollen load, 14 samples of 10 pollen 

loads, and 10 samples of 10 bee breads. Each sample of beebread and pollen was weighed 

before analysis. 

In addition, as a control for the pollen experiment, we measured EO rates in the pollen of 

different flowers to be certain that EO came from the foragers. We picked anthers of the five 

important flowers in blossom (Onobrychis viciifolia, Pyracantha coccinea, Cucumus melo, 

Phacelia tanacetifolia, Carduus pycnocephalus). For each type of flower, five samples were 

made with 30 to 100 mg of flower anther and analysed for EO trace. 

 

Differences in EO levels on the different parts of workers were analzyed by a Kruskal-Wallis 

ANOVA test followed by Mann–Whitney U post-hoc tests. The differences in the EO level 

inside the bee bread and the pollen load were analysed by a Mann–Whitney U tests. 

 

EO variation on beekeeping season and on honey bee genetic sources 

We followed the EO levels in three hives every month from May until September on three 

groups of bees: pollen foragers, nectar foragers and nurses. The hives were placed in the same 

apiary (same environment), and were distant in genetic profile (A. m. mellifera, A. m. ligustica 

and one hybrid hive headed with a natural mated queen). 

To obtain nurses of 10 days in age, we used one day old bees. Eleven days before the bee 

sample, one frame containing last nymphal stage was removed on each hive, and placed 

separately in an incubator (33°C, 60%RH). The day after one-day-old bees appeared on the 

comb. These one-day-old bees were marked with an appropriate paint and reintroduced into 

their initial hives.  

To sample the bees, the nurses (painted bees of 10 days old) were caught inside the hive on an 

open brood frame. After, the hive entrances were closed, foragers that returned after their 

foraging trip accumulated on the screen. The pollen foragers (bees with pollen loads) and 

nectar forgers (bees with distended abdomen) were captured with special forceps and placed 

separately in two boxes. All samples were immediately frozen at -20°C. 
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Four groups of 5 bees of each modality (pollen foragers, nectar foragers and nurses) were 

analysed for EO level every month on the three hives. We performed the experiments two 

consecutive years on three different hives for the two races and on the same hybrid hive. The 

temperatures were followed from May until September. 

The results of the two-year experiment were first analysed separately by a two-way ANOVA 

(hives and bee groups) followed by a Fisher post-hoc test. The level of EO was transformed: 

y’=ln(y+1) to attain variance homogeneity. Then the difference in EO levels between the first 

and the second years was analysed by a Mann–Whitney U tests, and the differences in the EO 

level by month by a Kruskal-Wallis ANOVA test. 

 

Results 
 

EO distribution in forager 

Forager analyses: 

 

 

Figure 1: Level of EO in different parts of foragers, A in ng on the different parts and B in ng of 
EO per mg of each part (letters indicate significant differences P<0.05) 
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Analysis of the different forager parts showed a significant difference in EO distribution in 

the three sections (Fig.1): EO amount per section (N =30 H =18.1, df =3, P <0.001) and EO 

amount per mg of each section (N =30 H =16.31, df =3, P <0.001). Considering the total EO 

amount per section, the majority of EO was found in the abdomen (69%) (58.34±4.91 ng of 

EO). This quantity is significantly higher in comparison to the two other parts: the head 23% 

(19.75± 3.74 ng of EO) (Z = −0.302, P <0.01) and the thorax 9% (7.52± 2.63 ng of EO) (Z = 
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−3.780, P <0.001). At the EO concentration per mg of each sections, EO was equally 

concentrated in the head (1.74±0.36 ng of EO/mg) and in the abdomen (1.18±0.13 ng of 

EO/mg) (Z = −1.436, P =0.15) and significantly less abundant in the thorax (0.18± 0.06 ng of  

EO/mg) (head vs thorax Z = −0.317, P <0.01 and abdomen vs thorax Z = −0.363, P <0.01).  

The EO amount on the cuticle (16.75± 3.74 ng of EO) was 26% percent of the total EO 

amount found in a forager (64.99± 9.04 ng of EO) (Fig.2). 

 

Figure 2: Percentage of EO on the forager cuticle in comparison to the total amount of EO in 
one forager. 
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Pollen and nectar analyses: 

 

The nectar did not contain any trace of EO in our experiments; no trace of EO was found in 

the nectar inside the crop nor in the nectar regurgitated (Table 1). EO was only found in the 

crop’s envelope which represented 12% of the total amount of EO in a forager.  

 
Table 1: EO level in nectar forager and in the different parts of nectar forager. 

 

  OE rates (ng) SD  
Crop envelope 8,89 4,03 
Nectar inside crop 0,00 0,00 
Regurgitate nectar 0,00 0,00 
Nectar forager 72,84 26,28 

 

Unlike the nectar, the pollen contained EO. The EO amounts per 100 mg of pollen load or bee 

bread were the same (hive 1: Z = −1.757, P =0.07 and hive 2: Z = −1.197, P =0.23).Two 

pollen loads (4.5±1.2 ng of EO) represented 17% of the total amount in the pollen foragers 

(21.9±3.8 ng of EO). We did not find EO in any of the pollen extracted from the appropriate 

flowers. 
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Figure 3: Total EO amount in 100mg of pollen pellets and bee bread from two hives. 
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EO variation during the beekeeping season 

We did not find any significant hive effects on EO titers per bee, but we found differences 

according to bee groups (nectar foragers, pollen foragers and nurses) in 2008 (Hives: 

F2,179=0.95, P=0.39, Bee groups : F2,179=39.58, P<0.001, Interaction : F4,359= 1.19, P=0.32) 

and 2009 (Hives: F2,179=2.70, P=0.07, Bee groups : F2,179=48.01, P<0.001, Interaction : F4,359= 

1.40, P=0.23). Because no differences were found between the EO rates on the three hives, 

the results were pooled (Fig 4). In 2008, nectar foragers had a significant higher level of EO 

in comparison to pollen foragers and nurses (Nectar vs Pollen: P<0.001, Nectar vs Nurse: 

P<0.001), and pollen foragers had higher levels of EO than nurses (Pollen vs Nurse: 

P<0.001). In 2009 the EO level of pollen and nectar foragers were the same (Nectar vs Pollen: 

P=0.21) but were significantly higher than in nurses (Nectar vs Nurse and Pollen vs Nurse: 

P<0.001).  

The EO honey bee titers change with years (Z=-4.68, P< 0.001) and with months in 2008 (N = 

360, H = 43.32, df = 4, P < 0.001) and in 2009 (N = 360, H = 23.8, df = 4, P < 0.001). 
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Figure 4: EO amount during seasons 2008 (A) and 2009 (B) in nurses, pollen and nectar 
foragers. a, b, c denote significant differences P<0.05 between the three group of bee each 
month. 
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Discussion 
 

EO is a major pheromone in social regulation of honey bee, being a part of the signal 

expressed by forager to slow down the maturation of nurses (Leoncini et al., 2004b). The two 

modes of EO transmission by foragers to nurses seem to be by cuticle contact (antennae and 

friction) and through the pollen. Variation in EO production occurs in the colony during the 

beekeeping season. In our experimental conditions the colony genetic origin (race) did not 

matter, whereas environmental conditions played a major role in this pheromonal variation. 

Specifically, the season and the foraging specialization of the bees had an effect on EO titers. 

 

Physical contact is required for older bees to inhibit endocrine and behavioral development in 

younger bees (Huang et al., 1998). EO, as a contact pheromone due to its weak volatility, 

must be transmitted during food transfer, antennal contact, or licking. Workers seem to 

perceive colony information via stimuli emanating from the nest during "patrolling" 

behaviour (Lindauer, 1952). It seems to be also conveyed during trophallaxis (Free, 1965). 

After measuring its rates in the different parts of foragers, EO appears to be equally 

distributed in the head and the abdomen and significantly less abundant in the thorax. EO on 

the cuticle is about 26 % of the total amount of EO in foragers. Thus the EO transfer can be 

done by cuticle-cuticle or antennal-cuticle contact.  

In contrast, the nectar, inside the crop or regurgitated, has no trace of EO, whereas the crop 

envelope alone contains 12% of the total amount of EO in foragers. The trophallaxis of nectar 

doesn’t seem to be the mode of EO transfer as suggested by Leoncini et al. (2004b). During 

trophallaxis both workers touch each other frequently by antennal contact (Korst, Velthuis, 

1982), which supports, because EO is on the cuticle, a possible transfer of EO during 

trophallaxis through this antennal contact. In comparison, 9ODA is found at 0.67% on the 

queen cuticle, which is approximately equal to 1000ng of 9ODA, and workers surrounding 

the queen after 30s have 30 ng of 9ODA (Naumann et al., 1991). Foragers have 

approximately a total EO level of 100 to 150 ng, with 25 to 37.5 ng on the cuticle, which 

would allow, in a single contact of 30 sec, nurses to remove 1ng of EO from the foragers.  

 

EO is found on pollen load (17% of the total forager EO amount), in the same proportion as in 

the bee bread and not found in the pollen of flowers (anthers). So we suggest that a part of EO 

is provided by pollen foragers in the pollen pellets and the bee bread. Pollen is gathered from 
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floral anthers by active movements of the legs and the proboscis scraping the anthers, as well 

as by pollen which drops passively onto the body hairs of workers (Winston, 1987). 

Subsequently, as the pollen foragers brush their proboscis, clean pollen from their head and 

their thorax with their forelegs, EO can be added passively by the transfer of EO found on the 

cuticle. EO can also be directly added in the regurgitation of honey and other substances for 

the formation of the pollen pellets by the foragers. 

When the pollen foragers finish their pollen collecting and return to the hive, they remove 

their pellets of pollen from their basket directly into pollen cells. Then others workers (hive 

workers considered as nurses) pack the pellets for storage using their mandibles and forelegs 

to press the pollen (Winston, 1987). Pollen nourishment during the first 8-10 days of workers 

life is essential for proper post-emergence glandular development and growth of internal 

structures (Haydak, 1970). Therefore, nurses eat and are in contact with pollen, and 

presumably assimilating EO. The pollen is a mode of EO transmission inside the colony, but 

also a possible way to store EO. In the colony, when pollen foraging amplifies, the amount of 

beebread increases which also increases the quantity of EO inside the colony. As the function 

of EO is to delay the age at onset of foraging, the accumulation of EO inside the beebread 

could be a signal to decrease the foraging activity, by delaying the maturation of nurses.  

The augmentation of the amount of stored pollen in the colony concurrently increases brood 

rearing and decreases pollen foraging activity to a homeostatic set point (Fewell, Winston, 

1992). In addition, pollen foraging decreases only when foragers have direct access to stored 

pollen (Dreller et al., 1999). Therefore, EO could be the inhibitory signal of foraging, first by 

decreasing the behavioural maturation of nurses to reduce foraging activities, and second by 

having a direct action on pollen foraging. This second hypothesis needs to be tested. 

 

The modification of colony age structure is one aspect of the environment that changes 

throughout the year owing to changes in worker age at first foraging. Different factors can 

alter the division of labour of a colony including internal and external hive factors (Robinson, 

1992). Here we demonstrated that the EO level varies in the colony between months of the 

beekeeping season. That would suggest a difference in the control of nurse behavioural 

development by foragers over the months. The EO level is weak at the beginning of the 

season when the demand in foraging is high due to an abundance of flowers in the area. Then 

EO level increases in July and August when fewer flowers are found in the area, thus the 

demand for a forager force is less. When in September there is a renewal of flowers blooming 

in the area, the forager workforce increases and the EO level decreases. Environmental 
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conditions seem to play a major role in the workers’ behavioural maturation, and 

correspondingly, the ovary, vitellogenin titre, and JH level of worker bees respond to 

changing environmental conditions (Huang & Robinson 1995; Amdam et al. 2004a; 

Linksvayer et al. 2009) and then to worker’ pheromonal levels. 

 

Racial differences are important components of the division of labour among worker honey 

bees. A. m. ligustica bees have faster rates of behavioural development than mellifera (Brillet 

et al., 2002), with a demonstrated genetic mechanism conferring these differences (Whitfield 

et al., 2006a), yet their production of EO is the same. Thus it seems that racial differences, 

between ligustica and mellifera nurses, in the sensitivity to the social inhibitor could be 

responsible for differences in rates of behavioural development. Racial differences in 

sensitivity to social factors have been previously observed as genotypic differences in 

response thresholds to task-related stimuli (Beshers et al. 1999).  
 

Recent studies have demonstrated that Nosema spp. (honey bee parasite) significantly alter 

EO production in the honey bee colony (Dussaubat et al., 2010). Therefore it is now 

important to determine if bees are sensitive to this variation in EO level in the colony and 

adjust their maturation to a lower ratio of foragers to hive bees in response to the disease 

(which causes an increase of EO titers) or in response to a loss in foragers (which causes a 

decrease of EO titers). Studies on QMP show that workers discriminate between different 

queen’s pheromone extracts (Kocher et al., 2010; Kocher et al., 2009). Workers are more 

attracted by pheromone extracts of queens with higher levels of ovary activation (Kocher et 

al., 2009). In addition there are strong genetic and seasonal components to QMP response by 

worker honey bees (Pankiw et al., 1994; Pankiw et al., 1995). Thus we predict that workers 

are also sensitive to EO fluctuation but new studies are needed to understand if bees respond 

to EO differentially during the season and to different levels of EO.  

 

Honey bee colonies seem to adjust their EO production to environmental changes. In the 

honey bee colony, production of a signal is modulated and responders are able to perceive this 

variation and adjust their responses (Hoover et al., 2005b; Kocher et al., 2009; Pankiw et al., 

1994). The complexity of the chemical communication in honey bee reveals a more complex 

language between emitters and receivers than previously thought, regarding the variation in 

signal production and responses by workers in the colony. 
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Transition : 

 

La découverte d’une production dynamique de la phéromone EO en fonction de la saison 

renseigne le fait que les abeilles puissent s’adapter aux conditions externes de la ruche. La 

transmission de cette molécule par contact indique que tous les individus actifs ou inactifs 

recoivent l’information par simple contact dans la colonie. Ainsi, il est possible que lorsqu’un 

certain seuil de présence de cette phéromone est dépassé (après un certain nombre de contacts, 

accumulation d’EO sur la cuticule), l’abeille répond à ce stimulus.  

La transmission par le pollen permet un stockage de la phéromone dans la colonie et constitue 

un moyen d’indiquer les besoins en butineuses : une réserve accrue de pollen dans la ruche 

revient à un fort taux d’EO dans la colonie, ce qui induirait un ralentissement de la maturation 

des nourrices. 

 

L’EO est une phéromone majeure dans la régulation du nombre de butineuses et de nourrices 

pour le développement de la colonie, une modification de son taux « normal » peut 

déstabiliser les mécanismes de la communication dans la colonie. Après avoir analysé la 

dynamique et la transmission de l’EO dans la colonie, les résultats de l’article suivant 

présentent l’impact de stress externes, un pesticide et une maladie de l’abeille, sur la 

production de l’EO. Aujourd’hui, les causes importantes de mortalité d’abeilles de par le 

monde semblent être d’origine multifactorielle. Nous avons voulu savoir si des facteurs de 

stress peuvent désorganiser la communication chimique et expliquer en partie les syndromes 

d’affaiblissement des colonies. 

‐ 57 ‐ 



Nosema spp. Infection Alters Pheromone Production in Honey Bees (Apis 

mellifera) 

 

Résumé : 

 

Chez les insectes sociaux, et notamment chez l’abeille domestique, les phéromones 

participent activement à l’homéostasie du groupe. Les parasites ou les maladies peuvent 

modifier les taux hormonaux de leur hôte. Dans la littérature, la colonie peut être comparée à 

un superorganisme, les abeilles sont vues comme les cellules et les phéromones comme des 

hormones. Dans un organisme, un stress peut entrainer un bouleversement hormonal induisant 

de grandes complications. Nous avons donc voulu savoir si, comme pour les hormones, des 

stress pouvaient modifier les taux de phéromones dans la colonie d’abeilles et perturber son 

fonctionnement. 

Des facteurs de stress environnementaux, tels que les pesticides ou des maladies, peuvent 

affaiblir les colonies d’abeilles. Nous avons alors analysé l'effet de l'imidaclopride, un 

pesticides de la famille des néonicotinoïdes largement utilisés en agriculture, et l’effet 

Nosema spp., un parasite généraliste de l’abeille, sur la production d'EO par les ouvrières. 

 

Des abeilles ont été exposées en cagette au pesticide et au pathogène. Après 10 jours, les taux 

d’EO des abeilles traitées et des contrôles ont été analysés. Contrairement à l'imidaclopride, 

Nosema spp. modifie la production de l’EO. Le niveau d'infection des abeilles par Nosema 

spp. est positivement corrélé avec leur niveau de production d'EO.  

 

En conséquence, comme l’EO est impliqué dans la régulation de la division du travail des 

ouvrières, nos résultats suggèrent que des augmentations de production d’EO par des abeilles 

infestées par le parasite peuvent perturber la communication chimique de la colonie et donc 

son homéostasie. 
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Abstract: 

 

Pheromones in social insects play a key role in the regulation of group homeostasis. It is well-

established that parasites can modify hormone signaling of their host, but less is known about 

the effect of parasites on pheromone signaling in insect societies. We thus tested in honey 

bees (Apis mellifera) the effect of the widespread parasite Nosema spp. on the production of 

ethyl oleate (EO), the only identified primer pheromone in honey bee workers. Since 

environmental stressors like pesticides can also weaken honey bees, we also analyzed the 

effect of imidacloprid, a neonicotinoid widely used in agriculture, on EO production. We 

show that, contrary to imidacloprid, Nosema spp. significantly altered EO production. In 

addition, the level of Nosema infection was positively correlated with the level of EO 

production. Since EO is involved in the regulation of division of labor between workers, our 

result suggests that the changes in EO signaling induced by parasitism have the potential to 

disturb the colony homeostasis.  

 

Introduction 
 

Analogous to the hormones that control the organism homeostasis, pheromones in social 

insects play a key role in the regulation of group homeostasis. However, the homeostasis of 

both organisms and insect societies can be threatened by parasite infection. For example, in 

mammals there is clear evidence that parasites can modify the endocrine system of the host to 

favor their development and reproduction (Escobedo et al., 2005). In honey bees, the cuticular 

hydrocarbon profile involved in social recognition can be altered by an activation of the 

immune system (Richard et al. 2008) or parasitization by the mite Varroa destructor (Salvy et 

al., 2001). However, it is not known whether, analogous to the modification of hormone 

signaling in the organism, parasites can affect pheromone signaling in insect societies.  

To answer this question, we asked whether the microsporidia Nosema spp., potentially 

involved in the worldwide honey bee losses (Higes et al., 2008), could affect the production 

of pheromone in workers. We analyzed the production of the only indentified primer 

pheromone in workers: ethyl oleate (EO), which regulates worker behavioral maturation (i.e. 

inhibits the transition from inside-nest tasks performed by young bees (nurse) to foraging 

tasks performed by old bees (forager) (Leoncini et al., 2004b). The focus was done on primer 

pheromone because they are essential to the regulation of social behaviours and colony 
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homeostasis. Therefore, a modification in their production could affect the whole colony 

organization and endanger its survival. Since the survival of honey bees can be threatened by 

other stressors, like pesticides, we also tested the effects of a neonicotinoid (imidacloprid) 

widely used in agriculture on EO production. Pesticides are known to disrupt pheromone 

perception but they can also affect their production (Desneux et al., 2007). 

 

Methods and Materials 
 

Nosema infection and imidacloprid exposure. This experiment was part of a larger study 

described in details by Alaux et al. (2010a). Briefly, in order to test the effect of Nosema 

infection and/or imidacloprid exposure, one-day old bees were reared in cages and split into 

four experimental groups: control groups, groups infected with Nosema, groups exposed to 

imidacloprid and groups both infected with Nosema and exposed to imidacloprid. For each 

experimental group, 3 colonies were used, with 2 cage replicates for each colony (N=120 bees 

per cage). For the Nosema infection, bees were individually fed at the beginning of the 

experiment, with a sugar solution containing 200,000 spores (Alaux et al., 2010a). Spores 

were previously isolated from infected colonies as in Higes et al. (2007) and genetic analysis 

showed that our bees were infected with both N. apis and N. ceranae (see Alaux et al., 

2010a). For the pesticide exposure, caged bees were chronically exposed 10 hr per day to 

imidacloprid by ingesting a sugar solution containing 7 µg/kg of imidacloprid (concentration 

encountered in the environment) (see Alaux et al., 2010a). The solution was replaced each 

day. After 10 days, bees were collected and stored at -20°C in order to measure the level of 

EO and Nosema infection. 

 

EO quantification. Pools of 5 bees were analyzed. Whole-body extracts were prepared in 1.9 

ml of iso-hexane with the addition of 100 µl of two internal standard solutions at 10 ng/µl 

(arachidic acid methyl ester and methyl heptadecanoate, Sigma-Aldrich, France). Samples 

were crushed with a glass rod during 2 min at 0°C and centrifuged for 20 min at 4°C (2,500 

g). The supernatant was collected and applied to a silica column (silica gel 60, particle size 

40–63 m, 230–400 mesh). The first fraction was eluted in 3 ml of a solvent mixture (98.5% 

iso-hexane, 1.5% diethyl ether). Then, the second fraction containing the EO was eluted in 3 

ml of a second solvent mixture (94% iso-hexane, 6% diethyl ether). 1 ml of this fraction was 

concentrated to 10 µl under a nitrogen stream and 1 µl was injected into a fast gas 
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chromatograph (2014, Shimadzu, Japan) equipped with a split-splitless inlet, a flame 

ionization detector, and a capillary column Omegawax 100 (10 m x 0.10 mm, 0.10 µm film 

thickness). The samples were injected in split mode. Hydrogen was used as carrier gas with a 

column flow of 0.52 ml/min. Oven temperature was set at 90°C for 1 min, raised to 195°C at 

40°C min-1, stabilized for 3 min then augmented to 210°C at 1°C min-1, stabilized again for 2 

min then increased to 270°C at 40°C min-1 and held at 270°C for 3 min. Identification and 

quantification of EO was based on retention times of EO synthetic compound (Sigma-Aldrich, 

France) and by comparison of internal standard area respectively using gas chromatography 

solution program (Shimadzu, Japan). The EO confirmation was done by a mass spectrometer 

(CP2010, Shimadzu, Japan) operated in the electron impact mode at 70 eV with continuous 

scans (every 0.2 sec) from a mass to charge ratio (m/z) of 70 to 400.  

 

Nosema spore counting. Since Nosema is an intestinal parasite, the honey bee intestinal tract 

was dissected and macerated in distilled water as in Higes et al. (2007). Then, the spore 

concentration from the suspension was determined using a haemocytometer. 

Figure 1: Effect of Nosema infection and/or imidacloprid exposure on EO production in 
honey bee workers. a EO level for each experimental group. Two pools of 5 bees per cage 
were analyzed, with 2 cages per treatment. The experiment was replicated on 3 colonies 
giving a total of N=60 bees per treatment. Treatment and colony effects were determined 
using two-way ANOVA on log-transformed values followed by Fisher post-hoc tests. There 
was a significant treatment effect on EO production (F3,47=17.35, P<0.001). Bees infected 
with Nosema, with or without an exposure to imidacloprid, had a higher level of EO than 
control and imidacloprid-exposed bees (P<0.001 for each comparison). However, 
imidacloprid did not affect EO production (control vs. imidacloprid-exposed bees:  P=0.81; 
Nosema-infected bees vs. Nosema-infected and imidacloprid-exposed bees: P=0.14). There 
was also a significant effect of colony origin (F2,47=4.59, P=0.017) but no significant 
interaction with the treatments was found (F6,95=0.88, P=0.52) demonstrating a consistent 
effect of the treatments. Data show mean±SE. *** and NS denote significant (P<0.001) and 
non-significant differences between treatments, respectively. b Relation between EO 
production and the level of Nosema infection. There was a significant positive correlation 
between the quantity of EO produced and the number of Nosema spores infecting bees 
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Results and Discussion 
 

Nosema infection caused a significant increase in EO production compared to non-infected 

groups (Fig. 1a), demonstrating that pheromone production can be modified by environmental 

stressors. However, EO production in imidacloprid-exposed bees did not differ significantly 

from non-exposed bees (Fig. 1a). Neonicotinoids target the nicotinic acetylcholine receptors 

and so can affect neural function (Decourtye et al., 2004) but here no effect was found on 

pheromone production. Studies with different pesticides are needed to determine whether this 

absence of modification we observed is a general phenomenon. 

One would expect that Nosema infection induces a cost to pheromone production. Contrary to 

this expectation, parasitized bees produced more EO than healthy bees. Since, EO is present at 

higher levels in foragers compared to nurses (Leoncini et al., 2004b) and Nosema causes a 

precocious onset of foraging (Wang, Mofller, 1970), the EO increase might reflect a forager 

profile of infected bees compared to control bees. However, further investigations tend to 

show that the EO increase is not just a consequence of a forager profile. First, the level of EO 

in parasitized bees was 6 times higher than healthy bees, which is greater than the difference 

naturally found between nurses (young bees) and foragers (old bees) (100±19 ng EO/nurse, 

n=60 and 213±25 ng EO/forager, n=120, unpublished data from n=3 colonies, A. 

Maisonnasse). Second, there was a positive and significant relationship between EO level and 

the number of Nosema spores per bee (Fig. 1b), showing that the EO increase is not an all-or-

nothing response but is linked to the level of Nosema infection. 

Even if the earlier onset of foraging could be a bee response to decrease the Nosema load 

within the hive, the higher EO level in infected bees has the potential to disturb the colony 

organization. The abnormally high level of EO could mislead the colony on the actual number 

of foragers and delay the onset of foraging in non-infected nurses, but it is not know how 

infected bees, who accelerate they behavioral maturation, would react to the high inhibitory 

effects of EO. On the other hand, since Nosema infection decreases worker lifespan (Higes et 

al., 2007), a loss of EO in the colony can also be expected and accelerate nurse maturation. 

Field studies are needed to determine the actual response of the colony and whether a failure 

in pheromone communication induced by parasitism or a disease can lead to the colony 

collapse.  
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To our knowledge, this is the first demonstration that parasites can modify pheromone 

production in insect societies. Therefore, our finding indicates that pathogens, besides their 

effect at the individual level, can also cause damage at the social level. 
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Transition : 

 

La production de l’EO varie en fonction de l’environnement de la ruche et le parasite Nosema 

spp. augmente anormalement sa production (Fig. 12). La prochaine étape de cette étude 

consiste à comprendre si les variations de production de l’EO engendrent des variations de 

réponse des ouvrières et un changement dans leur développement comportemental. 

L’étude complète d’une phéromone est difficile en raison de la complexité de la société 

d’abeilles (contexte, synergie…). La phéromone la plus étudiée chez l’abeille est la QMP et 

plus particulièrement le 9-ODA. Malgré les connaissances des effets pleiotropiques de cette 

phéromone, il semblerait que cette phéromone ne soit pas la seule utilisée par la reine pour 

contrôler la colonie. Dans le chapitre suivant nous avons étudié la possibilité d’un signal 

redondant chez la reine qui lui permettrait d’appuyer son rôle d’individu central de la colonie. 
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EO

EO

OUVRIERESOUVRIERES
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Figure 12 : Récapitulatif schématique des résultats du chapitre II 
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Chapitre III La QMP est-elle la phéromone centrale de la colonie 

d’abeilles ? 
 

Avant propos : 

 

La reine est un élément central de la colonie, elle permet la cohesion de la colonie par 

l’émission de phéromones, et le maintien de la colonie par sa ponte. Sans reine, plus de 

cohésion sociale, les ouvrières commencent à développer leurs ovaires, d’autres bâtissent des 

cellules royales, la colonie se fissure, change de reine ou peut mourir. 

La reine est l’individu de la colonie le plus étudié pour ces phéromones. Depuis 50 ans et la 

découverte de la première phéromone royale, le 9-ODA, la reine a été analysée par de 

nombreux chercheurs pour identifier d’autres molécules phéromonales. Il y a 20 ans, la QMP, 

composée de 5 molécules synergiques, dont le 9-ODA, produites dans les glandes 

mandibulaires de la reine, a été identifiée avec de forts effets physiologiques sur les ouvrières 

(inhibition des ovaires des ouvrières) et incitateurs (phénomène de cour).  

 

Mais malgré la découverte de nouveaux composés synergiques à la QMP, qui forment la QRP 

pour l’induction du phénomène de cour, de nombreuses recherches ont été entreprises pour 

savoir si la QMP est la phéromone centrale de la colonie d’abeilles. Des études suggèrent 

l’existence de molécules complémentaires à la QMP produites dans la glande de Dufour ou de 

la glande tergale de la reine.  

 

Dans ce chapitre nous nous sommes intéressés à mettre en évidence un potentiel second 

système phéromonal chez l’abeille. Ce travail est la prémisse à des travaux ultérieurs pour 

caractériser de nouvelles phéromones royales.  

Dans cette étude, nous avons voulu savoir si la QMP est indispensable à la reine lorsqu’on ôte 

chirurgicalement ses glandes mandibulaires. Une analyse chimique de ces reines 

démandibulées a permis de quantifier les différentes molécules de la QMP. Puis, nous avons 

comparé le comportement et la physiologie des ouvrières en présence et en absence de ces 

reines démandibulées. 
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New Insights into Honey Bee (Apis mellifera) Pheromone Communication. Is The 

queen Mandibular Pheromone Alone in Colony Regulation? 

 

Résumé : 

 

Chez les insectes sociaux, la reine est essentielle pour le fonctionnement et l'homéostasie de la 

colonie. La reine est un élément indispensable de la colonie, elle permet à celle-ci de se 

renouveler grâce à la ponte de 1500 à 2000 œufs par jour, mais produit également des 

phéromones permettant la régulation de la société grâce notamment à la QMP (produite dans 

les glandes mandibulaires). Bien que la QMP ait des effets pléiotropiques sur la régulation de 

la colonie, cette phéromone n’induit que des effets partiels sur le comportement et la 

physiologie des ouvrières en comparaison des effets induit par la reine elle-même. Ainsi, la 

reine semble posséder d’autres composés phéromonaux supplémentaires. 

 

Nous avons testé l'hypothèse d'une redondance phéromonale chez les reines d'abeilles, leur 

permettant d’avoir plusieurs phéromones pour le même signal. Pour vérifier cette hypothèse, 

nous avons comparé l'influence des reines avec ou sans glandes mandibulaires sur le 

comportement et la physiologie des ouvrières. 

Les glandes mandibulaires des reines ont été chirurgicalement excisées. Le comportement et 

la physiologie des ouvrières en présence de reines opérées et de reines intactes ont été étudiés 

en cagettes et ruches vitrées, comparativement à des abeilles sans reine. Le développement 

des ovaires des ouvrières, la construction de cire et le phénomène de cour ont été mesurés. Et, 

pour la première fois, les profils chimiques des reines démandibulées et des reines intactes ont 

été analysés et comparés. 

 

Nous n’avons pas détecté de 9-ODA, principal composé de la QMP, chez les reines 

démandibulées. Par contre nous avons trouvé chez ces reines du 9HDA en quantité moindre 

que chez des reines intactes et les mêmes quantités de HOB. Malgré une différence de 

production des composés de la QMP, les reines démandibulées contrôlent le comportement 

(construction de cire et phénomène de cour) et la physiologie (inhibition des ovaires) des 

ouvrières aussi efficacement que les reines intactes.  
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Nous avons démontré que la reine utilise d'autres phéromones aussi puissantes que la QMP 

afin de contrôler la colonie et notamment sa reproduction. Les reines semblent avoir plusieurs 

composés actifs ayant des fonctions similaires dans la colonie (redondance des phéromones).  

La colonie possède une syntaxe particulière utilisant plusieurs composés, lui conférant un 

avantage dans son développement. 
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Abstract:  

Background: In social insects, the queen is essential to the functioning and homeostasis of the 

colony. This influence has been demonstrated to be mediated through pheromone 

communication. However, the only social insect for which any queen pheromone has been 

identified is the honey bee (Apis mellifera) with its well-known queen mandibular pheromone 

(QMP). Although pleiotropic effects on colony regulation are accredited to the QMP, this 

pheromone does not trigger the full behavioral and physiological response observed in the 

presence of the queen, suggesting the presence of additional compounds. We tested the 

hypothesis of a pheromone redundancy in honey bee queens by comparing the influence of 

queens with and without mandibular glands on worker behavior and physiology. 

Results: Demandibulated queens had no detectable (E)-9-oxodec-2-enoic acid (9-ODA), the 

major compound in QMP, yet they controlled worker behavior (cell construction and queen 

retinue) and physiology (ovary inhibition) as efficiently as intact queens.  

Conclusions: We demonstrated that the queen uses other pheromones as powerful as QMP to 

control the colony. It follows that queens appear to have multiple active compounds with 

similar functions in the colony (pheromone redundancy). Our findings support two 

hypotheses in the biology of social insects: (1) that multiple semiochemicals with 

synonymous meaning exist in the honey bee, (2) that this extensive semiochemical vocabulary 

exists because it confers an evolutionary advantage to the colony. 

 

Background 
 

A remarkable trait of social insect colonies is the assemblage of individuals into a coherent 

social unit. Members of the society exhibit an organization mainly controlled by a complex 

pheromonal language (Bell, Cardé, 1984). Behavioral evidence for division of reproduction 

and labor in the colony indicates the importance of pheromones in both queen-worker and 

worker-worker interactions, including mediating the regulation of task allocation (Le Conte, 

Hefetz, 2008). In the case of honey bees, coordination of the different tasks is partly mediated 

by chemical signals (Le Conte, Hefetz, 2008). In social insects pheromones provide the 

colony with a rich syntax that is important for the spread of information and the integration of 

social behavior.  
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In honey bees, even though some workers can lay eggs, the queen produces most of the eggs 

and is the progenitor of several thousand bees in a colony. In addition she provides central 

information that regulates colony homeostasis, growth and reproduction (Winston, 1987). 

“Queen substance”, (E)-9-oxodec-2-enoic acid (9-ODA) is a queen pheromone produced in 

the mandibular glands and that was the first identified honey bee pheromone with functional 

roles in the colony (Barbier, Lederer, 1960). Later, in 1988 Slessor et al. discovered four other 

compounds from the mandibular glands that act synergistically with 9-ODA: both 

enantiomers of 9-hydroxydec-2-enoic acid (9-HDA), methyl p-hydroxybenzoate (HOB) and 

4-hydroxy-3-methoxyphenylethanol (HVA). These five chemicals constitute QMP, which 

strongly attracts young workers and stimulates queen tending (feeding, licking and 

antennating the queen). When these young workers subsequently interact with other bees, the 

QMP is dispersed throughout the colony by antennation, cuticular contacts and trophallaxis 

between the workers (Naumann, 1991). In 2003, Keeling et al. discovered four other 

compounds that synergize with QMP for retinue behavior, in particular in bees that do not 

respond strongly to QMP with retinue behavior (Keeling et al., 2003).  

 

The other main function of QMP is the inhibition of worker ovary activation (Hoover et al., 

2003). Reproductive control is essential to colony stability and functionality since 

reproductive workers do not work as efficiently as normal worker bees (Dampney et al., 

2004). QMP also controls comb construction by stimulating quantitative and qualitative 

worker-sized cell construction (Ledoux et al., 2001). It inhibits the construction of drone and 

queen cells (Winston et al., 1989) until colony growth results in a less efficient QMP 

distribution (Winston et al., 1991). New QMP functions are still being discovered; for 

example, besides mediating worker behavioral maturation (Pankiw et al., 1998a), QMP also 

increases resistance to starvation (Fischer, Grozinger, 2008) and affects olfactory learning and 

memory (Vergoz et al., 2007).  

 

QMP is thus integrated into colony life as a powerful and central systemic regulator. 

However, QMP does not control the full gamut of behavioral and physiological responses that 

result from the presence of a queen. For example, Velthuis and Van Es (Velthuis, 1970b; 

Velthuis, Van Es, 1964), found that queens from which mandibular glands were removed still 

retained their regulatory functions. Their experiments demonstrated that the mandibular 

glands are not essential for inhibition of queen cell construction, retinue behavior and 

inhibition of worker ovary activation. However, it is not clear from their studies whether the 
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demandibulated queens triggered the full worker response that is triggered by intact queens. 

The effect of demandibulated queens on a colony was not directly compared to colonies 

headed by intact queens or to queenless colonies. The exception was worker ovary activation, 

which showed almost the same effect with intact as with demandibulated queens (Velthuis, 

1970b). Consequently, others sources of queen pheromone have been proposed including 

tergal, tarsal and Dufour’s glands (Le Conte, Hefetz, 2008; Slessor et al., 2005a). A series of 

studies demonstrated that Dufour extracts attracted workers (Katzav-Gozansky et al., 2001) 

and tergal glands affected both ovary activation and retinue behavior (Wossler, Crewe, 1999a; 

Wossler, Crewe, 1999b). However a queen has ca. 0.5µg (out of ca. 150-200 μg total) of 9-

ODA on her cuticle surface (Naumann et al., 1991) and previous studies did not check for the 

presence of QMP residues in Dufour and tergal gland extracts or in queens without 

mandibular glands (Katzav-Gozansky et al., 2001; Wossler, Crewe, 1999a; Wossler, Crewe, 

1999b). Without a control for QMP residue one could hypothesize that the effects of the 

different experiments on worker control could be due to those pheromone residues. Thus, the 

relative contribution of other queen chemicals besides QMP is not well understood and the 

following question remains unanswered: In addition to the well-known pheromone pleiotropy 

of the QMP, do queens also use different pheromones that converge on the same function 

(pheromone redundancy)?  

 

To answer this question, we investigated the importance of additional queen pheromones by 

surgically removing the mandibular glands from virgin queens and checking for QMP residue 

on the queen bodies. We then asked whether demandibulated queens were as effective as 

normal queens in regulating ovary activation, comb construction and retinue behavior. A 

regulatory control as effective as a normal queen would demonstrate that additional queen 

chemicals might be as important as QMP in regulating colony functionality and thus support 

the hypothesis of pheromone redundancy. 

 

Methods 
 

Honey bee queen rearing  

Experiments were performed in Avignon (France) in 2005, 2007 and 2009 with local colonies 

derived from populations of a mixture of European subspecies of Apis mellifera (A. m. 

ligustica and A. m. mellifera). Queen rearing was performed according to standard beekeeping 
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methods (Laidlaw, Page, 1997). One day before hatching, queen cells were removed from 

their hive and placed individually in cages in an incubator (34°C, 60% RH) with 10 day-old 

workers. They were fed ad libitum with water, candy (30% honey from the source colonies, 

70% powdered sugar) and pollen. One-day-old bees were obtained from honey combs 

containing last-stage pupae removed from 3 source colonies. In each replicate, queens 

originated from the same colony to reduce genetic variation and thus potential pheromone 

variation (Pankiw et al., 1996; Plettner et al., 1997). 

 

Dissection of mandibular glands 

Mandibular gland excision was performed using a method modified from Gary (Gary, 1961a) 

when queens were one or two-days old, since mandibular glands do not secrete chemicals 

outside the body until 3 days after emergence (Nedel, 1960). Experimental queens were 

narcotized lightly with CO2 (~15 seconds) and placed under a binocular magnifying glass ( × 

8), kept on the back between the thumb and forefinger in order to clear the head. Mandibles 

were carefully removed with scissors and forceps by cutting the articulation of the mandibles. 

An opening appeared on both sides of the mouth. Then, the mandibular glands were carefully 

extirpated from the queen heads with extra fine forceps. After surgery, the demandibulated 

queens (MG–) were returned to their own cage. One day later, the mandible incisions had 

healed. Control queens (MG+) were sham operated by the same procedure, except mandibular 

gland extirpation. 

 

Pheromone analysis 

The presence of queen mandibular pheromone components (9-ODA-HOB-HVA-9-HDA) in 

MG– (n = 17) and MG+ (n = 19) queens was analyzed at the end of the 2009 experiment. 

Queens were individually stored at -20°C for later chemical analysis of the QMP components. 

Head, thorax and abdomen were dissected and extracted separately in 200 µl of methanol and 

100 µl of decanoic acid (250 ng/µl; internal standard). Preparations were cooled on ice, body 

parts were crushed with a glass rod for 2 minutes and centrifuged (2500 × g for 20 min. at 

4°C). The supernatant was collected, the total volume of supernatant recorded and a sample 

(20 µl) was concentrated under a nitrogen stream and then derivatized with 5 µl of 

bistrimethylsilyltrifluoroacetamide (BSTFA). The solution was agitated and left at room 

temperature for 40 min. The derivatized sample was then diluted in 100 µl of isohexane and 1 

µl of this solution was injected into a fast gas chromatograph (Shimadzu 2014, Japan) 

equipped with a split-splitless inlet, a flame ionization detector, and a capillary column 
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(equity-5; 15m x 0.10mm, 0.10µm film thickness). The samples were injected in split mode. 

Hydrogen was used as the carrier gas with column flow of 0.52ml min-1. The oven 

temperature was set at 100°C, then 100°C to 200°C at 40°C min-1 and 200°C to 250°C at 

10°C min-1 and held at 250°C for 2 min. Standard solutions of each QMP compounds 

derivatized with BSTFA were used to calibrate the response of the instrument with respect to 

the internal standard. Identification and quantification of HOB, 9-ODA, HVA, 9-HDA were 

based on retention times of synthetic compounds (Sigma-Aldrich, France and PheroTech, 

Canada) and on the internal standard method. The confirmation of QMP compounds was done 

by a mass spectrometer (Shimadzu CP2010, Japan). The mass spectrometer was operated in 

the electron impact mode at 70 eV with continuous scans (every 0.2 sec) from a mass to 

charge ratio (m/z) of 70 to 400. Data were collected with GC-MS Solution software 

(Shimadzu, Japan). Compounds were identified by comparison with standards. The variation 

in QMP amount between the MG– and MG+ queens was statistically determined, compound 

by compound, using Mann–Whitney U tests (STATVIEW 5.0, SAS Institute, Cary, NC). 

 

Experimental set up 

The effect of MG– and MG+ queens on both ovary activation and comb construction was 

tested in cage experiments. Plastic cages (11 × 8.5 × 5.8cm) (Pain, 1966) were composed of 

150 one day-old bees originating from 3 colonies and fed ad libitum with water, pollen (to 

promote ovary activation), and candy. They were kept in an incubator (33°C and 60% RH) 

during 15 days and were then collected for ovary activation analysis. Ovary activation 

generally reaches a peak at 14-15 days in cage (Velthuis, 1970a). A piece of wax (5 ×1cm) 

was stuck on the top of the cage as primer for comb cell construction. Three different groups 

were tested: cages with a normal queen (MG+: positive control), queenless cages (QL: 

negative control), and cages with a demandibulated queen (MG–). Since queens emit highly 

volatile chemicals (Gilley et al., 2006), each group was separated in different incubators with 

the same environment.  

 

Ovary activation 

Twenty bees reared in QL or MG+ or MG– conditions were randomly collected from each 

cage for ovary activation analysis. They were dissected under a binocular microscope, and the 

level of ovary activation was classified into 5 stages according to Pernal and Currie (2000) as 

follows: stage 0: no follicle development, ovaries are slender and non-differentiated, referred 

to undeveloped ovaries, stage 1: slight enlargement, beginnings of differentiation; stage 2: 
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presence of distinct cells leading to swellings and constrictions, stage 3: egg volume 

exceeding that of the nutritive follicle, stage 4: presence of fully formed eggs, ovaries are 

characterized by having mature oocytes and referred to fully formed ovaries. The dissector 

was blind to the treatment identity of bees. One repetition (2009) was performed with 55 

cages (MG–: n = 17, MG+: n = 19 and QL: n = 19). The MG–, MG+ and QL effects on 

worker ovary activation stage was determined using a Kruskal-Wallis ANOVA test followed 

by Mann–Whitney U post-hoc tests. 

 

Comb construction 

At day 15, the comb construction from each cage was collected and the number of cells 

counted. The mean diameter of 20 cells/cage/treatment was determined and divided into two 

categories according to their size, worker-sized cells’ diameters being from 5 to 5.4mm and 

drone-sized cells from 6.2 to 6.4mm (Winston, 1987). In addition, the number of royal draft 

cells, which are conical and elongated, was counted in the different groups. Three repetitions 

(2005, 2007, and 2009) were performed giving a total of 125 cages (MG–: n = 53, MG+: n = 

36 and QL: n = 36). Queen treatments effect on cell number and size were analyzed using a 

two-way ANOVA (repetitions and treatments) followed by Fisher post-hoc tests. The number 

of cells was transformed: y’=ln(y+1) to attain variance homogeneity in the 3 groups. 

 

Retinue behavior 

The effects of queens MG–, MG+ on retinue behavior were analyzed in two one-frame 

standardized observation hives containing 3,000 one day-old bees. For each repetition, one 

day-old bees were collected from the same hives. Each hive was established as similar as 

possible with one frame containing equivalent proportion of honey, pollen, brood and eggs. 

Hives were placed in an indoor apiary (25°C) and connected to the outside to allow normal 

foraging activity. The queens were not allowed to mate and introduced into the hive 20 days 

after hatching. Two days after queen introduction in the observation hives, a series of 5 

pictures were taken twice. The number of workers surrounding the queen was determined and 

used to estimate retinue behavior. Then the queen was replaced randomly by a new queen 

MG– or MG+. One repetition (2009) was performed giving a total of 15 replicates for both 

MG– and MG+ queens. The number of bees performing the retinue behavior was compared 

by using a Mann–Whitney U test. 

 

 

‐ 76 ‐ 



Results 
Pheromone analysis 

Normal amounts of 9-ODA (159±26 µg), HOB (3.7±2.5µg) and 9-HDA (150± 34 µg) were 

found in queen MG+ (Ledoux et al., 2001). As found by Ledoux et al (2001), HVA was not 

detected in virgin queens. Interestingly, quantities of 9-HDA (39±14µg) and HOB (7±4µg) 

were detected in queen MG–, 9-ODA was not detectable (minimum GC detection equal at 

0.47ng of 9-ODA /µL of isohexane) (Fig. 1). As a result, 9-ODA was only found in queen 

MG+ (Z= −5.05, P<0.0001); 9-HDA was higher in quantity in queen MG+ compared to 

queen MG– (Z= −3.5, P <0.0005) but there was no significant difference in the amount of 

HOB between the two queen types (Z= −1.13, P = 0.25). 

 

Figure 1: Levels of QMP components in control and demandibulated queens. (a) 9-ODA 
(b) HOB (c) 9-HDA.*** denotes significant differences (P<0.001) and NS: Non significant 
difference between treatments. MG+: control queen, MG–: demandibulated queen, QL: 
queenless 

Ovary activation 

We found a significant treatment effect on worker ovary activation (N = 1100, H = 102.1, df = 

2, P < 0.0001, fig. 2). Bees reared with queen MG+ or MG– had a significantly lower ovary 

activation compared to bees from QL cages (MG– vs. QL: Z = −9.34, P < 0.0001; MG+ vs. 

QL: Z = −9.04, P < 0.0001). However, despite differences in pheromone composition, the 

effect of queens MG+ and MG– on worker ovary activation did not differ significantly (Z = 
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−0.737, P =0.5). The percentage of workers in MG–, MG+ and QL cages, respectively, with 

no ovary activation (range 0-1) was 82%, 81% and 52%, and workers with ovary activation 

(range of 3-4) was 3%, 4% and 28%.  

 

Figure 2: Effect of queen treatment on (a) cell construction and (b) worker ovary 
activation. Data show mean number of cells ± SE and ovary score ± SE. Number of cages 
are indicated in parenthesis. *** denotes significant differences (P<0.001) and NS: Non 
significant difference between treatments. MG+: control queen, MG–: demandibulated 
queen, QL: queenless 

Comb construction 

We found significant treatment and repetition effects on comb construction, but no interaction 

effect between the two factors (treatment: F2,124=121.8, P<0.0001, repetition : F2,124=12.6, 

P<0.0001, treatment x repetition : F4,249= 1.18, P=0.32). The comb size (number of cells) 

significantly increased in the queen presence (MG+, MG–) compared to QL cages (MG+ vs. 

QL: P<0.0001, MG– vs. QL: P<0.0001), however no differences were detected between the 

two types of queen (MG+ vs. MG–: P=0.68, Fig. 2). The queen treatment also had an effect 

on the cell size (F2,124=130.8, P<0.0001). This effect did not change between repetitions 

(F2,124=1.92, P=0.15). Workers reared with MG+ and MG– queens built worker-sized cells 

that did not differ significantly in their diameters (5.13±0.07 and 5.20±0.06 mm, respectively; 

P=0.94) but QL workers built drone-sized cells that were larger (6.15±0.08 mm; MG+ vs. QL: 

P<0.0001, MG– vs. QL: P<0.0001). 

‐ 78 ‐ 



No royal cell construction was observed in our experimental set-up with either queens MG+ 

or MG–. However, QL workers constructed one to three royal draft cells per cage (1.3±0.2). 

 

Retinue behavior 

The mean number of workers performing retinue behavior around queens MG– and MG+ 

reached 10.3 ±0.5 and 10.7 ±0.2, respectively and was not significantly different (Z = −0.38, 

P =0.7). 

 

Discussion 
 

Previous investigations found that pheromones from mandibular glands have a pronounced 

effect on colony life (Slessor et al., 2005a). Due to QMP importance, it was expected, that 

queens from whom mandibular glands were removed would be less effective in regulating 

worker responses. Our results do not support this hypothesis but show that demandibulated 

queens retain their full regulatory functions (Table 1), highlighting some redundancy in queen 

control. Our results are in accordance with the studies of Velthuis and Van Es (Velthuis, 

1970b; Velthuis, Van Es, 1964), suggesting that QMP is not responsible by itself for the 

queen's pheromonal regulation of colony function (worker ovary activation, queen cell 

construction and retinue behaviour). This phenomenon can now be extended to the regulation 

of general comb construction (cell number and type) (this paper). In addition, by checking for 

the first time the effect of mandibular gland removal on the composition of 9-ODA, 9-HDA 

and HOB, we showed that demandibulated virgin queens were as effective as normal virgin 

queens in regulating colony function. 
 

Table 1: Comparative effect of queenless (QL), control queen (MG+), and extirpated queen 
(MG–) on worker behavior and physiology. 

MG+ MG‒ QL
Worker ovary inhibition + + −
Retinue behavior + + Ø
Cells construction + + −
Cells type ♀ ♀ ♂
Queen cells inhibition + + −  

(♀ worker cells construction, ♂ drone cells construction, Ø not available, + positive, - negative) 
 

Consistent with previous studies, (Pankiw et al., 1996; Slessor et al., 1990) sham-operated 

queens (MG+) had normal levels of QMP. Moreover in this study, queens from whom 

mandibular glands had been removed (MG–) had a similar levels of HOB, lower levels of 9-
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HDA and no detectable 9-ODA. This confirms that 9-ODA is uniquely produced and stored in 

the queen mandibular glands (Naumann et al., 1991) and suggests the existence of another 

source of production of HOB and 9-HDA as found by Whiffler and Hepburn (1991) in A. m. 

capensis and A. m. scutellata queens. 

 

Queens produce a blend of 9 compounds (Queen Retinue Pheromone, QRP) that, in concert, 

elicit almost the full queen retinue behavior from honey bee workers. Pure 9-ODA can elicit 

weak queen retinue behavior, whereas the other compounds act synergistically with 9-ODA 

and do not elicit a retinue response by themselves (Keeling et al., 2003; Slessor et al., 1988). 

This pheromone blend is composed of QMP, coniferyl alcohol produced in the mandibular 

glands and 3 other compounds, methyl oleate, hexadecan-1-ol and linolenic acid, produced in 

the body of the queen (Keeling et al., 2003). Contrary to our expectation, and despite no 9-

ODA detectable, MG– queens had a similar number of workers performing retinue behavior 

(around 10) compared to the sham-operated control queens (between 8 to 12 workers (Free, 

1987; Winston, 1987). Therefore, as methyl oleate, hexadecan 1-ol and the linolenic acid are 

not produced in the mandibular gland (Keeling et al., 2003) and 9-HDA and HOB are found 

in MG– queens, those compounds might play a role together or with other, as yet non-

identified, components in eliciting retinue behavior.  

 

Our results confirm that the two types of virgin queen, MG– and MG+, partially inhibit ovary 

activation in workers. Thus, other queen-produced substances have the potential to substitute 

for 9-ODA. Recently, a volatile compound, E-β-ocimene, was found to be produced by mated 

queens (Gilley et al., 2006) and larval brood (Maisonnasse et al., 2009), and this compound 

has been found to inhibit ovary activation in workers (Maisonnasse et al., 2009). But E-β-

ocimene was not found in 3 day-old virgin queens (Gilley et al., 2006). In our experiment 

virgin queens were 5 to 20 days old, thus complementary experiments are needed to know if 

virgin queens older than 3 days could produce this compound or if mating is required to 

increase the production of this compound, as is the case for HVA (Pankiw et al., 1996). 

Furthermore, virgin and mated queens produce esters (Keeling, Slessor, 2005), such as ethyl 

palmitate (EP), which have the potential to suppress ovary activation in workers (Mohammedi 

et al., 1998). EP works efficiently at 5400 ng per bee and the queen produces only 330 ng of 

EP, thus EP emission by the queen could act in addition to larval EP production or other 

queen chemicals but is unlikely to act alone in mediating ovary inhibition. Tergal gland 

extracts can also partially regulate ovary activation in workers (Wossler, Crewe, 1999a), but 
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the presence of 9-ODA on the queen's cuticle (Naumann, 1991) might be involved. In 

addition, the effect of 9-HDA and HOB together or separately was not tested on worker 

ovaries, however their inhibitory action in the QMP blend has been documented. It is possible 

that E-β-ocimene, ethyl palmitate, compounds from tergal glands, HOB and 9-HDA act in 

synergy to provide a full worker response similar to normal queens.  

 

Interestingly, workers with a MG– queen produced worker-sized cells, and built a large 

number of cells, as in the MG+ queen condition, in contrast to the QL condition in which 

workers constructed a small number of cells that were drone-sized. Thus, our results indicate 

that comb construction is also regulated by queen chemicals other than QMP (Ledoux et al., 

2001). In the absence of the queen, A. m. capensis workers, who reproduce via thelytokous 

parthenogenesis and A. m. scutellata, who reproduce via arrhenotokous parthenogenesis build 

only worker or drone cells, respectively, but queenless hybrid colonies produce both cell types 

or only worker cells (Neumann et al., 2000). This would support the idea that comb 

construction can be regulated by chemicals other than QMP that are also produced by the 

workers. However, since A. m. capensis workers develop QMP-profiles with a high amount of 

9-ODA (Simon et al., 2001), the construction of worker cells in those queenless colonies 

could also be due to the QMP. 

 

This study used virgin queens, however mating in honey bee queens causes dramatic changes 

in queen behavior and physiology (Kocher et al., 2008). For example, the queen pheromone 

blend is modulated by the reproductive status of the queens. Virgin and newly mated queens 

produce the same QMP signal (Kocher et al., 2009) while a different QMP blend is produced 

by the mature mated queen (Pankiw et al., 1996). Therefore, whether demandibulated mated 

queens keep their regulatory functions, like virgin MG– queens, remains to be tested.  

 

The evidence for multiple, active queen compounds with similar effects raises the question of 

why such redundancy? An answer to this question may be found in the theoretical analysis of 

communication in social insects. Two opposing theories can potentially explain the evolution 

of pheromone communication between the queen and workers. On one hand it is believed that 

the queen pheromone acts as a reliable and honest signal, to which workers respond by 

restraining themselves from reproducing in order to increase their inclusive fitness, but on the 

other hand, queen pheromones could be used to control and manipulate worker reproduction. 

(Heinze, d'Ettorre, 2009; Keller, Nonacs, 1993) This dishonest control over reproduction by 
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the queen would be evolutionarily unstable, because workers would be selected to overcome 

her inhibitory effect. As a consequence, workers would be selected for a reduced sensitivity to 

specific queen chemicals, to which the queen would develop an alternative pheromone source. 

In that case, queen pheromone would evolve towards a multi-component blend, as opposed to 

a relatively simple, honest single-component signal (Heinze, d'Ettorre, 2009; Keller, Nonacs, 

1993). The redundancy of multiple, active queen compounds might be the result of 

competition between queens and workers over reproduction (Katzav-Gozansky, 2006; 

Katzav-Gozansky et al., 2004; Strauss et al., 2008). Differences in sensitivity to QMP 

between colonies (Pankiw et al., 1994) and evidence of workers being able to lay eggs that 

can survive, despite the inhibitory presence of a queen (Martin et al., 2002; Oldroyd et al., 

1994), are both found in nature. This shows that workers have the capacity to bypass queen 

pheromonal control of reproduction. Since, A. m. capensis parasitic workers, who reproduce 

despite the presence of a queen, develop a QMP-profile (Dietemann et al., 2007; Dietemann 

et al., 2006; Simon et al., 2001) to compete pheromonally with the host queen or workers, it 

would be interesting to determine whether they have also developed multiple, redundant 

queen chemicals other than QMP-like.  

 

A second and alternative explanation to the pheromone redundancy hypothesis would be that 

the presence of multiple queen pheromones might fine-tune the regulation of colony 

homeostasis. The different queen chemicals may have redundant functions, but their 

efficiency may differ and depend on the context, their transmission (Slessor et al., 2005a) and 

the variability in their production. In summary, each chemical may not be effective by itself, 

but altogether, they enable the queen to develop a complex and precise chemical “syntax” 

during the colony life-cycle. In addition, worker behavior and physiology is regulated by 

multiple hormone signaling pathways (e.g. juvenile hormone, vitellogenin, insulin) (Ament et 

al., 2008; Bloch et al., 2002; Nelson et al., 2007), so it is possible that the different but 

redundant queen chemicals each act on different targets of the worker hormonal system.  

 

Conclusion 
Queen-worker communication is essential to colony homeostasis. For the past 20 years, 9-

ODA, and consequently QMP, were described as the main regulatory system of worker 

behavior and physiology. Now, our results demonstrate that other queen chemicals as 

powerful as 9-ODA and QMP are involved in worker regulation. Now the next challenge is to 
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find the secondary queen pheromonal system and test for its effects on the hormonal system. 

In honey bees, pheromone signaling systems have pleiotropic effects as regulators of colony 

functionality. The signal redundancy originating from the same individual now adds another 

level of complexity to the already intricate language of the colony. 
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Transition : 

 

La reine utilise plusieurs phéromones pour réguler la colonie (Fig. 13). La QMP est une 

phéromone majeure mais d’autres phéromones royales existent. Malgré ces actions 

pleiotropiques, la QMP peut être substituée par d’autres phéromones pour l’inhibition des 

ovaires des ouvrières, le phénomène de cour et la construction de cire dans la colonie. Une 

redondance phéromonale existe dans la communication phéromonale de la reine.  

Chez le couvain, une phéromone a des effets pleiotropiques sur les ouvrières : la BEP. 

Comme l’indiquent les résultats précédents, il est possible que d’autres phéromones soient 

émises par le couvain en addition de la BEP. Les deux articles suivants décrivent si le couvain 

émet des phéromones volatiles avec des effets redondants de la BEP mais pouvant atteindre 

tous les individus de la colonie. 
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Figure 13 : Récapitulatif schématique des résultats du chapitre III 
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Chapitre IV Identification d’une nouvelle phéromone larvaire : le 

E-ß-ocimène, et ses effets dans les régulations sociales de la 

colonie. 
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Chapitre IV Identification d’une nouvelle phéromone larvaire : le 

E-ß-ocimène, et ses effets dans les régulations sociales de la 

colonie. 
 

Avant propos : 

 

Chez l’abeille, insecte eusocial, chaque ouvrière au cours de sa maturation comportementale 

prend soin du couvain (Winston, 1987). Le couvain est un stade de développement particulier 

renouvelant les individus de la colonie, sans couvain la colonie dépérit. Le couvain envoie des 

signaux chimiques à la colonie pour qu’elle s’adapte à lui et lui procure les soins nécessaires à 

son développement. Par exemple, le couvain a besoin d’être thermorégulé par les ouvrières à 

une température de 34°C pour se développer. Les besoins en nourriture sont assurés par les 

nourrices qui produisent de la gelée royale et de la bouillie larvaire secrétées par leurs glandes 

hypopharyngiennes et mandibulaires. Le couvain envoie des signaux aux ouvrières, et 

notamment la BEP dont les effets sont pléiotropiques sur les ouvrières (Le Conte et al., 2001; 

Slessor et al., 2005a).  

Cette phéromone est composée de molécules avec une faible volatilité et sera transmise aux 

ouvrières en contact ou à proximité des larves. En outre, la BEP n’a qu’un effet partiel sur la 

reproduction des ouvrières. D’autres phéromones, plus volatiles, émises par le couvain, 

pourraient intervenir dans la communication couvain-nourrices. Elles permettraient une 

diffusion du signal dans toute la colonie avec un spectre d’action plus large sur les nourrices 

mais aussi sur les MAB. Nous nous sommes intéressés à l’existence potentielle de 

phéromones larvaires volatiles qui puisse avoir un effet sur l’inhibition des ovaires, le 

développement des glandes hypopharyngiennes et la régulation de la division du travail des 

ouvrières. 

 

Ce chapitre est scindé en deux articles, le premier traite de l’identification du E-ß-ocimène, et 

de son effet sur la reproduction des ouvrières, le second de la dynamique de production de 

cette phéromone chez les différents stades de développement du couvain et de ses effets sur la 

colonie (division du travail) et sur les nourrices (développement des glandes 

hypopharyngiennes). 
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A Scientific Note on E-β-ocimene, a New Volatile Primer Pheromone that Inhibits 

Worker Ovary Development in Honey Bees 

 

Résumé : 

 

En l'absence de toute contrainte de l’environnement phéromonal, les ouvrières deviennent des 

individus reproducteurs et pondent des œufs non fécondés (mâle, haploïde) ce qui modifie la 

colonie et le soin au couvain. Le couvain émet la BEP qui inhibe partiellement l’activation du 

développement des ovaires des ouvrières. Au cours de ce travail, nous nous sommes 

intéressés à isoler et identifier des molécules volatiles émises par le couvain et à décrire leurs 

éventuelles actions phéromonales sur l’inhibition des ovaires des ouvrières. La technique de la 

Micro Extraction sur phace Solide (SPME) a été utilisée pour piéger les molécules émises par 

les stades larvaires du couvain. Après analyse en chromatographie en phase gazeuse des 

différents échantillons, les chromatogrammes ont révélé différents pics. Mais un seul composé 

majeur a été trouvé dans tous les échantillons : le E-β-ocimène (3(E)-3,7-dimethyl-1,3,6-

octatriene) identifié par GC-MS (Chromatographie en phase gazeuse-Spectrométrie de masse) 

avec un standard de référence. Nous avons ensuite testé l’effet du E-β-ocimène sur le 

développement des ovaires de 100 ouvrières en cagette. Après analyse des ovaires des 

ouvrières, nous avons montré que le E-β-ocimène inhibe partiellement l’activation des ovaires 

des ouvrières.

 

En émettant le E-β-ocimène, les larves dirigent l’allocation d’énergie des ouvrières (plus 

précisément des nourrices) pour l’exécution des tâches de la colonie plutôt que dans la 

production d’œufs. Le E-β-ocimène est également produit par la reine. À ce jour, les études 

montrent que la régulation des ovaires des ouvrières est contrôlée par trois phéromones 

différentes, l'une très volatile : le E-β-ocimène et deux faiblement volatiles la BEP et la QMP, 

émises par deux acteurs de la colonie : les larves et la reine.  
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In social insects, larvae are completely dependent on adults to complete their 

development. In honey bees (Apis mellifera L.), larval development requires that larvae 

engage workers in nursing tasks rather than allocating energy in other activities (Le Conte, 

Hefetz, 2008). Indeed, in the absence of any constraint, workers tend to become active 

reproductive individual. The queen inhibits worker ovary development via pheromones 

(Hoover et al., 2003; Wossler, Crewe, 1999a), but the inhibition of worker ovary development 

seems superior when bees are exposed to unsealed brood (Kropacova, Haslbachova, 1970; 

Kropacova, Haslbachova, 1971). Components of the brood pheromone have already been 

identified and consist of a blend of 10 esters (Le Conte et al., 1990; Le Conte et al., 1989). 

Two of these low volatility compounds have been demonstrated to partially decrease worker 

ovary development (Mohammedi et al., 1998; Pankiw, Garza, 2007). Thus, we asked whether 

brood emits volatile compounds that could also have an effect on worker ovary activation. We 

identified a new highly volatile molecule from the larvae E-β-ocimene, that inhibits worker 

ovary maturation. 

 

We used Solid Phase Microextraction (SPME) (65 µm Carbowax) to sample volatiles 

emitted by different larval instars. We analyzed 20 larvae at stage 1, 2-3 or 10 larvae at stage 

4-5. Larvae were kept in a 15 ml closed vial for 20 min in an incubator at 34°C and 50% 

humidity (N = 8, 10 and 7 biological replicates, respectively) during the sampling. Afterward, 

the fiber was desorbed into a gas chromatograph (Varian-Chrompack CP-Sil 8 CB-MS 30 m x 

0.25 mm column with the following parameters : column temperature 40°C for 2 min, then 

40°C to 200°C at 30°Cmin-1, and 200°C to 320°C at 10°C.min-1). Chromatograms showed 

different peaks but the only major compound found in all samples was E-β-ocimene (3(E)-

3,7-dimethyl-1,3,6-octatriene identified by GC-MS and confirmed by a chemical standard). 

We determined that one larva produces in 20 minutes 2.84, 12.4 and 0.40 ng of E-β-ocimene 

at stage 1, 2-3 and 4-5, respectively (Fig. 1A) This compound is thus emitted in a significantly 

higher quantity by 2-3 larval instars compared to first and final instars (Kruskal-Wallis 

ANOVA test, N = 25, χ2 = 18.99, df = 2, P < 0.001; stage 1 vs. 2-3: Mann-Whitney U post-

hoc test, Z = -3.4208, P < 0.001 and stage 2-3 vs. 4-5: Z = 3.4157, P < 0.001). Older larvae 

have a lower level of E-β-ocimene production than first instars larvae (Z = 3.2404, P = 

0.0012) despite being from 225 to 400 times bigger (Jay, 1963). A test in natural condition 

was done and E-β-ocimene was also found on larvae kept on their cells. 
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We then tested whether E-β-ocimene produced by larval instars 2-3 inhibits worker 

ovary development. Groups of 100 bees obtained from a mix of 3 colonies were tested. Bees 

were kept in Pain cages (11x8.5x5.8 cm) (Pain, 1966) from emergence until 15 days of age. 

Due to its high volatility and in order to avoid saturation of E-β-ocimene in cages, we mixed 

the molecule with paraffin oil and verified with SPME that a 10 larvae equivalent/caged bee 

of E-β-ocimene slowly dissipated over 24 hours (ie. 900 ug of E-β-ocimene/cage/24 hours). 

So, in each cage we then created an environment of 1000 larvae equivalent of E-β-ocimene. 

The E-β-ocimene and paraffin mix was placed in a wire screen-covered petri-dish at the 

bottom of the cage so that the bees could never be in direct contact with the pheromone. 

Caged workers were kept at 34°C in the dark and fed with a honey-sucrose candy, fresh 

pollen and water ad libitum. We performed 10 replicates for treatment and 9 per control 

(paraffin only). We used two identical incubators, one for treatment cages and one for control 

cages, to prevent E-β-ocimene dispersion. For each cage, 20 bees were randomly chosen, 

dissected, and the level of ovary development was determined using the 5 point scale ovary 

classification of Pernal and Currie (2000). Ovaries were classified as following: stage 0: no 

follicle development, stage 1: slight enlargement, stage 2: presence of distinct cells leading to 

swellings and constrictions, stage 3 egg volume exceeding that of the nutritive follicle, stage 

4: presence of fully formed eggs.  

 

E-β-ocimene treatment significantly inhibited worker ovary development compared to 

workers exposed to untreated paraffin control (Fig. 1B. Mann-Whitney U test on the mean 

score of each cage, N = 19, Z = -2.168, P = 0.0301). The results support our hypothesis that 

this compound acts as a volatile primer pheromone on workers by inhibiting maturation of 

their ovaries.  
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Figure 1A: E-β-ocimene production by different larval instars during 20 minutes using 
an external standard method of quantification. (ng/larvae) (circle: median; box: 25%-75%; 
whisker: Min-Max).  
Figure 1B: Level of ovary development in response to 10 larval equivalents per bee of 
E-β-ocimene (9 µg of E-β-ocimene/bee/24 hrs) (median ± Semi-InterQuartile Range). 
(number of sampled groups in brackets) 

By emitting E-β-ocimene, larvae may prevent workers (more precisely nurses) from 

allocating resources into egg production but rather take care of them. This compound also has 

been detected in mated honey bee queens (Gilley et al., 2006), and was present in lower 

amounts in queens who were rejected within the first week of their introduction into queenless 

colonies (DeGrandi-Hoffman et al., 2007). Queen-produced E-β-ocimene may then play a 

role in her ability to regulate worker ovary development, and thus, help her to monopolize 

egg-laying. Further studies should be done to test for synergistic effects between E-β-

ocimene, brood and queen pheromones on worker ovary activation. Another important 

question to disentangle would be to understand the variation in the production of E-β-ocimene 

observed in successive larval instars. One could hypothesize that E-β-ocimene also acts as a 

hunger signal during starvation stress. Young larvae which produce more E-β-ocimene than 

older larvae could have a higher need of food. 
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Transition : 

 

Le E-β-ocimène et les deux esters de la BEP, l’éthyle palmitate et le méthyle linolenate, 

forment un ensemble de 3 composés produits par les larves, qui inhibent partiellement le 

développement des ovaires des ouvrières. Mais le E-β-ocimène possède-t-il d’autres effets 

dans la colonie ? Chez les abeilles, les phéromones peuvent avoir des effets pleiotropiques 

comme par exemple la QMP, qui possède des effets modificateurs et incitateurs dans la 

colonie. Le E-β-ocimène, par sa volatilité, est dispersé dans toute la colonie, à tous les 

individus et à toutes les castes, y compris les MAB, caste qui comprend des abeilles du nid ne 

dispensant plus de soin au couvain.  

Dans l’article suivant, nous avons voulu connaitre la dynamique de production de cette 

nouvelle phéromone chez les différents stades larvaires : du stade 1 juste après l’éclosion, 

jusqu’au stade nymphe aux yeux noirs, qui précède la naissance des abeilles. Ensuite nous 

avons étudié l’effet de cette phéromone sur les ouvrières, et sa possible action sur le 

développement des glandes hypopharyngiennes des ouvrières et sur la division du travail. 
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E-β-ocimene, a Volatile Brood Pheromone Involved in Social Regulation in the 

Honey Bee Colony (Apis mellifera) 

 

Résumé : 

 

Le couvain est dépendant des ouvrières, sans les ouvrières, le couvain dépérit. Les ouvrières 

doivent être en mesure de reconnaître le couvain, son âge, sa caste, ses besoins pour pouvoir 

s’en occuper. On sait que les larves communiquent et manipulent les ouvrières pour optimiser 

leurs développements. La BEP produite principalement par les larves âgées (stade L4, L5) 

agit comme une phéromone de contact et permet au couvain de manipuler spécifiquement les 

nourrices. Après la découverte d’une phéromone volatile, le E-β-ocimène, émise par le 

couvain pour inhiber l’activation des ovaires des ouvrières, nous avons voulu étudier plus en 

détail cette phéromone. Sa production par les différents stades larvaires a été analysée et 

comparée à la production de la BEP. Nous avons tenté de caractériser ses effets possibles sur 

les nourrices (effets sur les glandes hypopharyngiennes) ou sur la colonie entière (action sur le 

développement comportemental des abeilles). 

 

Nous avons montré que les jeunes larves (stade L1-3) produisent la plus grande quantité de E-

β-ocimène en comparaison des autres stades larvaires et que l’E-β-ocimène accélère la 

maturation comportementale des abeilles. Nous n’avons pas trouvé d’effet du E-β-ocimène 

sur le développement des glandes hypopharygiennes des ouvrières. 

 

La production de E-β-ocimène est différente de la production de la BEP, les jeunes larves 

produisent de forts taux de E-β-ocimène et de faibles quantités de BEP, et inversement les 

larves âgées produisent de forts taux de BEP et de faibles quantités de E-β-ocimène. Les 

jeunes larves induisent une accélération du développement comportemental des abeilles, à 

l’inverse des larves âgées. De cette façon, les jeunes larves sont en mesure d'attribuer la 

priorité à la recherche de nourriture, en vue d'augmenter les réserves de la colonie pour leur 

nutrition et leur développement. Par contre, comme l’inhibition des ovaires des ouvrières est à 

la base du fonctionnement de la colonie, les deux phéromones agissent de la même manière 

en réduisant l’activation des ovaires des ouvrières. 
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L’émission de différentes phéromones par les larves fournit une syntaxe particulière aux 

ouvrières qui, en retour, ajustent leurs différents travaux pour le bon fonctionnement de la 

colonie. 
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Abstract: 

 

Background: In honey bee colony, the brood is able to manipulate and chemically control the 

workers in order to sustain their own development. A brood ester pheromone produced 

primarily by old larvae (4 and 5 days old larvae) was first identified as acting as a contact 

pheromone with specific effects on nurses in the colony. More recently a new volatile brood 

pheromone has been identified: E-β-ocimene, which partially inhibits ovary development in 

workers.  

 

Methodology and Principal Finding: Our analysis of E-β-ocimene production revealed that 

young brood (newly hatched to 3 days old) produce the highest quantity of E-β-ocimene 

relative to their body weight. By testing the potential action of this molecule as a non-specific 

larval signal, due to its high volatility in the colony, we demonstrated that in the presence of 

E-β-ocimene nest workers start to forage earlier in life, as seen in the presence of real brood.  

 

Conclusions/Significance: In this way, young larvae are able to assign precedence to the task 

of foraging by workers in order to increase food stores for their own development. Thus, in 

the complexity of honey bee chemical communication, E-β-ocimene, a pheromone of young 

larvae, provides the brood with the means to express their nutritional needs to the workers. 

 

Key words: Apis mellifera, E-β-ocimene, nurse, larvae, pheromone, social regulation 

 

Introduction 

 

In eusocial insects, the brood is completely dependent on the care provided by the nurses. A 

lack of workers and especially nurse care lead to brood decline and death (VanEngelsdorp et 

al., 2009). Thus, larval needs for food or warmth, as well as their age, need to be recognized 

by nurses, while the workers have to allocate energy to fulfil these needs.  

 

In the honey bee Apis mellifera, there is evidence for a complex system of chemicals 

produced by the larvae to adjust the behaviour and the physiology of workers to the needs of 

the brood (Free, Winder, 1983; Huang, Otis, 1991; Koeniger, Abelrsfelder, 1985; Slessor et 

al., 2005a). Brood pheromones with primer and releaser effects on workers have been 
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identified (Le Conte, Hefetz, 2008; Slessor et al., 2005a). One pheromone named brood ester 

pheromone (BEP), is composed of a blend of 10 methyl and ethyl esters (Le Conte et al., 

1990). This pheromone, modulates the feeding and pollen foraging behaviour of workers (Le 

Conte et al., 1995a; Pankiw, 2007; Pankiw et al., 1998b), inhibits the activation of the worker 

ovary (Arnold et al., 1994; Mohammedi et al., 1998; Pankiw, Garza, 2007), induces workers 

to cap brood cells (Le Conte et al., 1990) and increases the rate of protein production in the 

hypopharyngeal glands of workers (Mohammedi et al., 1996; Peters et al., 2010). In addition, 

BEP modulates the behavioural maturation of honey bee workers (Le Conte et al., 2001), then 

inducing workers to take care of the brood rather than allocating energy to outside activities. 

Due to the relatively low volatility of the esters, this larval signal can be assimilated as a 

contact pheromone that targets nurse workers directly involved in feeding the larvae. 

 

Recently, we identified another brood pheromone component, E-β-ocimene, acting as a 

primer pheromone by inhibiting maturation of workers ovaries (Maisonnasse et al., 2009). 

This highly volatile molecule emitted by the brood is easily dispersed within the colony. 

Subsequently all workers on the nest can be in direct contact with this signal, such as the 

nurse (young bee), but also the middle-aged bees, from ages 12–21 days, that specialize on 

nectar processing and nest maintenance but show no interest in brood care (Johnson, 2010). 

Thus we hypothesize that E-β-ocimene could act as a signal targeting the different worker 

castes and could induce changes in colony-wide social regulation complementarily to BEP. 

 

Here, we studied the emission of E-β-ocimene and its effects on worker physiology and 

behaviour to test if this brood pheromone acts as a signal in the social regulation of workers. 

 

The E-β-ocimene emission was measured for all immature instars (larvae to pupae) to 

supplement previous data from Maisonnasse et al. (2009). Before the analyses each individual 

was weighed in order to calculate the E-β-ocimene emission per mg of weight. Then we 

compared immature E-β-ocimene production to previously published BEP immature emission 

(Trouiller et al., 1991) in order to determine if the two pheromone profiles overlap during 

immature development. 

 

We also studied the action of E-β-ocimene on nurses. Nurses secrete 60 to 80% of the brood 

diet from their developed hypopharyngeal glands, providing a secretion rich in protein for 

young larvae (Winston, 1987). The larvae can stimulate the development of these glands in 

‐ 97 ‐ 



nurses in order to consume a diet richer in protein (Huang, Otis, 1989). We investigated 

whether E-β-ocimene could mediate an increase in the size and protein production of the 

hypopharyngeal glands of nurses, like that seen with BEP, for produce a food richer in protein 

that would assure better development of larvae.  

 

Finally, we analysed the global action of E-β-ocimene in social regulation. In particular, the 

brood can modify the division of labour of workers, by accelerating the behavioral 

development of workers, inducing worker nest bees to become foragers earlier in life 

(Amdam et al., 2009; Le Conte et al., 2001; Tsuruda, Page, 2009). In addition, the larvae 

manipulate the ratio of worker nest bees to foragers to increase their individual fitness. The 

volatility of E-β-ocimene allows for a distribution of pheromone to the nurse bees as well as 

to middle-aged bees. Thus we tested if larvae, by emitting E-β-ocimene, could modify 

behavioural maturation of workers.  

 

Materials and Methods 

 

E-β-ocimene quantification in immature honey bees 

E-β-ocimene emitted by different larval and pupal instars was sampled by solid phase 

microextraction. A 65 µm Carbowax was used as in a previous study (Maisonnasse et al., 

2009) to identify E-β-ocimene. No peak co-elution occurs with this fiber. The analyses were 

done on three different hives (Apis mellifera sp.) from an apiary controlled with standard 

maintenance procedure. After removing a frame from the hive, larvae and pupae were 

cautiously picked and delicately enclosed in 15mL glass vials. Each sample was weighed 

before analysis to assess the mean weight of larvae and pupae. Aerial emissions were 

analyzed for groups of 20 larvae at stage L1 (newly hatched larvae) and L2-3 (2 and 3 days 

old larvae) while individuals at stage: L4-5 (4 and 5 days old larvae), pre-pupae and pupae 

(white, pink and black eyes) were grouped by 10 due to their higher body volume. Fiber 

adsorption lasted 20 min in an incubator at 34◦C and 50% humidity before immediate 

desorption into a gas chromatograph (Varian-Chrompack 4000, USA, CPSil 8 CB-MS 30 m × 

0.25 mm column) with the following parameters: column temperature 40 °C for 2 min, 40 °C 

to 200 °C at 30 °C.min−1, and a final step from 200 °C to 320 °C at 10 °C.min−1. A clean 

empty vial was used as a control sample to be certain that E-β-ocimene originated from the 

bees. The amount of E-β-ocimene of each sample was determined by comparison to a 
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standard curves obtained by analysing known quantities of external standard (E-β-ocimene, 

International Flavors & Fragrances, Spain) in the same conditions. A minimum of 4 groups of 

each stage were sampled. The confirmation of E-β-ocimene was done by a mass spectrometer. 

The GC–MS system was a Polaris ion-trap mass spectrometer/Trace 2000 GC 

(ThermoQuest). The mass spectrometer was operated in the electron impact mode at 70 eV 

with continuous scans (every 0.2 sec) from a mass to charge ratio (m/z) of 60 to 520. 

 

E-β-ocimene effect on workers hypopharyngeal glands development 

The same methods were used for the E-β-ocimene treatment and experimental design in 

Maisonnasse et al. (2009). Briefly, groups of 100 emergent bees from a mix of 4 hives were 

introduced randomly into 10 cages for treatment and 10 cages for control (Pain cages: 11 × 

8.5 × 5.8 cm, Pain, 1966) and separated into two incubators (33°C, 60% RH) to prevent E-β-

ocimene dispersion. Bees were kept in the dark and fed with a honey-sucrose candy, fresh 

pollen (to promote worker glands development, Pernal, Currie, 2000), and water ad libitum, 

from emergence until 14 days of age. For the treatment, the compound was mixed with 

paraffin oil to allow it to slowly dissipate over 24 hours. The instars L2-3 emitted the higher 

rate of E-β-ocimene, therefore we assumed that these instars had a more significant effect in 

the nest. In addition the nurse bees frequently visit cells (Huang, Otis, 1991). Thus we 

employed a 10 larvae (L2-3) equivalent / caged bee (10µg of E-β-ocimene / bee, 1000µg of E-

β-ocimene / cage) and only paraffin oil for the control. The E-β-ocimene and paraffin mix or 

paraffin only were placed in a wire screen-covered petri-dish at the bottom of the cage so that 

the bees could never be in direct contact with the petri-dish. The treatment was performed 

daily in the morning by the replacement of the petri-dish by a new one with the correct 

treatment. We confirmed the evaporation of 1000µg of E-β-ocimene per cage in 24 hours by 

sampling, at 3, 6, 12 and 24 hours, the remaining amount of E-β-ocimene in a Pain cage at 

34°C (same conditions as the experiment). The quantity of E-β-ocimene release by the 

solution mixture is high in the cage during the 6 first hours and decreases after 12 hours; at 24 

hours only a small quantity of E-β-ocimene is found in the cage. 

 

For each cage, the hypopharyngeal glands were removed from 10 randomly selected bees on 

day 14 which is the day when the workers have the highest level of protein in these glands 

(Mohammedi et al., 1996). The size of the acini changes with hypopharyngeal glands 

development, growing until day 6, stabilizing during days 6 to 14, when workers are known to 

feed the larvae with royal jelly (Hrassnigg, Crailsheim, 1998), and decreasing from day 15, 
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until the size of the glands in foragers resembles that of the undeveloped gland of newly 

emerged bees. The workers glands were removed with forceps though an incision in the front 

part of the head. The level of gland activation was analysed by dissecting microscope as the 

size of the gland is positively correlated with gland activity (Deseyn, Billen, 2005). The level 

of gland development was determined using a 5 point scale classification (undeveloped gland: 

1 to full developed gland: 5; usually nurses have a level of gland activation around 2.5 - 3.5 

and foragers 1 - 1.5 on average). The total hypopharyngeal glands protein content was also 

assessed using the Bradford method (Bradford, 1976) for each bee because a higher protein 

level in the glands gives higher quality nourishment for the larvae. Protein levels were 

measured via spectrophotometer at 595nm and compared to the standard albumin. The 

hypopharyngeal glands score and the Bradford assay were done by a blind test to ensure 

impartiality in the results. 

 

E-β-ocimene effect on workers behavioural maturation 

Honey bee experiments were performed in Avignon during June and July of 2008 and 2009. 

Standardized colonies, called “triple cohort colonies” were conducted to test the effect of E-β-

ocimene on honey bee behavioural maturation (Giray, Robinson, 1994). Each colony was 

composed of 3 cohorts of bees: 500 nurses, 500 foragers and 500 one-day-old bees (Apis 

mellifera sp. honey bees from our apiary). The one-day-old bees were collected from honey 

bee combs containing the last nymphal stage, which were removed from the hive and placed 

in an incubator (33°C, 60% RH). One day after, emergent bees (one-day-old bees) appeared 

on the comb and were painted on the thorax (focal cohort). The foragers, bees with pollen 

loads (pollen foragers) or distended abdomen (nectar foragers), were captured when they 

returned to the hive by closing the hive entrance. The nurses, considered to be bees with their 

head inside a larval cell, were sampled from an open brood frame. For each trial the honey 

bees came from the same hives to lessen genetic variation. Each test colony was placed in a 

nucleus (small hive) with two half frames, one full of honey and one empty. In all nuclei, one 

plastic strip (Bee Boost, PheroTech, Canada) was installed containing the queen mandibular 

pheromone which mimics a queen (one queen pheromone equivalent released by day, Pankiw 

et al., 1996). This plastic strip minimizes the natural genetic and pheromonal variation of 

queens for laying eggs and workers for raising larvae. Workers in this small colonies show 

normal ontogeny of behaviour (Giray, Robinson, 1994). With these colonies, the age at which 

focal bees begin foraging is precisely know while keeping constant other potentially 

important variables, such as colony demography, genetic structure, or pheromone dispersion 
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(Huang, Robinson, 1996). The age at first foraging of the focal cohort was determined by the 

age at which the first 50 bees of the focal cohort initiate foraging. 

 

Each trial was formed by three test colony, the first received 10,000 larvae (L2-3) equivalent / 

day (high dose, equivalent to 20 larvae L2-3 / focal bee or 20µg of E-β-ocimene / focal bee), 

the second 5,000 larvae (L2-3) equivalent / day (low dose, equivalent to 10 larvae L2-3 / focal 

bee or 10µg of E-β-ocimene / focal bee) and the last one only paraffin oil (control). During 

the spring the queen can lay approximately 1500-2000 eggs per day (Winston, 1987), thus the 

number of larvae of stage L2-3 is around 3000 to 6000 individuals in the colony. The doses 

used in this experiment, 5,000 and 10,000 L2-3 larvae equivalent per day, are on a biological 

scale. Bees were exposed to chronic E-β-ocimene treatment and received E-β-ocimene 

through evaporation. Four trials were made in 2008 and four trials in 2009. All colonies were 

placed in a field isolated from others hives to avoid foraging competition and nuclei 

disturbance. The treatment started when one-day-old bees (focal cohort) were introduced in 

the nuclei. The E-β-ocimene was mixed in the paraffin. The mixture or paraffin oil alone were 

introduced into the bottom of the nuclei, in a petri-dish placed below a wire screen-covered; 

thus the bees could never be in direct contact with the molecule. The treatment was performed 

daily at 9h00 in the morning without disturbing the colony by removing the petri-dish through 

a special door behind the nucleus and replacing with another one with the appropriate 

treatment. Twice a day (once in the morning and once in the afternoon) each nucleus was 

closed for 45 to 60 min and the nectar or pollen foragers of the focal cohort, accumulated on 

the screen, were counted and additionally marked.  

 

After 10 days of experimentation and at the end of the trial experiment, we made a census of 

the number of focal bees and of the total number of bees to prevent potential population 

variation (mortality) between each nucleus of each trial. Pictures of nuclei frames were taken 

and all the marked and un-marked bees from each nucleus were counted.  

 

Statistics 

Mann–Whitney U tests were used to test differences in E-β-ocimene emission between the 

different immature instars and for E-β-ocimene effects on worker bee hypopharyngeal glands 

development. The results of E-β-ocimene influence on honey bee behavioural development 

were analysed with a two-ways ANOVA (years and treatments) followed by Fisher post-hoc 

test (STATVIEW 5.0, SAS Institute, Cary, NC). 
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Results 

 

E-β-ocimene quantification  

The production of E-β-ocimene per larva increased from larva stage L1 (3.9 ng/larva/20min) 

to L2-3 (14.01ng/larva/20min) and decreased at stage L4-5 (0.42ng/larva/20min). These 3 

groups produced significantly different amounts of E-β-ocimene (L1 vs L2-3, Z = −3.441, 

P<0.001; L1 vs L4-5, Z = −3.272, P<0.01 and L2-3 vs L4-5, Z = −3.435, P<0.001).  

The amount of E-β-ocimene was high for pre-pupae stage (10.83ng/individual/20min), with 

no difference production of L2-3 stage (Z = −1.688, P=0.0914). Production decreased in the 

white and pink eyed pupal stages (4.18 and 3.99 ng/pupa/20min respectively) with no 

difference in production with stage L1 (Z = −0.293, P=0.817 and Z = −2.84, P=0.7697 

respectively). The production declined in the black eyed pupal stage (0.77 ng/pupa/20min) to 

a level similar to the production in stage L4-5 (Z = −0.571, P=0.5657) (Fig. 1A). 

 

Figure 1: E-β-ocimene emission by the brood during 20 minutes. A. as ng per individual. B. 
as ng per mg of individual. (Different letters indicate significant differences in individual E-β-
ocimene emission (P<0.05) (n ≥ 4), cross: mean, box: 25%–75%; line in the box: median, 
whisker: Min-Max, ⁄⁄ : larvae cell capping) 

 

The production of E-β-ocimene per mg of individual gave different results. According to their 

weight the smaller individuals (L1-2-3) produced the highest quantity of E-β-ocimene : L1 = 

4.33 ng/mg of larva/20min and L2-3 = 2.84 ng/mg of larva/20min with no significant 

difference between them (Z = −1.033, P=0.3017). The other immature groups produced 
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significantly less E-β-ocimene (P<0.01) with a maximum of 0.085 ng/mg per 

individual/20min (Fig. 1B). 

 

E-β-ocimene and workers hypopharyngeal glands development 

The level of hypopharyngeal glands development was not significantly different between the 

honey bees treated with the E-β-ocimene (2.52±0.07) and the control bees (2.72±0.07) (Z = 

−0.507, P = 0.6120). The mean protein amount produced by the hypopharyngeal glands was 

not different between the control group (57.21±3.16µg / bee glands) and the E-β-ocimene 

treated group (51.04±2.35µg / bee glands) (Z = −1.293, P = 0.1961). 

 

E-β-ocimene and workers behavioural maturation 

No significant variation in the total population (census) was found among focal cohorts within 

any trial. The ANOVA test revealed significant treatment and years effect and no interaction 

(Year: F1,1119= 318.5 P<0.001, Treatment F2,1119= 19.6 P<0.001, Interaction F2,2399= 1.0 

P=0.3615). Exposure to E-β-ocimene accelerated the mean age at onset of foraging for both 

low and high dose groups (P<0.01 and P<0.001 respectively) compared to the control group. 

Bees with low and high doses of E-β-ocimene started to forage earlier in 7 of 8 trials. The 

high dose of E-β-ocimene exerted a stronger effect, causing a significantly younger age at the 

onset of foraging relative to the low dose (P<0.01) (Fig. 2). 
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Figure 2: Effect of high and low E-β-ocimene doses on worker age at first foraging. 
(10 000 larvae and 5000 larvae (stage 2-3) equivalent / day / nuclei respectively, mean age 
at onset of foraging of the focal cohort for each treatment ± Standard Error, * denotes 
significant differences: *** P<0.001, ** P<0.01) 

Discussion 

 

In presence of brood, workers initiate foraging earlier compared to broodless workers 

(Amdam et al., 2009; Le Conte et al., 2001; Tsuruda, Page, 2009). Our results clearly show 

that E-β-ocimene is a component of the signal emitted by the brood accelerating the age at the 

onset of foraging for workers with no effect on hypopharyngeal glands activity. Thus, E-β-

ocimene induces workers earlier into the task of foraging, thereby optimizing food collection 

and processing for the colony as well as for larval feeding. E-β-ocimene is a primer 

pheromone with two actions on workers physiology: inhibition of worker ovaries 

(Maisonnasse et al., 2009) and acceleration of workers behavioural maturation (this paper). 

 

At social level, E-β-ocimene is a compound controlling honey bee behavioural maturation 

within a complex process that ultimately maintains colony homeostasis. An overabundance of 

foragers leads to a lack of nurses in the colony, and thus a decline in brood care; conversely 
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too many nurses cause a decrease in food storage in the colony and a subsequent decline in 

food for brood nourishment due to the scarcity of foragers. Consequently, a proper nurse-

forager ratio is key to maintaining honey bee social homeostasis. Therefore, the regulation of 

honey bee behavioural maturation must be highly controlled, most likely through a colony-

level feedback network. Queen, old brood and foragers produce pheromones, the Queen 

Mandibular Pheromone (Pankiw et al., 1998a), BEP at high doses (Le Conte et al., 2001) and 

ethyl oleate (Leoncini et al., 2004b) respectively, which slow down the progression of young 

bees towards the tasks typical of older bees. But young larvae also have something to say. In 

producing E-β-ocimene and low doses of BEP (Le Conte et al., 2001), they have the opposite 

effect of old brood on bee maturation, which is to accelerate worker age at first foraging. In 

this way, worker maturation occurs in a complex milieu of pheromonal compounds. 

Considering that workers adjust their behavioural development in response to specific 

pheromones in the nest (Le Conte et al., 2001), modification of pheromone production by the 

queen or the brood could change the pheromone level in the hive and trigger variation in 

worker maturation. Alternatively, the different pheromones could target different worker 

castes. For example, the middle-aged bees’ transition to foragers is important for maintaining 

the dynamic caste ratio (Johnson, 2010). E-β-ocimene could be the signal for the transition of 

middle-aged bees to the forager caste, while BEP could slow the transition from nurse to the 

middle-aged bee caste. Further experiments are needed to understand the direct effect of 

larvae, but also queen and worker signals, on the middle-aged bee group. These 

complementary experiments integrating other important factors, like pheromone dose or role 

of a specific caste, should be done to resolve the question of the complex role of pheromones 

in honey bee social regulation. 

 

At individual level the young and the old larvae emit different quantities of pheromones that 

have different volatilities. Taken as the amount of compound produced per gram of larvae, E-

β-ocimene is emitted principally by the young instars (L1, L2-3) while BEP reaches a 

maximum value during the capping stage (L4-5) (Trouiller et al., 1991) (Fig. 3). E-β-ocimene 

(boiling point 73°C), which belongs to the terpene family, is volatile so it has an aerial 

transmission (targeting all worker castes), while the BEP (boiling point around 200°C), which 

belongs to the ester family, has a low volatility which is transmitted by contact (target 

workers close to the larvae cells). 
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Figure 3: Production of BEP (red) and E-β-ocimene (blue) per mg of the different brood 
instars and their effects on worker physiology and behaviour. (L1 to L5, pre-pupae PP, 
pupae white eyes WE, pink eyes PE, black eyes BE) 

These two specific pheromonal signals have opposing effects on workers (Fig. 3,4). By 

emitting a low quantity of BEP and a great amount of E-β-ocimene, young larvae are able to 

accelerate the age at onset of foraging of worker bees (Le Conte et al., 2001; Pankiw et al., 

2004). In contrast, old larvae inhibit honey bee behavioural development by producing a high 

quantity of BEP (Le Conte et al., 2001). Thus young and old larvae play opposite roles in the 

behavioural maturation of worker bees according to their specific needs. The young larvae 

promote foraging (low need in nurses) and old larvae promote tending (high need in nurses). 

We then presume that young larvae need less attention from nurses than old larvae. For 

instance, young and old larvae do not have the same workers needs. When worker eggs hatch, 

young larvae are provided with royal jelly from the mandibular and hypopharyngeal glands of 

the nurses until they reach an age of 3.5 days old (Winston, 1987). Afterwards, old larvae 

receive brood food, a mixture principally made of the nurse’s hypopharyngeal glands 

secretions, honey and pollen. This brood food mixture is given to old larvae by the nurses in 

higher quantities (Brodschneider, Crailsheim, 2010; Schmickl, Crailsheim, 2002; Winston, 

1987). After food requirement, old larvae need nurses to help in capping their cells, and then, 

still require nurses and hive workers for their thermoregulation, as they are very sensitive to 

cooling (Stabentheiner et al., 2010).  
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As a consequence, old larvae by emitting BEP, keep nurses in contact with them for a longer 

time, develop worker hypopharyngeal glands (Mohammedi et al., 1996; Pankiw et al., 2004; 

Peters et al., 2010) and engage them in specific tasks like capping cells, nourishment or 

tending (Le Conte et al., 1990; Le Conte et al., 1995a; Le Conte et al., 1995b; Le Conte et al., 

1994). On the contrary, young larvae by producing E-β-ocimene, accelerate worker 

maturation (workers become foragers earlier in life) thereby optimizing foraging and food 

collection. 

Thus we can consider BEP as a “specific worker caste signal”, with a specific and local action 

in the colony: the tending of old larvae. And then, we propose E-β-ocimene as a “non-specific 

worker castes signal” with a global action on the colony: increasing food provision. 

 

 

Figure 4: Comparison of the different effects of BEP (red), E-β-ocimene (blue) and real 
brood (black) on worker physiology and behaviour. (dotted line: low pheromone production) 

Therefore, by emitting E-β-ocimene and BEP, the young and old larvae signals are involved 

in enforcing different worker tasks (Fig. 4); nevertheless they also have a common action in 

the nest: the inhibition of worker ovary activation (Maisonnasse et al., 2009; Mohammedi et 

al., 1998). This plays a major role in the productivity of the nest because as reproductive 

workers do not work as hard as sterile workers (Dampney et al., 2004), showing a reduction 

in both tending to larvae and foraging tasks, which decreases the inclusive fitness of the 

colony. E-β-ocimene and BEP both partially inhibit the worker ovary activation, and a 

possible synergistic interaction needs to be tested. In addition, workers can escape from the 

reproductive control induces by queen and brood (Hoover et al., 2005b). But the difference 

between E-β-ocimene and BEP in their temporal production, mode of transmission and targets 

could be a strong barrier against the development of reproductive workers in the colony by 
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decreasing their potentiality to bypass pheromonal control. According to theories of social 

insect communication, an honest signal is expected to be relatively simple while a complex 

signal would indicate the presence of a coercive force between sender and receiver (Heinze, 

d'Ettorre, 2009; Keller, Nonacs, 1993). In this way by using two pheromones larvae would 

repress the activation of the worker’s ovaries. By definition coercion in social Apis mellifera 

is a form of pressure to prevent workers from acting selfishly and thereby harming group or 

colony as a whole (Ratnieks, Wenseleers, 2008). In Apis mellifera workers are frequently 

coerced into acting altruistically (Ratnieks, Wenseleers, 2008): workers repress reproduction 

of other workers through egg eating and aggression (policing) (Heinze, 2004; Ratnieks et al., 

2006). Thus the coercion of laying workers bees to remain sterile comes from policing by 

other workers, but also from pheromones of the larvae and queen. This colony-level coercion, 

or colony arms race, against reproductive workers would benefit the group and increase its 

inclusive fitness. Therefore despite using a dishonest signal in the nest to control 

reproduction, this communication seems to serve the entire society. 

 

The production of two different types of pheromones by the larvae, gives a powerful signal to 

adjust all workers for colony tasks, especially larval care. E-β-ocimene is a young larval 

pheromone, highly volatile, and easily dispersed within the colony for a large scale action 

while BEP is an old larval pheromone with low volatility, spread by contact, with a precise 

action. The complementary effect of these pheromonal components supports also the 

hypothesis that a special chemical syntax exists in the colony for fine-tuning social regulation. 

It also confirms the remarkable and unexpected complexity of honey bee pheromonal 

communication. 
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Figure 14 : Récapitulatif schématique des résultats du chapitre IV 
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Chapitre V Discussion générale 
 

Cette étude montre trois résultats majeurs (Fig. 15) : la découverte d’une nouvelle phéromone 

chez le couvain, la mise en évidence de fluctuations de la production de l’EO, et la mise en 

avant d’un système phéromonal redondant, notamment chez la reine. Ces résultats permettent 

d’améliorer les connaissances des régulations sociales chez l’abeille par les phéromones. 
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Figure 15 : Représentation schématique des résultats obtenus 
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I- Phéromones et régulations sociales  

 

A- Régulation de la reproduction des ouvrières 
 

Notre travail a permis :  

- La caractérisation d’une nouvelle phéromone larvaire inhibant le développement 

ovarien des ouvrières : le E-ß-ocimène. Cette molécule est produite 

majoritairement par les larves de stade L1 et L2-3 (jeune couvain) à hauteur 

d’environ 1µg par larve en 24 heures. La grande volatilité de ce composé lui 

confère un avantage de distribution dans la colonie. 

- La mise en évidence de potentiels composés émis par la reine pour réguler la 

reproduction de la colonie. Une reine sans 9-ODA est capable d’inhiber le 

développement des ovaires des ouvrières, orienter la construction de cire (cellules 

au format ouvrière) et engendrer un comportement de cour de la part des ouvrières 

(dispersion par contact des composés). Nous avons mis en évidence chez la reine, 

l’existence d’un système phéromonal complémentaire et redondant de la QMP.  

Figure 16 : Les différents composés phéromonaux identifiés ayant une action sur 
l’inhibition des ovaires ouvrières (les pointillés indiquent une émission plus faible) 
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La figure 16 présente un système phéromonal complexe pour l’inhibition du developement 

des ovaires des ouvrières. Ces différents signaux chimiques pris séparément induisent une 

inhibition partielle des ovaires des ouvrières ce qui suggère, comme nous l’avons démontré, 

que d’autres signaux chimiques inhibiteurs existent chez la reine et peut-être chez le couvain, 

ou que ces différents signaux chimiques agissent synergiquement. 

 

B- Régulation de la maturation comportementale 
 

La régulation du ratio nourrices / butineuses est importante pour l’équilibre de la société 

d’abeilles. Ce ratio est optimum dans la colonie et est contrôlé en partie par différentes 

phéromones à savoir la BEP, le E-ß-ocimène, l’EO et la QMP produites par les larves, les 

butineuses et la reine (Fig. 17). Notre travail a permis de mettre en avant que : 

- La production de l’EO par les ouvrières est variable et dépend du contexte 

environnemental de la colonie plutôt que de l’origine génétique de la colonie. 

L’EO est transmis des butineuses vers les nourrices par contact : cuticule-cuticule, 

cuticule-antenne, pollen-antenne et par l’ingestion et la manipulation du pollen. 

- La production de l’EO par des abeilles parasitées par Nosema spp. est corrélée au 

nombre de spore de Nosema spp qu’elles contiennent. Les abeilles infectées 

produisent des quantités anormalement élevées d’EO, ce qui dérègle la 

communication chimique au sein de la colonie. 

- le E-ß-ocimène produit par les jeunes larves, à l’inverse des autres acteurs, 

accélère la maturation comportementale des ouvrières.  

Figure 17 : Régulation de la maturation comportementale des ouvrières par différents 
acteurs de la colonie et les différents signaux chimiques mis en jeu (low = faible quantité 

and high = forte quantité) 
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Dans la colonie la maturation des ouvrières est régulée, en partie, par un mélange de 

composés phéromonaux. Á un temps précis, les ouvrières sont en présence de différentes 

concentrations de phéromones. Et en fonction de leurs sensibilités, les ouvrières accélèrent ou 

retardent leur maturation comportementale. Par exemple, les MAB sont des abeilles 

d’intérieur qui lors de la réception du nectar sont en contact régulier avec l’EO de la cuticule 

des butineuses et pourraient plus facilement être inhibées dans leur maturation 

comportementale. 

 

C- Théories de la maturation comportementale 
 

Dans la colonie d’abeilles, les études sur la régulation sociale peuvent être interprétées par des 

explications du comportement 

- sur la base des stimuli de déclenchement 

- par les mécanismes internes 

- par l'évolution.  

 

Différentes théories expliquent la division des tâches des abeilles. Ces théories mettent en 

relation deux hormones, la JH et la Vg, qui s’inhibent réciproquement (Guidugli et al., 2005). 

Les nourrices ont des taux élevés de Vg et de faibles taux de JH et les butineuses de faibles 

taux de Vg et de forts taux de JH. 

 

La première théorie « l’Activateur / inhibiteur modèle AIM» implique la JH comme activateur 

du comportement de butinage (Huang, Robinson, 1992; Robinson, Vargo, 1997). Chez les 

abeilles, la fonction de la JH aurait évolué de son action sur la reproduction vers la 

modulation du développement comportemental des ouvrières (Robinson, 1992). La présence 

d’un faible pic de JH avant la synthèse de la Vg suggère que la JH induit la synthèse de Vg 

(Ihle et al., 2010; Jassim et al., 2000) puis l’augmentation de la synthèse de la JH induit un 

arrêt de la synthèse de la Vg (Engelmann, 1983; Guidugli et al., 2005).  

 

La théorie de « The reproductive ground plan hypothesis RGPH » corrèle le développement 

ovarien (nombre d’ovarioles) des ouvrières, incluant la Vg, et la division du travail (Amdam 

et al., 2006; Amdam et al., 2004). La relation du comportement de butinage et de la 

physiologie de reproduction des ouvrières, incluant la Vg, provient de gènes ancestraux et de 
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facteurs endocriniens qui lient les aspects du comportement de recherche de nourriture et la 

physiologie reproductive (Amdam et al., 2006; Amdam et al., 2004). Ici le rôle de la Vg est 

central, car elle possède deux fonctions : le choix du type de butinage (nectar ou pollen) est 

associé à une variation de la production de Vg (forte ou faible) chez l’ouvrière nourrice et la 

transition des nourrices vers le stade butineuse est inhibée par la Vg (Page, Amdam, 2007). 

 

La théorie de « The double repressor hypothesis DRH » (Amdam, Omholt, 2003) donne un 

rôle central à la Vg mais également une fonction à la JH. La Vg est l’inhibiteur du 

développement comportemental des abeilles et supprime la synthèse de JH. La chute de la 

production de la Vg induit le changement comportemental de nourrice à butineuse et une 

induction de la synthèse de JH. Mais ensuite, les forts taux de JH suppriment la synthèse de la 

Vg, « bloquant » ainsi l’abeille au stade butineuse (Amdam, Omholt, 2003; Ihle et al., 2010).  

 

Les spécificités du contexte (environnement de la colonie, informations sociales) impliquées 

dans l’auto-inhibition entre la JH et la Vg, sont complexes et interviennent en périphérie de 

ces différentes théories (Fig. 18). Les théories de l’AIM et de la DRH impliquent, en plus 

d’un régulateur interne (RI) (la JH et la Vg), un régulateur externe (RE) pouvant jouer 

respectivement sur la JH et sur le système nerveux central, modifiant en retour les taux 

hormonaux et in fine la maturation des abeilles. Ce régulateur externe est composé en partie 

des phéromones impliquées dans la maturation des ouvrières. Les phéromones sont des 

stimuli qui modifient les mécanismes liés à la maturation comportementale, et notamment les 

hormones liées à ces mécanismes. 

La QMP et la BEP, à fortes doses inhibent le taux de JH des ouvrières durant leur 

développement comportemental (Kaatz et al., 1992; Le Conte et al., 2001; Pankiw et al., 

1998a). A l’inverse, la QMP augmente les taux de Vg associés au stade nourrice et de faibles 

doses de BEP diminuent le taux de Vg associé au stade butineuse (Fischer, Grozinger, 2008; 

Smedal et al., 2009). Les effets des phéromones sur les taux hormonaux des ouvrières sont en 

adéquation avec l’effet des phéromones sur la régulation de la maturation comportementale 

des ouvrières (Alaux et al., 2010b). Les effets de l’EO et du E-ß-ocimène sur le système 

hormonal n’ont pas encore été testés. Mais puisque l’EO inhibe le développement 

comportemental des abeilles, l’hypothèse qu’il puisse inhiber la production de la JH et 

augmenter l’expression de la Vg peut-être émise. Le E-ß-ocimène à l’inverse accélère la 

maturation des abeilles, il pourrait augmenter les taux de JH et inhiber la production de la Vg 

chez les ouvrières. 
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Les mécanismes de régulations externes (RE) et internes (RI) interférent entre eux et induisent 

une réponse commune dans les comportements sociaux (Robinson et al., 2008) (Fig. 18). 

D’après Robinson G E et al. (2008): 

- l’information sociale (RE) modifie l'expression des gènes dans le cerveau pour 

influencer le comportement social. 

- les variations génétiques (RI) influencent le fonctionement du cerveau puis le 

comportement social 

Selon son bagage génétique, ses taux hormonaux, son nombre d’ovarioles, une ouvrière 

produit un taux de phéromones précis. Une butineuse (taux de JH élevé) produit de l’EO en 

forte quantité alors que les nourrices (taux de Vg élevé) ne produisent que peu ou pas d’EO. 

D’après ces taux hormonaux, une abeille a une tendance à accélérer ou retarder son 

développement comportemental, les phéromones modulent cette tendance en la renforçant ou 

en l’inhibant.  

De ce fait, les RI et les RE doivent être associés pour l’étude des mécanismes impliqués dans 

les régulations sociales de la colonie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Représentation schématique des mécanismes rentrant en jeu dans la 
modification du comportement social chez l’abeille (adaptée de Robinson et al., 

2008) 
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D- Complexité de la communication chimique 
 

Pourquoi existe-t-il autant de phéromones dans la colonie et pourquoi les phéromones ont-

elles une redondance dans leurs effets ? 

Il existe plusieurs types de redondances phéromonales dans la colonie d’abeilles : 

- Une même phéromone peut être émise par différents acteurs avec des effets 

analogues dans la colonie. 

- Différents composés phéromonaux actifs peuvent être produits par le même acteur 

avec des effets similaires dans la colonie. 

- Différents composés phéromonaux actifs peuvent être produits par différents 

acteurs avec des effets similaires dans la colonie. 

 

La complexité et la redondance phéromonale peuvent être en partie expliquées dans deux 

théories de la communication chimique chez l’abeille : 

- La première théorie est évolutive et met en concurrence deux types de langages 

dans la colonie : un signal honnête ou un contrôle forcé (Heinze, d'Ettorre, 2009; 

Keller, Nonacs, 1993).  

- Nous proposons une deuxième théorie, qui s’appuie sur la communication en 

général et qui révèle une « syntaxe » particulière en réponse à la complexité de la 

société. 

 

a- Première théorie : un signal honnête ou un contrôle forcé  

 

Selon la théorie de la communication sociale des insectes, un signal honnête est relativement 

simple (un composé phéromonal engendre une action). Par contre, un contrôle complexe 

indique la présence d'une force coercitive entre l'émetteur et le récepteur (Heinze, d'Ettorre, 

2009; Keller, Nonacs, 1993). Cette théorie s’applique largement à la régulation de la 

reproduction dans la colonie d’abeilles. 

 

Les phéromones, dans les colonies populeuses, peuvent agir comme un signal honnête en 

indiquant aux ouvrières un signal de fertilité de la reine à travers, soit, ses propres 

phéromones, soit les phéromones du couvain. Le couvain peut être associé également à la 

fertilité de la reine puisqu’il est représentatif de la ponte, donc de la fertilité de la reine 
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(Keller, Nonacs, 1993; Strauss et al., 2008). En présence de ce signal honnète, les ouvrières 

freinent leur reproduction lorsque leurs bénéfices indirects sont plus importants qu’un 

bénéfice individuel. Quand les ouvrières perçoivent une diminution de la fécondité de la reine 

(diminution de la production des phéromones larvaires, absence des phéromones de la reine), 

elles activent leurs ovaires pour produire des mâles (Strauss et al., 2008). 

 

Mais un contrôle de la reine et du couvain par, entre autres, l’utilisation de phéromones est 

également possible. Un contrôle de la reproduction des ouvrières permet à la reine et au 

couvain d’améliorer leurs fitness au dépend des ouvrières (Keller, Nonacs, 1993). Cette 

réduction de la fitness des ouvrières engendre une réaction de celles-ci qui essayent de 

devenir tolérantes à ce contrôle ou de contourner le système. Le couvain et la reine améliorent 

continuellement leurs contrôles pour toujours être en mesure de réguler la reproduction des 

ouvrières. Si la colonie contrôle les ouvrières, elle possède un système complexe empêchant 

les ouvrières de développer leurs ovaires. Pour cela elle doit disposer de signaux différents, 

complémentaires et redondants, pour limiter les probabilités qu’ont les ouvrières de 

contourner l’inhibition. 

 

La colonie entière participe à la régulation des ovaires des ouvrières. La reine émet la QMP 

(composée de 5 molécules), du E-ß-ocimène (Gilley et al., 2006) et du palmitate d’éthyle en 

faibles quantités, et un autre puissant signal qui n’a pas encore été découvert provenant peut 

être des glandes tergales (Wossler, Crewe, 1999a) ou de la glande de Dufour, par exemple 

(Katzav-Gozansky, 2006). Le couvain produit de la BEP et notamment deux de ces composés, 

le linoléate de méthyle et le palmitate d’éthyle (Mohammedi et al., 1998), mais également du 

E-ß-ocimène. Ces différentes phéromones présentent différentes volatilités permettant une 

transmission et une perception vers et par les récepteurs (ouvrières) différents. La production 

de phéromones communes et différentes donne aux deux castes un avantage dans le contrôle 

de la reproduction. Les ouvrières stériles participent aussi au contrôle de la reproduction des 

ouvrières non pas par l’émission de phéromones (non démontré jusqu'à maintenant), mais par 

l'agression, ou la consommation d'œufs d’ouvrières reproductrices (policing) (Ratnieks, 

Visscher, 1989). La colonie utilise différents modes d’inhibition de la reproduction des 

ouvrières : le comportement d’agression, et les composés chimiques, et semble créer une 

barrière contre les individus reproducteurs.  

Mais cette barrière peut parfois être franchie. Par exemple, certaines colonies d’abeilles sont 

moins sensibles à la QMP (Pankiw et al., 1994) ce qui laisse supposer que ces abeilles sont 
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moins inhibées dans leur reproduction. Dans les colonies anarchiques (Oldroyd et al., 1994), 

ou un nombre anormal d’ouvrières développe ses ovaires, la reine produit des taux normaux 

de QMP (Hoover et al., 2005a). Des différences dans la transmission ou la réception de la 

QMP ou une diminution de la sensibilité des ouvrières anarchiques à cette phéromone, ou à 

d’autres, peuvent être la cause de cette sur-activation ovarienne chez ces ouvrières (Hoover et 

al., 2005a). 

 

D’après Strauss et al. (2008), le 9-ODA affecte l’activation des ovaires des ouvrières 

indépendamment du statut de reproduction de la reine ; ce composé ne serait donc pas un 

signal honnête. Il semble que les phéromones royales de la QMP contrôlent la reproduction 

des ovaires des ouvrières plutôt que les ouvrières s’abstiennent de se reproduire. Dans ce cas, 

les substances émises par la reine seraient donc une force coercitive. 

 

La redondance phéromonale de la part des larves et de la reine, le policing et l’évidence que 

certaines ouvrières essayent de contourner les barrières mises en place par la colonie, 

montrent que l’inhibition de la reproduction dans la colonie tend vers un contrôle. La 

communication phéromonale de la reine et du couvain évolue continuellement (redondance 

phéromonale) pour inhiber la reproduction des ouvrières, tandis que les ouvrières évoluent en 

permanence pour résister (contournement des barrières chimiques) (Katzav-Gozansky, 2006).  

 

Dans cette même théorie, le signal honnête et la force coercitive pourraient coexister dans la 

colonie. 

La reine et les ouvrières reproductrices produisent des secrétions d’esters et d’hydrocarbures 

spécifiques de la glande de Dufour, différentes des individus stériles (Katzav-Gozansky et al., 

2002a; Malka et al., 2009b), et les reines fécondées produisent des taux différents de la QMP 

par rapport aux reines vierges (Plettner et al., 1997) (signaux honnêtes). Les ouvrières sont 

également plus attirées par des extraits chimiques de reines avec une forte activation 

ovarienne (Kocher et al., 2009). Mais d'autres études indiquent que les ouvrières varient leur 

réponse à la phéromone royale en fonction de leur développement ovarien (Kocher et al., 

2010). Les modèles de signaux honnête et du contrôle forcé coexistent dans le système social 

reine-ouvrière (Kocher et al., 2009). 

 

D’après la figure 13, la reine et le couvain partagent des molécules phéromonales et ont 

chacun des molécules phéromonales spécifiques pour l’inhibition du développement des 
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ovaires des ouvrières. Il se peut que les signaux partagés par la reine et le couvain puissent 

être des signaux honnêtes dans la colonie. Le E-ß-ocimène n’est produit que chez des reines 

fécondées (Gilley et al., 2006) et par le couvain. Le couvain, qui n’est présent dans la colonie 

que lorsque la reine pond, donc lorsqu’elle a acquis son statut de reproductrice, pourrait 

envoyer des signaux honnêtes dans la colonie comme signaux fiables de la fécondité de la 

reine. Les signaux individuels, tels la QMP, resteraient des forces coercitives. La présence de 

signaux honnêtes et de contrôles permettrait par exemple à la reine d’asseoir son statut de 

reproductrice avant d’être fécondée, et de pouvoir ensuite émettre un signal de fertilité et de 

contrôle de la reproduction pour diminuer la « course à la reproduction » dans la colonie. 

 

b- Seconde théorie : une syntaxe précise dans la communication de l’abeille 

 

Une deuxième théorie explique la complexité et la redondance phéromonales dans la colonie 

d’abeilles. Dans cette théorie, la redondance et la complexité des phéromones sont utilisées 

pour construire une « syntaxe » communicative entre les individus de la colonie. Chaque 

caste, groupe, ou acteur de la colonie produit, et est sensible, aux phéromones. Pour une 

action importante dans la colonie, des signaux chimiques différents sont utilisés par différents 

acteurs (redondance), comme pour la régulation de la reproduction des ouvrières. Par contre 

pour un message d’un individu à un autre le message est précis, comme lors de l’émission 

d’une concentration précise de BEP par les larves âgées, incitant l’operculation de leurs 

cellules par les nourrices. L’efficacité de l’information transmise par la communication 

chimique dans la colonie dépend des synergies, du contexte, de la production, transmission et 

réception du signal, et des seuils de réponse des individus. Ces différents paramètres induisent 

un signal précis, pour que les individus répondent et s’adaptent à l’information de la société. 

La complexité de la communication phéromonale répond à la complexité de la société. 

 

Synergie 

Les phéromones peuvent interagir pour réguler davantage la vie sociale de la colonie. Par 

exemple, la QMP et la BEP n’interagissent pas pour inhiber le développement des ovaires des 

ouvrières (Hoover et al., 2005b), mais ont un effet synergique sur le développement des 

glandes hypopharyngiennes des ouvrières (Peters et al., 2010). Un grand nombre de composés 

phéromonaux sont produits dans la colonie par tous les acteurs, de nombreuses synergies sont 

donc possibles. Les synergies entre composés phéromonaux permettent de renforcer un signal. 
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Contexte 

Le contexte joue un rôle important dans le système de communication chimique. Par exemple, 

l’oléate de méthyl est perçu comme un signal émis par les larves pour l’operculation de leurs 

cellules par les ouvrières (Le Conte et al., 1990), mais est également un élément synergique 

de la phéromone de cour (QRP) (Keeling et al., 2003). En fonction de sa tâche et de son 

environnement, l’individu peut répondre différemment à une même phéromone.  

 

Transmission 

La transmission d’une phéromone peut être différente selon sa volatilité, la phéromone de la 

glande de Nasonov composée de molécules volatiles n’est pas transmise de la même façon 

que la QMP qui est composée de molécules peu volatiles. Les composés volatils sont transmis 

passivement à tous les membres de la colonie, par contre, les composés non ou peu volatils 

ont besoin d’un transport actif de la part des ouvrières (contact) (Naumann, 1991; Naumann et 

al., 1993; Naumann et al., 1991).  

 

Réception 

Comme les différents acteurs de la colonie produisent différentes molécules, les ouvrières ont 

besoin de différents récepteurs pour intégrer le message (Wanner et al., 2007). Les mâles ont 

une récepteur spécifique du 9-ODA (AmOr11), et celui-ci ne répond à aucune autre molécule 

du bouquet phéromonal de la QMP et de la QRP (Wanner et al., 2007). Par exemple, selon 

l’âge de l’abeille, certains récepteurs peuvent être actifs et d’autres non. Il est généralement 

accepté de dire que les jeunes ouvrières sont très attirées par la QMP et que les butineuses 

évitent cette phéromone, une différence de récepteurs à cette phéromone existerait chez ces 

deux castes. Selon le développement comportemental de l’ouvrière, des récepteurs s’activent 

et se désactivent, permettant une sensibilité différente aux phéromones. 

 

Seuil de réponse 

Les différents individus peuvent avoir des seuils de réponse distincts (Robinson, 1992) aux 

différentes concentrations de phéromones. Tout au long de leur vie, les insectes sociaux sont 

en contact de différentes phéromones qui peuvent inciter l’exécution de tâches précises. Il est 

probable que chaque ouvrière effectue une tâche précise en fonction de sa réponse aux stimuli 

(phéromone) liés à la tâche (Robinson, 1992). Les individus changent de tâches en fonction 

des besoins correspondant à une tâche précise. Si le stimuli associé à cette tâche dépasse le 

seuil de réponse de l’ouvrière, alors elle exécutera cette tâche (Robinson, 1992).  
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Production et variation du signal 

La production de l’EO, qui est une molécule inhibant la régulation de la maturation 

comportementale des abeilles, varie fortement sous différentes contraintes (fig. 19). Notre 

travail sur l’EO montre que, malgré des maturations comportementales différentes, les deux 

races d’abeilles domestiques les plus éloignées génétiquement (Apis mellifera mellifera et 

ligustica) (Whitfield et al., 2006a) présentent la même production d’EO. Cette production suit 

une dynamique saisonnière, et peut être également modifiée par un parasite : le champignon 

Nosema spp. Il reste maintenant à savoir si les ouvrières sont sensibles à ces variations d’EO 

et ajustent leurs maturations comportementales en fonction des différentes concentrations 

d’EO dans le nid. 

 

Les variations de production d’EO sont perçues dans la colonie par les différents individus, 

les différentes castes. Comme les individus ne présentent pas les mêmes seuils de réponse aux 

phéromones (Kocher et al., 2010; Pham-Delègue et al., 1993), les individus de la colonie 

répondront différemment à un faible ou un fort taux d’EO. Un faible taux d’EO dans la 

colonie engendre une maturation comportementale des ouvrières « normale » ou accélérée, 

par contre de forts taux d’EO (10000 butineuses équivalent, 2.1mg d’EO) (Leoncini et al., 

2004b) ralentissent le développement comportemental des abeilles. Ces variations d’EO sont 

un indicateur des besoins en nourrices dans la colonie selon l’abondance des ressources 

extérieures à la ruche. 
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Mais que peut engendrer une surproduction d’EO dans la colonie ? Nos études préliminaires 

(non publiées dans cette thèse) montrent que de très forts taux d’EO (10000 butineuses 

parasitées par Nosema spp. équivalent, 10mg d’EO) dans la colonie engendrent un 

dysfonctionnement du rôle de l’EO, les abeilles ont un développement comportemental plus 

rapide au lieu d’avoir une maturation comportementale ralentie. Ces résultats indiquent que 

les abeilles sont sensibles aux variations de concentrations en phéromones dans la colonie et 

qu’un changement excessif de la production d’une phéromone perturbe l’équilibre 

phéromonal de la colonie et désoriente sa structure.  

 

Les variations des productions phéromonales dans la colonie peuvent aussi être dues à 

différentes demandes de la part des individus émetteurs de la colonie. Le couvain émet deux 

composés phéromonaux différents du point de vue de leur volatilité. Une larve va d’abord 

produire en quantité du E-ß-ocimène les 3 premiers jours de sa vie puis elle va ensuite 

produire la BEP durant ces deux derniers stades larvaires (Fig. 20). 

E - ß-ocimene Brood ester 
pheromone

 

En produisant différents composés, le couvain affecte différents individus du nid. Les larves 

(jeunes et âgées) inhibent l’activation des ovaires des ouvrières et, en même temps chaque 

groupe signale ses besoins spécifiques aux ouvrières.  

Les jeunes et vieilles larves n’ont pas les mêmes besoins nutritifs (Winston, 1987), les jeunes 

larves sont visitées et nourries par les nourrices moins souvent que les larves plus âgées 

(Brodschneider, Crailsheim, 2010; Schmickl, Crailsheim, 2002). Les jeunes larves nécessitent 
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Figure 20 : Production des deux phéromones, le E-ß-ocimène (en bleu) 
et la BEP (en rouge) par les différents stades larvaires 

‐ 123 ‐ 



moins de nourrices et favorisent le butinage en accélérant la maturation comportementale des 

ouvrières en émettant du E-ß-ocimène ; à l’inverse, les larves âgées sollicitent plus les 

nourrices en retardant leur développement comportemental par l’émission de la BEP (Le 

Conte et al., 2001). De plus, une colonie sans approvisionnement en pollen maintient 

l’élevage de son couvain pendant un temps bref ; les jeunes larves, chez lesquelles peu 

d'investissement énergétique a été réalisé, sont cannibalisées et participent à l’apport de 

protéines aux ouvrières pour terminer l’élevage des larves plus âgées (Brodschneider, 

Crailsheim, 2010; Schmickl, Crailsheim, 2001; Schmickl, Crailsheim, 2002). Les jeunes 

larves doivent alors favoriser le butinage pour maintenir un taux en pollen adéquat pour 

l’expansion et l’entretien du couvain.  

Selon leur âge, les larves ont différents besoins et l’exprimeront à travers l’émission de 

différentes concentrations de phéromones, en fonction desquelles la colonie s’adaptera pour 

optimiser le soin au couvain. 

 

Le système de communication des abeilles est sans doute plus complexe que précédemment 

décrit par les scientifiques. Quelques unes des substances produites par les abeilles sont un 

signal de base de ce langage chimique, ces signaux sont émis en même quantité dans la 

colonie, comme la QMP, et d’autres phéromones permettent d’ajuster la colonie aux 

conditions du nid et aux conditions environnementales comme par exemple l’EO (Alaux et 

al., 2010b) (Fig. 21).  

 

Ce langage phéromonal complexe représenté sur la figure 21 est basé sur: 

 

- Une grande diversité de phéromones produites par les différentes castes.  

- Une production dynamique de phéromones. Cette dynamique dépend du nombre 

d’individus qui secrète la phéromone. La reine semble être le seul individu de la 

colonie qui produit une quantité de QMP constante, mais sa transmission est affectée 

par le nombre d'individus dans la colonie et engendre des variations dans les réponses 

des individus (Winston et al., 1991).  

- Une réponse aux phéromones différente selon les individus. A la réception des 

différentes phéromones, les individus ayant différents seuils de réponse en fonction de 

leur âge (Pham-Delègue et al., 1993) et de leur génétique (Kocher et al., 2010; Pankiw 

et al., 1994) répondent différemment.  
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- Une adaptation du système en fonction des réponses des individus. Les individus 

sensibles aux phéromones ont des réponses génomiques, physiologiques et 

comportementales, qui en retour ont une incidence sur la production de phéromones au 

niveau de la colonie. 

 

Figure 21 : Dynamique des phéromones dans la colonie d’abeilles Apis mellifera 
(Modifié de Alaux et al., 2010b)
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Les ouvrières répondent aux différents stimuli, chaque abeille ou groupe d’abeilles répondent 

d’une manière différente à la dynamique des phéromones émises dans la ruche, ce qui modifie 

par la suite cette dynamique phéromonale. De plus, chaque composé phéromonal ne peut être 

efficace en soi, mais ensembles, ils permettent à la colonie de développer une «syntaxe» 

phéromonale complexe et précise, au cours du cycle de vie de la colonie (Alaux et al., 2010b).  
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La syntaxe de la communication chimique de la colonie d’abeilles, singularisée par sa 

complexité (nombre de phéromones, redondance, transmission, réception, contexte, dose, 

synergie…), semble être la marque des phéromones d'insectes sociaux, qui les distingue des 

phéromones d'insectes non sociaux. La communication chimique est un système complexe, 

avec des propriétés dynamiques, qui nécessite une approche globale et systémique (Slessor et 

al., 2005a). 

 

II Perspectives de travail 
 

Pour l’EO et d’autres phéromones en général (par exemple le E-ß-ocimène), l’étude des seuils 

de réponse précis des ouvrières à différentes concentrations phéromonales permettrait de 

comprendre précisément si la colonie s’adapte aux variations de production des phéromones. 

Nos résultats préliminaires (non publiés dans cette thèse) montrent une accélération de la 

maturation comportementale des abeilles en présence de très fortes doses d’EO. La société 

d’abeilles répond aux variations d’EO mais il est nécessaire d’affiner la dose réponse à cette 

molécule dans la colonie, pour mieux interpréter les changements de production de l’EO 

saisonnier et ceux dus au parasite Nosema spp.  

Aujourd’hui, les chercheurs commencent à relier le système de communication avec les 

mortalités des colonies d’abeilles. Par exemple, nos résultats sur l’EO et le Nosema spp. 

permettent d’associer le CCD à la communication chimique. La cause de la perte d’abeilles 

due au CCD pourrait-être liée à une altération de la communication chimique. D’après notre 

étude, Nosema spp. augmente la production d’EO chez les abeilles infectées dans la colonie. 

Cette production très élevée d’EO semble accélérer le développement comportemental des 

abeilles, les abeilles deviendraient donc butineuses plus vite. La ruche se viderait de ses 

abeilles puisque la maturation comportementale ne prend que quelques jours (Robinson, 

2002; Schulz et al., 1998). D’autres études complémentaires sont en cours sur l’impact de 

pesticides et des maladies sur la communication chimique des ouvrières et de la reine. La 

compréhension du système de communication chimique permet de mieux comprendre les 

dysfonctionnements qui peuvent exister dans la colonie. 

 

Pour comprendre la communication chimique de la reine, nous essayons de rechercher les 

molécules, émises par les reines démandibulées, responsables des effets incitateurs et 

modificateurs sur les ouvrières. Des résultats préliminaires sont en cours d’analyse sur les 
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molécules présentes chez ces reines démandibulées mais pour l’instant, aucun résultat concrêt 

n’a pu être obtenu. L’étude des effets d’extraits chimiques de reines démandibulées sur le 

comportement et la physiologie des ouvrières semble être une solution plus adaptée pour 

identifier les molécules royales susceptibles d’avoir un rôle biologique dans la colonie. 

 

D’après les effets du E-ß-ocimène dans la colonie (castration chimique et modification de la 

maturation des ouvrières), nous avons besoin d’étudier l’impact de cette phéromone sur la 

modification des gènes et des hormones des ouvrières et notamment l’impact du E-ß-ocimène 

sur la JH et sur la Vg, hormones associées à la maturation comportementale des abeilles. Le 

E-ß-ocimène pourrait modifier les taux de JH et Vg des ouvrières, en augmentant les taux de 

JH et réduisant les taux de Vg des abeilles. 

Au vu des effets pléiotropiques des phéromones, il est probable que le E-ß-ocimène ait aussi 

des effets incitateurs sur les ouvrières. La volatilité de cette phéromone nous a permis de 

tester ses effets modificateurs, mais ses effets incitateurs sont peut être plus difficiles à tester 

si la volatilité du composé n’est pas maitrisée. Si, comme nous le suggérons, les larves jeunes 

et âgées ont des signaux précis pour leur nutrition, le E-ß-ocimène pourrait induire le 

nourrissement par la gelée royale des jeunes larves, et la BEP induirait le nourrissement par la 

bouillie larvaire pour les larves âgées. 

 

Aujourd’hui, pour mieux comprendre la communication chimique chez l’abeille, une analyse 

des différentes phéromones dans une ruche à un temps précis est nécessaire. Connaître chaque 

taux de phéromones dans la ruche à un temps déterminé permettrait de mieux comprendre les 

actions entreprises par les différents groupes d’ouvrières en réponse à ces différentes 

concentrations de phéromones à ce temps donné. 

De nombreuses études sur l’identification de nouvelles phéromones, la caractérisation des 

seuils de détection des phéromones, la dynamique des phéromones dans le nid, ou les 

synergies entre phéromones, sont nécessaires pour comprendre ce système de communication. 

En outre, les études récentes sur les effets des phéromones sur les gènes et les hormones des 

abeilles améliorent la compréhension de ce système de communication. 

 

La recherche sur la communication chez les insectes sociaux révèle la potentialité des 

découvertes fascinantes qui peuvent être réalisées pour mieux comprendre ces sociétés si 

complexes. L’étude de la communication chimique présente fréquemment de nouveux 

résultats chez l’abeille, sur la compréhension des phéromones mais aussi des autres systèmes 
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de communication comme le piping signal, le buzz signal (Nieh, 2010; Rangel et al., 2010), 

chez les fourmis où la première phéromone royale modificatrice vient d’être identifiée 

(Holman et al., 2010) et chez les termites où une phéromone de reconnaissance des œufs a été 

identifiée (Matsuura et al., 2007). 
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Résumé :  
 
 
COMMUNICATION CHIMIQUE ET REGULATIONS SOCIALES DANS LA COLONIE 

D’ABEILLES (Apis mellifera L.). 
 
 
 

 
La colonie d’abeille (Apis mellifera L.) est une société complexe où les individus interagissent 
entre eux, notament par le biais de phéromones. L’étude de cette communication chimique est 
indispensable à la compréhension des régulations sociales mises en place dans la colonie. 
Chez l’abeille, plus de 50 substances chimiques avec des effets incitateurs ou modificateurs 
sur la colonie ont été identifiées. Malgré ces découvertes, de nombreux travaux sont à 
accomplir pour mieux comprendre ce système de communication particulier. 
 
La problématique de cette thèse vise à caractériser l’histoire de vie d’une phéromone majeure 
l’Oléate d’Ethyle (EO), qui permet d’optimiser l’équilibre nourrices / butineuses dans la 
colonie. Parallèlement, d’autres recherches ont été entreprises, notamment l’étude de la 
communication chimique de la reine et du couvain, chez qui seulement deux phéromones ont 
été identifiées avec des effets pleiotropiques dans la colonie. 
 
Nos résultats ont mis en évidence une production variable d’EO par les ouvrières, en fonction 
de l’environnement de la colonie. La production de cette molécule chimique dans la colonie 
peut également être modifiée par un stress : des abeilles parasitées par du Nosema spp. ont 
une production anormalement élevée d’EO. En outre, cette molécule phéromonale est 
transmise des butineuses vers les nourrices par contact cuticulaire et par le pollen.  
Pour la compréhension de la communication entre la reine et les ouvrières, nos résultats 
montrent que la reine utilise d’autres composés phéromonaux puissant en redondance de la 
QMP pour orienter la construction de cire, le phénomène de cour et l’inhibition des ovaires 
des ouvrières. 
Chez le couvain, nous avons identifié un composé phéromonal volatil, le E-ß-ocimène, 
produit majoritairement par les jeunes larves, inhibant le développement des ovaires des 
ouvrières et accélérant leur maturation comportementale.  
 
Ces études nous ont permis d’avoir une connaissance plus précise de la communication 
chimique au sein de la colonie. Ainsi nous expliquons par deux théories le rôle de la 
complexité et de la redondance phéromonale de la colonie d’abeilles. 
 
 
 
 
 
 
Mots clés : Apis mellifera, phéromone, larve, butineuse, nourrice, reine, E-ß-ocimène, éthyle 
oléate, glande mandibulaire, division du travail, régulations sociales, communication 
chimique, effet seuil, redondance, reproduction.  
 
 

 



Summary: 
 

 
 

CHEMICAL COMMUNICATION AND SOCIAL REGULATION IN THE HONEY BEES 
COLONY (Apis mellifera L.) 

 
 
 
 
In the honeybee colony (Apis mellifera L.) studies of the chemical communication are 
essential to understand social regulations. In the honey bee colony more than 50 chemical 
substances with releaser and primer effects have been identified. Despite years of research on 
this type of communication, significant work remains to be done. 
 
In this thesis, the aim is to characterize the dynamics of a major pheromone: ethyl oleate 
(EO), which optimizes the balance between nurses and foragers in the colony. In addition, we 
initiated research on the queen and brood chemical communication in which only two 
pheromones have been identified in the colony. 
 
We have demonstrated that EO production by workers varies under different colony 
environment. EO production can also be modified by stress; honey bees parasitized by the 
Nosema spp. have abnormally high EO production. In addition, we identified that EO is 
transmitted from foragers to nurses by contact (cuticle and pollen). 
For the queen, our results indicate that the queen uses multiple redundant pheromones (QMP 
and other unknown compounds), that affect wax construction, retinue behaviour and worker 
ovary inhibition. 
For the brood we have identified a volatile pheromone E-ß-ocimene produced mostly by the 
young larvae to inhibit the development of workers ovaries and accelerate 
workers’behavioural maturation. 
 
With these studies we clarify some aspects of what is known about chemical communication 
in the honey bee colony. Then we try to explain the role of complexity and redundancy of 
pheromones in the honey bee colony by two theories.  
 
 
 
 
 
 
Keywords: Apis mellifera, pheromone, larva, foragers, nurses, queens, E-ß-ocimene, oléate 
d’éthyle, mandibular gland, social regulation, chemical communication, redundancy, 
reproduction, complexity. 
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