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I. Qu'est-ce qu'un stress ?

L'utilisation du terme 'stress' est largement répandue dans nos sociétés. Cependant il existe une ambiguïté concernant la définition que chacun donne à ce qu'il considère être du stress. Cette complexité se retrouve dans la littérature scientifique, le terme 'stress' y étant utilisé de manière variable [START_REF] Kemeny | The Psychobiology of Stress[END_REF]. Selon les publications, ce terme peut aussi bien représenter i) le stimulus qui menace l'intégrité physiologique de l'organisme en créant un déséquilibre homéostatique, ii) la réponse physiologique ou comportementale mise en place pour contrer le stimulus ou iii) les conséquences physiologiques. Tout au long de cette thèse, nous avons considéré le stress comme étant le stimulus à l'origine des perturbations de l'intégrité physique des individus.

L'individu doit percevoir correctement la nature de la perturbation, afin de mettre en place une réponse appropriée via une cascade d'adaptations physiologiques et comportementales. Soit il peut s'adapter à la situation pour rester dans son environnement de vie, en développant des réponses physiologiques spécifiques. Soit l'individu perçoit que les conditions sont trop extrêmes et que s'adapter lui sera trop coûteux alors il va chercher à éviter ces conditions, par exemple en migrant dans un environnement plus favorable, s'il en est capable. Ainsi comme cela a été mentionné par Darwin ce n'est pas l'espèce la plus forte qui survie, ni la plus intelligente mais celle qui s'adapte le mieux aux changements ('it is not the strongest of the species that survive, nor the most intelligent, but the one most responsive to change'). Ce processus d'adaptation a été conceptualisé sur le modèle du rat, par [START_REF] Selye | Stress and the General Adaptation Syndrome[END_REF] sous la forme d'un 'syndrome général d'adaptation' comportant 3 phases : l'alarme (mobilisation des ressources), la résistance (utilisation des ressources) et l'épuisement dans les cas extrêmes (troubles somatiques).

I.1. Phase d'alarme

La réponse au stress commence par une 'phase d'alarme', c'est l'étape de perception du stimulus, et de mise en place d'une réaction d'urgence. Cela se traduit, chez les mammifères par une hyperactivation des systèmes sympathique et corticotrope (Chrousos and Gold, 1992;[START_REF] Pacak | Stressor Specificity of Central Neuroendocrine Reponse: Implications for Stress-Related Disorders[END_REF][START_REF] Smith | The role of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in neuroendocrine responses to stress[END_REF]. Cette première réaction induit la sécrétion de corticoïdes et d'adrénaline permettant d'amorcer une mobilisation énergétique en vue de préparer l'animal à une augmentation de son activité. La mobilisation des substrats énergétiques ce fait par glycogénolyse puis lipolyse dans le foie et les muscles ce qui aboutit à une libération de sucres dans le sang [START_REF] Charmandari | Endocrinology of the stress response[END_REF][START_REF] Sved | The locus coeruleus, Barrington's nucleus, and neural circuits of stress[END_REF]. Cette énergie est principalement orientée vers les organes qui interviennent dans l'effort adaptatif (cerveau et muscle).

Parallèlement à cette hyperactivation, et à la mise en place de processus physiologiques permettant à l'organisme de lutter contre la source de stress, les systèmes physiologiques n'intervenant pas dans la réponse au stress (reproduction et croissance) sont momentanément inhibés [START_REF] Kemeny | The Psychobiology of Stress[END_REF]. Chez les animaux, ces réactions physiologiques peuvent aussi s'accompagner d'un comportement ('fight or flight', attaque ou fuite d'après Walter [START_REF] Cannon | Stresses and strains of homeostasis[END_REF] qui vise à soustraire l'organisme au stimulus stressant.

I.2. Phase de résistance

Si le stress persiste, l'individu va entrer dans un second temps, dans une 'phase de résistance'.

Cela implique une accentuation de l'activité des systèmes noradrénergique et corticotrope. Une intensification de la mobilisation énergétique, via notamment la production de sucres, est donc observée. Pour caractériser les changements physiologiques accompagnant cette phase, Selye a utilisé le terme d'« hétérostasie », en opposition à l'homéostasie décrivant ainsi un déséquilibre dans les fonctions propres de l'individu.

I.3. Phase d'épuisement

Dans le cas où il devient plus difficile pour l'organisme de lutter contre la source de stress, soit à cause d'une intensification du stimulus, soit parce que la situation persiste trop longtemps, l'individu peut entrer dans une 'phase d'épuisement'. Lors de cette phase, les ressources énergétiques de l'organisme s'amenuisent peu à peu entraînant une fatigue du système et donc un épuisement. Dans les cas les plus extrêmes, cet état peut induire un risque de mortalité.

I.4. Evolution du concept de stress

Le modèle décrit par Selye suggère qu'il existe des mécanismes de perception du stress chez les organismes afin de renseigner sur la nature et l'intensité de la perturbation et ainsi développer une réponse appropriée. Ceci va avoir un effet direct sur les principales fonctions de l'organisme.

Le stress va supprimer la physiologie et le comportement lié à la reproduction, la digestion et l'immunité tout en augmentant les niveaux d'activité, le rythme cardiaque et la mobilisation énergétique [START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF].

Cependant sur la base du syndrome général d'adaptation, il a longtemps été considéré qu'un stimulus négatif induisait des réponses physiologiques aspécifiques donc similaires quel qu'en soit sa nature. Depuis, des études ont mis en lumière que la réponse des individus pouvait dépendre à la fois de la génétique et de la physiologie de l'organisme visé. De plus, le contexte social, la spécificité et la soudaineté du stress peuvent influer sur la perception faite par un individu donné. Par exemple, chez l'homme lorsqu'un stress est perçu comme étant incontrôlable, la libération de cortisol devient plus importante que si le stress avait été perçu comme contrôlable [START_REF] Dickerson | Acute stressors and cortisol responses: a theoretical integration and synthesis of laboratory research[END_REF]. Le cortisol étant la principale hormone de groupe des glucorticoïdes, c'est un médiateur du stress important chez la plupart des mammifères. Il en est de même avec la prédictibilité puisqu'il a été montré chez les ovins que le rythme cardiaque des individus change selon que le stimulus est prévisible ou non [START_REF] Désiré | Appraisal Process in Sheep (Ovis aries): Interactive Effect of Suddenness and Unfamiliarity on Cardiac and Behavioral Responses[END_REF][START_REF] Greiveldinger | Emotional experience in sheep: Predictability of a sudden event lowers subsequent emotional responses[END_REF]. Enfin la présence de conspécifiques peut diminuer la réponse aux perturbations environnementales [START_REF] Hennessy | Social buffering of the stress response: Diversity, mechanisms, and functions[END_REF]. Ces caractéristiques spécifiques de la réponse au stress ont été démontrées tant en laboratoire que lors d'expérimentations en milieu naturel. Tout ceci a eu pour conséquence d'élargir le concept de base du stress.

Tous ces mécanismes de réponses et leurs conséquences sur les organismes ont été très étudiés chez les mammifères mais assez peu chez les insectes pour lesquels nous avons besoin de mieux comprendre les réponses et la tolérance au stress. Cela apparait d'autant plus important si nous nous plaçons dans le cadre des changements globaux actuels qui affectent les insectes, maillons essentiels des écosystèmes naturels et agricoles. De plus cela nous permettrait d'avoir une compréhension élargit et global du phénomène.

I.5. Le stress et l'insecte

La presque totalité des études sur les voies de signalement et de réponse au stress a été menée chez les mammifères. Cependant dans les années [1980][1981][1982][1983][1984][1985][1986][1987][1988][1989][1990], des travaux ont montré que les voies de signalement du système opioïde, impliquées dans les réponses physiologiques au stress, existaient également chez les invertébrés [START_REF] Jaffe | Involvement of amino acids, opioids, nitric oxide, and NMDA receptors in learning and memory consolidation in crickets[END_REF][START_REF] Kavaliers | Opiod involvement in the control of feeding in an insect, the American cockroach[END_REF][START_REF] Núñez | Alarm pheromone induces stress analgesia via an opioid system in the honeybee[END_REF][START_REF] Núñez | The stinging response of the honeybee: effects of morphine, naloxone and some opioid peptides[END_REF][START_REF] Zabala | Opiate receptor in praying mantis: effect of morphine and naloxone[END_REF]. Ces études indiquent que les insectes peuvent eux aussi exprimer des réponses au stress. En effet, sur la base du syndrome général d'adaptation décrit par Selye chez les mammifères, il a été montré qu'il existait chez les insectes [START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF] et notamment les abeilles [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF], des processus physiologiques et voies moléculaires sous-jacentes jouant un rôle dans l'adaptation aux stress. Les insectes sont donc capables de répondre et de s'adapter face à des perturbations de leur environnement. Il existe également des homologies fonctionnelles entre les mammifères et les insectes (par exemple : foie/corps gras; sang/hémolymphe) qui suggèrent des mécanismes de réponse similaires chez les insectes.

Concernant les similitudes, tout d'abord comportementales, les réponses individuelles peuvent prendre la forme d'agression ou de fuite, que ce soit chez les mammifères ou les insectes [START_REF] Ivanovic | Critical thermal limits, temperature tolerance and water balance of a sub-antarctic caterpillar, Pringleophaga marioni (Lepidoptera: Tineidae)[END_REF][START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF].

De plus, tout comme cela a déjà été démontré chez les mammifères, il semblerait que chez les insectes, des voies neuroendocrines soient impliquées dans les réponses générales au stress [START_REF] Ivanovic | Critical thermal limits, temperature tolerance and water balance of a sub-antarctic caterpillar, Pringleophaga marioni (Lepidoptera: Tineidae)[END_REF][START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF]. Une régulation neuro-hormonale complexe peut, par exemple, être mise en place pour préparer les individus à répondre au stress par la mobilisation des ressources énergétiques dont dispose l'individu [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF]. Ainsi, bien que les insectes possèdent un système nerveux relativement simple, des mécanismes physiologiques complexes leur permettent d'explorer un répertoire comportemental sophistiqué. De ce fait, les insectes représentent un modèle d'intérêt pour comprendre les mécanismes sous-jacents à la réponse au stress [START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF].

Etudier les mécanismes de réponses au stress chez les insectes permettrait donc une avancée dans la compréhension des adaptations et processus physiologiques impliqués dans la réponse générale d'adaptation. Cela pourrait permettre à plus ou moins long-terme d'améliorer la tolérance et la résilience des individus face à un stress. 

II. Pourquoi étudier le stress chez l'abeille ?

II.1. Exposition à de multiples pressions environnementales

Les abeilles sont exposées à un nombre croissant de pressions environnementales [START_REF] Goulson | Bee declines driven by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers[END_REF]. Certaines d'entre elles, comme les virus [START_REF] Cox-Foster | A metagenomic survey of microbes in honey bee colony collapse disorder[END_REF], les pathogènes [START_REF] Cornman | Pathogen webs in collapsing honey bee colonies[END_REF][START_REF] Evans | Bees brought to their knees: Microbes affecting honey bee health[END_REF][START_REF] Francis | Varroa-Virus Interaction in Collapsing Honey Bee Colonies[END_REF] ou les pesticides [START_REF] Gill | Combined pesticide exposure severely affects individual-and colony-level traits in bees[END_REF][START_REF] Henry | Response to Comment on "A Common Pesticide Decreases Foraging Success and Survival in Honey Bees[END_REF][START_REF] Van Der Sluijs | Neonicotinoids, bee disorders and the sustainability of pollinator services[END_REF] ont été identifiées comme pouvant impacter la vitalité des colonies . Dans ce contexte, des pertes significatives de colonies d'abeilles domestiques (Apis mellifera) sont reportées chaque année à travers le monde (Neumann and Carreck, 2010;[START_REF] Potts | Global pollinator declines: Trends, impacts and drivers[END_REF]. Cependant, l'abeille ayant un rôle majeur dans le maintien de la biodiversité et des agrosystèmes via la pollinisation [START_REF] Gallai | Economic valuation of the vulnerability of world agriculture confronted with pollinator decline[END_REF], nous avons assisté à une augmentation de son utilisation comme agent de pollinisation. Ainsi, dans certaines régions, les services de pollinisation sont inférieurs aux besoins. Par exemple en Europe, la demande en pollinisation par les abeilles domestiques augmente environ 5 fois plus vite que les stocks de colonies disponibles [START_REF] Breeze | Agricultural Ppolicies exacerbate honeybee pollination service supply-demand mismatches across Europe[END_REF]. Ainsi comprendre les réponses physiologiques et comportementales suite à une exposition à ces différentes sources de stress devient urgent, d'autant plus que leurs modes d'actions et leurs conséquences sur l'abeille sont très vraisemblablement variables.

Selon le facteur considéré l'impact peut être direct (flèche pleine) ou indirect (flèche pointillée). Les résidus dans la ruche, représentent les résidus de pesticides issus de traitements dans la colonie ou sur les cultures visitées et qui s'accumulent dans les différentes matrices, pollen, nectar, cire. Schéma adapté de OPERA Bee health in Europe, 2013.

II.2. Un insecte social

À l'image des insectes en général, l'abeille possède les caractéristiques physiologiques lui permettant de mettre en place des réponses adaptées en fonction de son environnement.

Cependant d'autres paramètres vont pouvoir influencer sa réponse au stress, comme son organisation sociale, ce qui fait de l'abeille un modèle tout à fait intéressant pour l'étude du stress.

En effet, les abeilles domestiques ayant développé un mode de vie social basé sur la coopération des individus dans le soin apporté au couvain (ensemble des individus immatures), la division du travail liée à la reproduction et le chevauchement des générations, elles sont définies comme des insectes sociaux [START_REF] Michener | Comparative Social Behavior of Bees[END_REF]. Elles vivent dans un nid leur procurant un environnement clos où les individus interagissent et coopèrent pour maintenir des conditions internes optimales, quel que soit les conditions environnementales. Une colonie d'abeilles est donc une société à part entière, qui se compose de 15 000 à 80 000 individus. Ainsi la réponse à un stress va se faire non seulement dans l'intérêt de l'individu mais également dans celui de la colonie. 

III. Organisation sociale chez l'abeille

III.1. Castes liées à la reproduction

Le terme de caste est habituellement utilisé pour décrire les groupes d'individus déterminés en fonction de leur statut reproducteur. Chez l'abeille domestique, trois castes cohabitent :

la reine : seule femelle reproductrice qui assure le renouvellement et la cohésion de la colonie les mâles ou faux bourdons dont la principale fonction est la fécondation de reines vierges les ouvrières stériles, qui peuvent toutefois pondre des oeufs non fécondés Au cours de leur vie, les ouvrières peuvent s'engager dans différentes fonctions afin d'assurer le développement de la colonie, par le soin au couvain, la défense de la colonie ou le butinage [START_REF] Wilson | The insect societies[END_REF]. À un moment donné de leur vie, les ouvrières se spécialisent dans une tâche précise. Ainsi une seconde division du travail s'opère chez les ouvrières [START_REF] Seeley | Adaptive significance of the age polyethism schedule in honeybee colonies[END_REF], dans ce cas nous parlons de castes comportementales.

III.2. Castes comportementales

III.2.1. Division du travail liée à l'âge

Même si la génétique joue une part importante dans la division du travail, certains génotypes prédisposant les abeilles à la réalisation de certaines tâches (Robinson andPage, 1989, 1988) Âge moyen (point noir), âge le plus commun (trait orange épais) ainsi que l'étendue moyenne (trait orange fin) de l'exécution des tâches (adapté de Wilson, 1971). En effet, chez l'abeille toutes les ouvrières ont la même morphologie [START_REF] Winston | The biology of the honey bee[END_REF] et la répartition des tâches repose sur le principe de polyéthisme temporel ou d'âge [START_REF] Harvell | The evolution of polymorphism in colonial invertebrates and social insects[END_REF][START_REF] Nicholas | Proximate mechanisms of age polyethism in the honey bee, Apis mellifera[END_REF]. Les jeunes abeilles réalisent des tâches, comme le nettoyage, la construction des alvéoles ou encore l'alimentation du couvain. Ces abeilles qui prennent soin à la fois de la reine ou du couvain sont des nourrices. Environ 2 semaines après l'émergence, une partie des abeilles (15 %), se spécialise dans des tâches de défense de la colonie [START_REF] Moore | The guard honey bee: ontogeny and behavioural variability of workers performing a specialized task[END_REF]. Ces abeilles examinent, à l'aide de leurs antennes, les abeilles qui entrent dans la ruche, repoussent les abeilles étrangères et les prédateurs. Ces abeilles au comportement caractéristique sur la planche d'envol sont des gardiennes. À la fin de leur vie les abeilles deviennent butineuses, ce sont elles qui ramènent à la colonie les ressources nécessaires à son développement, comme l'eau, le nectar, le pollen et la propolis [START_REF] Seeley | The Wisdom of the Hive[END_REF][START_REF] Winston | The biology of the honey bee[END_REF])

(Figure I-3).
Au cours de leur vie les abeilles peuvent être (A) nourrices, (B) gardiennes ou (C) butineuses. Photos :  C. Bordier.

III.2.2. Mécanismes influençant le développement comportemental

Ce polythéisme d'âge n'est pas fixe mais peut varier selon les besoins de la colonie. En effet, l'ontogénie des ouvrières est caractérisée par une grande flexibilité. La division du travail est un mécanisme socialement dynamique. Le développement comportemental peut être accéléré, retardé ou inversé en fonction du contexte social et des besoins directs de la colonie [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF][START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF]. Si le ratio nourrices/butineuses devient déséquilibré des ajustements au niveau social sont fait. Dans le cas où la colonie manque de butineuses, les jeunes abeilles vont accélérer leur développement comportemental et ainsi commencer les activités de butinage précocement. Ce comportement est également observé lors de l'exposition de la colonie à des stress (cf. partie sur les stress ci-dessous). Inversement si la colonie compte trop de butineuses par rapport à ses besoins, les nourrices ralentissent leur développement [START_REF] Huang | Regulation of honey bee division of labor by colony age demography[END_REF]. Dans le cas d'une réversion, les anciennes butineuses redevenues nourrices, semblent toutefois être moins efficaces dans l'élevage du couvain [START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF]. Ainsi, bien que ces abeilles soient en mesure de réactiver des glandes devenues inactives, comme les glandes hypopharyngiennes [START_REF] Herb | Reversible switching between epigenetic states in honeybee behavioral subcastes[END_REF], certains aspects de la transition seraient irréversibles comme la perte en réserves lipidiques [START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF]. Cependant ces abeilles restent en mesure de participer à la thermorégulation du couvain [START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF].

Dans ce contexte de régulation sociale, la transition entre les différentes tâches est régulée essentiellement via la production de phéromones [START_REF] Alaux | Interactions between Nosema microspores and a neonicotinoid weaken honeybees (Apis mellifera)[END_REF][START_REF] Slessor | Pheromone communication in the honeybee (Apis mellifera L.)[END_REF]. L'une des principales phéromones intervenant dans cette régulation est l'oléate d'éthyle (EO = Ethyl Oleate). Ce composé, majoritairement produit par les butineuses, ralenti le développement comportemental des nourrices [START_REF] Leoncini | Regulation of behavioral maturation by a primer pheromone produced by adult worker honey bees[END_REF]. L'EO fait également parti des composés émis par la reine [START_REF] Keeling | A scientific note on the aliphatic esters in queen honey bees[END_REF] et le couvain [START_REF] Conte | Identification of a brood pheromone in honeybees[END_REF], et de la même manière inhibe la maturation comportementale vers le stade de butineuse [START_REF] Leoncini | Regulation of behavioral maturation by a primer pheromone produced by adult worker honey bees[END_REF].

III.3. Physiologie associée aux castes comportementales

La transition de la tâche de nourrice vers celle de butineuse s'accompagne de profondes modifications physiologiques, notamment endocriniennes, métaboliques et neuronales [START_REF] Robinson | Genomics and integrative analyses of division of labor in honeybee colonies[END_REF].

III.3.1. Vitellogénine et hormone juvénile

Les niveaux de vitellogénine (Vg), qui sont inversement corrélés à ceux de l'hormone juvénile (JH), sont élevés chez les nourrices et faibles chez les butineuses (Robinson, 1987). La Vg et la JH étant impliquées dans la régulation du développement comportemental [START_REF] Nelson | The gene vitellogenin has multiple coordinating effects on social organization[END_REF][START_REF] Sullivan | Juvenile hormone paces behavioral development in the adult worker honey bee[END_REF], les nourrices et les butineuses peuvent être discriminées sur la base de cette caractéristique physiologique (Figure I-4).

Selon le principe du polyéthisme d'âge les abeilles vont évoluer du stade de nourrice à celui de butineuse avec un changement de physiologie. Les ouvrières sont capables d'accélérer leur développement comportemental suite à un stress ou de reverser en fonction des besoins de la colonie (selon [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF].

La vitellogénine est impliquée dans la production de nourriture larvaire au niveau des glandes hypopharyngiennes [START_REF] Amdam | Social exploitation of vitellogenin[END_REF]. La Vg a aussi un rôle de protection des cellules contre le stress oxydatif et a un effet positif sur la longévité des ouvrières [START_REF] Seehuus | Reproductive protein protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress[END_REF]. Elle est impliquée dans d'autres fonctions chez l'abeille, comme la régulation du métabolisme énergétique en tant que protéine de stockage [START_REF] Fluri | Changes in weight of the pharyngeal gland and haemolymph titres of juvenile hormone, protein and vitellogenin in worker honey bees[END_REF], et la mise en place des défenses immunitaires (Amdam et al., 2004a;[START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF].

L'hormone juvénile chez les insectes, affecte des paramètres clefs de l'histoire de vie des individus comme la croissance ou encore le développement morphologique et comportemental [START_REF] Clark | Prenatal influences on reproductive life history strategies[END_REF][START_REF] Moore | Application of organization-activation theory to alternative male reproductive strategies: A review[END_REF][START_REF] Nijhout | Insect Hormones[END_REF][START_REF] Roff | The Evolution of Wing Dimorphism in Insects[END_REF][START_REF] Silver | Environmental factors influencing hormone secretion[END_REF]. Chez l'abeille la JH est surtout connue pour avoir un rôle dans le développement cognitif et comportemental des individus (Robinson, 1987). Le taux de JH augmente avec l'âge des abeilles et ainsi, selon la maturation comportementale. Une augmentation de JH est observée au moment du premier butinage [START_REF] Huang | Honeybee colony integration: worker-worker interactions mediate hormonally regulated plasticity in division of labor[END_REF][START_REF] Rachinsky | Corpora allata activity, a prime regulating element for castespecific juvenile hormone titre in honey bee larvae (Apis mellifera carnica)[END_REF]Robinson, 1987). La JH a également un rôle au niveau cognitif puisqu'elle est impliquée dans l'augmentation de neurohormones comme l'octopamine.

Le ratio entre la Vg et la JH permet de déterminer le profil comportemental des abeilles. La Vg par son rôle dans la protection des dommages oxydatifs et son effet positif sur la survie, va potentiellement apporter une résistance plus grande dans les situations de stress. Ainsi les nourrices avec un taux de Vg supérieur à celui de JH devraient être moins sensibles à un stress que les butineuses [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF].

III.3.2. Réserves énergétiques

Les changements physiologiques chez les ouvrières vont notamment avoir pour conséquence d'augmenter les capacités de vol des abeilles au moment de la transition vers une activité de butinage. Cela inclus une diminution d'environ 40 % de la masse corporelle qui se localise principalement au niveau de l'abdomen [START_REF] Harrison | Caste-Specific Changes in Honeybee Flight Capacity[END_REF]. La transition entre nourrice et butineuse est également caractérisée par une augmentation du glycogène stocké dans les tissus.

Les butineuses stockent approximativement 50 % plus de glycogène que les nourrices dans leur thorax [START_REF] Harrison | Caste-Specific Changes in Honeybee Flight Capacity[END_REF][START_REF] Neukirch | Dependence of the life span of the honeybee (Apis mellifica) upon flight performance and energy consumption[END_REF]. Le glycogène étant une des ressources énergétiques principale pour les muscles impliqués dans le vol, cette modification permet aux abeilles de se préparer à une augmentation de leur activité lors de la transition vers un stade de butineuse. La diminution de la masse des individus combinée à une augmentation des niveaux de glycogène stocké pourrait avoir plusieurs avantages pour les ouvrières, comme par exemple d'augmenter la charge maximale de ressources collectées en un vol, tout en en couvrant les coûts énergétiques liés au butinage.

Cette perte de poids provient en partie d'une baisse de moitié des réserves lipidiques contenues dans les corps gras [START_REF] Wilson-Rich | The ontogeny of immunity: Development of innate immune strength in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF], site de synthèse de la vitellogénine. Les butineuses ont donc des réserves en lipides, moins importantes que les nourrices (Toth and Robinson, 2005). Ces réserves lipidiques sont ainsi directement associées au développement comportemental des ouvrières. Cependant, les butineuses qui redeviennent nourrices, ne reforment pas leurs réserves lipidiques et sont donc moins efficaces dans le soin au couvain que des nourrices ordinaires [START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF].

Ainsi, il est possible que la réduction des corps gras et des réserves lipidiques associée à un changement de comportement, ait un double effet, positif sur les performances de vol des individus et négatif sur la survie.

III.3.3. Cognition et amines biogènes

Les amines biogènes sont impliquées dans la division du travail. Les niveaux d'octopamine (OA) sont plus élevés dans le cerveau des butineuses que dans celui des nourrices [START_REF] Schulz | Octopamine influences division of labor in honey bee colonies[END_REF][START_REF] Schulz | A role for octopamine in honey bee division of labor[END_REF], et les abeilles traitées avec de l'OA deviennent butineuses de manière précoce [START_REF] Schulz | Octopamine influences division of labor in honey bee colonies[END_REF]. L'OA est également connue pour augmenter la réponse au sucre [START_REF] Scheiner | Behavioural pharmacology of octopamine, tyramine and dopamine in honey bees[END_REF] et stimuler l'activité de vol [START_REF] Fussnecker | Octopamine and tyramine influence the behavioral profile of locomotor activity in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF], deux caractéristiques de l'activité de butinage.

Les variations dans la réponse au sucre sont corrélées au type de ressources butinées (eau, pollen et nectar) et à l'apprentissage. Par exemple, le seuil de sensibilité au sucre est associé au type de ressource collectée : les butineuses d'eau étant plus sensibles au sucre que les butineuses de nectar (seuil de réponse plus bas), et les butineuses de pollen ayant une sensibilité intermédiaire [START_REF] Pankiw | Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor in honeybees[END_REF]. De plus, les abeilles les plus sensibles au sucre ont de meilleures capacités d'apprentissage [START_REF] Scheiner | Variation in water and sucrose responsiveness during the foraging season affects proboscis extension learning in honey bee[END_REF]. Ainsi, parmi les butineuses des différences existent, celles qui collectent du pollen sont plus performantes au niveau de l'apprentissage associatif, que celles qui collectent du nectar [START_REF] Scheiner | Sucrose responsiveness and behavioral plasticity in honey bees (Apis mellifera)[END_REF][START_REF] Scheiner | Variation in water and sucrose responsiveness during the foraging season affects proboscis extension learning in honey bee[END_REF]. Par ailleurs, la sensibilité au sucre est aussi dépendante de l'âge et augmente au cours de la vie des abeilles [START_REF] Pankiw | The effect of genotype, age, sex, and caste on response thresholds to sucrose and foraging behavor of honey bees (Apis mellifera L.)[END_REF]. Les butineuses développent donc des capacités cognitives supérieures aux nourrices, ce qui est essentiel pour s'orienter lors du butinage (navigation et localisation de ressources, vol de retour)

Le stress peut également avoir un impact sur la sensibilité au sucre. Ainsi, si la sensibilité au sucre des abeilles, et donc le type de ressources qu'elles collectent une fois butineuses est influencé par le génotype [START_REF] Pankiw | Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor in honeybees[END_REF], une pression environnementale comme une exposition à des pesticides peut affecter cette sensibilité et potentiellement les préférences de butinage [START_REF] Démares | Sucrose sensitivity of honey bees is differently affected by dietary protein and a neonicotinoid pesticide[END_REF].

IV. À quels stress les abeilles sont-elles exposées ?

IV.1. Xénobiotiques

Un large spectre de pesticides est utilisé dans le contrôle des nuisibles tant en agriculture qu'en apiculture. Ces pesticides ou leurs métabolites peuvent s'accumuler dans les matrices de la ruche, que ce soit dans le miel, le pollen ou la cire [START_REF] Johnson | Honey Bee Toxicology[END_REF][START_REF] Mullin | High Levels of Miticides and Agrochemicals in North American Apiaries: Implications for Honey Bee Health[END_REF]. Ainsi, sur les sites de butinage ou au sein de la ruche, les abeilles se retrouvent fréquemment exposées à des composés chimiques de différents types (fongicides, herbicides, acaricides, insecticides) et ayant des effets multiples. Au-delà de l'effet sur la survie des individus, l'impact des pesticides peut être sublétal avec des effets au niveau moléculaire, physiologique et cognitif.

L'exposition aux pesticides peut avoir un impact sur le système endocrinien et donc sur le développement comportemental. Une première étude sur l'impact d'une exposition au coumaphos ou au fluvalinate n'a pas montré de variabilité dans l'expression de la vitellogénine et de l'hormone juvénile [START_REF] Schmehl | Genomic analysis of the interaction between pesticide exposure and nutrition in honey bees (Apis mellifera)[END_REF]. Cependant une récente étude a montré une régulation positive de la vitellogénine chez des abeilles exposées à l'imidaclopride, un insecticide de la famille des néonicotinoïdes [START_REF] De Smet | Stress indicator gene expression profiles, colony dynamics and tissue development of honey bees exposed to sub-lethal doses of imidacloprid in laboratory and field experiments[END_REF]. De la même manière, la première étude n'a pas mis en évidence un effet sur le métabolisme énergétique [START_REF] Schmehl | Genomic analysis of the interaction between pesticide exposure and nutrition in honey bees (Apis mellifera)[END_REF], alors qu'une autre étude sur l'impact d'une exposition à l'imidaclopride a montré une régulation positive de la gluconéogenèse et de la glycolyse [START_REF] Derecka | Transient Exposure to Low Levels of Insecticide Affects Metabolic Networks of Honeybee Larvae[END_REF]. À l'image de ces deux cas de figure, il est important de noter qu'il existe, au sein de la littérature scientifique, une très grande variabilité concernant les effets des pesticides. L'impact dépend de la cible, la nature et la dose des pesticides, ainsi que les conditions de l'expérimentation (in vitro versus in vivo).

Les pesticides peuvent également agir sur le système immunitaire des abeilles [START_REF] Garrido | Immunerelated gene expression in nurse honey bees (Apis mellifera) exposed to synthetic acaricides[END_REF]. L'exposition à des insecticides, acaricides ou fongicides réprime l'expression de gènes liés à l'immunité et réduit donc l'immunocompétence chez l'abeille [START_REF] Aufauvre | Transcriptome analyses of the honeybee response to Nosema ceranae and insecticides[END_REF][START_REF] Boncristiani | Direct effect of acaricides on pathogen loads and gene expression levels in honey bees Apis mellifera[END_REF][START_REF] Di Prisco | Neonicotinoid clothianidin adversely affects insect immunity and promotes replication of a viral pathogen in honey bees[END_REF][START_REF] Garrido | Immunerelated gene expression in nurse honey bees (Apis mellifera) exposed to synthetic acaricides[END_REF][START_REF] Gregorc | Gene expression in honey bee (Apis mellifera) larvae exposed to pesticides and Varroa mites (Varroa destructor)[END_REF]. Cela suggère une possible immunotoxicité des pesticides. En plus d'affecter négativement la réponse immunitaire des abeilles, il a été montré qu'une exposition à un pesticide pouvait, en parallèle, favoriser la réplication de virus [START_REF] Di Prisco | Neonicotinoid clothianidin adversely affects insect immunity and promotes replication of a viral pathogen in honey bees[END_REF].

Une grande partie des pesticides a un effet neurotoxique, avec pour conséquence la diminution des capacités d'apprentissage et de mémorisation des individus [START_REF] Belzunces | Neural effects of insecticides in the honey bee[END_REF][START_REF] Palmer | Cholinergic pesticides cause mushroom body neuronal inactivation in honeybees[END_REF]. Ainsi, un effet au niveau cognitif va avoir un impact direct sur le comportement des individus exposés aux pesticides. Les abeilles exposées à des néonicotinoïdes échouent, par exemple, à utiliser les repères environnementaux pour rentrer dans leur colonie si elles sont préalablement placées dans un environnement non familier [START_REF] Fischer | Neonicotinoids interfere with specific components of navigation in honeybees[END_REF].

Par leur large utilisation à l'échelle du paysage et la diversité de leurs effets, les pesticides représentent un risque non négligeable pour l'intégrité des individus et in fine, pour la pérennité des colonies.

IV.2. Pathogènes et réponses immunitaires

La présence, au sein d'une même colonie, de ressources alimentaires et de nombreux individus vivant dans un espace confiné, augmente l'attractivité des colonies pour les pathogènes et facilite la transmission de maladies [START_REF] Schmid-Hempel | Colony performance and immunocompetence of a social insect, Bombus terrestris, in poor and variable environments[END_REF]. Ainsi, naturellement les abeilles sont exposées à un large éventail de pathogènes, incluant les protozoaires, champignons, bactéries, virus et acariens [START_REF] Evans | Bees brought to their knees: Microbes affecting honey bee health[END_REF].

IV.2.1. Mécanismes généraux de défense immunitaire

Comme tous les organismes, les abeilles ont développé des mécanismes de défense individuelle pour limiter l'impact des pathogènes à travers des réponses physiologiques, immunitaires et comportementales [START_REF] Evans | Socialized medicine: Individual and communal disease barriers in honey bees[END_REF]. Lorsque le pathogène a réussi à passer les barrières physiques de l'individu, ce dernier peut encore se défendre en modifiant par exemple son pH ou sa température. En parallèle, les abeilles sont capables de mettre en place une réponse immunitaire impliquant quatre voies de signalement et d'actions connues chez les insectes : Toll, Imd (voie de l'immunodéficience), Jak/STAT (Janus kinase/signal transducers and activators of transcription) et Jnk (c-Jun N-terminal kinase) [START_REF] Evans | Immune pathways and defence mechanisms in honey bees Apis mellifera[END_REF]. Cependant, contrairement à d'autres insectes, comme les drosophiles ou les anophèles, le nombre de gènes impliqués dans ces voies sont nettement moins nombreux chez l'abeilles [START_REF] Evans | Immune pathways and defence mechanisms in honey bees Apis mellifera[END_REF].

Malgré cette apparente limitation dans la réponse immunitaire, les abeilles ne semblent pas être plus susceptibles que les autres insectes, face à la présence de pathogènes. Ainsi, en plus d'un mécanisme de défense individuelle, les abeilles ont développé des comportements de défense collective ou d'immunité sociale [START_REF] Cremer | Social Immunity[END_REF]. Ces stratégies alternatives pour lutter contre les pathogènes incluent notamment des comportements hygiéniques, consistant à percevoir et retirer de la colonie les larves et abeilles adultes infestées [START_REF] Ibrahim | The relationship between hygienic behavior and suppression of mite reproduction as honey bee (Apis mellifera) mechanisms of resistance to Varroa destructor[END_REF][START_REF] Spivak | Varroa destructor infestation in untreated honey bee (Hymenoptera: Apidae) colonies selected for hygienic behavior[END_REF]. Un autre comportement majoritairement adopté par les abeilles est l'épouillage collectif pour enlever les particules étrangères et les ectoparasites sur le corps d'un autre individu [START_REF] Boecking | Behavioral defenses of honey bees against Varroa jacobsoni Oud[END_REF]). Cependant, s'il a été montré que les abeilles, infectées par un virus, augmentaient le comportement d'épouillage envers les congénères [START_REF] Waddington | Behaviour associated with hairless-black syndrome of adult honeybees[END_REF], ceci augmente les interactions sociales et peut avoir pour conséquence d'accroitre le risque épidémiologique dans la colonie [START_REF] Bailey | Honey bee pathology[END_REF]. Malgré la mise en place de toutes ces adaptations pour limiter l'impact de pathogènes sur la colonie, un certain nombre d'individus développent tout de même des infections. Dans ce cas, un autre mécanisme pouvant également être interprété comme de l'immunité sociale va être mis en place. En effet, les abeilles infestées par des pathogènes, peuvent accélérer leur développement et commencer de manière précoce leur activité de butinage, ce qui peut contribuer à limiter le temps de contact avec les congénères sains (cf.

paragraphe suivant).

IV.2.2. Conséquences

Au niveau physiologique, la microsporidie Nosema ceranae, pathogène obligatoire de l'intestin des abeilles, a été identifiée comme provoquant un changement dans l'expression de vitellogénine et d'hormone juvénile chez les jeunes abeilles [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Goblirsch | Physiological and Behavioral Changes in Honey Bees (Apis mellifera) Induced by Nosema ceranae Infection[END_REF]. Cela va dans le sens d'une accélération du développement comportementale et donc d'un début d'activité de butinage précoce comme cela a été montré suite à une infection parasitaire [START_REF] Downey | Single and dual parasitic mite infestations on the honey bee, Apis mellifera[END_REF][START_REF] Dussaubat | Flight behavior and pheromone changes associated to Nosema ceranae infection of honey bee workers (Apis mellifera) in field conditions[END_REF][START_REF] Goblirsch | Physiological and Behavioral Changes in Honey Bees (Apis mellifera) Induced by Nosema ceranae Infection[END_REF][START_REF] Janmaat | The influence of pollen storage area and Varroa jacobsoni Oudemans parasitism on temporal caste structure in honey bees (Apis mellifera L.)[END_REF].

Cette évolution rapide vers un comportement de butinage peut être interprétée comme une manipulation directe du parasite pour optimiser sa dispersion, sur d'autres sites comme les fleurs ou encore via la dérive des ouvrières dans d'autres colonies voisines. Cependant cela peut également être considéré comme de l'immunité sociale car les abeilles infectées vont passer moins de temps en contact avec les jeunes individus de la colonie comme les larves, ou la reine [START_REF] Cremer | Social Immunity[END_REF]. Dans les deux cas le risque pour la colonie n'est pas négligeable. En effet, il a été montré que des abeilles engagées précocement dans des tâches de butinage étaient moins efficaces que des abeilles ayant un développement normal et que leur risque de mortalité lors de leur premier vol était plus élevé [START_REF] Barron | Death of the bee hive: understanding the failure of an insect society[END_REF]. De plus cette accélération du comportement peut, à terme, induire un déséquilibre dans le ratio nourrices/butineuses.

Au niveau cognitif, il a été montré que les abeilles parasitées par l'acarien Varroa (Jasna [START_REF] Kralj | Parasitic Varroa destructor mites influence flight duration and homing ability of infested Apis mellifera foragers[END_REF], infectées par le champignon intestinal Nosema [START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF] ou par des virus comme le virus du couvain sacciforme (SBV : [START_REF] Bailey | Effects of sacbrood virus on adult honey-bees[END_REF] ou le virus des ailes déformées (DWV : [START_REF] Iqbal | Virus infection causes specific learning deficits in honeybee foragers[END_REF], présentent des capacités d'apprentissage, d'orientation et de vol réduites. Ces abeilles risquent donc de passer plus de temps sur le terrain lors des vols de butinage [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Wolf | So near and yet so far: Harmonic radar reveals reduced homing ability of nosema infected honeybees[END_REF]. De plus, une infection parasitaire peut réduire les réserves nutritionnelles [START_REF] Mayack | Energetic stress in the honeybee Apis mellifera from Nosema ceranae infection[END_REF]. L'augmentation des besoins énergétiques, peut être due aux besoins directs du parasite pour se développer ou aux besoins de l'abeille pour lutter contre son parasite, le développement d'une réponse immunitaire étant coûteux [START_REF] Ardia | Costs of immunity in insects: An induced immune response increases metabolic rate and decreases antimicrobial activity[END_REF][START_REF] Freitak | Immune response is energetically costly in white cabbage butterfly pupae[END_REF].

L'ensemble de ces connaissances suggère la possibilité d'un effet très négatif sur la colonie, tant au niveau organisationnel qu'énergétique et donc in fine sur l'homéostasie de la colonie.

IV.3. Variations climatiques

En tant qu'insecte, la survie, la physiologie et le comportement des abeilles sont fortement influencés par la température environnementale [START_REF] Johnston | Animals and temperature: phenotypic and evolutionary adaptation[END_REF]. Or, à l'image de ce qui a été décrit depuis plusieurs années sur l'ensemble de la planète, la température globale en France, augmente progressivement (IPCC, 2014). 

IV.3.1. La thermorégulation active : une protection contre les variations climatiques

Au sein des colonies d'abeilles, la régulation de la température est primordiale pour assurer le développement optimal du couvain. Pour cela, les abeilles ont développé des réponses comportementales afin de maintenir l'homéothermie de la colonie. Pour réchauffer le couvain, les abeilles contractent leurs muscles alaires pour augmenter leur métabolisme et ainsi produire de la chaleur [START_REF] Esch | Über die Kärpertemperaturen und den Wörmehaushalt von Apis mellifica[END_REF]. À l'inverse, pour refroidir le couvain, les abeilles ventilent l'intérieur de la ruche pour permettre l'évaporation de l'eau qu'elles ont collectée [START_REF] Lindauer | Temperaturregulierung und Wasserhaushalt im Bienenstaat[END_REF]. Il semblerait qu'en plus de ces réponses communes aux différentes espèces d'abeilles sociales, les abeilles géantes (Apis dorasta laboriosa) aient développé un comportement alternatif qui consiste à faire des vols courts, de manière simultanée pour un grand nombre d'abeilles, afin de faciliter la circulation de l'air dans la colonie [START_REF] Kastberger | Behavioural features of a periodic form of massed flight activity in the giant honeybee Apis dorsata[END_REF][START_REF] Woyke | Flight activity reaction to temperature changes in Apis dorsata, Apis laboriosa and Apis mellifera[END_REF]. Malgré Température optimale de développement du couvain (trait orange épais) et la température extérieure limite où les abeilles sont capables de thermoréguler (trait orange fin) en fonction des espèces d'abeilles et de leur type de nid (review : [START_REF] Oldroyd | Asian Honey Bees[END_REF].

IV.3.2. Impact sur le métabolisme

L'activité enzymatique étant thermodynamique, le métabolisme et la température sont corrélés positivement, de ce fait une augmentation de la température va nécessairement induire une accélération du métabolisme [START_REF] Gillooly | Effects of size and temperature on metabolic rate[END_REF]. Ainsi chez les abeilles, qui sont partiellement ectothermes, le taux métabolique de base, au repos, est positivement corrélé à la température ambiante [START_REF] Kovac | Respiration of resting honeybees[END_REF][START_REF] Rothe | Flight of the honey bee -IV. Respiratory quotients and metabolic rates during sitting, walking and flying[END_REF][START_REF] Stabentheiner | Oxygen consumption and body temperature of active and resting honeybees[END_REF].

Dans un premier temps, l'accélération du métabolisme suite à une augmentation de la température devrait se faire au profit de la survie. Cependant cette réorientation du métabolisme pour la survie risque de se faire au dépend d'autres fonctions. L'apprentissage et la mémorisation sont, par exemple, des mécanismes très coûteux en énergie [START_REF] Ames | CNS energy metabolism as related to function[END_REF][START_REF] Dukas | Costs of memory: Ideas and predictions[END_REF][START_REF] Laughlin | The metabolic cost of neural information[END_REF]. Ainsi lorsqu'une abeille est confrontée à un stress énergétique, l'investissement énergétique dans le maintien des fonctions vitales peut se faire au dépend d'autres fonctions comme les capacités cognitives [START_REF] Jaumann | Energetic cost of learning and memory can cause cognitive impairment in honeybees[END_REF]. A l'échelle de la colonie cela peut avoir des conséquences sur les performances des individus. La réponse au stress implique une mobilisation des ressources énergétiques, qui sont aussi liées à la détermination de la division du travail (Toth et al., 2005) [START_REF] Gerig | The effects of juvenile hormone analogues on summer bees (Apis mellifica L.) in the field and laboratory[END_REF][START_REF] Ladas | The influence of some internal and external factors upon the insecticide resistance of honeybee[END_REF][START_REF] Nogueira-Couto | Effect of paraquat in Apis mellifera Africanized bees mortalit[END_REF][START_REF] Tahori | Variability in insecticide tolerance of eighteen honey-bee colonies[END_REF]. De plus la vitellogénine, qui a un rôle de protection contre les stress oxydatifs [START_REF] Seehuus | Reproductive protein protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress[END_REF] et dont les taux sont plus élevés chez les nourrices que chez les butineuses (Robinson, 1987) [START_REF] Dudley | The Biomechanics of Insect Flight: Form, Function, Evolution[END_REF] ; l'activité métabolique durant le vol pouvant être jusqu'à 170 fois plus élevée que chez les individus au repos [START_REF] Bartholomew | Oxygen consumption of moths during rest, pre-flight warm-up, and flight in relation to body size and wing morphology[END_REF]. Les capacités cognitives étant coûteuses en énergie [START_REF] Ames | CNS energy metabolism as related to function[END_REF][START_REF] Dukas | Mortality rates of honey bees in the wild[END_REF][START_REF] Laughlin | The metabolic cost of neural information[END_REF] In a rapidly changing environment, honeybee colonies are increasingly exposed to diverse sources of stress (e.g., new parasites, pesticides, climate warming), which represent a challenge to individual and social homeostasis. However, bee physiological responses to stress remain poorly understood. We therefore exposed bees specialised in different tasks (nurses, guards and foragers) to ancient (immune and heat stress) or historically more recent sources of stress (pesticides), and we determined changes in the expression of genes linked to behavioural maturation (vitellogeninvg and juvenile hormone esterasejhe) as well as in energetic metabolism (glycogen level, expression level of the receptor to the adipokinetic hormoneakhr, and endothermic performance). While acute exposure to sublethal doses of two pesticides did not affect vg and jhe expression, immune and heat challenges caused a decrease and increase in both genes, respectively, suggesting that bees had responded to ecologically relevant stressors.

V. Objectifs de la thèse

Since vg and jhe are expressed to a higher level in nurses than in foragers, it is reasonable to assume that an immune challenge stimulated behavioural maturation to decrease potential contamination risk and that a heat challenge promoted a nurse profile for brood thermoregulation. All behavioural castes responded in the same way. Though endothermic performances did not change upon stress exposure, the akhr level dropped in immune and heatchallenged individuals. Similarly, the abdomen glycogen level tended to decline in immunechallenged bees. Altogether, these results suggest that bee responses are stress specific and adaptive but that they tend to entail a reduction of energetic metabolism that needs to be studied on a longer timescale.

Organisms have developed physiological mechanisms allowing them to avoid or cope with adverse environmental pressures (Chrousos and Gold, 1992;[START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF][START_REF] Stratakis | Neuroendocrinology and pathophysiology of the stress system[END_REF]. Still, in a rapidly evolving environment under the influence of human activity, organisms encounter increasingly diverse sources of stress (e.g., heat, parasite and toxicant exposure) with an increasing frequency. Such phenomena are likely the source of the decline of several wild bee populations [START_REF] Potts | Global pollinator declines: Trends, impacts and drivers[END_REF] as well as honeybee colony losses [START_REF] Goulson | Bee declines driven by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers[END_REF].

Given their vital importance to the maintenance of biodiversity and crop production, there is a need to improve our knowledge of the physiological processes involved in the stress response of honeybees [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF]. The response to a stress, defined as a challenge to homeostasis, was conceptualised decades ago under the paradigm of the general adaptation syndrome (GAS; [START_REF] Selye | Stress and the General Adaptation Syndrome[END_REF]. According to this paradigm, the dynamics of stress responses include an alarm phase, during which the organism is sensing the stress, and an adaptation phase, corresponding to the production of a cascade of behavioural and/or physiological responses. If the stress persists, then an exhaustion phase ensues, in which the organism is unable to maintain normal functions and succumbs to the stress.

However, the social lifestyle of honeybees introduces an additional level of complexity to stress adaptation. During their lifetimes, worker bees undergo a succession of behavioural states, starting as nurse bees performing in-hive activities (e.g., brood care and feeding), and ending as forager bees dedicated to field activity (i.e., pollen and nectar collection). Such a division of labour enables the colony to function as a coherent social unit for its provisioning, growth and reproduction. It is therefore expected that the GAS will occur in the interest of the social group to maintain the social homeostasis and not just in the interest of individual bees. This expectation was highlighted by several studies that showed that colony disturbance, parasite infection and starvation induce an increase in juvenile hormone (JH) production and lead to precocious foraging (Amdam et al., 2004a;[START_REF] Goblirsch | Physiological and Behavioral Changes in Honey Bees (Apis mellifera) Induced by Nosema ceranae Infection[END_REF][START_REF] Harris | Effects of stress, age, season, and source colony on levels of octopamine, dopamine and serotonin in the honey bee (Apis mellifera L.) brain[END_REF][START_REF] Schulz | Effects of colony food shortage on behavioral development in honey bees[END_REF]. The early departure from the hive has been proposed to be an adaptive response at the group level as it enables a reduction in disease transmission via social contacts in the case of parasite infection or an increase in food collection when the colony is starving. In addition, exposure to stress in insects is often followed by a mobilisation of energy reserves to cope with an increase in the metabolic demand [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF][START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF].

Nonetheless, the transition from nursing to foraging in bees is associated with a number of physiological changes, including a persistent loss of half of the abdominal lipid stores [START_REF] Ament | Nutritional regulation of division of labor in honey bees: Toward a systems biology perspective[END_REF]Toth and Robinson, 2005;Toth et al., 2005). Therefore, the stress response may also vary depending on the behavioural state of the bees.

Interestingly, JH signalling and energy mobilisation, which are involved in the regulation of behavioural development in honeybees [START_REF] Nelson | The gene vitellogenin has multiple coordinating effects on social organization[END_REF][START_REF] Sullivan | Juvenile hormone paces behavioral development in the adult worker honey bee[END_REF], are also parts of the physiological stress responses in different insect species [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF][START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF]. This association clearly suggests a tight link between individual stress response and behavioural maturation. An increase in the proportion of colony members dedicated to foraging in response to adverse environmental stimuli, combined with the higher risk of death of precocious foragers, has been hypothesised to explain colony decline [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF]Perry et al., 2015). However, to our knowledge, no systematic comparison of the stress response to a variety of stressors or between different behavioural castes has been performed. It therefore remains unclear whether the changes affecting physiological pathways regulating behavioural maturation are a general stress response or are specific to the type of stress and/or the behavioural caste. In particular, such changes might be elicited by ecologically relevant stressors but might not have been selected for more recent challenges, such as pesticides. In addition, foragers already display many features of stressed animals, i.e., high JH levels [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF], a higher susceptibility to starvation (Toth and Robinson, 2005) and oxidative stress [START_REF] Seehuus | Reproductive protein protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress[END_REF]. It is therefore not clear whether honeybees are still able to respond to adverse stimuli.

Such information would facilitate our understanding of how honeybees respond to stressors and the potential impact at the colony level.

To answer these questions, we exposed bees belonging to different behavioural castes to diverse acute, sub-lethal (i.e., not leading to exhaustion) challenges frequently encountered by bees [START_REF] Goulson | Bee declines driven by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers[END_REF]. We then determined whether some physiological parameters linked to behavioural maturation and energy metabolism were affected. We exposed nurse, guard and forager bees to two pesticides with different modes of action (phenylpyrazole fipronil or pyrethroid deltamethrin), heat or an immune challenge triggered by physical wounding. First, we measured the gene expression levels of juvenile hormone esterase (jhe), which is involved in JH degradation (Mackert et al., 2008), and vitellogenin (vg). Vitellogenin plays a key role in the regulation of behavioural maturation, with a higher expression in nurses than in foragers [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF], but it also promotes bee longevity because of its protective role against oxidative stress [START_REF] Seehuus | Reproductive protein protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress[END_REF]. Second, we assessed energy mobilisation by determining the levels of glycogen, the main source of energy for flight [START_REF] Neukirch | Dependence of the life span of the honeybee (Apis mellifica) upon flight performance and energy consumption[END_REF], and the gene expression level of the adipokinetic hormone receptor (akhr). AKH is involved in glycogen and lipid mobilisation from the fat body [START_REF] Kodrík | Adipokinetic hormone functions that are not associated with insect flight[END_REF] and likely acts as a stress hormone in insects [START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF]. In honeybees, the role of AKH in energy mobilisation has been questioned by several studies suggesting a loss of this function [START_REF] Lorenz | Hypertrehalosaemic peptides in the honeybee (Apis mellifera): Purification, identification and function[END_REF][START_REF] Mayack | Nosema ceranae alters a highly conserved hormonal stress pathway in honeybees[END_REF][START_REF] Veenstra | Allatotropin, leucokinin and AKH in honey bees and other Hymenoptera[END_REF][START_REF] Woodring | Identification and function of the hypotrehalosaemic hormone (Mas-AKH) in workers, drones and queens of Apis mellifera ligustica and A. m. carnica[END_REF]). Yet, two recent studies suggested that AKH pathway may be active in bees [START_REF] Ament | Mechanisms of stable lipid loss in a social insect[END_REF] and might rather be exclusively associated with carbohydrate mobilisation [START_REF] Wang | Gustatory perception and fat body energy metabolism are jointly affected by vitellogenin and juvenile hormone in honey bees[END_REF]. Finally, the basal metabolic rate of stressed bees was estimated based on their endothermic performances.

MATERIALS AND METHODS

Experimental setup

Experiments were conducted in 2014 and 2015 with honeybees typically used in the southeast of France for beekeeping (predominantly Apis mellifera mellifera). The stress response was assessed according to task specialisation (nurse, guard and forager) and type of stress (pesticides, immune challenge and heat).

Nurses were identified by carefully removing brood combs from colonies and detecting bees that dipped their heads into several cells containing larvae. Guards were identified by scanning the hive entrance and detecting individuals who were controlling bees returning to the colony.

Only approximately 15 % of the bees in a colony will ever perform guarding tasks [START_REF] Moore | The guard honey bee: ontogeny and behavioural variability of workers performing a specialized task[END_REF], and the propensity to guard is under genetic determination [START_REF] Robinson | Genetic determination of guarding and undertaking in honeybee colonies[END_REF], suggesting distinct physiological predispositions. Closing the hive entrance and detecting bees returning to the colony with pollen loads allowed for the identification of foragers, therefore discarding bees performing orientation and cleaning flights.

Nurses, guards and foragers were immediately placed in different plastic cages (10.5 x 7.5 x 11.5 cm) containing candy (Api Fonda, Mannheim, France) and brought back to the lab and paint-marked on the thorax (Posca Posta pens, Japan). We then introduced 5 nurses, guards or foragers into new plastic cages with 15 nestmates randomly collected on brood combs from the same colony. They were placed in an incubator (30°C and 50-70 % humidity) and supplied with ad libitum candy and water. Paint-marked control and stressed bees were sampled 24 or 96 h after the beginning of treatments (see below) to assess the stress-induced physiological changes.

Experiments were replicated twice per colony and repeated on 3 colonies to obtain a global response and minimise a potential colony-specific response.

Stress exposure

Pesticides

We tested two pesticides that are commonly used for pest control, that are frequently detected in colonies, and that belong to two different chemical families: fipronil and deltamethrin [START_REF] Chauzat | A survey of pesticide residues in pollen loads collected by honey bees in France[END_REF][START_REF] Choudhary | Pesticide Residues in Honey Samples from Himachal Pradesh (India)[END_REF][START_REF] Johnson | Review article Pesticides and honey bee toxicity -USA[END_REF]. Fipronil is a phenylpyrazole insecticide with a rather low median lethal dose (LD50) [START_REF] Carvalho | Enzymatic biomarkers as tools to assess environmental quality: A case study of exposure of the honeybee Apis mellifera to insecticides[END_REF] 5.83 ng/bee), and deltamethrin is a pyrethroid insecticide with a higher LD 50 (Carvalho et al., 2013: 50.65 ng/bee).

Both pesticides were dissolved in acetone (Sigma-Aldrich, Saint Quantin Fallavier, France) for topical application on the thorax. For each, three conditions were tested, control (acetone only)

and two sublethal doses (1/50 and 1/10 of LD 50 ), which were prepared before each experiment by cascade dilution from an aliquot of the stock solution (2 g/L) stored at -20°C. Thus, we used 0.1 or 0.5 ng/bee of fipronil and 1 or 5 ng/bee of deltamethrin (standard analytic, purity 97.5 %, Pestamal® Sigma-Aldrich, respectively). Preliminary experiments demonstrated that such doses are sublethal (data not shown).

Bees were anesthetised with carbon dioxide for 40 seconds and kept immobilised on ice while 1 µL of either solution was applied onto their thorax with a Hamilton syringe mounted in a repeated dispenser.

Immune challenge

The bee immune system was experimentally activated thanks to a pin prick between the third and fourth tergites with a 0.15-mm needle. Several studies demonstrated that such mechanical wounding elicits an immune response in bees [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Evans | Immune pathways and defence mechanisms in honey bees Apis mellifera[END_REF][START_REF] Siede | Comparison of transcriptional changes of immune genes to experimental challenge in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF]. The pin prick was performed on the side to avoid damaging the dorsal vessel, but if a haemolymph drop was released, then the bee was discarded. Control bees were handled but did not receive any pin prick.

Heat challenge

Heat stress was induced by exposing bees to a temperature of 37°C in an incubator. This temperature, within a range frequently encountered during summer in the southeast of France, is 3 degrees above the optimal temperature for brood development [START_REF] Crailsheim | Standard methods for artificial rearing of Apis mellifera larvae[END_REF] and likely stressful for bees within the hive. Control bees were kept at 30°C.

Physiological measures

Gene expression analysis

We assessed the impact of stress on the expression level of vg, jhe and akhr. Bees were sampled 24 h after the beginning of stress exposure. They were anesthetised with CO2 and immediately flash frozen in liquid nitrogen and were then stored at -80°C. Total RNA was extracted from individual abdomens, which were homogenised in 900 µL of Qiazol reagent (Qiagen, Coutraboeuf, France) with a Tissue Lyser (Qiagen) (4 x 30 s at 30 Hz). RNA extraction was then carried out as indicated in the RNeasyPlus Universal kit (Qiagen) with DNase treatment. RNA yields were measured with a Nanodrop (Thermo Scientific, Illkirch, France), and cDNA synthesis, starting from 1 microgram of RNA, was performed with the High capacity RNA to cDNA Kit (Applied Biosystems®, Saint Aubin, France). cDNA samples were diluted ten-fold, and the expression levels of genes were assessed using StepOne-Plus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems®) and the SYBR green detection method, including the ROX passive reference dye. Three µL of cDNA were mixed with 5 µL SYBR Green Master Mix, 1 µL of forward primer (10 µmol) and 1 µL of reverse primer (10 µmol) of the target genes. A dissociation stage for the subsequent melting curve analysis was included. The cycle threshold values of vg, jhe and akhr were normalised to the geometric mean of the housekeeping genes actin and eIF-S8 using the comparative quantification method (delta Ct method). We used the published sequences of primers for vg [START_REF] Fischer | Pheromonal regulation of starvation resistance in honey bee workers (Apis mellifera)[END_REF], jhe and akhr [START_REF] Ament | Mechanisms of stable lipid loss in a social insect[END_REF] and for housekeeping genes actin (Amdam et al., 2004b) and eIF-S8 [START_REF] Ament | Mechanisms of stable lipid loss in a social insect[END_REF]. The final sample size was 18 bees per treatment and behavioural caste.

Endothermic performance

To record the body temperatures of bees, we used a thermal infrared camera FLIR S65 (320 x 240 pixels, thermal sensitivity <0.1 °C, FLIR®, Boston, USA) and ThermaCAM Researcher 2.10

Pro software (FLIR®). Aluminium, placed in the same setup as the bees, was used to calibrate the emissivity and temperature recorded by the thermal infrared camera.

Measures were performed on bees 24 and 96 h after the beginning of the stress treatment. For each treatment condition (control, immune challenge or heat stress) and replicate, nurses, guards and foragers were analysed at the same time. To facilitate monitoring and exclude any heat production related to bee locomotor activity, bees were individually immobilised in piston tubes (100-mL syringes, BD Plastipak TM , Le Pont de Claix, France) closed with a transparent plastic film. For each bee, the thermography data of the abdomen and thorax were recorded via a video of 5 min at a rate of 1 picture per 10 s and stored digitally with 14-bit resolution (Figure II-1). The temperature difference between the thorax and abdomen was used to determine endothermic performance [START_REF] Stabentheiner | Honeybee colony thermoregulation -Regulatory mechanisms and contribution of individuals in dependence on age, location and thermal stress[END_REF]. The final sample size ranged from 5 to 18 bees per treatment, behavioural caste and timing.

The false colour scale indicated the temperature measures performed on an individual bee immobilised in a plastic syringe under the camera. Thoracic and abdominal temperatures were recorded separately to calculate the endothermic performance. Here, T thorax = 32.0°C, and T abdomen = 27.4°C, giving an endothermic performance of 4.6°C.

Glycogen quantification

Glycogen was quantified 96 h after the beginning of stress treatment. Bees were stored at -20°C until analysis. For each individual, glycogen was quantified separately in the abdomen and in the rest of the body. Each body part was individually weighed and crushed on ice using an automatic homogeniser in 10 % (w/v) ultrahigh quality water. To remove proteins, 4 % trichloroacetic acid (v/v) was added to the solution, which was centrifuged at 3,000 g for 1 min at 4°C. The supernatant was then precipitated by adding 2 volumes of 95 % ethanol and centrifuged again.

The dry pellet was re-suspended in 450 µL of sodium acetate buffer (0.2 M, pH 5.2). Glycogen was hydrolysed by incubating (2 h at 60°C) with 7 UI/mg amyloglucosidase (EC 3.2.1.3; Sigma-Aldrich) according to [START_REF] Parrou | A simplified procedure for a rapid and reliable assay of both glycogen and trehalose in whole yeast cells[END_REF]. After incubation, the solution was cooled on ice for 5 minutes, and the amount of glucose generated from glycogen was determined using the Glucose RTU TM method (BioMérieux SA, Craponne, France) adapted to a 96-well microplate format: in each well, 25 µL of sample was incubated with 250 µL of RTU TM for 20 min at room temperature. The absorbance was determined at 505 nm. The amount of glucose was calculated from a standard curve containing pure glucose as a standard treated within the same conditions.

All assays were run in triplicate. The final sample size was 18 bees per treatment, behavioural caste and time point.

Statistics

All statistics were run using statistical software R version 3.0.2 (R Development Core Team., 2013). The effect of treatment on the survival rate was analysed using a Chi 2 test. In order to account for pseudo-replication, gene expression, endothermic performance and stored glycogen were analysed using a repeated measures ANOVA followed by post-hoc comparison applying the Holm correction with the 'lsmeans' function (R lsmeans package; [START_REF] Lenth | Least-Squares Means: The {R} Package {lsmeans}[END_REF]. The behavioural caste, treatment and time points (only for endothermic performance) were analysed as fixed factors while the sampling day and colony were analysed as random factors.

RESULTS

Stress effect on survival rate

All stress exposures were sublethal over 24 h since the survival rates did not differ between stress-exposed and control bees, regardless of the task specialisation (Chi 2 tests, all P > 0.21).

The survival rates ranged from 83 to 100 % (n total= 900 bees).

Stress effect on behavioural maturation-related physiology

We first quantified the expression levels of vitellogenin and juvenile hormone esterase genes Regarding pesticide exposure, we first verified that the solvent acetone did not influence vg and jhe expression levels (control vs. acetone-treated bees: P > 0.28 for both genes and all behavioural castes). Hence, this allowed us to use acetone-treated bees as controls for pesticide treatment. Exposure to pesticides did not alter the expression of these two behavioural maturation-related genes. Regardless of task specialisation, the expression levels of vg and jhe 

(

Stress effect on metabolism

Endothermic performance

The endothermic performance did not differ according to task specialisation (P > 0.31;

Figure . In addition, it remained unchanged following immune or heat challenges (P > 0.20). However, the endothermic performance of bees decreased over time (24 vs 96 h: P = 0.033), regardless of whether bees were exposed to a stress. 

Glycogen level

The glycogen levels in the head/thorax did not change according to task specialisation or stress exposure (P = 0.55 and P = 0.91, respectively; Figure II-6A). Similarly, the abdomen glycogen level did not differ between behavioural castes (P = 0. 14; Figure II-6B) but significantly decreased upon stress exposure (P = 0.034). When looking at each stressor separately, the stress effect disappeared, likely due to the smaller sample size. If the heat challenge did not affect abdomen glycogen levels (P = 0.81), the comparison between immune stress and control showed a p-value closed to the significance level (P = 0.055).

Relative amounts of stored glycogen in head/thorax (A) and abdomens (B) are displayed for stressed and control bees belonging to different behavioural castes (n = 18 bees per group). Head/thorax glycogen levels remained stable (P = 0.91), but abdomen levels significantly decreased upon stress exposure (overall P = 0.034; immune challenge: P = 0.055; heat challenge: P = 0.81). Boxes show 1 st and 3 rd interquartile range, with line denoting median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which each outlier is represented by a circle.

Gene expression level of the adipokinetic hormone receptor

A significant effect of behavioural caste on akhr gene level was found in the heat experiment (P = 0.004) but not in the immune experiment (P = 0.13). Most importantly, immune and heat challenges both induced a significant drop in the expression level of akhr (P = 0.010 and P = 0.013, respectively; Figures . No significant difference between control and stressed bees within the same behavioural caste could be found (P > 0.14). 

DISCUSSION

With the growing impact of human activities on the environment, diverse and frequent sources of stress have been recently added to the environmental pressures encountered by honeybees during their evolution. Here, we showed that honeybees have developed quick responses to ecologically relevant stressors (heat and immune challenge), which may represent physiological adaptations. However, such stress-induced changes related to division of labour tended to entail a reduction of energetic metabolism. Conversely, when submitted to recently appearing chemical stressors such as fipronil and deltamethrin, we found no activation of such responses in our conditions (at the chosen doses and time points).

Bees exhibited a clear response to an immune or heat challenge, as shown by the respective decrease and increase in both vg and jhe gene expression levels. Since both genes are involved in the regulation of task specialisation, with a low gene expression in foragers (Robinson, 1987), it seems that immune-challenged bees tend to express a more forager-like profile, while heated bees tend to express a nurse-like profile. Contrary to our finding, Salmela et al. ( 2016) described an increase of vg expression level 18 h after a needle prick in bees that had been cold anaesthetized beforehand. However, our study confirmed the results of [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF] who found a decrease in vg expression 8 days after a needle prick in colony-reared bees. Our results

were consistent in each behavioural caste and support the idea that bees display responses to adverse stimuli that are adaptive at the colony level. On the one hand, an early shift to foraging tasks of immune-challenged bees is believed to reflect a social response: by minimising in-hive contacts between infected workers and extremely important nestmates such as larvae and the queen, this shift likely reduces the risk of disease transmission within the colony [START_REF] Cremer | Social Immunity[END_REF][START_REF] Wilson-Rich | Genetic, individual, and group facilitation of disease resistance in insect societies[END_REF]. On the other hand, while adult bees are rather eurytherm (i.e., can support a wide range of temperatures), the brood is stenotherm (i.e., only able to survive and develop within a narrow temperature range: 33-36°C) [START_REF] Seeley | Honeybee Ecology, A Study of Adaptation in Social Life[END_REF] and is therefore strongly dependent on nest thermoregulation. Thus, exposure to 37°C likely stimulates the bees to perform thermoregulation. In such a situation, foragers might be recruited for fanning, and this behavioural shift might be accompanied by physiological changes leading to a more nurselike profile following the heat stress.

It is also of note that the amplitude and robustness of responses were stronger to heat stress than to the immune challenge. This may simply reflect a lower intensity of the immune challenge since the bees were not directly exposed to pathogens. However, other than the thermoregulation hypothesis, we cannot exclude a protective response against heat and the consecutive increase in oxidative damage [START_REF] Ju | Anaerobic respiration and antioxidant responses of Corythucha ciliata (Say) adults to heat-induced oxidative stress under laboratory and field conditions[END_REF][START_REF] Lopez-Martinez | High resistance to oxidative damage in the Antarctic midge Belgica antarctica, and developmentally linked expression of genes encoding superoxide dismutase, catalase and heat shock proteins[END_REF] via the production of antioxidants such as Vg [START_REF] Seehuus | Reproductive protein protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress[END_REF]. Indeed, vg levels increased, although bees were not in presence of the brood and needed to thermoregulate.

Since the division of labour is tightly regulated through complex physiological, hormonal and neuronal changes [START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF], task specialisation is associated with different degrees of reactivity and/or resistance to different stresses (e.g., oxidative, immune, starvation) [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF][START_REF] Münch | Ageing in a eusocial insect: Molecular and physiological characteristics of life span plasticity in the honey bee[END_REF][START_REF] Speth | Aging-and task-related resilience decline is linked to food responsiveness in highly social honey bees[END_REF]. Nevertheless, physiological stress responses as measured by vg and jhe expression levels did not change according to task specialisation; rather, all behavioural castes showed a similar trend of response to a given stress. Heat challenge led to increased gene expression levels that reached significance in nurse bees, while decreased gene expression followed the immune challenge, including foragers. This result suggests that, despite variability in basal expression levels, bees of all behavioural castes maintain their ability to respond, even if they already exhibit the behavioural profile adapted to the response (forager and nurse for the immune and heat challenges, respectively). Yet, this situation is not inconsistent with possible differences in sensitivity to the stressors used here; to test this would require exposing bees to different stress intensities and determining whether response thresholds differ.

While Vg and JHE regulation is likely to be part of an adapted response resulting from natural selection [START_REF] Münch | Ageing in a eusocial insect: Molecular and physiological characteristics of life span plasticity in the honey bee[END_REF][START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF], we explored the possibility that it might be used by bees to respond to pesticides, which are much more evolutionarily recent stressors. It is already well known that sublethal doses of fipronil and deltamethrin have detrimental effects on individual honeybees, as shown by evidence of impaired learning and memory processes [START_REF] Aliouane | Subchronic Exposure of Honeybees To Sublethal Doses of Pesticides: Effects on Behavior[END_REF][START_REF] Decourtye | Comparative sublethal toxicity of nine pesticides on olfactory learning performances of the honeybee Apis mellifera[END_REF][START_REF] Vandame | Alteration of the homing-flight in the honey bee Apis mellifera L. exposed to sublethal dose of deltamethrin[END_REF]. However, whether they can affect task specialisation, the possible consequences of colony demography remain to be investigated. In our study, honeybees acutely exposed to either pesticide did not respond at the molecular level (regardless of dose exposure). However, the induction of precocious foraging of intoxicated bees through increased vg/jhe expression levels might have been an adapted response at the colony level, as it would place a limit on pesticide propagation within the hive, as for a pathogen. Still, such a response might be observed following chronic exposure, but in such conditions the reported effects are contradictory. At the molecular level, the neonicotinoid imidacloprid either promotes [START_REF] Christen | The concepts of stress and stress system disorders: Overview of physical and behavioral homeostasis[END_REF] or inhibits [START_REF] Abbo | Effects of Imidacloprid and Varroa destructor on survival and health of European honey bees, Apis mellifera[END_REF] vg expression.

At the behavioural level, MacKenzie and Winston (1989aWinston ( , 1989b) ) found no impact, or inconsistent ones, of exposure to several pesticides on the age of first foraging flights. Thus, no clear conclusion emerges from these studies. It remains possible that the effects are pesticide and/or time-specific, but a more likely explanation is that bees have not been confronted with these new stressors for enough time to evolve adapted responses such as those triggered by ecologically-relevant stressors.

According to the GAS paradigm [START_REF] Selye | Stress and the General Adaptation Syndrome[END_REF], the mobilisation of energy reserves plays an important role in the acute stress response, including in insects [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF][START_REF] Johnson | Stressed-out insects: Hormonal actions and behavioral modifications[END_REF]. Thus, we assessed potential changes in several indicators of bee metabolism upon stress exposure, notably the levels of glycogen, the main glucose storage form. The glycogen level in the head/thorax was not affected by stress exposure. Similarly, endothermic performance (the result of heat production by flight muscles in the thorax) did not differ between bees exposed or not exposed to a stress, even though it declined over time. Altogether, these results suggest that if there is a mobilisation of energy reserves upon stress exposure, it

does not occur at the thorax level. This may be because bees have limited amounts of glycogen in their flight muscles [START_REF] Neukirch | Dependence of the life span of the honeybee (Apis mellifica) upon flight performance and energy consumption[END_REF][START_REF] Panzenböck | Glycogen in honeybee queens, workers and drones (Apis mellifera carnica Pollm.)[END_REF]. However, stress treatments significantly altered the glycogen level in the bee abdomen, likely due to immune challenge (P = 0.055). This result could be explained by the fact that mounting an immune response often implies a direct cost, as evidenced by a rise of up to 28 % of the metabolic rate in different insect species [START_REF] Ardia | Costs of immunity in insects: An induced immune response increases metabolic rate and decreases antimicrobial activity[END_REF][START_REF] Freitak | Immune response is energetically costly in white cabbage butterfly pupae[END_REF] and the abdomen being a central place for immune response [START_REF] Buchon | Immunity in Drosophila melanogasterfrom microbial recognition to whole-organism physiology[END_REF]. However, heat challenge did not modify the abdomen glycogen level. It is possible that heated bees underwent rapid changes that would have gone undetected if the initial glycogen levels had been recovered by the time we performed measurements (96 h post-exposure). Another possibility is that the bees did not use this storage form to face stress exposure. Indeed, they might instead rely on gut and haemolymph carbohydrate supplies when facing a rapid energy-increasing demand [START_REF] Blatt | Haemolymph sugar levels in foraging honeybees (Apis mellifera carnica): dependence on metabolic rate and in vivo measurement of maximal rates of trehalose synthesis[END_REF].

In addition, metabolic activity can be regulated by increasing energy catabolism under the control of the AKH neuropeptide [START_REF] Arrese | Insect fat body: energy, metabolism, and regulation[END_REF], and this is likely to be involved in a general stress response in insects [START_REF] Even | General Stress Responses in the Honey Bee[END_REF]. If the role of AKH in the regulation of glycogen and lipid mobilisation seems less obvious in honeybees [START_REF] Lorenz | Hypertrehalosaemic peptides in the honeybee (Apis mellifera): Purification, identification and function[END_REF][START_REF] Mayack | Nosema ceranae alters a highly conserved hormonal stress pathway in honeybees[END_REF][START_REF] Veenstra | Allatotropin, leucokinin and AKH in honey bees and other Hymenoptera[END_REF][START_REF] Woodring | Identification and function of the hypotrehalosaemic hormone (Mas-AKH) in workers, drones and queens of Apis mellifera ligustica and A. m. carnica[END_REF], interestingly, our results show a significant downregulation of the akhr expression upon both stress exposures (immune and heat). Such akhr down regulation might reflect a decrease in carbohydrate mobilisation in stressed bees. Indeed, [START_REF] Wang | Gustatory perception and fat body energy metabolism are jointly affected by vitellogenin and juvenile hormone in honey bees[END_REF] observed an increase of akhr expression in response to a double knockdown of the genes encoding for vitellogenin and for a putative JH receptor (ultraspiracle). The double knockdown phenotype was notably associated to an elevated starvation susceptibility and haemolymph carbohydrate levels, but not to changes in fat body lipid stores. Furthermore, [START_REF] Wang | Gustatory perception and fat body energy metabolism are jointly affected by vitellogenin and juvenile hormone in honey bees[END_REF] suggested that fat body akhr expression could be regulated by the Vg/JH module. However in our study, while akhr levels decreased upon immune stress, like those of vg and jhe, it also decreased significantly upon heat challenge, contrary to vg and jhe. This difference highlights the complexity of AKHR regulation [START_REF] Wang | Gustatory perception and fat body energy metabolism are jointly affected by vitellogenin and juvenile hormone in honey bees[END_REF], and suggests that the common trend in changes of akhr expression level upon stress exposure is the result of multiple regulatory processes, some of which probably downstream of Vg/JH, rather than the direct consequence of the stressors.

The theory of a dynamic energy budget (DEB), which aims to identify the strategy of energy allocation, indicates that environmental stressors can strongly affect the energy balance of an organism [START_REF] Kooijman | Dynamic Energy Budget theory for metabolic organisation[END_REF]. Our results point toward a similar trend with a minor reduction of glycogen level (immune stress) and akhr expression level. The consequences on bees are not yet known, but previous results have shown that immune-challenged honeybees (needle prick) tend to have a limited flight activity [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF].

Overall, our findings indicate that honeybees can exhibit a rapid and remarkable physiological plasticity, at the individual level, for adapting to ecologically relevant stressors. If bee responses are likely tuned to maintain the colony homeostasis but also contribute to its resilience, then they tend to include a decrease in metabolic activity. Future studies on longer timescales will help to produce a better understanding of whether such stress responses actually entail costs that may impact the performance and/or survival of bees. 

II.2. Données complémentaires sur le stress social

Stress social

Le stress social a été provoqué par isolement total dès la capture sur le terrain des nourrices, gardiennes ou butineuses. Chaque abeille a été placée individuellement dans une cagette plastique (10.5 x 7.5 x 11.5 cm). Ainsi les abeilles ont été privées de tout contact avec des congénères au contraire des abeilles contrôles réunies en groupes de 20 abeilles (5 abeilles suivies + 15 accompagnatrices). Elles ont été placées dans les mêmes conditions, à 30°C. La taille de l'échantillon a été de 18 abeilles par traitement et caste comportementale, pour chaque variable testée.

RESULTATS

Effet du stress sur le taux de survie

Aucun effet de l'isolement social n'a été observé sur les taux de survie sur 24 heures, quel que soit la caste comportementale (Chi 2 tests, tous les P > 0.61), avec une variation comprise entre

Effet de l'isolement sur la physiologie liée au développement comportemental

Une différence significative dans l'expression des gènes codant pour la vitellogénine et 

DISCUSSION

Un effet négatif de l'isolement social sur la survie des individus a déjà été rapporté lors d'expérimentations en laboratoire chez les fourmis [START_REF] Boulay | Social isolation in ants: evidence of its impact on survivorship and behavior in Camponotus fellah (Hymenoptera, Formicidae)[END_REF][START_REF] Koto | Social isolation causes mortality by disrupting energy homeostasis in ants[END_REF] et les abeilles [START_REF] Arnold | Les variations annuelles dans l'effet de groupe chez l'abeille et l'origine de la mort précoce des isolées[END_REF][START_REF] Sitbon | L'effet de groupe et la mortalité des abeilles d'hiver et d'été, isolées et groupées[END_REF]. De plus, chez les fourmis il a été montré que les individus en isolement augmentent leur activité locomotrice créant ainsi un déséquilibre énergétique pouvant impacter le vieillissement et la survie de ces individus [START_REF] Koto | Social isolation causes mortality by disrupting energy homeostasis in ants[END_REF] Chez les mammifères le système dopaminergique assure la motivation pour la recherche de 'nouveauté', ainsi que la perception d'une récompense [START_REF] Wise | Dopamine, learning and motivation[END_REF]. Il a été supposé que l'octopamine (OA), dans un contexte social, avait un rôle analogue dans le cerveau des insectes [START_REF] Barron | Octopamine modulates honey bee dance behavior[END_REF]. Chez les fourmis, en plus des modifications au niveau du métabolisme, un isolement social induit une modification des niveaux d'amines biogènes dans le cerveau, avec une diminution de l'OA (Wada-Katsumata et al., 2011) alors qu'elle permet de réduire les effets d'une privation sociale chez cette espèce [START_REF] Boulay | Octopamine reverses the isolation-induced increase in trophallaxis in the carpenter ant Camponotus fellah[END_REF]. En effet, à la suite d'un isolement social les fourmis s'engagent dans de nombreuses interactions, lors de la remise en contact avec des congénères, afin de restaurer les liens sociaux. Les fourmis préalablement traitées avec de l'OA n'effectuent pas ces comportements ce qui signifie que l'OA compense les effets liés à l'isolement [START_REF] Boulay | Octopamine reverses the isolation-induced increase in trophallaxis in the carpenter ant Camponotus fellah[END_REF]. Sur la base de nos résultats sur le métabolisme, il semblerait qu'il existe des similitudes entre l'effet du stress social chez la fourmi et l'abeille, ainsi un effet similaire de l'OA pourrait être attendu chez l'abeille.

Cette étude montre donc que l'isolement social représente un stress chez l'abeille qui va augmenter son activité locomotrice et son métabolisme avec pour conséquence potentielle une réduction de sa survie. Mais cela démontre surtout que les interactions sociales sont devenues au cours de l'évolution de la socialité un paramètre important de régulation de l'homéostasie physiologique des abeilles.

III. Impacts de stress biotiques et abiotiques sur le métabolome des émergentes

L'exposition au stress entraîne généralement chez les organismes des changements physiologiques et comportementaux conduisant à un nouvel équilibre des métabolites (Fiehn, 2002). Les métabolites (sucres, acides aminés, acides gras, etc.) sont impliqués dans de nombreux processus biologiques, ainsi la détermination de l'évolution des métabolites en réponse à un stimulus représente une étape importante dans la compréhension de la réponse au stress. La métabolomique a d'abord été utilisée dans le cadre d'analyses en toxicologie chez les mammifères à partir de fluides biologiques comme l'urine ou le sang [START_REF] Lindon | Metabonomics: metabolic processes studied by NMR spectroscopy of biofluids[END_REF]. Chez l'insecte, l'hémolymphe a sensiblement les mêmes caractéristiques que le sang, elle est donc impliquée dans le transport d'hormones, nutriments, énergie et métabolites [START_REF] Banno | The silkworm-an attractive BioResource supplied by Japan[END_REF][START_REF] Hou | Comparative analysis of proteome maps of silkworm hemolymph during different developmental stages[END_REF]. L'approche métabolomique peut ainsi être appliquée à l'insecte, ce qui semble d'autant plus important pour des espèces bio-indicatrices de la qualité de l'environnement comme l'abeille.

Un profil métabolique spécifique des abeilles exposées au parasite Nosema ceranae a été déterminé précédemment par chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse [START_REF] Aliferis | Gas chromatography-mass spectrometry metabolite profiling of worker honey bee (Apis mellifera L.) hemolymph for the study of Nosema ceranae infection[END_REF]. Cette étude a permis de confirmer, à l'image de ce qui avait déjà été montré chez d'autres insectes, que la métabolomique était une méthode fiable pour déterminer le profil des abeilles saines ou malades. Cette approche peut donc s'avérer précieuse pour mieux comprendre les réponses des organismes à différents stimuli.

Dans l'article 1, présenté dans ce chapitre, j'ai montré que l'exposition à un stress immunitaire ou thermique a tendance à diminuer le métabolisme énergétique. Afin d'aller plus loin sur l'étude des modifications physiologiques induites par le stress, j'ai développé une étude de métabolomique pour identifier les métabolites présents dans l'hémolymphe des abeilles et déterminer si leurs niveaux sont affectés par le stress. Pour cela des abeilles émergentes ont été exposées à différentes sources de stress comme précédemment (social, immunitaire ou thermique). 

MATERIEL ET METHODES

Statistiques

Les statistiques post-analyses métabolomiques ont été réalisées avec le logiciel de statistique R version 3.2.1. (R Devlopment Core Team. 2015).

Probabilité de survie

Les différences de probabilités de survie entre les traitements ont été analysées par le test de Kaplan-Meier (fonction 'surfit' du package 'survival' de R) [START_REF] Therneau | Package "survival[END_REF]. Le seuil de significativité a été placé à P < 0,05.

Consommation de pollen et solution sucrée

Pour analyser la différence de consommation de pollen et de sucre, le jeu de données a été divisé en deux parties, une avant l'exposition au stress (jusqu'au jour 3), donc quand les abeilles 

RESULTATS

Probabilité de survie

La probabilité de survie des abeilles exposées à un stress immunitaire a été significativement plus faible que dans les autres groupes (P < 0,001 ; Figure . La probabilité de survie du groupe contrôle a été significativement plus élevée que dans les groupes stressés (P < 0,001). La probabilité de survie n'a pas été différente entre les abeilles exposées à une hyperthermie ou à un stress social (P = 0,43). À 7 jours, à la fin de l'expérimentation, la probabilité de survie est restée supérieure à 70 % quel que soit le groupe.

Les données montrent la survie des abeilles contrôles (noir) ou exposées à un stress immunitaire (rouge), social (vert) ou thermique (jaune). Les catégories identifiées par différentes lettres sont significativement différentes (Kaplan-Meier).

Consommation de pollen et solution sucrée

Aucune différence significative dans la consommation de pollen n'a été observé entre les groupes avant exposition au stress (P = 0,52). La moyenne de la consommation de pollen par abeille, sur les trois premiers jours de l'expérimentation, quand les abeilles étaient placées dans les mêmes conditions, a été de 6,61 ± 0,1 mg. La consommation de pollen a été impacté par l'interaction entre le traitement et le jour (P < 0.001), ce qui est particulièrement visible aux sont des précurseurs de plusieurs hormones de stress (octopamine, dopamine) chez l'insecte [START_REF] Hirashima | Biogenic amines in Drosophila virilis under stress conditions[END_REF][START_REF] Sukhanova | Tyrosine Decarboxylase and dopa decarboxylase in Drosophila virilis under normal conditions and heat stress: Genetic and physiological aspects[END_REF], il peut donc paraître surprenant de ne pas les retrouver dans notre étude. Cela peut être dû à une limitation de la méthode dans la détection de métabolites dans l'hémolymphe ou tout simplement que les changements ont lieu dans des fenêtres de temps plus courtes ou plus longues que celles étudiées. Le rôle de la phosphorylcholine et de la glycerylphosphorylcholine dans la réponse au stress n'est pas connu chez l'abeille mais il semblerait que ces métabolites peuvent avoir une fonction antiinflammatoire chez les mammifères [START_REF] Tőkés | Protective effects of L-alpha-glycerylphosphorylcholine on ischaemia-reperfusion-induced inflammatory reactions[END_REF]. La L-lysine, quant à elle, aurait un effet protecteur contre l'anxiété chez le rat (Smriga and Torii, 2003a), probablement de par son effet antagoniste sur les récepteurs à la sérotonine (Smriga and Torii, 2003b). Il est ainsi intéressant de la voir à des niveaux élevés à 96 h. chez les abeilles soumises à un stress social et immunitaire.
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Chez les abeilles en hyperthermie, une augmentation du taux de sucre dans l'hémolymphe a été observée à 48 h. alors que ces abeilles ont consommé moins de sucre. Cette augmentation des sucres ne serait donc pas due à un apport plus important en sucres dans l'organisme. Cela pourrait ainsi résulter d'une dégradation plus importante du glycogène, principale source de carbohydrates chez les abeilles, ce qui peut laisser supposer un rôle protecteur des sucres. Ce résultat est en effet cohérent avec une précédente étude sur l'effet du stress thermique chez la drosophile [START_REF] Malmendal | Metabolomic profiling of heat stress: hardening and recovery of homeostasis in Drosophila[END_REF]. De plus, le tréhalose est connu pour jouer un rôle dans la protection de l'intégrité des protéines et des membranes lors de l'exposition à différents stress comme la dessiccation, l'hyper ou l'hypothermie chez les invertébrés [START_REF] Chen | Role of trehalose phosphate synthase and trehalose during hypoxia: from flies to mammals[END_REF][START_REF] Newman | The role of trehalose and other carbohidrates in biopreservation[END_REF]. Le même effet a été observé pour le stress immunitaire et donc nous pouvons aussi avancer un rôle protecteur des sucres contre des modifications du métabolisme.

Aucun changement n'a été observé à 48 h. pour le stress social.

En revanche, une inversion du profil métabolique, à 96 h., a été observé lors d'un stress immunitaire. Ce résultat est cohérent avec ma première étude (article 1) qui montre une tendance à la diminution du glycogène stocké chez les abeilles adultes soumises à un stress. La diminution des sucres à 96 heures peut être interprétée comme un manque de substrat et un épuisement des abeilles. Le stress social étant apparemment moins intense pour les abeilles (pas de diminution de consommation de sucre), l'augmentation des taux de sucres à 96 h. peut être le reflet d'une réponse ou d'un impact plus tardif par rapport au stress immunitaire.

Si cette étude n'a pas permis de mettre en évidence de métabolites spécifiques à chaque stress, le stress thermique semble tout de même avoir un impact sur la composition en métabolites de l'hémolymphe, avec l'augmentation des sucres. Cela est cohérent avec les résultats de l'article 1, où sur la base de la physiologie, un effet prépondérant du stress thermique avait été mis en évidence. Par conséquent, l'approche métabolomique semble être un outil complémentaire prometteur pour mieux identifier les réponses ou l'impact de stress chez les abeilles. Toutefois il apparaît clairement que ces modifications sont très dynamiques au cours du temps et que ce paramètre devra être pris en compte dans les futures études du stress au niveau physiologique.

IV. Conclusion

Dans ce chapitre les réponses des différentes castes comportementales suite à l'exposition à un stress xénobiotique, immunitaire, social ou thermique ont été caractérisées. 

I. Avant-propos

Dans le chapitre précédent nous avons vu qu'un stress immunitaire simple peut avoir un impact sur la physiologie des abeilles mais également sur leur métabolisme énergétique.

À l'échelle de l'individu la présence d'un pathogène impact les réserves nutritionnelles des abeilles [START_REF] Mayack | Energetic stress in the honeybee Apis mellifera from Nosema ceranae infection[END_REF]. Ce coût énergétique peut induire une modification du comportement et un épuisement des individus parasités. Dans le cas d'une infection parasitaire, les modifications du comportement peuvent être attribuées directement au parasite comme un résultat de la manipulation de son hôte pour assurer sa transmission [START_REF] Adamo | The strings of the puppet master: how parasites change host behavior[END_REF][START_REF] Biron | Host-parasite molecular cross-talk during the manipulative process of a host by its parasite[END_REF]. Dans les groupes sociaux, ces modifications du comportement peuvent également être assimilées à une adaptation de l'hôte pour de limiter les contacts entre individus et donc la transmission des maladies [START_REF] Cremer | Social Immunity[END_REF].

Une stimulation du système immunitaire due à la présence d'un pathogène tel que Nosema ou par une piqûre sans inoculation de pathogènes peuvent avoir des répercussions similaires sur les individus, comme une induction précoce de l'activité de butinage [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Dussaubat | Flight behavior and pheromone changes associated to Nosema ceranae infection of honey bee workers (Apis mellifera) in field conditions[END_REF][START_REF] Wang | The Division of Labor and Queen Attendance Behavior of Nosema-Infected Worker Honey Bees1, 2[END_REF]. En outre, un stress immunitaire nonpathogénique peut également modifier les interactions sociales dans les colonies d'abeilles [START_REF] Richard | Effects of immunostimulation on social behavior, chemical communication and genome-wide gene expression in honey bee workers (Apis mellifera)[END_REF][START_REF] Richard | Modulation of social interactions by immune stimulation in honey bee, Apis mellifera, workers[END_REF]. L'ensemble de ces résultats suggère un effet négatif sur la colonie, que ce soit au niveau organisationnel ou au niveau énergétique et donc in fine sur l'homéostasie globale de la colonie.

L'objectif principal dans ce chapitre est de déterminer si les modifications physiologiques induites par un stress immunitaire ont des répercussions sur le comportement des abeilles.

Sur la base des connaissances exposées en introduction et des résultats du chapitre II, il est possible de faire 2 hypothèses.

L'augmentation des dépenses énergétiques, liée au stress immunitaire :

-a un impact négatif sur les capacités de vol des butineuses Ces différentes méthodes permettent de réaliser des études variées, comme le suivi des vols de fécondation dans le cas de marquage de reines [START_REF] Heidinger | Observation of the mating behavior of honey bee (Apis mellifera L.) queens using radio-frequency identification (RFID): Factors influencing the duration and frequency of nuptial flights[END_REF], ou du comportement de butinage pour les ouvrières avec l'enregistrement des temps et de nombre de vol pendant toute leur vie (e.g. [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Perry | Rapid behavioral maturation accelerates failure of stressed honey bee colonies[END_REF]. De manière générale, le sens du passage à l'entrée de la ruche est enregistré soit i) par la succession de deux zones de lecture permettant Nest drifting is often observed in honeybees (Apis mellifera) and can be detrimental to neighbouring colonies because it has the potential to increase disease transmission. However, the characteristics of drifting behaviour over a honeybee's lifetime and the influence of parasitism on this phenomenon have been insufficiently investigated. Using optical bee counters, we tracked the drifting behaviour of workers that were either infected with the parasite Nosema ceranae or uninfected. Approximately 10% of the tracked bees drifted into a foreign colony. The drifting prevalence was influenced by the colony's location in space but not by N. ceranae parasitism. However, the number and duration of drifts changed over the lifetime of the bees and the season, and parasitism had an effect on drifters, with Nosema-infected bees performing more but shorter drifts. This phenomenon was more pronounced in old bees (+62% and -15% for the number and duration of drifts, respectively) and could potentially be explained by the energetic stress induced by the parasite. In conclusion, combining a detailed analysis of drifting behaviour with the actual risk of newly established disease in colonies will benefit our knowledge of bee epidemiology.

In social insects, individuals usually live in relatively closed societies to ensure that altruistic behaviours are directed towards related nestmates [START_REF] Wilson | The insect societies[END_REF]). However, drifting behaviour, described as the movement of individuals from their own nest to another, sometimes occurs either as a reproductive strategy or as an accidental phenomenon. On one hand, nest drifting in some eusocial insect species has been shown to represent an alternative reproductive strategy to maximise the drifter's fitness either by contributing to brood raising in several related nests or by directly laying eggs in foreign nests [START_REF] Neumann | The behaviour of drifted Cape honeybee workers (Apis mellifera capensis): predisposition for social parasitism?[END_REF][START_REF] Lopez-Vaamonde | Social parasitism by male-producing reproductive workers in a eusocial insect[END_REF][START_REF] Nanork | Entomology: Asian honeybees parasitize the future dead[END_REF][START_REF] Nanork | Social parasitism by workers in queenless and queenright Apis cerana colonies[END_REF][START_REF] Sumner | Radio-Tagging Technology Reveals Extreme Nest-Drifting Behavior in a Eusocial Insect[END_REF][START_REF] Chapman | Worker reproductive parasitism and drift in the western honeybee Apis mellifera[END_REF][START_REF] Takahashi | Male production by non-natal workers in the bumblebee, Bombus deuteronymus (Hymenoptera: Apidae)[END_REF][START_REF] Blacher | Drifting behaviour as an alternative reproductive strategy for social insect workers[END_REF][START_REF] O'connor | Worker drift and egg dumping by queens in wild Bombus terrestris colonies[END_REF][START_REF] Zanette | Bumble bee workers drift to conspecific nests at field scales[END_REF]). On the other hand, nest drifting can be an accidental phenomenon that is not deliberate but instead is the consequence of orientation errors during orientation or foraging flights, as frequently found in the honeybee, Apis mellifera [START_REF] Free | The drifting of honey-bees[END_REF][START_REF] Pfeiffer | Drifting of honeybees[END_REF][START_REF] Neumann | Colony evaluation is not affected by drifting of drone and worker honeybees (Apis mellifera L.) at a performance testing apiary[END_REF].

In the honeybee, nest drifting is believed to be involved in disease transmission between colonies [START_REF] Neumann | Colony evaluation is not affected by drifting of drone and worker honeybees (Apis mellifera L.) at a performance testing apiary[END_REF][START_REF] Kralj | Parasitic Varroa destructor mites influence flight duration and homing ability of infested Apis mellifera foragers[END_REF][START_REF] Aubert | Virology and the honey bee[END_REF][START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF].

This phenomenon might increase disease transmission risk within apiaries, where the density is high compared to the density found in feral honeybee populations. The occurrence of drifting is often attributed to beekeeping practices (proximity and similarity of hives) as well as a lack of landmarks [START_REF] Free | The drifting of honey-bees[END_REF][START_REF] Southwick | Effects of Horizon Landmarks on Homing Success in Honey Bees[END_REF] and has been reported to vary depending on the season, hive characteristics and bee species [START_REF] Duranville | Dérive des butineuses et réinfestation des colonies d'abeilles par Varroa jacobsoni[END_REF][START_REF] Pfeiffer | Drifting of honeybees[END_REF][START_REF] Neumann | Colony evaluation is not affected by drifting of drone and worker honeybees (Apis mellifera L.) at a performance testing apiary[END_REF][START_REF] Paar | Drifting of workers in nest aggregations of the giant honeybee Apis dorsata[END_REF][START_REF] Neumann | The behaviour of drifted Cape honeybee workers (Apis mellifera capensis): predisposition for social parasitism?[END_REF][START_REF] Forfert | Parasites and Pathogens of the Honeybee (Apis mellifera) and Their Influence on Inter-Colonial Transmission[END_REF]. However, the role of parasites in drifting behaviour is not clear.

Because parasites can induce deficits in cognitive capacities and, as a consequence, affect homing ability [START_REF] Gegear | Bumble-bee foragers infected by a gut parasite have an impaired ability to utilize floral information[END_REF][START_REF] Iqbal | Virus infection causes specific learning deficits in honeybee foragers[END_REF][START_REF] Kralj | The parasitic mite Varroa destructor affects non-associative learning in honey bee foragers, Apis mellifera L[END_REF]), a higher occurrence of drifting is expected in infected bees. Nevertheless, Forfert et al. The aim of the present study was therefore to provide a detailed analysis of drifting behaviour in honeybees over their lifetime and to test whether infection with a parasite could affect the rate, number and duration of nest drifts. We used a monitoring tool (optical bee counter) that was recently developed in our lab to continuously and automatically track the movements of individual bees from a colony to another colony over an extended period of time [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF]. The influence of parasitism on drifting was determined by differentially infecting workers with the microsporidian Nosema ceranae. This parasite is transmitted by the oral route via trophallaxis or ingestion of contaminated comb material and food and develops in the epithelial cell layer of adult workers' midgut. N. ceranae can decrease the lifespan of bees [START_REF] Fries | Nosema ceranae in European honey bees (Apis mellifera)[END_REF][START_REF] Higes | Nosema ceranae in Europe: an emergent type C nosemosis[END_REF]) and affect their flight activity: infected bees exhibit reduced orientation and homing ability and perform longer foraging trips [START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF][START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Naug | Infected honeybee foragers incur a higher loss in efficiency than in the rate of energetic gain[END_REF][START_REF] Wolf | So near and yet so far: Harmonic radar reveals reduced homing ability of nosema infected honeybees[END_REF]. This parasite was first described in the Asian honeybee Apis cerana and has been found in samples of the European honeybee Apis mellifera since the 1990s (Chen et al. 2008). Although it is not known when this shift in host species occurred, N. ceranae is now highly prevalent in European honeybee colonies and exhibits a worldwide distribution [START_REF] Fries | Nosema ceranae in European honey bees (Apis mellifera)[END_REF][START_REF] Higes | Nosema ceranae in Europe: an emergent type C nosemosis[END_REF], suggesting great potential for transmission and epidemiological risk between colonies.

MATERIALS AND METHODS

Experimental setup

Experiments were conducted from April to June 2014 at the Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) in Avignon (France). We used colonies that were a mixture of the European subspecies typically used in the southeast of France for beekeeping, principally Apis mellifera mellifera.

We recorded the drifting behaviour of bees over their lifetime using 3 hives equipped with optical bee counters. The three hives were placed one metre apart, and one empty hive was placed on either end as a landmark. The day before experimentation, frames with closed brood (at the last pupae stage) were removed from 3 others colonies, placed individually in boxes and kept in an incubator (34°C and 70 % humidity) overnight. The following day, newly emerged bees were collected and mixed to reduce potential colony effects. Half of the bees were artificially infected with Nosema ceranae to test the influence of parasitism on drifting behaviour (see below). Each bee was marked with a 3-mm wide tag number printed on laminated paper and glued (Sader ®) onto the thorax. The colour of the tags was specific to each colony (red, blue, and green). For each colony and replicate, the drifting behaviour of 50 control bees not infected with Nosema and 50 Nosema-infected bees was recorded for 35 consecutive days. The study was performed simultaneously on the 3 hives and was repeated 3 times during the spring (in April, May and June) for a total of 450 control and 450 infected bees.

Nosema infection

Workers from Nosema-infected hives were collected to prepare a solution of fresh microsporidian spores. Spores were isolated as described by [START_REF] Higes | Experimental infection of Apis mellifera honeybees with Nosema ceranae (Microsporidia)[END_REF]. Briefly, pools of 10 abdomens were crushed in distilled water, and the suspension was filtered and centrifuged to collect the spores. The spore concentration was determined using a haemocytometer chamber. Following the procedure described in [START_REF] Alaux | Interactions between Nosema microspores and a neonicotinoid weaken honeybees (Apis mellifera)[END_REF], Nosema ceranae was identified by PCR analysis as the only species present in these bees.

Workers were individually infected on the day of their emergence by feeding with 2 µL of 50% sucrose solution containing 100,000 Nosema spores, a dose currently found in naturally infected bees [START_REF] Meana | The reliability of spore counts to diagnose Nosema ceranae infections in honey bees[END_REF]). To avoid the contamination of control bees, infected and control groups were placed separately in an incubator (34°C, 70 % relative humidity) for 5 hours, which is the time necessary to ingest the solution and to decrease the chance of having exchanges of crop content. The bees were subsequently introduced into the colonies.

To follow the Nosema proliferation, 50 additional emerging bees per treatment and colony were paint-marked on the thorax. They originated from the same colony sources than tracked bees, were introduced with tracked bees, and were collected 9 days after the infection to determine Nosema spore levels. Generally, at this age, bees still perform in-hive tasks, and the infection is almost fully developed in the gut [START_REF] Forsgren | Comparative virulence of Nosema ceranae and Nosema apis in individual European honey bees[END_REF].

Optical bee counter

To follow the individual flight activity of marked bees, we used the optical bee counters described in [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF]. Briefly, this monitoring technology is composed of a modified entrance with eight passages for bees, a camera at the entrance, a computer for image acquisition and software that processes the images and reports the in-and-out activity of bees at the hive entrance (patent number: IDDN.FR.001.140013.000.R.P.2013.000.31235, INRA, 2010).

For each detected bee, the software reports its ID (tag number and colour) and direction (whether it is going in or out of the hive), as well as the time of activity (day, hour, minute and second). These data are converted into readable EXCEL files. Each detection is combined with a picture, which allows for verification of the data in case an identification failure is indicated in the EXCEL files.

Drift characterization

In this study, a drift was recorded each time a bee entered a foreign hive, regardless of the time spent inside. Drifts from a foreign colony to another were also considered. Then, we determined the direction (origin and foreign colony), number and duration of drifts for each bee. The two colonies on the end of the row were defined as the edge colonies, and the central colony was defined as the inner colony. The influence of age on drifting behaviour was assayed by dividing the experimental period into three age groups: 1 to 10 days old (young bees), 11 to 20 days old (middle-age bees) and 21 to 35 days old (old bees). The impact of drifting on worker survival was also determined, and the rate of survival was calculated over 35 days using the day of the last record for a specific worker as the day of bee death.

Data analysis

All statistical analyses were performed using the statistical software R version 3.0.2 (R Development Core Team. 2013). The effects of colony position, trial (April, May or June) and treatment on drifting behaviour were analysed using Chi 2 tests. Whether all drifting bees settled in the host colony was also assessed using Chi 2 tests. Nosema spore levels at 9 days and the impact of treatment on the age of first drift were assessed using Wilcoxon test.

Pseudo-replication occurred in our datasets because i) the three colonies were sampled three times and ii) a given bee was followed during her lifetime and was able to perform several drifts.

Pseudo-replication can lead to erroneous conclusions, such as claiming that an effect of a treatment is real when it is not [START_REF] Hurlbert | Pseudoreplication and the design of ecological field experiments[END_REF]. To account for pseudo-replications in our experimental design, the influence of Nosema parasitism on drifting behaviour was analysed using mixed models. Models were compared using the small sample size-corrected Akaike's Information Criterion (AICc) [START_REF] Burnham | Multimodel Inference: Understanding AIC and BIC in Model Selection[END_REF]. As recommended by [START_REF] Burnham | Model Selection and Multi-Model Inference, a Practical Information-Theoretic Approach[END_REF], we considered that two nested models differing by less than 2 AICc points received identical support from the data. In such a situation, the model with fewer parameters was preferred. The probability of drifting for a bee (one drift or more vs no drift during its lifetime) was analysed by creating a general linear mixed model (glmer function of the lme4 R package) with a binomial distribution [START_REF] Bates | Package lme4: Linear mixed-effects models using Eigen and S4[END_REF]. Nosema infection, trial, and colony position were set as fixed explanatory variables, and colony number was set as the random explanatory variable. The coefficients of this model are the log of the odds-ratios. Variations in the number and duration of drifts per age-class were analysed using linear mixed models with a Gaussian error distribution (lmer function of the lmerTest package) [START_REF] Kuznetsova | Package "lmerTest". Tests for Random and Fixed Effects for Linear Mixed Effect Models (lmer Objects of lme4 Package)[END_REF].

Nosema infection, age class, colony position and trial were analysed as fixed factors, whereas bee identity and colony were analysed as random factors. The mean, standard error and confidence interval of each covariable were calculated with the 'predict' function (type = "response") for the first two and with the 'confint' function for the last.

Differences in survival probability between groups (drifting bees vs non-drifting bees and control vs Nosema) were determined using Kaplan-Meier analysis ("survfit" function of the R survival package) (Therneau and Lumley 2014). Statistical significance was set at P < 0.05.

RESULTS

Pathological analysis performed on 9-days-old bees showed that Nosema-infected bees had significantly more spores than control bees (control: 520,000 ± 799,249 spores per bee;

Nosema-infected bees: 7,575,556 ± 4,631,973 spores per bee, Wilcoxon; W = 1, n = 18, P < 0.001).

Drifting activity at the colony level

Of the 900 tracked bees, we obtained information from 839 bees, and 61 bees were never recorded, likely due to early death or loss of tag. In total, flight activity for 422 control and 417

Nosema-infected bees was detected at least once. Of these bees, 49 control and 35 parasitized bees performed drifting behaviour (Table III-1). On average, 9.97 ± 2.31% of bees drifted (11.56 ± 2.05 % of control bees and 8.37 ± 1.25 % of Nosema-infected bees). We recorded 1,038 drifts, 545 (52.5 %) performed by control bees and 493 (47.5 %) by parasitized bees.

The position of a colony had a major influence on drifting behaviour. The percentage of drifting bees was higher in the inner colony than the edge colonies: 65.3 and 65.7 % from the inner colony for control and parasitized bees, respectively (control: χ 2 = 23.31, P<0.001; parasitized:

χ 2 = 15.56, P < 0.001). When considering the total number of drifts, the direction of drift was also highly biased, with 65.7 and 70.6 % of drifts performed from the inner colony by the control and Nosema-infected bees, respectively (control: χ 2 = 282.63, P < 0.001; parasitized: χ 2 = 329.90, P < 0.001).

There was no effect of trial time on the percentage of drifting bees (Table III-1). The rate remained constant over the different trials (control: χ 2 = 1.15, P = 0.56 and parasitized: χ 2 = 0.57, P = 0.75). However, the number of drifts changed over the course of the experiment (control: χ 2 = 114.94, P < 0.001; parasitized: χ 2 = 6.93, P = 0.03). This change was especially pronounced for control bees, which performed almost 4 times more drifts in April (trial 1) and May (trial 2) than in June (trial 3). 

Drifting activity at the individual level

The percentage of drifting bees that settled in a foreign colony did not differ between the control (49 %) and Nosema-parasitized bees (57.1 %) (χ 2 = 0.27, P = 0.61). Amongst the bees that did not settle in a foreign colony, the percentage of bees that came back to their initial colony or disappeared was similar between treatments (32.7 % and 18.3 %, respectively, in the control groups, and 25.7 % and 17.2 % in Nosema groups; in both treatments: χ 2 = 0, P = 1). 72

Drifting probability

The probability of drifting was influenced by the colony position, but there was no effect of Nosema parasitism and trial (AICc model selection, Table III-2). Bees from the inner colony tended to drift 3.7 times more often than bees from edge colonies (Table III-3).

Nosema parasitism did not influence the onset age for drifting (Wilcoxon; W = 774, n = 84, P = 0.45). Control and Nosema-parasitized bees drifted for the first time when 10.1 ± 5.5 and 10.8 ± 5.1 days old, respectively. 

Drift duration over bee lifetime

The model with the lowest AICc was the model that underlined the significant effect of the trial and the age by treatment and age by colony position interactions on the duration of drifts (Tables III-2 and III-3). The total drift duration per bee was higher in the second trial (May: 5,686 minutes [5,461;5,912]) than in the first and third trials (April: 4,718 minutes [4,378;5,050]; June: 2,034.9 minutes [1,780; 2,289]). Overall, the time spent in a foreign colony was similar between parasitized and control bees ( 

DISCUSSION

For the first time, by recording the in-and-out activity of bees between colonies, we were able to characterize the drifting behaviour of workers, including percentage, number and duration of drifts, throughout their adult lifespan. We were able to test whether drifting behaviour is affected by Nosema parasitism. We found, like [START_REF] Forfert | Parasites and Pathogens of the Honeybee (Apis mellifera) and Their Influence on Inter-Colonial Transmission[END_REF], that Nosema parasitism did not modify the probability of drifting. However, Nosema-parasitized drifters performed more but shorter drifts compared to 'healthy' drifters.

Until now, the study of drifting behaviour in honeybees was limited to punctual observations at the colony level. The optical counter allowed us to follow the drifting dynamic between colonies throughout the life of bees and to record this phenomenon at both the colony and individual levels. At the colony level, our results showed that 9.97 ± 2.31 % of a specific cohort drifted to a foreign colony. This percentage is within the range of previously published data (1 to 18 %) generated via individual genotyping or behavioural observations in European, Asian and African honeybees [START_REF] Neumann | Colony evaluation is not affected by drifting of drone and worker honeybees (Apis mellifera L.) at a performance testing apiary[END_REF][START_REF] Paar | Drifting of workers in nest aggregations of the giant honeybee Apis dorsata[END_REF][START_REF] Neumann | The behaviour of drifted Cape honeybee workers (Apis mellifera capensis): predisposition for social parasitism?[END_REF][START_REF] Forfert | Parasites and Pathogens of the Honeybee (Apis mellifera) and Their Influence on Inter-Colonial Transmission[END_REF].

Colony position had a strong influence on drifting; bees drifted more from the inner colony to the edge colonies. This phenomenon is likely due to homogenous and similar landmarks around the inner colonies [START_REF] Jay | Drifting of honeybees in commercial apiaries. I. Effect of various environmental factor[END_REF][START_REF] Pfeiffer | Drifting of honeybees[END_REF][START_REF] Forfert | Parasites and Pathogens of the Honeybee (Apis mellifera) and Their Influence on Inter-Colonial Transmission[END_REF].

Drifting occurrence is generally attributed to orientation errors in honeybees, but the fact that "only" 10 % of bees drifted suggests that some bees are more prone to orientation errors than others and that this phenomenon doesn't occur randomly. For instance, it is well known that the tendency to perform some behavioural tasks in honeybees is influenced by their genetic and physiological backgrounds [START_REF] Robinson | Colony integration in honey bees: genetic, endocrine and social control of division of labor[END_REF]. This actually includes drifting since patrilines in honeybees can differ greatly in their tendency to drift [START_REF] Duong | Intra-patriline variability in the performance of the vibration signal and waggle dance in the honey bee, Apis mellifera[END_REF].

It is therefore possible that some patrilines exhibit poorer orientation abilities as compared to other ones. Determining the actual behaviour of drifting bees in their new host colony and their physiological background as done in bumblebees and wasps [START_REF] Sumner | Radio-Tagging Technology Reveals Extreme Nest-Drifting Behavior in a Eusocial Insect[END_REF][START_REF] Blacher | Drifting behaviour as an alternative reproductive strategy for social insect workers[END_REF]) would also help to better understand this drifting occurrence: e.g. do drifting bees still perform task activity or are inactive?

We found a seasonal effect on the drifting intensity at the colony level, with control bees performing more drifts during trials 1 and 2 (April-May) than in the trial 3 (June) (Table I).

Drifting behaviour is a consequence of orientation errors and also depends on the acceptancelevel of the new host colony. Because the experimental design was the same between trials, changes in drifting intensity were likely the result of an increase in colony acceptance. In normal conditions, only 3.5 % of incoming bees are checked by guard bees, but this permissiveness changes according to season, density of bees and nectar and pollen resources [START_REF] Butler | The behaviour of worker honeybees at the hive entrance[END_REF]. For example, the acceptance levels of colonies increase when nectar flow is abundant but decrease during dearth periods [START_REF] Downs | Adaptive shifts in honey bee (Apis mellifera L.) guarding behavior support predictions of the acceptance threshold model[END_REF]. In this scenario, changes in drifting intensity should be associated with changes in resource abundance observed in the southeast of France between spring (blooming period, trial 1 and 2) and summer (dry period, trial 3).

At the individual level, we observed an age-related increase in drift number and duration (time inside the foreign colony). The evolution of these parameters is in accordance with the age polyethism of bees [START_REF] Seeley | Adaptive significance of the age polyethism schedule in honeybee colonies[END_REF], whereby young bees perform brood and nest care but switch to foraging activity (pollen, nectar and water collection) when they get older and thus are more likely to drift. We expected parasites to induce an increase in the propensity to drift, via either host manipulation [START_REF] Adamo | The strings of the puppet master: how parasites change host behavior[END_REF][START_REF] Biron | Host-parasite molecular cross-talk during the manipulative process of a host by its parasite[END_REF] or deleterious effects on the host (e.g. impairment of cognitive functions). Indeed, it would be adaptive for N. ceranae to increase the bee propensity to drift and thus its transmission between colonies. Furthermore, the development of N. ceranae in bee guts affects the nutritional and energetic balance of bees [START_REF] Mayack | Energetic stress in the honeybee Apis mellifera from Nosema ceranae infection[END_REF][START_REF] Aliferis | Gas chromatography-mass spectrometry metabolite profiling of worker honey bee (Apis mellifera L.) hemolymph for the study of Nosema ceranae infection[END_REF][START_REF] Dussaubat | Gut Pathology and Responses to the Microsporidium Nosema ceranae in the Honey Bee Apis mellifera[END_REF], which is expected to impair cognitive ability [START_REF] Jaumann | Energetic cost of learning and memory can cause cognitive impairment in honeybees[END_REF]. However, behavioural (our study) and genetic analysis [START_REF] Forfert | Parasites and Pathogens of the Honeybee (Apis mellifera) and Their Influence on Inter-Colonial Transmission[END_REF] has demonstrated that drifting is not more prevalent in parasitized bees, although they can affect homing ability [START_REF] Gegear | Bumble-bee foragers infected by a gut parasite have an impaired ability to utilize floral information[END_REF][START_REF] Iqbal | Virus infection causes specific learning deficits in honeybee foragers[END_REF][START_REF] Kralj | The parasitic mite Varroa destructor affects non-associative learning in honey bee foragers, Apis mellifera L[END_REF][START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF]. A possible explanation is that the deficit in homing ability is not strong enough to increase orientation errors at the colony entrance. A non-mutually exclusive hypothesis is that parasitism reduces the homing success, as indicated by the higher mortality of infected bees, and therefore limits drifting prevalence.

Parasitism had an effect on drifters, with Nosema-parasitized bees performing more but shorter drifts. On one hand, the reduction of drift duration might reflect an increase in time spent in the field [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Naug | Infected honeybee foragers incur a higher loss in efficiency than in the rate of energetic gain[END_REF]. The energy shortage induced by Nosema infection is suspected to decrease the flight ability of bees [START_REF] Mayack | Parasitic infection leads to decline in hemolymph sugar levels in honeybee foragers[END_REF] and to result in prolonged resting periods [START_REF] Wolf | So near and yet so far: Harmonic radar reveals reduced homing ability of nosema infected honeybees[END_REF]. The higher number of drifts could be explained by higher flight activity in Nosema-infected bees [START_REF] Dussaubat | Flight behavior and pheromone changes associated to Nosema ceranae infection of honey bee workers (Apis mellifera) in field conditions[END_REF]) and the occurrence of orientation errors. Finally, the microsporidian parasite reduced, as expected, bee survival [START_REF] Higes | Experimental infection of Apis mellifera honeybees with Nosema ceranae (Microsporidia)[END_REF][START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF]), but drifting did not modify bee survival, as found by [START_REF] Pfeiffer | Drifting of honeybees[END_REF] in one of their two trials. This result was confirmed in both parasitized and control bees, which suggests that drifting does not decrease the bee lifespan and guards have high tolerance for foreign bees, especially parasitized bees.

In conclusion, an average drifting rate of 10 % within an apiary has the potential to influence the transmission of disease between colonies, especially if colonies do not discriminate infected individuals. However, the actual risk of disease transmission into foreign colonies by drifting bees remains to be investigated, as well as whether changes in drifting parameters caused by a parasite (e.g. more but shorter drifts) and seasonal variation can decrease or increase this transmission risk. These data will provide a better understanding of disease development and propagation between and within colonies.

III. Impact d'un stress immunitaire non-pathogénique

Les 

Cédric Alaux & Andrew Barron

The foraging flights of honeybees are highly energetically demanding and are likely susceptible to energy limitation. We therefore tested whether stressors, which often cause an increase in metabolic demand, can impair foraging performance in honeybees. We showed that a controlled non-pathogenic stressor, which triggers an immune reaction in bees, resulted in a change in the bees foraging preferences. It reduced pollen foraging, and increased the duration of trips in pollen foragers. Stress also lowered the brain level of octopamine in pollen foragers, which is involved in the regulation of foraging and flight behaviour in insects. Flight metabolic rate is higher during pollen foraging than nectar foraging, and nectar gives a higher energetic return relative to the foraging effort when compared to pollen. We propose that stress might be particularly detrimental to the performance of pollen foragers, and stressed bees prefer the energy-rich resource of nectar to compensate for the stress. In conclusion, stress, even at low levels, could have consequences on bee foraging and the nutrient balance of the colony.

Foraging describes the set of processes by which organisms acquire energy and nutrients, whether it is directly consumed or stored for later consumption. It is therefore a major determinant of growth and survival. In honeybees, which are both flying insects and centralplace foragers, foraging behaviour places demands on both cognitive capacities [START_REF] Klein | Why bees are so vulnerable to environmental stressors[END_REF], and metabolic capacity. Indeed, insect flight is known to be among the most intense and energy-demanding physiological process in the animal kingdom [START_REF] Dudley | The Biomechanics of Insect Flight: Form, Function, Evolution[END_REF]. The metabolic rates of flying insects, mainly fuelled by carbohydrates, can be up to 170 times higher than resting individuals [START_REF] Bartholomew | Oxygen consumption of moths during rest, pre-flight warm-up, and flight in relation to body size and wing morphology[END_REF]. As a consequence, it is expected that environmental stressors, which often impose increased metabolic demands, could compromise foraging performance. Deciphering how stress impacts honeybee foraging performance might help us better understand the mechanisms underlying colony decline and failure often observed around the world [START_REF] Goulson | Bee declines driven by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers[END_REF][START_REF] Potts | Global pollinator declines: Trends, impacts and drivers[END_REF].

A first hypothesis is that stress will directly limit bee energy and thus reduce foraging performance (e.g. duration, number of foraging flights). There are several reports of a reduction of global flight activity in parasitized bees due to energy depletion [START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF][START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Naug | Infected honeybee foragers incur a higher loss in efficiency than in the rate of energetic gain[END_REF][START_REF] Wolf | So near and yet so far: Harmonic radar reveals reduced homing ability of nosema infected honeybees[END_REF]), but how foraging (resource acquisition) is affected is

unknown. Yet another (non-mutually exclusive) hypothesis would be that stress affects forager decision-making processes in response to the energetic challenges of the stressor. In that case, bees may show a preference for resources that can meet their own energetic demands, like nectar which is their main source of carbohydrates. The finding that the gene coding for the pheromone biosynthesis-activating neuropeptide, a neuropeptide known to be higher in nectar foragers than pollen foragers [START_REF] Brockmann | Quantitative peptidomics reveal brain peptide signatures of behavior[END_REF], is over-expressed in parasitized bees [START_REF] Mcdonnell | Ecto-and endoparasite induce similar chemical and brain neurogenomic responses in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF], provides some indirect support for this hypothesis. More recently, it has been shown that a parasite can affect the foraging behaviour of infected bees, which are less likely to forage for pollen [START_REF] Lach | Parasitized honey bees are less likely to forage and carry less pollen[END_REF]. In addition, stress can decrease sucrose responsiveness [START_REF] Pankiw | Effect of pheromones, hormones, and handling on sucrose response thresholds of honey bees (Apis mellifera L.)[END_REF], which is higher in pollen foragers than in nectar foragers and empty bees [START_REF] Pankiw | Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor in honeybees[END_REF]. Together those results suggest that stressed bees may favour nectar over pollen foraging, which could affect the nutrient balance of the colony.

To test this hypothesis and avoid any potential effects of a parasite manipulation of host metabolism [START_REF] Adamo | The strings of the puppet master: how parasites change host behavior[END_REF][START_REF] Biron | Host-parasite molecular cross-talk during the manipulative process of a host by its parasite[END_REF], we exposed bees to a non-pathogenic immune-challenge. Immune responses are energetically costly, and even simple responses, like encapsulation, can raise metabolic rate by up to 28 % in insects [START_REF] Ardia | Costs of immunity in insects: An induced immune response increases metabolic rate and decreases antimicrobial activity[END_REF][START_REF] Freitak | Immune response is energetically costly in white cabbage butterfly pupae[END_REF]. We then recorded their foraging behavior throughout their life with a Radio Frequency Identification Device (RFID), and a camera at the colony entrance for identifying their loads (pollen vs non-pollen). We expected lower foraging performance and a decrease in pollen foraging in stressed beees. Finally, we assessed the influence of stress on brain biogenic amine signaling, which is known to be involved in the regulation of bee behaviour [START_REF] Schulz | Octopamine influences division of labor in honey bee colonies[END_REF][START_REF] Schulz | A role for octopamine in honey bee division of labor[END_REF].

MATERIALS AND METHODS

Experiments were performed with honeybees (Apis mellifera) obtained from the research apiary at Macquarie University (Sydney, Australia). To test the influence of a stress on foraging behaviour (Experiment 1) and brain biogenic amine signalling (Experiment 2), bees were given an immune challenge in the laboratory, tagged and then introduced into hives. Frames containing late-stage pupae were collected from 3 donor colonies and placed into an incubator overnight at 34°C. Newly emerged bees were marked on the thorax with either a RFID tag containing a unique identifier for the experiment 1, or a paint mark for the experiment 2, and released into host colonies. They were then re-captured when 7 days old and placed in plastic cages with ad libitum sugar solution (50 %). The immune challenge consisted of piercing the cuticle between the third and the fourth tergites of the abdomen using a 0.15-mm needle. If a haemolymph drop was released after the pin prick, the bee was discarded. Previous studies already showed that bee immune system is activated by this wounding, without pathogen injection [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Evans | Immune pathways and defence mechanisms in honey bees Apis mellifera[END_REF][START_REF] Siede | Comparison of transcriptional changes of immune genes to experimental challenge in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF]. Control bees did not receive any pin prick. Since some tagged or marked bees may have been missed at the re-captured and therefore not treated, handled bees (control and stress) were given an additional paint mark on the abdomen to identify them by group before release back into their colony. This experiment was repeated 3 times.

Experiment 1: Impact of immune challenge on foraging performance

380 control and 370 stressed bees (n = 3 trials) were released into a small nucleus hive equipped with a RFID reader (Invengo Technology, Shenzhen, China: [START_REF] Perry | Rapid behavioral maturation accelerates failure of stressed honey bee colonies[END_REF]Søvik et al., 2015) placed within a modified entrance to monitor each of the entering and exiting channels. For each completed flight, data were recorded in a .csv file reporting the RFID number as well as the date and time when bee left and returned to the hive. A camera and light was placed on the entering channel to record videos. Videos were analysed to determine if bees performed pollen or non-pollen foraging trips. Only data for bees with an RFID tag and paint marks on their abdomen were statistically analysed. Experiments continued until the last recording of the last bee at 55 days old. Trips shorter than 30 seconds were not considered as foraging flights and were excluded. As in [START_REF] Perry | Rapid behavioral maturation accelerates failure of stressed honey bee colonies[END_REF], trip longer than 8h were also removed.

Experiment 2: Impact of immune challenge on brain biogenic amines levels

After the stress exposure at 7 days, 637 control and 695 stressed bees were introduced into a normal Langstroth colony (n = 3 trials). Bees returning to the colony when they were between 24 and 28 days old were sampled and immediately flash-frozen into liquid nitrogen. Whether they carried pollen or not was also noted. Frozen heads were freeze-dried for 60 min at a pressure below 300 mTorr (VirTis Benchtop TM ) and -35 °C and then stored at -80 °C until brain dissection and biogenic amine analysis. Brain dissections were performed on dry ice. Whole brains included optic lobes, antennal lobes, the central brain and gnathal ganglion.

Biogenic amine quantification

Brain biogenic amine (octopamine -OA-, dopamine -DA-, tyramine -TYR-and serotonin -5-HT-) levels were measured using High-Pressure Liquid Chromatography following the protocol described by [START_REF] Søvik | Cocaine Tolerance in Honey Bees[END_REF] and also used later [START_REF] Scheiner | Differences in the phototaxis of pollen and nectar foraging honey bees are related to their octopamine brain titers[END_REF][START_REF] Søvik | Negative impact of manganese on honeybee foraging[END_REF].

Briefly, the HPLC system was composed of a pump and an autosampler (Agilent 1200 Series;

Agilent Technologies, Santa Clare, CA, USA), coupled to an electrochemical detector (ESA Coulochem III) connected to an analytical cell (ESA 3011A, Chelmsford, MA, USA). A 100 mm

Hypersil BDS octadecylsilane column used to separate samples (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA). The signals were integrated using the Chemstation software with reference to a standard curve obtained perchloric acid solutions containing 10 pg/µl of dihydroxybenzylamine and varying amount of OA, DA, TYR, 5-HT, (Sigma-Aldric, St. Louis, MO, USA).

In total, we obtained information on biogenic amine amounts for 94 control bees (32 with pollen and 62 without pollen) and 50 stressed bees (12 with pollen and 38 without pollen). Tyramine was detected in only 14 % of brains, and thus was not analysed.

Statistical analysis

All statistics were performed using the statistical software R version 3.2.1 (R Core Team, 2015).

For the RFID experiment, the last day any individual bee was detected was assumed to mark the date of bee death. We then compared the probability of survival between stressed and control bees. Difference in survival curves were analysed using Kaplan-Meier test ("surfit" function of the survival package on R) [START_REF] Therneau | Package "survival[END_REF].

Aspects of the foraging performance of bees were analysed using mixed models. The choice of best-fit model was based on the smaller sample size-corrected Akaike's Information Criterion (AICc) [START_REF] Burnham | Multimodel Inference: Understanding AIC and BIC in Model Selection[END_REF]). Variation in total number of completed foraging flights per bee, the collected resource (pollen or not-pollen) and foraging trip duration were each analysed using different mixed models assuming a poisson, binomial and gaussian distribution, respectively. To analyse the number of trips and the collected resource, the treatment (stressed or control) and trial were set as fixed and randomly explanatory variables, respectively. To analyse the foraging trip duration, collected resource and honeybee identification were added as fixed and randomly explanatory variables, respectively.

Biogenic amine amounts were analysed using a repeated measures ANOVA followed by Tukey's post-hoc comparison. Treatment and the resource collected (pollen or not) were analysed as fixed factors while the trial was analysed as random factors.

RESULTS

Experiment 1: Impact of immune challenge on foraging performance

Survival probability

Of the 380 control and 370 stressed bees, a completed flight was recorded at least once from 96 and 72 bees, respectively. The survival probability was not different between bees from the control or immune challenged group (Kaplan-Meier test, P = 0.43; Figure III-8).

Data show the survival over 50 days for control (black) and immune challenged bees (red); day 0 was the day of stress exposure (Kaplan-Meier test, P = 0.43). 

Number of foraging trips

The best model explaining the variability in the number of trip per bee (lowest AICc) was the one underlining a treatment effect (Table III-1). Stressed bees completed slightly more flights (7.64 [7.19 -8.09]) (mean predicted values with 95% confidence interval) than control bees (6. 03 [5.68 -6.38]).

Table III -4. Mixed models fitted to analyse the impact of immune challenge on foraging behaviour. Three models were fitted to analyse the number of foraging, the foraging trip duration and the foraging preference (pollen or not). For each model, fixed and random explanatory variables, number of statistical units, degree of freedom (df) and corrected Akaike's information criterion (AICc) are shown. For each dependent variable, the selected model, i.e., with the lowest AICc, is indicated in bold. 

Dependent variables Fixed explanatory variables

Random explanatory variables

Number of statistical units df AICc

Number of foraging

Foraging trip duration

For the foraging trip duration, the selected model was the most complex, which underlined a significant effect of the interaction between the treatment and the collected resource (Table III-4). Pollen foraging trips were longer than non-pollen foraging trips (Figure III-9A), but interestingly trip duration for each collected resource was affected by the treatment.

Stressed bees performed slightly shorter non-pollen foraging trips than control bees. A larger effect was observed when foraging for pollen: stressed bees performed 20 % longer trips than control bees.

Foraging preference

Regarding the proportion of pollen and non-pollen foraging trips, the selected model highlighted a significant effect of the treatment (Table III-4 

Experiment 2: Impact of immune challenge on brain biogenic amines levels

Brain dopamine and serotonin levels did not differ significantly between treatment groups (P = 0.67; P = 0.14; respectively) or the collected resources (P = 0.75; P = 0.27; respectively).

However, we found a significant treatment by resource interaction on brain octopamine levels 

DISCUSSION

In this study, we have provided experimental evidence for a stress-induced decrease in pollenforaging performances in honeybees. The non-pathogenic immune challenge stress applied did not affect bee survival, but did induce a shift in the resource collection effort by the colony. An increase in non-pollen foragers (water foragers, nectar foragers and/or empty bees) was observed at the expenses of pollen foragers. Since more than 90 % of non-pollen foragers are nectar foragers and empty bees (Celia Bordier, personal communication) and those bees have lower sucrose responsiveness than pollen foragers [START_REF] Pankiw | Effect of pheromones, hormones, and handling on sucrose response thresholds of honey bees (Apis mellifera L.)[END_REF], we could reasonably assume that stress decreased bee sucrose responsiveness. Stressed bees may prefer to forage for resources that are rich in carbohydrates to overcome the energetic cost of the stress, as has been observed with parasitism [START_REF] Lach | Parasitized honey bees are less likely to forage and carry less pollen[END_REF]. Indeed, compare to pollen, nectar gives a higher energy return relative to the foraging effort (8:1 gain pollen vs 10:1 gain nectar; [START_REF] Winston | The biology of the honey bee[END_REF].

Interestingly, pollen foraging trips were 20 % longer for stressed bees, suggesting a significant cost of stress on their foraging capacities. It has been found that the thorax temperature ranks pollen > nectar > water foragers (Feuerbacher et al., 2003). Those differences were linked to the flight metabolic rate, with pollen foragers exhibiting a 10 % higher hovering metabolic rate than nectar foragers, regardless their loads (Feuerbacher et al., 2003). The authors suggested that pollen foragers require more power output to generate the same vertical lift as nectar foragers.

It seems that pollen foragers, which have a higher energy requirement, could not overcome the metabolic cost of stress and therefore spent more time in the field due to a decrease in the amount of available energy. It is also possible that metabolic limitations caused cognitive impairment in stressed pollen foragers and thus affected their navigation capacities [START_REF] Jaumann | Energetic cost of learning and memory can cause cognitive impairment in honeybees[END_REF].

Finally, we found that OA level was depressed in stressed pollen foragers. OA is known to increase sucrose responsiveness in bees [START_REF] Scheiner | Behavioural pharmacology of octopamine, tyramine and dopamine in honey bees[END_REF] and stimulate flight activity [START_REF] Fussnecker | Octopamine and tyramine influence the behavioral profile of locomotor activity in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF], and therefore the drop in OA level is in accordance with the behavioural changes observed in pollen foragers after stress exposure: modification of foraging preference and increase in trip duration. These results indicate that OA is as an important mediator of the stress response in honeybees. A previous study reported a quick decrease in OA and DA but not 5-HT levels in response to stress exposure (chilling anesthesia and vertical spin, Chen et al., 2008). However, we did not find variation in DA levels after this stress exposure.

In conclusion, our study suggests that the highly energy-demanding foraging activity of pollen foragers make them susceptible to stress, even at low levels, which could potentially impact the colony nutrient balance (pollen vs nectar). Future studies on whether stress might narrow the colony foraging flexibility to environmental changes might help to better understand colony decline.

IV. Conclusions

Grâce à l'utilisation de méthodes de suivi automatisé, j'ai pu caractériser le comportement des abeilles tout au long de leur vie. Le suivi individuel, replacé dans un contexte social, a permis de caractériser le comportement de dérive d'abeilles infestées par Nosema ceranae et d'identifier les préférences de butinage d'abeilles exposées à un stress immunitaire non-pathogénique.

Une diminution des capacités de vol a été observée chez les abeilles stressées, ce qui est probablement dû à une diminution des réserves énergétiques. La diminution du temps de dérive peut refléter une augmentation du temps passé sur le terrain, ce qui est en accord avec de précédentes études [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Naug | Infected honeybee foragers incur a higher loss in efficiency than in the rate of energetic gain[END_REF]. Une augmentation du temps passé sur le terrain a également été enregistrée chez des abeilles stressées collectant du pollen.

Un changement dans les préférences de butinage au dépend de la collecte de pollen a également été observé suite à l'exposition à un stress immunitaire. Cela permettrait aux abeilles d'économiser de l'énergie et/ou de surmonter l'augmentation du coût énergétique liée au stress, en collectant des ressources riches en sucre, d'autant qu'elles peuvent utiliser directement cette ressource pendant leur activité de butinage ou une fois de retour dans leur colonie. À L'échelle de la colonie, la diminution de la collecte de pollen pourrait induire un déséquilibre énergétique.

Grâce à ces deux expérimentations, j'ai montré que des perturbations physiologiques peuvent avoir des conséquences négatives sur le comportement de butinage et affecter l'homéostasie de la colonie, dans le cas où de nombreux individus seraient touchés par un stress immunitaire.

Résumé du Chapitre III :

-Diminution des capacités de vol induite par un stress pathologique -Diminution de l'efficacité de butinage suite à un stress immunitaire -Changement dans les préférences de butinage suite à un stress immunitaire

CHAPITRE IV

Réponses comportementales :

Impact d'un stress thermique © H. Dechatre

I. Avant-propos

Dans un contexte de réchauffement climatique et face à une augmentation, tant en fréquence qu'en intensité, des événements extrêmes comme des vagues de chaleur [START_REF] Frich | Observed coherent changes in climatic extremes during the second half of the twentieth century[END_REF], les colonies d'abeilles vont devoir de plus en plus fréquemment déclencher des mécanismes de thermorégulation de manière à assurer le développement d'abeilles viables tant d'un point de vue morphologique que cognitif.

Au niveau physiologique, j'ai observé le développement du profil de nourrice chez les abeilles exposées à une hyperthermie, suggérant un renforcement du soin au couvain. Toutefois, la thermorégulation face à une augmentation de la température environnementale nécessite de collecter et d'évaporer de l'eau au sein de la colonie pour abaisser la température interne.

L'augmentation de l'activité globale peut induire un coût énergétique au niveau individuel ainsi qu'à l'échelle de la colonie, par une altération de la collecte de ressources en faveur de l'eau. J'ai donc poursuivi les investigations sur les effets d'une hyperthermie, par la simulation de vagues de chaleur à 37°C (température testée in vitro) à l'échelle de la colonie.

L'objectif principal était de : déterminer si les besoins de thermorégulation ont un impact au niveau individuel et colonial (coût énergétique).

Sur la base des premiers résultats 2 hypothèses émergent :

- 
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Since climate change is expected to bring more severe and frequent extreme weather events such as heat waves, assessing the physiological and behavioural sensitivity of organisms to temperature becomes a priority. We therefore investigated the responses of honeybees, an important insect pollinator, to simulated heat waves (SHW). Honeybees are known to maintain strict brood thermoregulation, but the consequences at the colony and individual levels remain poorly understood. For the first time, we quantified and modelled colony real-time activity and found a 70 % increase in foraging activity with SHW, which was likely due to the recruitment of previously inactive bees. Pollen and nectar foraging was not impacted, but an increase in water foragers was observed at the expense of empty bees. Contrary to individual energetic resources, vitellogenin levels increased with SHW, probably to protect bees against oxidative stress. Finally, though immune functions were not altered, we observed a significant decrease in deformed wing virus loads with SHW. In conclusion, we demonstrated that honeybees could remarkably adapt to heat waves without a cost at the individual level and on resource flow. However, the recruitment of backup foraging forces might be costly by lowering the colony buffering capacity against additional environmental pressures.

Climate change is characterized by an increase in the world mean surface temperature (IPCC, 2014) and has altered the phenology, geographic distribution and population abundance in many species during the past half-century [START_REF] Parmesan | Ecological and Evolutionary Responses to Recent Climate Change[END_REF]. However, these phenological and distribution shifts can vary greatly in direction and magnitude depending on the species (Williams and Jackson, 2007;Williams et al., 2007), making it difficult to predict the response of species. Therefore, to better understand the impact of climate change on species, one approach is to integrate the study of biological traits with environmental variation and quantify the physiological and behavioural sensitivity of the organisms to temperature [START_REF] Kingsolver | Heat stress and the fitness consequences of climate change for terrestrial ectotherms[END_REF].

Defining the thermal sensitivity of organisms with a limited ability to regulate their internal body temperature, such as many insects and other ectotherms, is especially important since they are the most likely to respond to climate change. In addition, if outside of tropical areas, they can tolerate winter conditions by entering lethargic stages (ex. diapause), they cannot readily escape from stressful hot summers [START_REF] Kingsolver | Heat stress and the fitness consequences of climate change for terrestrial ectotherms[END_REF]. Therefore, they might be susceptible to the increase in climate variability related to climate change, such as heat waves [START_REF] Frich | Observed coherent changes in climatic extremes during the second half of the twentieth century[END_REF], which is when the daily maximum temperature exceeds for more than five consecutive days the maximum normal temperature by 5°C (the normal period being 1961-1990 period) [START_REF] Frich | Observed coherent changes in climatic extremes during the second half of the twentieth century[END_REF]. These heat waves have been reported to severely affect some insect species (increased mortality) such as flies, butterflies and bees [START_REF] Franzén | How threatened are alpine environments? a cross taxonomic study[END_REF]Jaco Klok and Chown, 1997;[START_REF] Martinet | A Protocol to Assess Insect Resistance to Heat Waves, Applied to Bumblebees (Bombus Latreille, 1802)[END_REF][START_REF] Nyamukondiwa | Thermal biology, population fluctuations and implications of temperature extremes for the management of two globally significant insect pests[END_REF], which are vital to supporting natural biodiversity and agroecosystems via pollination services [START_REF] Gallai | Economic valuation of the vulnerability of world agriculture confronted with pollinator decline[END_REF]. Honeybees, also participating in this ecosystem service, may be affected by heat waves, but due to their social buffering capacities, they are likely less susceptible and more resilient to environmental pressures than other insects [START_REF] Straub | Superorganism resilience: Eusociality and susceptibility of ecosystem service providing insects to stressors[END_REF]. However, how they adapt and the cost of that adaption is far from being understood.

In honeybee colonies, brood temperature is strictly controlled within a temperature range of 33 to 36°C [START_REF] Seeley | Honeybee Ecology, A Study of Adaptation in Social Life[END_REF], and temperature control is even more precise during the pupal period (35 ± 0.5°C) [START_REF] Jones | Honey Bee Nest Thermoregulation: Diversity Promotes Stability[END_REF][START_REF] Kronenberg | Colonial Thermoregulation in Honey Bees (Apis mellifera)[END_REF]. Indeed, if adult bees are rather eurytherm, the brood is stenotherm [START_REF] Seeley | Honeybee Ecology, A Study of Adaptation in Social Life[END_REF]. Maintaining this optimal temperature window is crucial for the colony since extended deviations are known to increase mortality [START_REF] Koeniger | Das wärmen der brut bei der honigbiene (Apis mellifera)[END_REF], cause deformities [START_REF] Himmer | Die Temperaturverhältnisse bei den sozialen Hymenopteren[END_REF] and affect the synaptic organization in the brain of adults bees [START_REF] Groh | Synaptic organization in the adult honey bee brain is influenced by brood-temperature control during pupal development[END_REF]. In addition, pupal developmental temperature can also influence behavioural performances [START_REF] Jones | The effects of rearing temperature on developmental stability and learning and memory in the honey bee, Apis mellifera[END_REF][START_REF] Tautz | Behavioral performance in adult honey bees is influenced by the temperature experienced during their pupal development[END_REF] and specialization [START_REF] Becher | Pupal developmental temperature and behavioral specialization of honeybee workers (Apis mellifera L.)[END_REF]. Though the mechanisms by which environmentally induced changes in temperature are compensated within the colony are well known (endothermic heat production and evaporation of water by wing fanning to warm and cool down the brood, respectively [START_REF] Kleinhenz | Hot bees in empty broodnest cells: heating from within[END_REF][START_REF] Stabentheiner | Honeybee colony thermoregulation -Regulatory mechanisms and contribution of individuals in dependence on age, location and thermal stress[END_REF]), the consequences or costs at the colony and individual levels have been poorly investigated (e.g., alteration of resource foraging, task allocation, energetic resources). Investigating the response to heat waves is notably important since such extreme whether events are expected to increase in frequency and magnitude in the future [START_REF] Kirtman | Near-term Climate Change: Projections and Predictability[END_REF].

We therefore exposed colonies to simulated heat waves (SHW) (2°C above the optimal temperature of pupal development) and analysed their impact on foraging activity. An increase in water foraging was excepted to ensure evaporative cooling of the brood [START_REF] Lindauer | Ein Beitrag zur Frage der Arbeitsteilung im Bienenstaat[END_REF][START_REF] Mandl | Cooling by water droplets in a breeding honeybee colony[END_REF][START_REF] Southwick | Social control of air ventilation in colonies of honey bees, Apis mellifera[END_REF]), but we assessed whether it occurs at the expense of pollen and nectar foraging therefore decreasing resource income or if it simply involves an increase in global foraging activity without affecting resource income. Next, we determined the impact of simulated heat waves on adult energetic resources (circulating sugar levels and glycogen stores) since an increase in energy mobilization was expected in relation to a higher rate of evaporative cooling and foraging activity. Finally, it is known from previous studies in insects that changes in environmental temperature can affect immune functions [START_REF] Adamo | Some like it hot: the effects of climate change on reproduction, immune function and disease resistance in the cricket Gryllus texensis[END_REF][START_REF] Murdock | Complex effects of temperature on mosquito immune function[END_REF] and can have major effects on host-parasite interactions by affecting the resistance of hosts to viruses [START_REF] Frid | Thermal ecology of western tent caterpillars Malacosoma californicum pluviale and infection by nucleopolyhedrovirus[END_REF][START_REF] Kobayashi | Effect of high temperature on the development of nuclear polyhedrosis virus in the silkworm, Bombyx mori[END_REF], bacteria [START_REF] Lazzaro | Genotype-by-environment interactions and adaptation to local temperature affect immunity and fecundity in Drosophila melanogaster[END_REF], microsporidia [START_REF] Olsen | Heat curing Metaseiulus occidentalis (Nesbitt) (Acari, Phytoseiidae) of a fitness-reducing microsporidium[END_REF] and fungi [START_REF] Carruthers | Influence of Thermal Ecology on the Mycosis of a Rangeland Grasshopper[END_REF][START_REF] Stacey | Genotype and temperature influence pea aphid resistance to a fungal entomopathogen[END_REF]. We therefore investigated whether SHW modified bee immune systems by quantifying the expression level of genes involved in humoural immunity (apidaecin 1, defensin 1) and cellular immunity (eater) or both (prophenoloxidase-PPO), as well as vitellogenin, which is also involved in bee immunity but has multifunctional roles (protection against oxidative stress, task specialization [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF]). The levels of Deformed Wing Virus (DWV), a highly prevalent and pathogenic virus in honeybees [START_REF] Baker | Occurrence and genetic analysis of picorna-like viruses infecting worker bees of Apis mellifera L. populations in Devon, South West England[END_REF], were also determined with bee immune function and following SHW treatments.

METHODS

Experimental setup and heat wave simulation

Experiments were performed during the springs of 2015 and 2016 at the Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) in Avignon (France) with hybrid honeybee colonies (a mix of Apis mellifera ligustica and Apis mellifera mellifera). Each year, three colonies of similar size and strength were set in nuclei hives composed of 5 Dadant frames. Hives were placed in an indoor apiary (14 m 2 ) to control their environmental temperature, but were connected to the outside via the entrance, so that bees were free to fly. Each colony originated from a full sized colony that was split in half, and was composed of 3 brood frames and 2 storage frames. The presence of eggs was regularly checked to make sure that the queen was actively laying eggs. During the experiment, colonies did not outgrow their nuclei hives.

The indoor apiary was set at a constant temperature of 23°C for 5 days, followed by 5 days of a daily simulated heat wave (SHW) at 37°C; this temperature is 2°C above the optimal temperature of pupal development and is typically recorded during the summer in the South-East of France (with average minimal temperature of 17°C and regular peaks above 40°C, [START_REF] Artaud | Sources: données ECA et NOAA[END_REF]. This temperature jump might represent an extreme scenario, but our goal was to assess whether responding to relatively high temperature induces a cost to the colony (via the need for thermoregulation). To be as realistic as possible with the SHW, the temperature increase was initiated in the morning at 8 am at room temperature, reaching 37°C around noon, and lasting until 8 pm. The overnight temperature was set back to 23°C. We therefore obtained a 'control' temperature treatment of 5 days (SHW-) and 5 days of SHW (with a daily peak at 37°C; SHW+). This 10-day temperature cycle was repeated 3 times.

Temperatures inside each colony were recorded with thermo-tracers (Oceasoft, ± 0.5°C) placed on a central and storage frame. The temperature was recorded every 5 minutes and recovered using Thermo-Tracer version 3.1 (Oceasoft).

Colony activity and foraging behaviour (see below) were recorded every day, except for the first day of a new temperature regime for foraging behaviour. To assess the impact of SHW on bee physiology, bees were sampled on the last day of each temperature regime. In addition, we visually estimated the percentage of brood per frame side (capped and uncapped cells) at the end of each period of 5 days to obtain information on colony development. Brood percentages were then converted into number of cells considering a theoretical number of 4,000 brood cells per frame side (personal observation). The influence of SHW on bee physiology and colony activity was assessed in 2015. Variations in foraging activity and brood size were determined in 2016. Each year, all colonies were set up and evaluated at the same time.

Impact of heat waves on colony activity

To assess the flight activity at the colony level, we equipped each colony with an optic bee counter developed in our laboratory (patent IDDN.FR.001.130013.000.R.P.2010.000.31235).

This device, described in [START_REF] Dussaubat | Flight behavior and pheromone changes associated to Nosema ceranae infection of honey bee workers (Apis mellifera) in field conditions[END_REF], allows for the continuous recording of the flight activity of all bees at the colony entrance by counting the number of out-going and in-coming bees. The cumulated activity was recorded every 5 minutes and automatically saved in an Excel file with a date and time. A colony of the same size as the indoor colonies was placed in the field next to the indoor apiary and was equipped with an optic bee counter. This colony was used, as an environmental control, to determine whether differences in colony activity could be attributed to variation in field conditions (e.g. climate, resources).

Impact of heat waves on foraging behaviour

For each colony, the proportion of pollen foragers was determined by the manual counting of the number of bees coming back to the colony with or without pollen during a 5-minute period (total of 36,572 bees coming back to the colonies). Next, we sampled bees without pollen for 20 minutes to identify the type of resources they foraged (from 18 to 94 bees per colony and day).

We applied dorso-ventral pressure on the abdomen of each sampled bee to make them regurgitate the crop content [START_REF] Roubik | Nectar Selection by Melipona and Apis mellifera (Hymenoptera : Apidae) and the Ecology of Nectar Intake by Bee Colonies in a Tropical Forest[END_REF]. Bees that came back with an empty crop were defined as empty bees. When bees regurgitated, the liquid was collected with 10 or 20 µL microcapillary tubes (Hirschmann®, Ringcaps®). To determine the volume, the liquid height was measured in millimetres and converted into microliters. The concentration of sugar in the liquid was measured, as a percentage of saccharose equivalent, using manual refractometers (Bellingham & Stanley Ltd, Tunbridge Wells, UK: 0-50 °Brix and 45-80 °Brix). As in [START_REF] Reetz | A method for identifying water foraging bees by refractometer analysis: a spotlight on daily and seasonal water collecting activities of Apis mellifera L[END_REF], bees were identified as water and nectar foragers when the saccharose concentration of the crop content was below or above 15 %, respectively.

The foraging behaviour of bees (pollen, nectar and water foragers) was assessed 3 times each afternoon on the 3 colonies (colonies were analysed serially each time and order was randomized each day), and we obtained a total of 5,719 sampled bees.

Impact of heat waves on bee physiology

Energetic resources

The impact of heat waves on energetic resources was assessed by quantifying glycogen reserves and circulating carbohydrate levels (glucose, trehalose and fructose) in bees. Bees were sampled on both brood and storage frames (containing pollen and honey). Haemolymph sampling was performed immediately after bee collection. For that purpose, we pricked bees between the third and fourth tergite with a needle and collected 3 to 5 µL of haemolymph with microcapillary tubes (Ringcaps®). Whole bees and haemolymph samples were stored at -20°C. We analysed 6 bees per colony and replicate, giving a final sample size of 54 bees per temperature condition and type of frame.

The glycogen level in the whole bee was quantified by spectrophotometry using the Glucose RTU TM method (BioMérieux SA) as described in [START_REF] Bordier | Stress response in honeybees is associated with changes in task-related physiology and energetic metabolism[END_REF]. Briefly, the absorbance was determined at 505 nm, and the amount of glucose was calculated from a standard curve obtained from serial dilutions of pure glucose treated within the same conditions.

The haemolymph sugar levels were quantified for each bee by high-pressure ion chromatography (HPIC) Dionex ICS-3000 following the protocol described by [START_REF] Rusch | Nutritional state of the pollen beetle parasitoid Tersilochus heterocerus foraging in the field[END_REF]. The curves of sugars were obtained for trehalose, glucose, and fructose. For the post chromatography analysis, peaks areas were converted into sugar concentrations.

Immune gene expression and DWV loads

To have an overview at the colony level of physiological changes, bees were sampled on brood frames (containing bees from all successive age classes). Bees were sampled on brood frames and immediately stored at -80°C. We analysed 3 pools of 10 bees per colony and replicate, giving a final sample size of 27 pools per temperature condition. Analyses were performed on abdomens since antimicrobial peptides and vitellogenin are mainly synthetized in the abdominal fat body. Total RNA was extracted from the abdomens by homogenizing them in 900 µL of Qiazol reagent (Qiagen). To quantify the gene expression and DWV loads in each pool of bees, RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative PCR were conducted using the protocol described in 100

Di [START_REF] Di Pasquale | Influence of Pollen Nutrition on Honey Bee Health: Do Pollen Quality and Diversity Matter[END_REF]. Cycle threshold values of vitellogenin, apidaecin 1, defensin 1, eater, and prophenoloxidase were normalized to the geometric mean of the housekeeping gene actin and eIF3-S8 using the comparative quantification method (delta Ct method) for genes. Those housekeeping genes were previously found to remain unchanged upon heat stress [START_REF] Bordier | Stress response in honeybees is associated with changes in task-related physiology and energetic metabolism[END_REF]. For DWV, external standards of known concentration were obtained from 10-fold serial dilutions and used for absolute quantification. Non-template controls were also included on each plate. Primer sequences are reported in Table IV-1. the expected number of exits if N t-1 = 0 and t belongs to the period [12:00-20:00]. However, since N t-1 is not 0 in general, the expected number of exits is the sum of (i) either α, α + γ 1 (d t ,t) or α + γ 2 (d t ,t), depending on the period during the day and (ii) the auto-correlation term βN t-1 . In the model, the term βN t-1 reflects, in terms of number of exits, the inertia of the activity of the colony (how the number of exits N t is affected by the number of exits at t-1), whereas the variation in the terms γ 1 (d t ,t) and γ 2 (d t ,t) provides information about the responses of the colony to changes in environmental factors (computed number of exits every 5 min. in the morning and afternoon, respectively). The model was fitted to each time series of the numbers of exits using the 'tsglm' function in the R package tscount. For each colony, the fitting process yield estimates for α, β, for each monitoring day d t , and the morning and afternoon effects, γ 1 (d t .) and γ 2 (d t .), respectively, were evaluated. Here, the trial effect (set of 5 consecutive days under the same thermal condition) is embedded in the day effect.

Variations in the proportion of forager types (pollen, nectar, water and empty) were analysed using a generalized linear mixed model with a binomial distribution. The model with the lowest sample size-corrected Akaike's Information Criterion was selected. The temperature treatment was analysed as a fixed factor, whereas colony and a nested effect with run, day and trial were analysed as random factors. The term run defines the sampling order within each afternoon (run 1, 2, 3) and the term day corresponds to the day number after the beginning of treatment (SHW+ and SHW-) within a trial (day 2, 3, 4 and 5).

Variation in nectar parameters (volume, concentration and quantity of sugar), physiological parameters (gene expression, sugar and glycogen levels) and brood size were analysed using repeated measures ANOVA followed by Tukey's post hoc comparison. Treatments and sampling frames were analysed as fixed factors, whereas the replicate and colony origin were analysed as random factors. The link between vitellogenin and DWV was analysed using Pearson's correlation test.
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RESULTS

Thermoregulation

The temperatures recorded on storage frames varied greatly (from 30 to 37°C) and according to the cycle of temperature regimes (Figure IV-1), showing that colonies felt the SHW. The temperature recorded on the central frame of colony 1 showed minimal variation (approximately 35°C). This was due to the presence of the brood near the temperature sensor, and therefore, an effective brood thermoregulation was maintained regardless of the temperature treatment. The temperatures in colony 2 and 3 central frames exhibited greater variation according to the SHW cycles (no brood near the temperature sensor). Brood size, which was estimated to 11,428 ± 2,698 brood cells per colony during the experimental period, remained stable and was not impacted by the exposition to SHW (P = 0.26).

Temperature recorded on central (red) and storage frames (blue) in each colony. Temperature (°C) was recorded on frames over the successive periods of the SHW treatments by using thermo-tracers. In colony 1, the temperature sensor on the central frame was near the brood. However, in colonies 2 and 3 the brood changed position over time (adult emergence, egg-laying on others frames or away from the temperature sensor), which explains the lack of thermoregulation near the temperature sensors. 

Impact of heat waves on colony activity

The model for the temporal dynamics of the number of exits was fitted to time series collected from colonies exposed to SHW and from the environmental control colony. We obtained a satisfactory goodness-of-fit (the coefficient of variation R 2 ranges from 0.95 to 0.97 for the 4 colonies; see also Figure IV-2, which shows that the observed time series and the predicted time series closely overlap).

Data are shown for the environmental control colony and for the colonies exposed to SHW (Colonies 1, 2 and 3). Black curve is the observed number of exits. Red curve is the predicted number of exits. Green curve represents the morning effects. Blue curve represents the afternoon effects. Hatched periods are 5day periods with simulated heat waves for colonies exposed to the temperature treatment.

The basic number of exits α (computed number of exits outside the period [8:00-20:00]) was rather low (from approximately 1 to 6 exits every 5 minutes, Table 1), and even though there was a difference between the control and treated colonies, this difference was negligible compared to the average number of exits observed over the course of the experiment (approximately 160 exits every 5 minutes, supplementary Fig. S1). The auto-correlation coefficient β (inertia of the colony activity) was consistent over the four series (Table 1),

indicating a similar dynamic between colonies. Its high estimated value (approximately 0.93)

showed that the inertia of the colony activity was rather high. Regarding the SHW influence on flight activity, we found that morning (γ 1 (d t ,t)) and afternoon (γ 2 (d t ,t)) effects range from 3 to 45 exits over 5 minutes (mean = 17.7; Figure IV-3) and represents 11 % of the average number of exits. For colonies exposed to the temperature treatment, the afternoon effects are larger during SHW compared to periods without SHW (large dots above large circles). As opposed to the afternoon, no consistent change according to SHW treatment was observed in the colony activity in the morning. Thus, the temperature treatment induced an increase in the colony activity in the afternoon. In addition, jumps between successive 5-day periods were large and consistent for colonies exposed to the temperature treatment (mean jump = 12.6 ± 0.6) compared to the environmental control colony (mean jump = 7.4 ± 1.6). Thus, the temperature treatment induced larger perturbations in the colony activity.

Each small circle gives the morning effect (abscissa) and the afternoon effect (ordinate) estimated for a specific day and colony (the axes' unit is the number of exits per 5 min). In each panel, small coloured circles (in black, red, green or blue, depending on the panel) correspond to daily morning and afternoon effects of the colony of interest, whereas grey small circles correspond to daily morning and afternoon effects of the three other colonies. In each panel, large circles represent the average effects of the colony of interest for 5-day periods without SHW. Large dots represent the average effects for 5-day periods with SHW. Lines linking the large circles and dots represent jumps from a 5-day period to the following 5-days period. Arrows indicate the first 5-day periods of the experiment without SHW (large circle), which is followed by a 5-day periods with SHW (large dot) and so on. For experimental colonies, large dots (SHW+ periods) were consistently above large circles (SHW-periods), showing an increase in colony activity under SHW in the afternoon. 

Impact of heat waves on foraging behaviour

Regarding the proportion of pollen foragers, the model with the lowest AICc was a null model 

Impact of heat waves on bee physiology

Energetic resources

A significant difference in total circulating sugar levels was found between bees sampled on brood and storage frames (bees on storage frames had a higher sugar level than bees sampled on brood frames, P < 0.001; Figure IV-5).

Mean and standard error of sugar levels (µg/µL) in bees sampled at the end of an SHW-(white bars) or SHW+ period (grey bars) (n = 53-54 bees per conditions). The sugar level was higher in bees sampled on storage frames than on brood frames (P < 0.001) but was not affected by SHW (P = 0.17 108

Similarly, glycogen levels were significantly higher in bees sampled on storage frames than in bees sampled on brood frames (P < 0.001, Figure IV-7). A significant effect of SHW on glycogen level was also detected (P = 0.032), as well as an interaction between the SHW treatment and the sampled frames (P = 0.014). Though glycogen levels did not change with SHW in bees sampled on brood frames (P = 0.99), it significantly increased in bees sampled on storage frames (P = 0.007).

Mean and standard error of glycogen levels (mg/g) in bees sampled at the end of an SHW-(white bars) or SHW+ period (grey bars) (n = 53-54 bees per conditions). The glycogen level was higher in bees sampled on storage frames than on brood frames (P < 0.001) and increased with SHW for bees sampled on storage frames (P = 0.007). Different letters indicate significant differences (ANOVA followed by Tukey's post hoc comparisons). 

DISCUSSION

Though adult bees can tolerate a large range of temperatures, they need to control the brood rearing temperature with the utmost precision for its survival and normal growth [START_REF] Himmer | Die Temperaturverhältnisse bei den sozialen Hymenopteren[END_REF][START_REF] Koeniger | Das wärmen der brut bei der honigbiene (Apis mellifera)[END_REF]. The mechanism underlying the maintenance of colony thermal homeostasis has been well studied [START_REF] Kleinhenz | Hot bees in empty broodnest cells: heating from within[END_REF][START_REF] Stabentheiner | Honeybee colony thermoregulation -Regulatory mechanisms and contribution of individuals in dependence on age, location and thermal stress[END_REF], but whether and to what extent that requires social and physiological costs has been poorly investigated. Answering those questions is essential since climate change is expected to lead to an increase in the severity and frequency of extreme weather events and might extend the list of the numerous pressures to which honeybees are exposed to [START_REF] Goulson | Bee declines driven by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers[END_REF].

Thanks to optic bee counters and mathematical modelling, for the first time, we could quantify the daily foraging activity at the colony level; we observed a 70 % increase in forager traffic in response to a simulated heat wave. The effects were visible in the afternoon when the peak temperature was reached. Since foraging activity was based on the number of exits per bout of 5 minutes, it is reasonable to attribute the traffic increase to a higher number of foragers rather than to a higher number of trips per forager within 5 minutes. Even more, it is less likely that bees performed at least two foraging trips (including the resource distribution around the hive) within 5 minutes. As social insects, when the need of a resource increases, workers are usually recruited from a pool of previously inactive individuals [START_REF] Gordon | Dynamics of task switching in harvester ants[END_REF][START_REF] Gordon | Group-level dynamics in harvester ants: young colonies and the role of patrolling[END_REF][START_REF] Seeley | Age Polyethism For Hive Duties In Honey-bees -Illusion Or Reality[END_REF]. This pool can be large in honeybees since 50 % or more of adult bees can be inactive [START_REF] Lindauer | Ein Beitrag zur Frage der Arbeitsteilung im Bienenstaat[END_REF][START_REF] Seeley | Age Polyethism For Hive Duties In Honey-bees -Illusion Or Reality[END_REF]. The bees that do not forage or rarely serve as a backup foraging force were likely to be recruited in response to a SHW.

Next, we focused on the type of resources collected by bees in response to SHW. We found that the proportion of pollen foragers was not impacted by SHW (9.5 % and 9.7 % for the SHW-and SHW+ periods, respectively), indicating that pollen flow was maintained at the colony level. This is crucial to the colony since a reduction of pollen availability would compromise the physiological development of nurses and brood rearing [START_REF] Haydak | Honey bee nutrition[END_REF][START_REF] Hrassnigg | The influence of brood on the pollen consumption of worker bees (Apis mellifera L.)[END_REF]. However, more than double the number of water foragers (9.7 % to 19.2 %)

were identified in response to SHW, confirming a previous study, which showed an increase in water foragers after exposing the brood nest to heat stress [START_REF] Kühnholz | The control of water collection in honey bee colonies[END_REF]. This intensification of water collection did not occur at the expense of nectar foraging, which remained stable through the experiment but was associated with a decline in the rate of empty bees returning to the hive (from 35.9 % to 22.9 %). According to [START_REF] Pankiw | Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor in honeybees[END_REF], empty bees are "nectar foragers that failed to find a source of nectar with a sucrose concentration in excess of their response thresholds". Since the same authors found that water foragers are the workers with the lowest response threshold to sucrose, followed by pollen foragers, nectar foragers and bees returning to the colony empty (water < pollen < nectar < empty), it is likely that the SHW lowered the sucrose response threshold of bees and therefore increased the proportion of water foragers. This is further supported by the decrease in average sucrose concentration of nectar collected by foragers under SHW, although the range of sugar concentration did not change (from 0 to 75 % during SHW+ periods and from 0 to 73 % during SHW-periods, see also [START_REF] Kühnholz | The control of water collection in honey bee colonies[END_REF]).

In summation, SHW would both stimulate the recruitment of foragers and lower the sucrose response threshold of bees to supply the colony with enough water and enable brood thermoregulation.

Interestingly, though on one hand, the sucrose concentration of nectar collected by bees decreased, on the other hand, its volume was higher under SHW, giving no significant change in the amount of sucrose collected per bee. In contrast, it seems that the SHW treatment increased the nectar and pollen flow of colonies since the forager traffic was almost doubled, and the rate of nectar and pollen forager was not altered. This global increase in resource flow (notably nectar) might be a response to a higher energetic demand required by colony thermoregulation (increase in water collection and brood ventilation).

The next objective was to determine whether SHW modified the level of energetic resources in individual bees. We observed that, before SHW treatment, bees sampled on brood frames had two times less glycogen than bees sampled on storage frames. The fact that nurses stored approximately 50 % less glycogen than foragers [START_REF] Harrison | Caste-Specific Changes in Honeybee Flight Capacity[END_REF][START_REF] Neukirch | Dependence of the life span of the honeybee (Apis mellifica) upon flight performance and energy consumption[END_REF] suggested that the bees sampled on brood frames had a nurse-like profile, and inversely, bees sampled on storage frames had a forager-like profile. Though the level of glycogen did not change with SHW in bees sampled on brood frames, it increased significantly in bees sampled on storage frames (+ 54 %). Since glycogen is a major source of energy for flight muscles, this change might reflect an adaption to increased activity (foraging flights, brood ventilation) and/or a higher proportion of bees with a forager-like profile on the storage frames. This last assumption is supported by the recruitment of foragers with SHW (see above). Similarly, the level of circulating sugar in haemolymph, partly originating from glycogen catabolism, was significantly higher in bees sampled on storage frames than in bees sampled on brood frames, but it did not change according to the SHW treatment. Ventilation and foraging activity being highly energyconsuming behaviours, this might indicate a quick use of haemolymph sugar by the flight muscles. Overall, the data are in line with the changes observed in the colony foraging activity, but do not reveal any cost of SHW on bee energetic resources.

In insects, the rate of biochemical reactions can be affected by environmental temperatures, and usually, a higher rate of enzymatic activity within physiological limits is observed with an increased temperature [START_REF] Angilletta | Thermodynamic effects on organismal performance: Is hotter better?[END_REF]. For example, the optimal activity of the phenoloxidase enzyme is reached at temperatures above environmental temperatures [START_REF] Hara | Comparative studies on larval and pupal phenoloxidase of the housefly, Musca domestica L. Comp[END_REF][START_REF] Lockey | Isolation and Characterization of Hemolymph Phenoloxidase From Heliothis-Virescens Larvae[END_REF], indicating that higher temperatures can enhance its performance. Consistent with this, several studies reported an improvement of immune function at higher temperatures [START_REF] Adamo | Some like it hot: the effects of climate change on reproduction, immune function and disease resistance in the cricket Gryllus texensis[END_REF][START_REF] Catalán | Interplay between thermal and immune ecology: Effect of environmental temperature on insect immune response and energetic costs after an immune challenge[END_REF]. Even though temperature is controlled on brood frames, there are still some variations on (colony 1: 33 to 36°C) or near the brood (colonies 2 and 3: 29 to 37°C) (Figure IV-1), and bees can move from one frame to another (storage frames exhibited the highest temperature variability). We therefore expected some changes in immunocompetence, but none of the tested immune genes exhibited changes in their expression level with SHW in bees sampled on brood frames.

However, vitellogenin showed a higher expression level, which could reflect an improvement of immune [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF] and antioxidant capacity [START_REF] Seehuus | Reproductive protein protects functionally sterile honey bee workers from oxidative stress[END_REF] or a transition to a more nurse-like profile [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF] to increase brood care. The fact that we observed, at the colony level, a higher proportion of foragers and no decrease in the glycogen levels of bees sampled on brood frames (as it would if bees switched to a more nurse-like profile) tends to exclude the last hypothesis. This could reveal an increased protection against oxidative stress since increased enzymatic rates in insects can lead to higher metabolic rates [START_REF] Angilletta | Thermodynamic effects on organismal performance: Is hotter better?[END_REF]. In addition, this hypothesis is consistent with our previous results [START_REF] Bordier | Stress response in honeybees is associated with changes in task-related physiology and energetic metabolism[END_REF],

showing a vitellogenin increase in bees whatever their task specialization (nurse, guard and forager) in response to a heat stress in laboratory conditions.

Moreover, we found that DWV loads decreased with SHW treatment, suggesting potential effects of environmental temperatures on viral population in honeybees. Temperature variation has been shown to influence the resistance of hosts to viruses in insects [START_REF] Frid | Thermal ecology of western tent caterpillars Malacosoma californicum pluviale and infection by nucleopolyhedrovirus[END_REF][START_REF] Kobayashi | Effect of high temperature on the development of nuclear polyhedrosis virus in the silkworm, Bombyx mori[END_REF], but this DWV decline was not associated with enhanced immune functions. Indeed, the expression of immune genes did not increase, and though DWV loads were correlated to vitellogenin levels before SHW, this correlation disappeared with the SHW treatment. Our data suggest the existence of alternative physiological functions inhibiting virus multiplication or a direct thermal inhibition. In insects, a temperature dependence of host susceptibility to viral infections has been demonstrated several times. For example, in silkworm, thermal inhibition of viral diseases has been attributed to a limited accumulation of infectious progeny and the replication mechanism of the virus [START_REF] Kobayashi | Effect of high temperature on the development of nuclear polyhedrosis virus in the silkworm, Bombyx mori[END_REF]. In crickets, the protective effects of high temperature are caused by the induction of heat-shock proteins in uninfected cells [START_REF] Cevallos | Temperature protects insect cells from infection by cricket paralysis virus[END_REF]. Similar mechanisms may be speculated in honeybees.

A limit of our study was that heat waves were simulated only at the colony level and not at the field level. Though high field temperature might on one hand improve forager flight performance [START_REF] Szabo | Effect of weather factors on honeybee flight activity and colony weight gain[END_REF] owing to lower flight metabolic rate [START_REF] Woods | Honeybee flight metabolic rate: does it depend upon air temperature?[END_REF], on the other hand, it may lower the availability of water and flower nectar [START_REF] Takkis | Climate change reduces nectar secretion in two common Mediterranean plants[END_REF].

Therefore, future studies should take into account this trade-off. Nevertheless, we showed that honeybee colonies could remarkably adapt to heat waves but most importantly without being at the expense of the colony nectar and pollen flow. No cost was detected at the individual level, and SHW was rather beneficial regarding viral infection, although the impact of climate change on bee diseases should be studied long-term (Le Conte and Navajas, 2008a). The solicitation of the backup foraging or other task forces might however be costly if the colony is subjected to other environmental pressures. For example, a decrease in the availability or size of those backup forces might limit the colony capacity to buffer great field mortality. This scenario could certainly be generalized to any environmental stressors that trigger the recruitment of bees for a specific task (e.g. foragers), and not only in response to temperature increase. Finally, quantifying honeybee colony responses to climatic variations will help to model and further predict their dynamic and/or survival under different climate change scenarios (Switanek et al., 2017). 

III-Conclusions

II. Coût énergétique associé à une réponse au stress

Chez tous les organismes vivants, les réserves énergétiques ont un rôle prépondérant dans les processus biologiques [START_REF] Hall | The distribution and abundance of organisms as a consequence of energy balances along multiple environmental gradients[END_REF][START_REF] Slobodkin | Energy in animal ecology[END_REF]. Pour survivre, les organismes doivent être en mesure d'extraire suffisamment de réserves énergétiques de leur environnement et de les utiliser en fonction de leurs besoins [START_REF] Brown | Toward a metabolic theory of ecology[END_REF], ce qui peut aboutir à des compromis entre les différentes fonctions biologiques (ex. reproduction vs immunité) [START_REF] Adamo | Changes in lifetime immunocompetence in male and female Gryllus texensis (formerly G-integer): trade-offs between immunity and reproduction[END_REF][START_REF] Ilmonen | Experimentally activated immune defence in female pied flycatchers results in reduced breeding success[END_REF][START_REF] Schwenke | Reproduction -Immunity Trade-Offs in Insects[END_REF]. Cependant, l'optimisation de l'utilisation des substrats énergétiques permet aux organismes de mettre en place des comportements adaptés aux situations rencontrées tout en assurant leur survie.

L'exposition à un stress nécessite une mobilisation énergétique ce qui va induire une élévation du métabolisme. Chez l'abeille, l'organisation sociale ajoute un degré de complexité supplémentaire et va imposer aux individus un compromis entre les réserves énergétiques dont ils ont besoin pour leur propre survie et celles nécessaires au développement du couvain et de la colonie.

Dans les expérimentations menées lors de cette thèse, nous avons globalement observé une diminution du métabolisme et des ressources énergétiques, en réponse à un stress. Ces déficits énergétiques peuvent avoir pour conséquence de modifier le comportement ou les stratégies d'approvisionnement. En effet, il semble qu'il existe un lien assez fort entre la glycémie des abeilles et leur sensibilité au sucre [START_REF] Wang | Gustatory perception and fat body energy metabolism are jointly affected by vitellogenin and juvenile hormone in honey bees[END_REF], ce qui va influencer leur préférence de butinage (eau, nectar, pollen) [START_REF] Pankiw | Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor in honeybees[END_REF]. De plus, des carences énergétiques peuvent altérer directement les performances comportementales [START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF] ou indirectement leurs capacités cognitives [START_REF] Jaumann | Energetic cost of learning and memory can cause cognitive impairment in honeybees[END_REF]. Des adaptations ou altérations du comportement sont donc attendues en réponse à un stress.

II.1. Sensibilité au sucre

La sensibilité au sucre, supérieure chez les butineuses de pollen que de nectar, est connue pour orienter la préférence de butinage [START_REF] Pankiw | Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor in honeybees[END_REF]. Or, comme cela a déjà été démontré, l'exposition à un stress peut influencer la sensibilité au sucre [START_REF] Démares | Sucrose sensitivity of honey bees is differently affected by dietary protein and a neonicotinoid pesticide[END_REF][START_REF] Pankiw | Effect of pheromones, hormones, and handling on sucrose response thresholds of honey bees (Apis mellifera L.)[END_REF], ce qui peut avoir pour conséquence directe d'altérer l'activité de butinage des abeilles, comme j'ai pu le proposer dans les articles 3 et 4. Dans l'article 3, sur l'impact d'un stress immunitaire simple sur le comportement, les abeilles ont ré-orienté leur préférence de butinage aux dépens du pollen ce qui peut être le reflet d'une modification de la sensibilité au sucre. L'hypothèse est que cela permettrait aux abeilles de butiner une ressource plus riche en sucres pour pouvoir surmonter les coûts énergétiques liés au stress immunitaire, comme cela a déjà été observé suite à une infection parasitaire [START_REF] Lach | Parasitized honey bees are less likely to forage and carry less pollen[END_REF]. À l'inverse dans l'article 4 sur l'impact de vagues de chaleur sur le comportement, une augmentation de la collecte d'eau a été observée ce qui suggère une diminution du seuil de réponse au sucre.

Puisque la variabilité individuelle dans les seuils de réponse est un mécanisme de base de la division du travail [START_REF] Beshers | Response thresholds and division of labor in insect colonies[END_REF][START_REF] Robinson | Genomics and integrative analyses of division of labor in honeybee colonies[END_REF]Theraulaz et al., 1998) (Chen et al., 2008;[START_REF] Harris | Effects of stress, age, season, and source colony on levels of octopamine, dopamine and serotonin in the honey bee (Apis mellifera L.) brain[END_REF] importantes dans la régulation de la sensibilité des abeilles aux stimuli et ainsi la division du travail [START_REF] Schulz | Octopamine influences division of labor in honey bee colonies[END_REF][START_REF] Schulz | A role for octopamine in honey bee division of labor[END_REF]. Par exemple, L'OA est connue pour impacter le seuil de réponse à la gustation, en augmentant la réponse au sucre des abeilles [START_REF] Scheiner | Behavioural pharmacology of octopamine, tyramine and dopamine in honey bees[END_REF] et va stimuler le comportement de vol [START_REF] Fussnecker | Octopamine and tyramine influence the behavioral profile of locomotor activity in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF], une activité principalement attribuée aux butineuses. L'OA a également un impact sur les seuils de réponse liés à l'olfaction [START_REF] Barron | Octopamine modulates responsiveness to foraging-related stimuli in honey bees (Apis mellifera)[END_REF], en diminuant le seuil de réponse aux phéromones émises par le couvain. Il serait ainsi intéressant de tester si le stress peut modifier d'autres seuils de réponse que ceux au sucre.

II.2. Impact au niveau comportemental

Dans le cas où les réserves énergétiques deviennent un facteur limitant, certains organismes peuvent se soustraire de leur environnement pour aller vers un milieu plus favorable, ce qui est typiquement le cas lors d'une migration [START_REF] Alerstam | Long-distance migration: evolution and determinants[END_REF]. Pour toutes les autres espèces qui ne peuvent pas migrer, comme c'est le cas pour l'abeille qui pour quitter la colonie devrait abandonner le couvain, il convient de mettre en place des réponses spécifiques. Les changements tant physiologiques que métaboliques peuvent être le reflet de modifications du comportement et inversement. Par exemple, les changements comportementaux peuvent découler directement d'un manque de ressources énergétiques. En effet, une réduction de l'activité, telle que la reproduction, le soin aux jeunes ou la recherche alimentaire, suite à une stimulation au niveau immunitaire, a déjà été observée chez les vertébrés (Aubert et al., 1997;[START_REF] Bonneaud | Assessing the cost of mounting an immune response[END_REF][START_REF] Owen-Ashley | Seasonal modulation of sickness behavior in free-living northwestern song sparrows (Melospiza melodia morphna)[END_REF]. Il a été proposé que cela puisse correspondre à un comportement adaptatif afin de limiter la déperdition d'énergie ce qui favoriserait ainsi la survie des individus [START_REF] Adelman | Vertebrate sickness behaviors: Adaptive and integrated neuroendocrine immune responses[END_REF].

Ainsi, les coûts énergétiques peuvent avoir un impact direct ou indirect sur le comportement :

-Coût direct sur le comportement par une modification de l'activité locomotrice et de butinage. Le vol chez les insectes est l'une des activités les plus coûteuses en énergie du règne animal [START_REF] Dudley | The Biomechanics of Insect Flight: Form, Function, Evolution[END_REF]. De ce fait, un stress énergétique a des répercussions sur le comportement de vol et donc de butinage. Que ce soit suite à une infestation par Nosema (Article 2) ou suite à un stress immunitaire simple (Article 3), les capacités de vol des abeilles stressées ont été impactées, avec une augmentation du temps passé sur le terrain. Ce qui est cohérent avec les résultats de précédentes études [START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF]Dhruba Naug, 2014) -Coût indirect sur le comportement par une modification des capacités cognitives des individus. Le comportement de butinage fait appel à d'importantes capacités cognitives comme l'apprentissage et la mémorisation [START_REF] Giurfa | Cognition with few neurons: Higher-order learning in insects[END_REF]Menzel, 2012). Cependant ces fonctions sont hautement coûteuses en énergie chez l'abeille [START_REF] Jaumann | Energetic cost of learning and memory can cause cognitive impairment in honeybees[END_REF] et peuvent être impactées par la présence de pathogènes ou par un déficit nutritionnel [START_REF] Arien | Omega-3 deficiency impairs honey bee learning[END_REF][START_REF] Iqbal | Virus infection causes specific learning deficits in honeybee foragers[END_REF]. Ainsi, une limitation en réserves énergétiques risque d'affecter significativement le développement des capacités cognitives et donc la navigation.

Enfin, l'exposition a un stress provoque généralement une accélération de la maturation comportementale [START_REF] Downey | Single and dual parasitic mite infestations on the honey bee, Apis mellifera[END_REF][START_REF] Dussaubat | Flight behavior and pheromone changes associated to Nosema ceranae infection of honey bee workers (Apis mellifera) in field conditions[END_REF]. Or, les butineuses précoces n'ont généralement pas une physiologie optimale pour le butinage et ont une probabilité de survie plus faible lors de leur premier vol [START_REF] Barron | Death of the bee hive: understanding the failure of an insect society[END_REF]. En effet, elles sont plus lourdes et ont des capacités de vol réduites par rapport à des butineuses d'âge normal [START_REF] Vance | The effects of age and behavioral development on honey bee (Apis mellifera) flight performance[END_REF], vraisemblablement à cause d'un métabolisme énergétique et structure des muscles pas encore adaptés au butinage [START_REF] Schippers | Lifetime performance in foraging honeybees: behaviour and physiology[END_REF]. Ces observations renforcent l'importance du métabolisme et/ou des réserves énergétiques dans les performances de vol et donc comportementales.
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II.3. Métabolisme énergétique vs ressource énergétique

La disponibilité en ressources énergétiques, comme les sucres circulant dans l'hémolymphe et le glycogène stocké dans les tissus, a été estimée dans différentes expérimentations. De manière générale, les organismes exposés à une source de stress mobilisent leurs réserves afin d'assurer en premier lieu les fonctions indispensables à leur survie. Cette mobilisation crée un stress énergétique pour les organismes, comme cela a notamment été décrit chez des abeilles infectées par le parasite intestinal Nosema [START_REF] Mayack | Parasitic infection leads to decline in hemolymph sugar levels in honeybee foragers[END_REF].

Les sucres et le glycogène étant les principales réserves énergétiques des abeilles, en particulier pour obtenir rapidement l'énergie nécessaire au vol [START_REF] Suarez | Energy metabolism in orchid bee flight muscle: carbohydrate fuels all[END_REF] 

III. Sensibilité au stress

Afin d'estimer au mieux la sensibilité au stress des organismes, il convient de prendre en compte aussi leurs caractéristiques génétiques, les propriétés de leur environnement, et tester leurs réponses à un gradient de stimuli.

III.1. Impact des facteurs internes

Chaque expérimentation développée dans cette thèse a été réalisée sur Apis mellifera, sans contrôle supplémentaire de la génétique de chaque abeille ou colonie. Or, les facteurs internes comme la génétique des individus ont une influence prépondérante sur la détermination des comportements sociaux, notamment en déterminant les seuils de réponses à divers stimuli (Robinson andPage, 1989, 1988;[START_REF] Robinson | Genes and social behavior[END_REF].

De ce fait les facteurs externes doivent être pris en compte pour analyser les réponses à des stimuli, comme ceux provoquant un stress. Une réponse différentielle pourrait être attendue en fonction de la génétique de chaque individu, comme cela peut être observé chez les mammifères [START_REF] Novais | How age, sex and genotype shape the stress response[END_REF]. Enfin, les expériences passées ou stimuli environnementaux peuvent remodeler certaines parties du génotype à travers des mécanismes épigénétiques [START_REF] Wolf | Biological pathways to adaptabilityinteractions between genome, epigenome, nervous system and environment for adaptive behavior[END_REF]. Ces mécanismes existent chez l'abeille [START_REF] Herb | Reversible switching between epigenetic states in honeybee behavioral subcastes[END_REF], il serait donc intéressant de déterminer si une exposition à un stress peut induire des modifications épigénétiques fixant ainsi de nouveaux seuils de réponses à ce stress.

III.2. Gradient d'intensité du stress

Des réponses différentielles selon l'intensité d'un stress ont déjà été observées lors d'exposition à un pathogène tel que Nosema [START_REF] Huang | Infectivity and virulence of Nosema ceranae and Nosema apis in commercially available North American honey bees[END_REF], ou à des pesticides (Henry et al., 2014). De ce fait, des effets plus ou moins forts au niveau physiologique, énergétique et in fine au niveau comportemental peuvent être suspectés en fonction de l'intensité du stimulus. Ainsi, il apparaît important de développer des expérimentations comprenant un gradient d'intensité de la source de stress afin de déterminer plus précisément la sensibilité des individus. Dans mon cas, le stress immunitaire a toujours été représenté par une piqûre unique au niveau de l'abdomen. De la même manière, lors d'un stress pathogénique, toutes les abeilles ont été infectées par le même nombre de spores et enfin lors d'une exposition à un stress thermique, celui-ci a toujours été une hyperthermie, au-dessus de la température optimale de développement du couvain. A l'image de 125 ce que j'ai fait pour l'exposition aux pesticides (2 doses par molécule), il aurait peut-être été judicieux de tester l'effet de gradient de stress.

Ainsi, il est possible que l'absence de différence de réponse (au niveau physiologique) entre les différentes castes comportementales soit issus de stimuli trop élevés et donc déjà au-delà du seuil de réponse de chaque caste. L'exposition à un gradient d'intensité pourrait permettre de tester de manière plus précise la sensibilité des castes comportementales au stress. En effet, chez l'abeille les seuils de réponses à des stimuli sociaux ou environnementaux évoluent avec l'âge et selon le rôle social [START_REF] Collins | Effect of age on the response to alarm pheromone by caged honey bees[END_REF][START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF][START_REF] Seeley | Honeybee Ecology, A Study of Adaptation in Social Life[END_REF] et donc il est concevable que ce soit similaire pour les réponses au stress. Il est possible que le stress affecte la perception de l'environnement au niveau des antennes, mais plus probablement le traitement des signaux au niveau du système nerveux central (cerveau). En effet, il a été montré que le stress pouvait affecter les voies de signalements comme celle des amines biogènes (Chen et al., 2008), impliquées dans la modulation des réponses aux stimuli environnementaux [START_REF] Scheiner | Behavioural pharmacology of octopamine, tyramine and dopamine in honey bees[END_REF]. La technique de l'électroantennographie permettrait de mesurer l'influence de stress sur la perception de signaux chimiques au niveau périphérique. Des analyses comportementales apporteraient des données complémentaires sur les aptitudes à intégrer et répondre à ces signaux. Cependant, il est très vraisemblable qu'une altération de la perception et de la réponse des abeilles aux signaux sociaux, n'apparaisse que lorsque le stress atteint la phase d'épuisement décrite par [START_REF] Selye | Stress and the General Adaptation Syndrome[END_REF]: c'est-à-dire lorsque le stress est trop intense et que certaines fonctions de l'organisme ne sont plus maintenues à un niveau normal.

IV. Perspectives

IV.2. Voies de signalement de la réponse au stress

Etudier les voies de signalement au stress permettrait d'aller plus loin dans l'analyse des réponses au stress chez l'abeille, tout en identifiant des mécanismes pouvant moduler la résilience des individus.

Des similitudes ont été relevées entre les récepteurs du système opioïde des mammifères et les voies impliquant les allatotatines (AST) chez les insectes [START_REF] Jekely | Global view of the evolution and diversity of metazoan neuropeptide signaling[END_REF][START_REF] Kreienkamp | Functional annotation of two orphan G-proteincoupled receptors, drostar1 and -2, from Drosophila melanogaster and their ligands by reverse pharmacology[END_REF][START_REF] Urlacher | Honey bee allatostatins target galanin/somatostatin-like receptors and modulate learning: A conserved function?[END_REF]. Les allatostatines sont des neuropeptides qui ont la particularité d'inhiber la synthèse d'hormone juvénile chez ces derniers [START_REF] Verlinden | The pleiotropic allatoregulatory neuropeptides and their receptors: A mini-review[END_REF].

Certains récepteurs aux allatostatines sont présents chez l'abeille [START_REF] Audsley | Analysis of peptides in the brain and corpora cardiaca-corpora allata of the honey bee, Apis mellifera using MALDI-TOF mass spectrometry[END_REF] et il a été montré récemment que les ASTs peuvent être des médiateurs de la réponse à la phéromone d'alarme, considérée comme un stress chez l'abeille [START_REF] Urlacher | C-type allatostatins mimic stress-related effects of alarm pheromone on honey bee learning and memory recall[END_REF]. Chez l'abeille adulte, il semblerait que les ASTs inhibent la production de JH (Jean Marc Devaud, communication personnelle), un régulateur clef des différents comportements en plus d'être impliqué dans les réponses physiologiques au stress chez les insectes [START_REF] Amdam | Social context, stress, and plasticity of aging[END_REF]. Ainsi, afin ont des capacités de vol moindres que des abeilles d'âge normal [START_REF] Schippers | Lifetime performance in foraging honeybees: behaviour and physiology[END_REF][START_REF] Vance | The effects of age and behavioral development on honey bee (Apis mellifera) flight performance[END_REF]. De la même manière, des butineuses qui redeviennent nourrices sont moins efficaces dans le soin au couvain que des nourrices d'un âge normal, notamment à cause de la réduction des glandes hypopharyngiennes [START_REF] Robinson | Regulation of division of labor in insect societies[END_REF].

IV.3.3. Investissement dans le partage de la ressource

Au niveau comportemental, un changement dans les préférences de butinage a été observé. La 

V. Conclusions

Le déclin exceptionnellement rapide de la biodiversité au cours des derniers siècles indique que nous sommes entrés dans une 6 ème vague d'extinction massive des espèces [START_REF] Ceballos | Accelerated modern human -induced species losses: entering the sixth mass extinction[END_REF]. À la différence avec les précédentes, celle-ci est principalement liée à l'homme, notamment à l'anthropisation du paysage. Il a par exemple été montré que le taux moyen de perte d'espèces de vertébrés au siècle dernier avait été plus de 100 fois supérieur au taux attendu en l'absence d'activités humaines [START_REF] Ceballos | Accelerated modern human -induced species losses: entering the sixth mass extinction[END_REF] J'ai démontré que quel que soit leur rôle social (nourrice, gardienne, butineuse), les abeilles répondent de la même manière à un stress donné, si celui-ci est écologiquement pertinent (hyperthermie et stress immunitaire mais pas xénobiotique). Une tendance à la diminution des ressources énergétiques a également été observée suite à un stress suggérant une modification des performances comportementales. Afin de vérifier cela, je me suis concentrée sur l'activité de butinage ; le vol chez les insectes étant un des processus physiologiques les plus coûteux du règne animal. Une altération des performances de butinage a été mise en évidence chez les abeilles soumises à un stress immunitaire avec une réorientation des préférences de butinage au dépens du pollen, plus coûteux à collecter et moins riche en ressource énergétique que le nectar ; ceci probablement pour pallier au coût énergétique du stress. En revanche, en réponse à une hyperthermie, une augmentation de l'activité de butinage a été observée mais sans engendrer un coût supplémentaire au niveau des ressources collectées.

Ces résultats sont discutés à la lumière du coût énergétique du stress et des conséquences potentielles sur les performances des abeilles, qui in fine pourrait perturber l'homéostasie énergétique de la colonie.

MOTS CLEFS : Apis mellifera, stress immunitaire, hyperthermie, pesticides, stress social, vitellogénine, métabolisme énergétique, division du travail, comportement de butinage

Stress in honeybees (Apis mellifera): physiological and behavioural modifications

ABSTRACT: Honeybees (Apis mellifera), which play an important role in natural and agronomic ecosystems, are exposed to a growing number of environmental pressures (new parasites, pesticides, climate change and poor nutrition). In this context, deciphering the mechanisms underlying stress responses and their costs becomes crucial to better understand the impact of these pressures.

Stress usually represents a challenge to the homeostasis of an organism. In response, a cascade of physiological and behavioural adaptations enables the organism to cope with the stress. However, due to their social life style, we could suggest that stress response in honeybees will occur in the interest of the colony and not only in the interest of the individual. To characterise the stress response and determine its specificity according to the stimulus (xenobiotic, immune, thermal, social), I developed a multidisciplinary approach to identify changes in i) task-related physiology, ii) energetic metabolism, and iii) behaviour.

I demonstrated that, regardless of their social function (nurse, guard, forager), bees respond in the same way to a given stress, if it is ecologically-relevant (heat and immune stress but not pesticides). A tendency toward decreasing energetic resources was also observed following stress exposure, which suggests changes in behavioural performance. In order to test this hypothesis, I analysed changes in foraging activity in response to stress, as insect flight is one of the most costly physiological processes in the animal kingdom. I found that foraging performances were affected by an immune stress: bees changed their foraging preferences at the expense of pollen, probably to reduce the stress energetic cost, given that pollen is more costly to collect and provides a lower energetic return than nectar. In contrast, in response to heat stress, an increase in colony foraging activity was observed, without an additional cost on resource collection.

These results are discussed in the light of stress energetic cost and its potential consequences on honeybee performances, which could disrupt the colony's energetic homeostasis.
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 1 Figure I -1. Facteurs ayant un impact sur la santé de l'abeille

Figure I - 2 .

 2 Figure I -2. Polyéthisme d'âge des ouvrières.

  , la transition d'une tâche vers une autre est principalement liée à l'âge, ce qui est décrit comme le 'polyéthisme d'âge' (Figure I-2).

  Figure I -3. Illustration des différentes castes comportementales.

Figure I - 4 .

 4 Figure I -4. Ontogénie du comportement chez les ouvrières et physiologie associée.

  Dans un contexte de changement climatique, le groupe d'experts intergouvernemental sur l'évolution du climat prédit une augmentation de la température moyenne terrestre de 1 à 3,7°C d'ici la fin du siècle(IPCC, 2014). En parallèle il est prédit une augmentation, tant en fréquence qu'en intensité, des événements climatiques extrêmes comme des vagues de chaleur[START_REF] Frich | Observed coherent changes in climatic extremes during the second half of the twentieth century[END_REF]. En France, d'ici 2100 le nombre de jours de vague de chaleur en été pourrait considérablement augmenter (Figure I-5). Estimation à moyen (2041-2070) ou long terme (2071-2100) du nombre de jours de vagues de chaleurs pendant la saison estivale en France, par rapport à la référence de 1976-2005. L'estimation se base sur le modèle numérique ALADIN (Aire Limitée Adaptation dynamique Développement InterNational ; ©MEDDE).

Figure I - 5 .

 5 Figure I -5. Prédiction du nombre de jours de vagues de chaleur l'été en France.

Figure I - 6 .

 6 Figure I -6. Thermorégulation du nid chez l'abeille.

Figure II - 1 .

 1 Figure II -1. Thermogram of a honeybee.

  Figure II-2). Based on such measurements, we checked whether bees specialised in nursing, guarding and foraging tasks exhibited different physiological backgrounds and whether we correctly sampled each behavioural caste. Each year (2014: immune challenge, Figure II-2A; 2015: heat challenge, Figure II-2B), we consistently found significant differences in the expression levels of vg and jhe between the untreated bees of all three castes (ANOVA, P < 0.001, for both genes and years). Nurses had higher levels of vg and jhe than did foragers (P < 0.001, for both genes and years); guards had intermediate levels of vg between nurses (significantly different only in 2014; P < 0.001) and foragers (P < 0.045, both years). Guards also had intermediate levels of jhe, between the values for nurses (P < 0.024, both years) and foragers (significantly different only in 2015; P = 0.022).Relative gene expression levels are shown, in response to immune (A) and heat challenges (B) and according to task specialisation (n = 18 bees per group). Experiments on immune and heat challenge were performed in 2014 and 2015, respectively. Significant differences between stressed (black boxes) and control (white boxes) bees are indicated (*: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001, ANOVA followed by posthoc comparisons with Holm correction). Boxes show 1 st and 3 rd interquartile range with line denoting median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which each outlier is represented by a circle.

Figure II - 2 .

 2 Figure II -2. Gene expression levels of vitellogenin and juvenile hormone esterase in response to stress in different behavioural castes

Figure II - 3 .

 3 Figure II -3. Heatmaps of vitellogenin and juvenile hormone esterase expression levels from bees exposed to different stress.

  remained unaltered following exposure to either deltamethrin (vg: P > 0.19; jhe: P > 0.42) or fipronil (vg: P > 0.88; jhe: P > 0.13) (FigureII-4). Therefore, only the effects of immune and heat challenges on bee metabolism were assessed.

Figure II - 4 .

 4 Figure II -4. Gene expression levels of vitellogenin and juvenil hormone esterase following pesticide exposure in different behavioural castes. Relative expression levels are shown, for the different castes and following exposure to two doses of either (A) fipronil or (B) deltamethrin (n = 18 bees/group). Controls were treated with acetone only; Fipronil: LD 50 /50 = 0.1 ng/bee; LD 50 /10 = 0.5 ng/bee; Deltamethrin: LD 50 /50 = 1 ng/bee; LD 50 /10 = 5 ng/bee. The vg and jhe expression levels were not affected by pesticide exposure. Boxes show 1 st and 3 rd interquartile range, with line denoting median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which each outlier is represented by a circle.
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 5 Figure II -5. Endothermic performance of bees as a function of stress and task specialisation. Endothermic performance (°C) is shown for bees at 24 and 96 hours after the beginning of stress exposure (sample sizes are indicated in parentheses). Endothermic performance did not change according to task specialisation (P = 0.31) or stress exposure (P = 0.20) but decreased over time (*: P = 0.033). Boxes show 1 st and 3 rd interquartile range, with line denoting median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which each outlier is represented by a circle.

Figure II - 7 .

 7 Figure II -7. Gene expression levels of the adipokinetic hormone receptor in response to stress in different behavioural castes.Relative gene expression levels are shown, in response to immune (A) and heat (B) challenges, and according to task specialisation (n = 18 bees per group). Expression level of akhr decreased upon immune and heat challenges (P = 0.010 and P = 0.013, respectively). Significant differences between stressed (black boxes) and control (white boxes) are denoted by the sign *. Boxes show 1 st and 3 rd interquartile range, with line denoting median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which each outlier is represented by a circle.

Figure II - 6 .

 6 Figure II -6. Head/thorax and abdomen glycogen levels according to stress and task specialisation.

  l'hormone juvénile estérase a été observée entre les castes comportementales : les nourrices présentant une sur-expression de vg et jhe par rapport aux butineuses, les gardiennes ayant des niveaux intermédiaires (Figure II-8). Cependant l'isolement social n'a pas modifié l'expression de ces gènes. (vg : P = 0.64; jhe : P = 0.69; Figure II-8). Les niveaux relatifs d'expression des gènes sont indiqués pour les abeilles contrôles (boîtes blanches) et les abeilles isolées (boîtes noires) (n = 18 abeilles par groupe). Aucune différence n'a été observée entre les abeilles contrôles ou isolées du même groupe (ANOVA). Les boîtes montrent les valeurs comprises entre le 1 er et le 3 ème interquartile et les lignes les médianes. Les moustaches englobent 90 % des individus, les valeurs au-delà sont représentées par les cercles.
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 8 Figure II -8. Niveaux d'expression des gènes codant pour la vitellogénine et l'hormone juvénile estérase en réponse à l'isolement social pour chaque caste comportementale.
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 9 Figure II -9. Performances endothermiques des abeilles en fonction du traitement et de la caste comportementale.

Figure II - 10 .

 10 Figure II -10. Niveaux de glycogène dans l'ensemble tête/thorax et dans l'abdomen suite à un isolement social et en fonction de la caste comportementale.

  Pour visualiser la distribution des échantillons des analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées. À la suite des ACP, des analyses discriminantes des moindres carrés partiels (PLS-DA) ont été utilisées pour déterminer la présence de marqueurs biologiques potentiels. Les modèles statistiques ont été validés selon deux critères, la capacité d'explication (R 2 ) et de prédiction (Q 2 ) du modèle. Ces méthodes permettent de déterminer la liste des métabolites d'intérêt parmi les 800 buckets obtenus initialement.Détermination des métabolitesLa détermination des métabolites d'intérêt, préalablement identifiés par RMN-1D, a été réalisée par RMN à deux dimensions (RMN-2D), incluant six méthodes complémentaires (NOESY 1D ; COSY ; TOCSY ; JRES ; HSQC ; HMBC). De manière à disposer d'une quantité suffisante de matériel biologique, tous les échantillons d'un même groupe (même exposition au stress) ont été mélangés. Au total 7 échantillons ont été analysés par RMN-2D, soit un échantillon par groupe et pas de temps. Par échantillon, 750 µL d'hémolymphe a été séché à 18°C et remis en suspension dans 650 µL d'oxyde de deutérium (D2O) contenant 10 % de tampon phosphate. Pour identifier les métabolites obtenus, la base de données sur le métabolome humain (Human Metabolome Database -HMDB) a été interrogée dans un premier temps. Par la suite, la base de données Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) a également été interrogée de manière à confirmer que l'abeille (ou une bactérie contenue dans l'abeille) est capable de métaboliser la molécule en question.

  étaient toutes dans les mêmes conditions expérimentales, et une après le début de l'exposition au stress (jour 4 à 7). La moyenne de consommation de pollen et de sucre a été calculée par jour et par abeille. Les différences de consommation entre chaque groupe ont été analysées par des ANOVA à mesures répétées suivi par des comparaisons post-hoc de Tukey. Avant l'exposition au stress, l'ensemble des cagettes était dans les mêmes conditions donc l'effet cagette a été analysé comme facteur fixe. Après le début du stress, le traitement et le jour (temps après le début de l'exposition au stress) ont été analysés en facteurs fixes. Dans les deux cas, le réplica a été analysé en tant que facteur aléatoire.

  jours 4 et 7, soit le premier et le quatrième jour après le début de l'exposition au stress. L'effet du traitement a donc été modulé par l'âge des abeilles. Sur les quatre jours de stress, aucune différence dans la consommation de pollen n'a été identifiée entre les groupes.
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 12 Figure II -12. Effet du traitement sur la probabilité de survie des abeilles.
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 13 Figure II -13. Consommation de pollen par abeille.
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 14 Figure II -14. Consommation de solution sucrée par abeille.
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 15 Figure II -15. Heatmap de l'intensité relative des métabolites dans l'hémolymphe des abeilles.

  Sur la base des caractéristiques physiologiques associées à chaque caste comportementale, une réponse différentielle était attendue. Cependant toutes les castes comportementales ont répondu et de la même manière à chaque stress. Concernant l'existence d'une spécificité de réponse selon le type de stress, nous avons mis en évidence des réponses prépondérantes aux facteurs de stress ayant une pertinence écologique pour les abeilles (challenge immunitaire et thermique). Le sens des réponses observées suite au stress immunitaire et thermique (profil de butineuse et de nourrice, respectivement) serait en faveur du maintien de l'homéostasie sociale et ne serait pas uniquement une réponse individuelle. Les études présentées ici montrent une tendance à la modification du métabolisme énergétique, ce qui a, une nouvelle fois, été plus marqué lors de l'exposition à un stress thermique. Dans ce chapitre sur l'effet du stress à l'échelle individuelle, nous avons montré un impact sur la physiologie en lien avec la division du travail et une tendance à la diminution des réserves énergétiques. Ces altérations physiologiques suggèrent une modification du comportement des abeilles soumises à un stress. Le prochain objectif est donc de déterminer l'impact de ces stress au niveau comportemental. Pour cela il convient de se placer au plus près des conditions de vie des abeilles car le comportement est largement influencé par le contexte social. C'est donc ce que j'ai cherché à faire dans la suite de ma thèse. 57 Résumé du Chapitre II : -Réponse similaire entre les castes comportementales -Réponse spécifique selon le type de stress (physiologie liée à la division du travail) -Tendance à la diminution du métabolisme énergétique CHAPITRE III Réponses comportementales : Impact d'un stress immunitaire et pathologique © C. Bordier
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  Figure III -1. Dispositifs de marquage individuel des abeilles pour le suivi automatique.

  de savoir si l'abeille est sortie ou entrée dans la colonie (Figure III-2) ou ii) par la mise en place d'un trajet unique pour l'entrée ou la sortie de la colonie (Figure III-3). Le compteur optique développé dans mon laboratoire repose sur le principe de reconnaissance de numéros ou de QR codes et de couleurs quand l'abeille passe dans le dispositif placé à l'entrée de la colonie (Figure III-2).Réduction de l'entrée de la ruche avec uniquement 5 canaux. Les deux zones de lecture successives, zone non activée en noire et zone activée en rouge, permettent de déterminer le sens du trajet de l'abeille et ainsi si elle est « entrée » ou « sortie » de la colonie.
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 2 Figure III -2. Fonctionnement du compteur optique.

Figure III - 3 .

 3 Figure III -3. Dispositif RFID utilisé dans l'étude du stress immunitaire simple.

  (2015) failed to show an association between the prevalence of drifting and parasitic infection by genotyping individuals from different colonies and determining their initial colony origin. However, deciphering the role of parasites in nest drifting, as well as the consecutive risk of disease transmission between neighbouring colonies, requires a detailed characterization of this behaviour at the individual level. Notably, parasites can also lower the energetic state of individuals, leading to adverse effects on their flight activity[START_REF] Kralj | Nosema sp. influences flight behavior of infected honey bee (Apis mellifera) foragers[END_REF][START_REF] Alaux | Parasitic and immune-modulation of flight activity in honey bees tracked with optical counters[END_REF][START_REF] Naug | Infected honeybee foragers incur a higher loss in efficiency than in the rate of energetic gain[END_REF][START_REF] Wolf | So near and yet so far: Harmonic radar reveals reduced homing ability of nosema infected honeybees[END_REF]) and likely drifting behaviour.

  Figure III-5). However, Nosema infection caused a decrease in the drift duration in middle-age and old bees. For instance, in the latter age group, Nosema-parasitized bees spent 15% less time in a foreign colony during their drift than control bees. The duration of drifts cumulated within each age group (1 to 10 days old: n = 21 and 13 for control and infected bees, respectively; 11 to 20 days old: n = 21 and 19; 21 to 35 days old: n = 7 and 7) is shown for all bees in control (non-parasitized) and Nosema-parasitized drifting bees. Box plots show the first and third interquartile range with a line denoting the median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which outliers are represented by circles.
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 5 Figure III -5. Cumulative drift duration per bee as a function of age and treatment.
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 6 Figure III -6.Effect of Nosema parasitism on bee survival.
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 7 Figure III -7. Effect of drifting performance on bee survival

  expérimentations détaillées dans cette partie ont été réalisées dans le Laboratoire de Neuroéthologie Cognitive du Dr Andrew Barron à l'université de Macquarie en Australie, grâce à l'obtention d'une bourse de 'The Compagny of Biologists'. Ces données devraient être valorisées prochainement sous le format d'une communication courte. Simon Klein, Yves Le Conte,

Figure III - 8 .

 8 Figure III -8. Effect of immune challenge on bee 'survival probability'.

  Figure III-9B).

(

  P = 0.02; Figure. No difference was found in non-pollen foraging bees (P = 1), however regarding pollen foraging, immune stressed bees had significantly less octopamine in the brain than control bees (P = 0.032). Pollen foragers, exposed to an immune challenge had around 27 % less octopamine than control bees.The amount of (A) octopamine, (B) dopamine and (C) serotonin is shown for control (white boxes) and stressed bees (grey boxes), and according to the collected resource. Boxes show 1 st and 3 rd interquartile range with line denoting median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which each outlier is represented by a circle. Plots that do not share a common superscript are statistically different.
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 9 Figure III -9. Foraging trip characteristics in response to stress.
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 10 Figure III -10. Brain biogenic amines levels in response to stress in different forager groups.

  Il existe une inversion du comportement vers des tâches d'intérieur pour optimiser la thermorégulation -La réorientation du butinage vers la collecte d'eau indispensable pour thermoréguler conduit à un appauvrissement des ressources énergétiques de la colonie II. Quel est l'impact de vagues de chaleurs sur le Hélène Dechatre, Séverine Suchail, Mathilde Peruzzi, Samuel Soubeyrand, Maryline Pioz, Michel Pélissier, Didier Crauser Yves Le Conte & Cédric Alaux
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 1 Figure IV -1. Variations in colony temperature.
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 2 Figure IV -2. Fit of the autoregressive conditional Poisson model to the time series.
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 3 Figure IV -3. Mean morning effects versus mean afternoon effects estimated from the autoregressive conditional Poisson model.

(

  model without an explicative variable; null model: 1464.2; model with SHW: 1466.3), indicating that SHW exposure did not impact pollen foraging at the colony level.Regarding the proportion of regurgitating bees, the selected model underlined a significant effect of the treatment with an increase of 15.58 % in regurgitating bees during SHW (null model: 1143.2; model with SHW: 1116.5; FigureIV-4B). When considering the proportion of water foragers, the model with the lowest AICc underlined an impact of SHW; the proportion of water foragers doubled with SHW exposure (null model: 1013.8; model with SHW: 993.1; FigureIV-4B). For nectar foragers, the null model was selected, indicating no impact of SHW on the proportion of nectar foragers (null model: 1284.5; model with SHW: 1286.6). However, SHW induced significant changes in the volume and the concentration of collected nectar. On one hand, the volume of nectar collected by bees slightly increased with SHW treatments (9.47 ± 0.16 and 10.03 ± 0.17 µL before and after SHW, respectively (P < 0.001)), but on the other hand, the saccharose concentration decreased (43.19 ± 0.28 and 38.74 ± 0.25 % before and after SHW, respectively (P < 0.001)). Overall, the amount of collected sugar per bee did not change with SHW treatment (4.10 ± 0.07 µg and 3.92 ± 0.07 µg before and after SHW, respectively (P = 0.29)).The mean percentage and standard error of bees foraging pollen (A) and other resources (B) are shown for bees sampled during an SHW-(white bars) or SHW+ period (grey bars). For each forager category, different letters indicate significant differences (GLMM).
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 4 Figure IV -4. Proportion of pollen, nectar, water foragers and empty bees according to the SHW treatments.

  ). Different letters indicate significant differences (ANOVA). This change was demonstrated by 2x higher levels of glucose and fructose in bees sampled on storage frames, while the trehalose level remained unchanged (FigureIV-6). However, SHW did not affect total and individual sugar levels in haemolymph (P > 0.08 for total and individual sugar levels).Mean and standard error of fructose, glucose and trehalose levels (µg/µL) in bees sampled on brood frames or storage frames at the end of an SHW-(white bars) or SHW+ period (grey bars) (n = 53-54 bees per conditions). For each sugar, different letters indicate significant differences between each group (ANOVA).
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 5 Figure IV -5. Haemolymph sugar levels according to the SHW treatments.
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 6 Figure IV -6. Fructose, glucose and trehalose levels in bee haemolymph.
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 7 Figure IV -7. Glycogen levels in whole bees according to the SHW treatments.
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 11 Figure IV -11. Deformed wing virus load over the successive SHW periods.
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 10 Figure IV -10. Deformed wing virus loads according to the SHW treatments

  , leur quantification suite à un stress était tout à fait justifiée. Cependant la quantification de sucres et de glycogène, ne donne qu'une image de la disponibilité en ressources énergétiques de l'organisme à un instant T. Cette mesure m'a permis de supposer une utilisation plus ou moins rapide des différents substrats. Toutefois la quantification des substrats énergétiques, ne donne pas une mesure intrinsèque du métabolisme énergétique. En effet un changement quantitatif peut refléter à la fois une modification du flux métabolique ou d'ingestion des métabolites. De manière à pouvoir conclure sur un potentiel effet des stress sur le métabolisme énergétique, il serait nécessaire de mener des expérimentations sur les changements de l'activité métabolique. Cet aspect a été abordé dans l'article 1, où les capacités endothermiques des abeilles ont été déterminées et associées à la quantification de glycogène (pas d'effet du stress sur l'activité métabolique mais diminution de la disponibilité des réserves). Cependant cette démarche n'a pas été systématiquement suivie dans chacune de mes expérimentations. La consommation d'oxygène (O2) et le rejet de dioxyde de carbone (CO 2 ) sont des mesures permettant d'estimer l'activité métabolique. Notamment, il a été montré que la consommation de CO 2 était positivement corrélée à la température ambiante et la température corporelle chezA. m. carnica et A. m. ligustica (Kovac et al., 2014). Ainsi, il aurait pu être complémentaire d'ajouter des capteurs de CO 2 et O 2 soit dans les ruches exposées à un stress ou au niveau des groupes d'abeilles maintenus en conditions contrôlées de laboratoire, afin d'avoir une vision plus globale du stress au niveau énergétique.

IV. 1 .

 1 Impact du stress sur la perception et réponse aux signaux sociauxPour que la colonie mette en place des réponses adaptatives aux changements environnementaux, il faut d'ores et déjà pouvoir les percevoir correctement. Cependant, chez l'abeille nous n'avons pas d'informations concernant l'impact de stress sur la perception des signaux sociaux, notamment chimiques, qui permettent de maintenir une cohésion sociale et d'adopter une réponse spécifique en fonction des besoins immédiats de la colonie. Des perturbations au niveau de la perception des signaux pourraient induire par exemple une diminution du soin au couvain si les phéromones émises par celui-ci ne sont pas correctement perçues. Cela pourrait altérer la flexibilité comportementale des individus et donc la cohésion sociale.

  de clarifier le rôle des ASTs dans la réponse au stress, il serait pertinent de tester la relation entre la tolérance au stress et l'expression des récepteurs à l'AST via l'injection d'ARN interférents (ARNi) ciblant ces récepteurs. L'injection d'ARNi spécifique aurait pour conséquence de diminuer le nombre de récepteurs disponibles. Ainsi si l'AST est bien un neuropeptide médiateur de la réponse au stress, nous devrions observer une augmentation de la sensibilité au stress, suite à l'injection de l'ARNi. La relation inverse pourrait être observée dans le cas d'une expérimentation utilisant des agonistes aux ASTs plutôt que des ARNi. Si le rôle des ASTs dans la régulation de la réponse au stress est avéré, il serait possible d'utiliser les voies impliquant les ASTs pour améliorer la résilience des abeilles à des pressions environnementales. du comportement de butinage Sur la base des modifications physiologiques observées suite à l'exposition à un stress immunitaire ou thermique, j'ai fait l'hypothèse d'une accélération ou d'une réversion de la maturation comportementale (transition de nourrice vers butineuse), respectivement. La réversion vers des tâches de nourrices devrait, en plus des changements au niveau physiologique et métabolique, s'accompagner d'une modification du comportement au sein de la colonie. Il convient toutefois de déterminer si ces réversions ou accélérations de la maturation comportementale sont effectives. Si ces modifications comportementales sont avérées, la prochaine étape serait d'analyser leur répertoire comportemental à la fois pour les nourrices et les butineuses et préciser si les abeilles stressées développent un répertoire normal caractéristique de leur nouvelle fonction ou présente des aptitudes moindres. Lors d'une réversion ou d'une accélération du comportement, les abeilles n'ont pas nécessairement l'ensemble des caractéristiques physiologiques pour réaliser leur nouvelle tâche. Comme nous avons vu précédemment, les butineuses qui commencent une activité de butinage précocement 128

  collecte d'une ressource potentiellement moins coûteuse à collecter mais plus riche d'un point de vue énergétique a été privilégiée. De plus, il a été démontré que chez les butineuses parasitées par Nosema une diminution de la tendance à partager, avec les congénères, la ressource qu'elles ont collecté[START_REF] Naug | Behavioral changes mediated by hunger in honeybees infected with Nosema ceranae[END_REF]. L'idée serait donc de suivre par le biais d'observations comportementales, des abeilles marquées, afin d'analyser le partage des ressources au retour à la colonie. Dans le cas où ces abeilles stressées, ne partageraient pas leurs ressources, une hypothèse émerge et fait intervenir un comportement égoïste. Tout comme le montre le résultat sur la préférence de butinage, le stress énergétique imposé par le stress pourrait être trop important pour l'abeille qui de ce fait, garderait l'ensemble de ses ressources, pour compenser son déficit en réserves énergétiques. Toutefois, il est possible que les abeilles receveuses cherchent à éviter les abeilles stressées et ainsi toute source de stress. En effet, il semble qu'il soit possible de distinguer les abeilles selon leur statut physiologique. Ce qui est le cas pour les abeilles parasitées[START_REF] Mcdonnell | Ecto-and endoparasite induce similar chemical and brain neurogenomic responses in the honey bee (Apis mellifera)[END_REF] ou intoxiquées[START_REF] Fourrier | Larval exposure to the juvenile hormone analog pyriproxyfen disrupts acceptance of and social behavior performance in adult honeybees[END_REF] qui exhibent généralement un profil d'hydrocarbures cuticulaires distinct des abeilles saines ; ces profils d'hydrocarbures cuticulaires étant impliqué dans la reconnaissance sociale[START_REF] Howard | Ecological, Behavioral, and Biochemical Aspects of Insect Hydrocarbons[END_REF]. Dans tous les cas des conséquences au niveau social peuvent être suspectées et donc méritent d'être étudiées.
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niveau physiologique sont présentées dans le chapitre II.

  

	Comme nous venons de le voir en détail, l'abeille est soumise à de nombreux stress
	environnementaux auxquels elle doit répondre. Cependant, l'organisation sociale qui régit leur
	vie ajoute une complexité supplémentaire dans la mise en place de réponses spécifiques. En
	effet, avec une organisation en castes comportementales, il est raisonnable de penser que la
	réponse au stress va varier en fonction du rôle social des individus et que son occurrence va se
	faire aussi dans l'intérêt du groupe et non plus uniquement dans l'intérêt de l'individu.
	Cependant, pour l'heure assez peu d'études ont analysé en même temps l'effet du stress sur les
	différentes castes comportementales et à différents niveaux d'intégrations. Ainsi, le but principal
	de cette thèse est d'améliorer nos connaissances sur les modifications physiologiques,
	métaboliques et comportementales induites par une exposition au stress chez l'abeille.
	Les objectifs généraux sont donc de :
	-Déterminer la nature des réponses physiologiques au niveau individuel
	-Déterminer les réponses en fonction de la caste comportementale et du type de stress
	-Déterminer l'impact et les réponses au stress au niveau comportemental
	Les données sur la réponse et la sensibilité des abeilles au

nourrices vont tolérer plus facilement un stress que les butineuses. Cette hypothèse

  

	butineuses qui ont une physiologie proche d'abeilles stressées sont-elles tout de même en
	mesure de répondre et/ou de s'adapter à un stress ? Les gardiennes ayant vraisemblablement
	une physiologie intermédiaire entre celle des nourrices et des butineuses, l'hypothèse d'une
	, peut
	accroître la résistance au stress. Sur la base de ces connaissances, j'ai fait l'hypothèse que les
	soulève donc une autre question à laquelle j'ai également cherché à répondre, à savoir : Les

tolérance dépendante de la caste comportementale selon le pattern suivant : butineuse < gardienne < nourrice, peut

  être avancée.

	En règle générale, la mobilisation des réserves énergétiques se trouve au premier rang des
	réponses au stress chez les organismes. Ainsi j'ai aussi émis l'hypothèse d

'une modification du métabolisme et du budget énergétique des abeilles suite à un stress.

  

	Enfin, étant donné la nature très diverse des stress et donc des réponses requises à l'échelle
	individuelle et coloniale, il est attendu que les

modifications de la physiologie et du métabolisme énergétique varient selon le type de stress. Les données sur la réponse des abeilles au niveau comportemental sont présentées dans les chapitre III et IV.

  

	L'étape suivante est d'identifier les conséquences des modifications physiologiques et
	vraisemblablement du métabolisme énergétique sur le comportement des abeilles à l'échelle de
	la colonie. Pour cela, je me suis focalisée essentiellement sur l'activité de vol et de butinages des
	abeilles. Chez l'abeille domestique l'activité de butinage, essentielle au développement de la
	colonie, est très exigeante au niveau des capacités cognitives (Klein et al., 2017) et énergétiques.
	Notamment, le vol chez les insectes est connu pour être un des processus physiologiques le plus
	intense et le plus coûteux en énergie du règne animal

facteurs de stress environnementaux, qui s'accompagnent souvent d'une augmentation de la demande énergétique, compromettent les performances des butineuses et donc potentiellement la balance énergétique des colonies.

  

	I. Avant-propos
	Comme nous venons de le voir en détail, les abeilles sont exposées à un nombre croissant de
	pressions environnementales. La multiplicité et la synergie entre les sources de stress peuvent CHAPITRE II avoir un impact sur la survie, l'intégrité physique et l'homéostasie physiologique des individus.
	L'abeille est un pollinisateur avec un rôle majeur dans le maintien de la biodiversité des
	écosystèmes et la productivité des agrosystèmes. Ainsi il apparaît primordial d'améliorer nos
	connaissances sur les réponses des abeilles face à ces stress, notamment au niveau
	physiologique (Even et al., 2012).
	Réponses physiologiques selon le type de L'organisation sociale chez les abeilles est très avancée ce qui ajoute une complexité dans la
	mise en place de réponses individuelles qui vont être dépendantes à la fois, des besoins de stress et la caste comportementale l'individu et de ceux de la colonie. L'une des caractéristiques principales des sociétés d'abeilles
	c'est le polyéthisme d'âge. Ainsi les ouvrières vont au cours de leur vie effectuer plusieurs
	tâches, chacune associée à une physiologie bien définie. En fonction de la tâche dans laquelle les
	abeilles sont engagées, il est possible d'imaginer qu'elles ne vont pas répondre de la même
	manière à différentes sources de stress. Par exemple, quand une abeille est en charge du soin au
	couvain, au début de leur vie, il est possible qu'elle réagisse plus rapidement qu'une butineuse, à
	un stimulus impactant l'intégrité des larves et des nymphes, ce qui serait le cas lors d'un stress
	thermique au sein de la colonie. Mais aussi il est probable que les réponses diffèrent selon leur
	état physiologique initial.
	Ainsi, l'objectif de cette partie est
	, il est possible que le stress, au-delà d'impacter
	directement l'activité de vol en épuisant les abeilles, altère indirectement leurs performances en
	réduisant leurs capacités cognitives et donc d'orientation. En conséquence, nous pouvons nous
	attendre à ce que les L'ensemble de ce travail, par son approche multidisciplinaire vise à identifier les réponses
	spécifiques de chaque caste comportementale d'ouvrières au niveau physiologique mais
	également leurs conséquences comportementales à l'échelle de la colonie. Passer du niveau
	physiologique à comportemental permet d'avoir une vision globale de l'effet de stress biotiques © C. Bordier
	et abiotiques sur les colonies d'abeilles, ce qui semble primordial dans le contexte actuel
	d'affaiblissement des colonies.

de déterminer la nature des réponses physiologiques au stress, en fonction du type de stress et de la caste comportementale, ainsi que leurs conséquences sur l'abeille. Pour répondre

  

	à cet objectif j'ai mené une étude pluridisciplinaire
	sur la physiologie associée à la division du travail, le métabolisme énergétique et le métabolome
	d'abeilles exposées à un stress xénobiotique, immunitaire, thermique ou social.
	Sur la base des éléments développés précédemment, 2 hypothèses émergent :
	-Au vu des différences physiologiques, la réponse au stress va dépendre de la caste
	comportementale
	-Les stress étant de nature différente, la réponse mise en place par les abeilles, au niveau du
	métabolisme va dépendre du type de stress

II. Impacts de stress biotiques ou abiotiques sur la physiologie des adultes II.1. Réponse au stress au niveau physiologique et énergétique Stress response in honeybees is associated with changes in task-related physiology and energetic metabolism (Article 1) Célia Bordier, Séverine

  

Suchail, Maryline Pioz, Jean Marc Devaud, Claude Collet, Mercedes Charreton, Yves Le Conte & Cédric Alaux Journal of Insects Physiology, 2017, 98 : 47-54

  Dans le même contexte que l'étude précédente, j'ai testé les réponses des abeilles à l'isolement social. Même si l'isolement social est rare chez les insectes sociaux, il peut nous renseigner sur l'évolution de la socialité et les conséquences des interactions sociales sur la physiologie et la longévité des individus en conditions normales. Les interactions sociales étant la clef pour le maintien d'une bonne organisation au sein de la colonie, les insectes sociaux et notamment les abeilles, sont des modèles de choix pour étudier comment l'isolement affecte la santé des individus. Ainsi, cette étude a eu pour vocation de déterminer le rôle des interactions sociales (apparues avec la socialité) sur la physiologie et le métabolisme des individus, tout en regardant les effets potentiellement bénéfiques de ces interactions.

METHODES

Les paramètres étudiés ont été identiques à ceux de l'étude précédemment décrite, traitant de l'effet d'un stress immunitaire, thermique ou de xénobiotiques. Les expérimentations sur le stress social, ont été réalisées en parallèle de celles sur le stress thermique en 2015 et partagent donc le même groupe contrôle. Pour éviter les redondances, nous allons uniquement définir ici la condition « stress social ».

  sources d'énergie des muscles du thorax. Dans nos conditions expérimentales, seules des modifications au niveau énergétique ont été observées alors qu'au niveau physiologique l'expression de vg et jhe n'a pas été impacté par l'isolement (du moins sur le court terme). Ainsi il semblerait qu'un stress social chez l'abeille n'a pas d'effet sur la physiologie liée à la division du travail mais provoquerait une augmentation du métabolisme énergétique, à l'image de ce qui a déjà été décrit chez les fourmis.

	. Une
	augmentation de la locomotion a également été observée au cours d'expérimentations
	préliminaires (non présentées ici), sur des nourrices et des butineuses placées en isolement
	(comportement enregistré par 'scan sampling' les 5 premiers jours sur les 20 de
	l'expérimentation). Les nourrices ont montré une sensibilité supérieure à celle des butineuses
	face à l'isolement, avec une plus forte mortalité et une activité locomotrice plus intense. Sur la
	base de ces paramètres nous pouvons estimer que l'isolement social est bien un stress pour les
	abeilles. Ainsi une modification du métabolisme avec une consommation plus importante des
	réserves, reflétant l'augmentation d'activité, était attendue. Dans cette étude, uniquement une

tendance à l'augmentation des capacités endothermiques des abeilles isolées a été observée, suggérant une élévation du métabolisme, particulièrement au niveau du thorax. Cette augmentation est liée à des niveaux de glycogène plus élevés dans l'ensemble tête/thorax, Figure II -11. Niveaux d'expression du gène codant pour le récepteur à l'hormone adipokinétique en réponse à un stress et selon la caste comportementale. principales

  Le jour précédent l'expérimentation, des cadres contenant du couvain operculé, au dernier stade de développement, ont été retirés de trois ruches donneuses et placés pour la nuit en étuve(34°C et 70 % d'humidité). Le premier jour de l'expérimentation, toutes les abeilles émergentes ont été récupérées et mélangées pour minimiser l'effet dû à l'origine de la colonie. Des groupes thermique' ont été analysés à 48 et 96 heures après le début du stress, respectivement ; l'hémolymphe des abeilles exposées à une hyperthermie n'ayant pas pu être collectée à 96 heures (volume trop faible).Les spectres de RMN ont été mesurés à 500 MHz avec un spectromètre Avance III (Bruker) à température ambiante (300 K). Les spectres de RMN à une dimension (RMN-1D) ont été obtenus avec une longueur de spectre de 20 Hz et un temps de relaxation de 4 s. Pour faciliter la détermination des spectres, l'outil d'acquisition applique directement la transformation de Fourrier. Les spectres obtenus par RMN-1D ont été traités sous Amix 3.9.10. Chaque spectre a été segmenté en 800 signaux chimiques (bucket) compris entre 0,5 et 8,5 ppm, correspondant à un saut de 0,01 ppm. Les buckets, entre 4,55 et 4,75 ppm, qui représentent les signaux résiduels

	de 30 (essai 1) ou 40 (essais 2 et 3) abeilles ont ensuite été formés et répartis dans des cagettes Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
	en plastique (10,5 x 7,5 x 11,5 cm) contenant du pollen, une solution sucrée à 90 % de miel et un Pour préparer l'hémolymphe pour l'analyse, 40 µL de chaque échantillon ont été mis en
	Beeboost (phéromone mandibulaire synthétique de la reine, Contech). Après ces 3 jours, les suspension dans 60 µL de tampon de phosphate de sodium à 1,5 M (dans D2O ; pH 7,01) et
	abeilles ont été exposées aux différents stress et échantillonnées 48 ou 96 heures après le début centrifugé. Le surnageant (90 µL) a été analysé par résonance magnétique nucléaire (RMN).
	du traitement (voir ci-dessous). Le groupe contrôle a été le même pour tous les groupes ; ces
	abeilles n'ont reçu aucun stress et ont été placées dans une autre étuve (30°C et 70 %
	d'humidité). Chaque jour, la mortalité a été relevée. Dans le même temps, le pollen et la solution
	Analyses métaboliques
	Echantillonnage
	L'hémolymphe a été collectée 48 ou 96 heures après le début de l'exposition au stress. Pour
	collecter l'hémolymphe, les abeilles ont été piquées, à l'aide d'une aiguille, entre le troisième et
	le quatrième tergite. Entre 3 à 5 µL d'hémolymphe par abeille ont été prélevés à l'aide de
	capillaires (ringcaps®), à 48 et 96 heures après le début du stress. Afin d'obtenir suffisamment
	de matériel biologique pour permettre l'analyse des métabolites, l'hémolymphe de toutes les

Protocole expérimental

Les expérimentations ont été menées en 2014 sur des abeilles émergentes provenant d'un mélange de colonies d'abeilles hybrides, majoritairement Apis mellifera mellifera. sucrée ont été changés et pesés pour estimer les quantités consommées par abeille. Cette étude a été répétée trois fois sur une période d'un mois. Au total l'expérimentation a été conduite sur 24 cagettes pour chaque condition contrôle, stress social et hyperthermie et 30 cagettes pour le stress immunitaire, soit sur 3 760 abeilles au total. Exposition au stress Le mode d'exposition au stress immunitaire et thermique a été identique à celui présenté dans l'Article 1. Les abeilles ont donc été exposées soit à un stress immunitaire simple, sans infection pathogénique, soit à une hyperthermie continue à 37°C. En revanche, pour le stress social les phéromones royales (Beeboost) mimant la présence d'une reine, ont été retirées des cagettes. Des observations préalables ont mis en évidence une réduction d'activité (locomotion) en présence de phéromones royales. abeilles d'une même cagette a été regroupé et mélangé. Ainsi un échantillon représente une cagette. Les échantillons d'hémolymphe ont été stockés à -20°C. Au total, 12 et 11 échantillons 'contrôle', 11 et 8 échantillons 'stress immunitaire', 11 et 9 échantillons 'stress social' et 10 échantillons 'stress de l'eau, ont été supprimés. L'intensité de chaque bucket a été normalisé par rapport à l'intensité total de chaque échantillon. Le nouveau fichier ainsi obtenu a été converti en un format utilisable pour les analyses statistiques multivariées sous SIMCA.

Table III

 III 

		Number of	Number and percentage of	Number of drifts
		recorded bees	drifting bees			
		Control	Nosema	Control	Nosema	Control	Nosema
	Colony 1 (edge)	133	138	10 (7.52 %)	6 (4.35 %)	142	30
	Colony 2 (inner)	142	142	32 (22.54 %)	23 (16.20 %)	358	348
	Colony 3 (edge)	147	137	7 (4.76 %)	6 (4.38 %)	45	115
	Trial 1 (April)	145	143	20 (13.79 %)	14 (9.79 %)	233	191
	Trial 2 (May)	133	140	13 (9.77 %)	11 (7.86 %)	248	145
	Trial 3 (June)	144	134	16 (11.11 %)	10 (7.46 %)	64	157

-1. Drifting characteristics at the colony level and according to parasitism and colony.

Table III -

 III 2. Mixed models fitted to analyze variation in drifting behavior. Three models were fitted to analyze the drifting probability, the drift numbers and the drift duration. For each model, fixed and random explanatory variables, number of statistical units, degree of freedom (df) and corrected Akaike's information criterion (AICc) are detailed. For each dependent variable, the selected model, i.e., with the lowest AICc, is indicated in bold.

	Dependent variables	Fixed explanatory variables	Random variables explanatory	Number of units statistical	df AICc
	Drifting probability Treatment * Trial + Treatment * Position	Colony	839 bees	520.6
		Treatment * Trial + Position		belonging to 3	518.6
		Treatment * Position + Trial		colonies	516.7
		Treatment + Trial + Position			514.7
		Trial * Position			515.1
		Treatment * Position			514.2
		Treatment * Trial			526.1
		Trial + Position			515.3
		Treatment + Position			512.2
		Treatment + Trial			522.3
		Position			512.9
		Treatment			519.8
		Trial			522.9
		Null			520.4
	Drift numbers	Age * Treatment + Age * Position + Trial	Colony/Bee 128 observations 967.1
		Age * Position + Age * Treatment		of 84 bees	973.7
		Age * Position + Treatment		belonging to 3	981.1
		Age * Treatment + Position		colonies	979.3
		Age * Position			982.3
		Age + Position			987.1
		Age * Treatment			980.6
		Age + Treatment			988.2
		Age			989.5
		Position			1003.7
		Treatment			1003.9
		Trial			999.7
		Null			1005.3
	Drift durations	Age * Treatment + Age * Position + Trial	Colony/Bee 88 observations	1547.2
		Age + Treatment + Age * Position + Trial		of 58 bees	1575.9
		Age * Treatment + Position + Trial		belonging to 3	1576.6
		Age * Treatment + Age * Position		colonies	1582.6
		Age * Treatment + Trial			1590.0
		Age * Position + Trial			1588.7
		Age			1668.4
		Position			1684.9
		Treatment			1685.3
		Trial			1661.6
		Null			1698.6

Table III -

 III 3. Estimated coefficients and 95 % confidence interval (CI) of the selected models (see TableIII-2) investigating the influence of parasitism, age and colony position on drifting behaviour. NA indicates that there is not enough data to calculate the CI.

	Dependent variables	Covariate	Class	Estimated coefficient	Lower 95 % CI	Upper 95 % CI
	Drifting probability Intercept		-2.898	-3.29	-2.54
		Position	Inner	1.472	0.97	1.99
	Drift numbers	Intercept		4.659	-1	10.33
		Age	11-20 days	3.028	-4.23	10.34
			21-35 days	8.526	-2.95	19.90
		Treatment	Nosema	-3.739	-10.1	2.57
		Position	Inner	-0.863	-7.08	5.34
		Trial	May	3.888	-1.50	9.24
			June	-1.977	-7.38	3.39
		Age x Treatment	11-20 days x Nosema	4.957	-3.1	12.85
			21-35 days x Nosema	7.404	-4.25	19.21
		Age x Position	11-20 days x Inner	1.219	-7.1	9.35
			21-35 days x Inner	-1.030	-13.53	11.53
	Drift durations	Intercept		3355.32	NA	NA
		Age	11-20 days	2253.68	121.8	5,732.40
			21-35 days	-377.08	-1455.48	3,355.65
		Treatment	Nosema	225.53	-169.91	2,560.96
		Position	Inner	1039.20	639.25	3,801.21
		Trial	May	637.69	-811.32	1,651.15
			June	-2885.26	-4090.67	-1,957.29
		Age x Treatment	11-20 days x Nosema	-296.29	NA	NA
			21-35 days x Nosema	-1555.16	-4,001.43	1,178
		Age x Position	11-20 days x Inner	-1473.26	NA	NA
			21-35 days x Inner	355.08	-2,881.41	2,843.34

Table IV -

 IV 1. Primer pairs used for quantitative PCR of honeybee genes and virus. and γ 2 (d t ,t) is an additional afternoon effect at day d t (this effect applies only if t belongs to the period [12:00-20:00] of day d t ). More precisely, the basic number of exits α is defined as the expected number of exits if N t-1 = 0 and t is outside the period [8:00-20:00], α + γ 1 (d t ,t) is the expected number of exits if N t-1 = 0 and t belongs to the period [8:00-12:00], and α + γ 2 (d t ,t) is

	Locus	Identifier	Forward primer	Reverse primer	Reference
	Actin	GB17681	TGC CAA CAC TGT	AGA ATT GAC CCA	Amdam et al.,
			CCT TTC TG	CCA ATC CA	
	Apidaecin 1	GB47546	TTT TGC CTT AGC	GTA GGT CGA GTA	Gregorc et al.,
			AAT TCT TGT TG	GGC GGA TCT	
	Defensin 1	GB19392	TGC GCT GCT AAC	AAT GGC ACT TAA	Gregorc et al.,
			TGT CTC AG	CCG AAA CG	
	Eater	GB50508	CAT TTG CCA ACC	ATC CAT TGG TGC	Simone et al., 2009
			TGT TTG T	AAT TTG G	
	eIF3-S8	GB12747	TGA GTG TCT GCT	TCG CGG CTC GTG	Ament et al., 2011
			ATG GAT TGC AA	GTA AA	
	PPO	GB43738	AGA TGG CAT GCA	CCA CGC TCG TCT	Evans, 2006
			TTT GTT GA	TCT TTA GG	
	Vitellogenin	GB13999	TTG ACC AAG ACA	AAG GTT CGA ATT	Fischer and
			AGC GGA ACT	AAC GAT GAA	Grozinger, 2008
	DWV	AY224602	TTC ATT AAA GCC	TTT CCT CAT TAA	Locke et al., 2012
			ACC TGG AAC ATC	CTG TGT CGT TGA	
	Statistical analysis			
	All statistics were performed using the statistical software R version 3.2.1 (R Development Core
	Team., 2015).				
	The activity of the colony was measured across time by the number of exits N t between times t-1
	and t, which are separated by a time lag of 5 minutes. The number of exits was modelled by the
	following autoregressive conditional Poisson model:		
	(1) N t ~ Poisson (α + βN t-1 + γ 1 (d t ,t) + γ 2 (d t ,t)),		
	where α is a basic number of exits, βN t-1 is an auto-correlation term, γ 1 (d t ,t) is an additional
	morning effect at day d t (this effect applies only if t belongs to the period [8:00-12:00] of day d t )

Table IV -

 IV 2.Estimates of basic number os exits (α) and auto-correlation parameter (β) from the autoregressive conditional Poisson model.The α and β parameters were indicated with their standard errors and lower and upper bounds of their confidence intervals at 95 % for each colony.

	Colony	Parameter	Estimate	Std. Error	CI(lower)	CI(upper)
	Environmental	α	5.94	0.14	5.66	6.21
	control	β	0.924	0.002	0.921	0.928
	Colony 1	α	1.44	0.04	1.36	1.52
		β	0.928	0.002	0.924	0.932
	Colony 2	α	2.10	0.06	1.98	2.21
		β	0.933	0.002	0.929	0.937
	Colony 3	α	1.44	0.04	1.36	1.52
		β	0.936	0.002	0.932	0.940

  Chez certaines espèces d'abeilles, une thermorégulation passive a été décrite, au moment de la création du nid (orientation, architecture). Cependant la thermorégulation active que ce soit pour répondre à une diminution ou à une augmentation de température est nettement plus répandue. Une thermorégulation active passe par la mise en place de réponses comportementales pouvant être coûteuses en énergie. Cette étude sur l'impact des vagues de chaleur confirme que les colonies sont capables d'adopter une thermorégulation active en ajustant la collecte d'eau. Cette adaptation permet de lutter contre un danger d'hyperthermie.Comme conséquence de l'intensification de la collecte en eau, l'activité globale des colonies exposées aux vagues de chaleurs a augmenté. Ces résultats, suggèrent que les abeilles doivent faire face à un investissement important dans les activités à l'intérieur de la ruche, pour réguler la température du couvain, tout en maintenant la collecte des autres ressources. Pour avoir une vision plus globale du phénomène, il conviendrait de quantifier aussi l'efficacité des abeilles ayant été exposées à une vague de chaleur pendant leur développement, ce qui pourrait potentiellement avoir un impact sur les capacités cognitives. 'objectif principal de cette thèse était de déterminer la nature des réponses à un stress, biotique ou abiotique, chez l'abeille. Plus spécifiquement, les objectifs étaient d'identifier le caractère spécifique ou général de la réponse mise en place par les abeilles pour chaque stress et

	I.	Bilan
		CHAPITRE V
	pour chaque caste comportementale. Pour cela, j'ai tout d'abord analysé les réponses
	physiologiques et métaboliques des abeilles à des stress de natures variées (xénobiotiques,
	immunitaires, thermique et social). L'étape suivante a été de déterminer si ces réponses
	impliquaient des changements comportementaux. Ainsi, pour avoir une vision globale de la
	Tester la réponse d'autres sous-espèces ou écotypes, permettrait d'identifier des souches potentiellement plus résistantes aux hautes températures et ainsi les plus adaptées au changement climatique (Le Conte and Navajas, 2008b). Résumé du Chapitre IV : Suite à une augmentation de la température externe : -Augmentation de l'activité globale de butinage et de la collecte d'eau Discussion générale réponse au stress, j'ai effectué une analyse qui intègre les niveaux moléculaire, métabolique et comportemental. Cette thèse a permis de montrer clairement la capacité des abeilles à répondre à différents types de stress et ce relativement rapidement après le début du stimulus. -Pas de coût direct au niveau de la collecte de ressource et du métabolisme énergétique individuel Les stress immunitaire et thermique qui ont induit une réponse de la part des abeilles, ont entraîné une diminution de la disponibilité en ressources énergétiques, ce qui suggère une augmentation du coût énergétique imposé par le stress et/ou une mobilisation des réserves pour pouvoir lutter contre le stress. Nous avons également vu que ces modifications au niveau énergétique pouvaient avoir des répercussions sur le comportement, notamment en ce qui concerne l'activité de butinage. Cela s'est traduit par un changement dans la préférence de ressource et une augmentation de l'activité globale de la colonie. Ainsi, le coût énergétique imposé par un stress est potentiellement à l'origine des modifications comportementales. L'augmentation des coûts énergétiques et la modification de comportement sont deux phénomènes qui risquent d'impacter l'homéostasie de la colonie. Ces deux points vont donc être -Diminution de la charge en virus des ailes déformées (DWV) © C. Bordier plus particulièrement discutés dans la suite de ce chapitre.
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Une des données marquantes de ce chapitre est l'induction des symptômes similaires à une fièvre par la simulation de vagues de chaleur. En effet, une diminution des charges virales en DWV, non corrélée à une augmentation de l'immunocompétence, a été montré, ce qui semble indiquer un impact direct d'un traitement hyperthermique sur les virus.

Cette étude a confirmé l'impact que peuvent avoir des vagues de chaleurs sur Apis mellifera et a permis d'explorer les stratégies que les abeilles pourraient mettre en place pour y répondre.

L

Chaque caste comportementale étant associée à un profil physiologique spécifique, une réponse différentielle était attendue en fonction du rôle social des abeilles. Or, ici les réponses ont été semblables entres les nourrices, gardiennes et butineuses, pour un stress donné. En revanche, la réponse était dépendante de la nature du stress (du moins en ce qui concerne leur physiologie liée à la division du travail). Seul les stress biologiquement pertinents (immunitaire et thermique) ont induit une réponse, plus ou moins importante. Cela m'a permis d'établir un gradient en fonction de l'impact de chaque stress : xénobiotique < social < immunitaire < thermique.

  , il est possible que le stress affecte les interactions et les performances des individus au sein de la colonie Toutes modifications de ces seuils de réponse vont induire des changements dans la performance des tâches. En effet, les individus avec un seuil de réponse bas pour un stimulus donné vont s'impliquer plus rapidement dans la tâche associée que les autres individus, une fois que le seuil est dépassé. Les mécanismes sous-jacents à ces modifications des seuils de réponse par le stress ne sont pas clairement connus mais il est très probable qu'ils impliquent les amines biogènes. En effet, le stress peut modifier les quantités d'amines biogènes

  et qui pourrait refléter le fait que les abeilles stressées au niveau énergétique aient besoin de se reposer, même lors d'une activité de butinage, et/ou de consommer directement la ressource qu'elles ont collecté. Nous avons également pu voir que les abeilles exposées à un stress immunitaire délaissaient la collecte de pollen, probablement au profit du nectar. Ceci souligne l'importance pour l'abeille de collecter une ressource énergétiquement plus riche notamment pour pallier à une diminution des réserves énergétiques.

  . Les auteurs restent néanmoins optimistes, en pensant qu'il est toujours temps d'éviter cette érosion de la biodiversité et des services écosystémiques, grâce à un effort de conservation. Seulement, pour pouvoir oeuvrer au mieux en termes de conservation, il convient de bien identifier ce qui est stressant pour chaque espèce et comment elles répondent aux pressions environnementales. Dans ce contexte, j'espère que cette thèse, via son apport en connaissances sur les réponses à des stress biotiques et abiotiques des abeilles mellifères, tant au niveau individuel que social, pourra apporter sa petite pierre.Feuerbacher, E., Fewell, J.H., Roberts, S.P.,Smith, E.F., Harrison, J.F., 2003. Effects of load type (pollen or nectar) and load mass on hovering metabolic rate and mechanical power output in the honey bee Apis mellifera. J.Exp. Biol. 206, 1855-1865. Fiehn, O., 2002. Metabolomics -The link between genotypes and phenotypes. Plant Mol. Biol. 48, 155-171. L'abeille domestique (Apis mellifera) a un rôle majeur dans les écosystèmes naturels et agronomiques mais est exposée à un nombre croissant de pressions environnementales (nouveaux parasites, xénobiotiques, variations climatiques et malnutrition). Dans ce contexte, la compréhension des phénomènes impliqués dans les réponses au stress ainsi que leurs coûts associés devient cruciale pour mieux appréhender l'impact de ces pressions sur les abeilles.L'émergence d'un stress perturbe généralement l'homéostasie de l'organisme qui doit mettre en place une cascade d'adaptations physiologiques et comportementales pour le surmonter. Cependant, du fait de son mode de vie social, il est raisonnable de penser que les réponses vont se faire dans l'intérêt du groupe et non plus seulement dans l'intérêt de l'individu. Afin de caractériser les réponses au stress et de déterminer leur spécificité en fonction de la nature du stimulus (xénobiotiques, immunitaire, thermique, social), j'ai adopté une approche multidisciplinaire en ciblant l'identification des modifications i) physiologiques associées à la division du travail, ii) du métabolisme énergétique, et iii) comportementales.
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RESUME :

II. Impact d'un pathogène sur le comportement de dérive

Apidologie, 2016 : Doi : 10.1007/s13592-016-0475-1

Drift number over bee lifetime

The model with the lowest AICc was a model that underlined the significant effect of the trial and the age by treatment and age by colony position interactions on the number of drifts (Tables III-2 andIII-3). The number of drifts per bee was maximum in May at 10.6 [9.53; 11.7] (mean predicted values with 95 % confidence interval) and minimum in June at 6.1 [5.2; 7]. Overall, the number of drifts was slightly more important in Nosema-parasitized bees than in the control groups and increased with age: old bees exhibited more drifts than middle-age bees, which drifted more than young bees. This age-related increase was more important in parasitized bees, with old infected bees performing 62 % more drifts than old control bees (Figure III-4).

The number of drifts cumulated within each age group (1 to 10 days old: n = 34 and 20 for control and infected bees, respectively; 11 to 20 days old: n = 29 and 28; 21 to 35 days old: n = 9 and 8) is shown for all bees in control (non-parasitized) and Nosema-parasitized drifting bees. Box plots show the first and third interquartile range with a line denoting the median. Whiskers encompass 90 % of the individuals, beyond which outliers are represented by circles. 

Immune gene expression and DWV loads

The gene expression levels of apidaecin 1, defensin 1, eater and prophenoloxidase were not affected by SHW (P > 0.17 for all genes;