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1. Introduction

Le plus vieux fossile d’Abeille connu est Melittosphex burmensis (Crane, 1999), son age est
estimé a environ 100 millions d’années (MA), a la période mi-Crétacé. Cette donnée fossile
est cohérente avec 1’estimation sur la période d’apparition des ancétres des Abeilles, les
Apoidea Spheciformes dont le plus vieux fossile connu date d’environ 130 millions d’années.
Cette donnée est aussi cohérente par rapport a [’apparition des plantes a fleurs
(Angiospermes) estimée au plus tard a environ 115 MA (Crane, 1999). Les Abeilles sont
probablement apparues sur le continent africain (Michener, 2007). La diversification des

Abeilles semble avoir été relativement rapide apres leur apparition (Michener, 2007).

Les Apoidea participent de maniére prépondérante a la pollinisation de nombreux végétaux
(Gallai et al., 2009 ; Rader et al., 2009; Moritz et al., 2010). La majorité d’entre eux ne
pourraient pas accomplir leur cycle de développement sans I’intervention des Abeilles
(Proctor et al., 1996 ; Michener, 2000). Ainsi, pour toutes les cultures entomophiles telles que
le tournesol, les arbres fruitiers ou les légumineuses, la pollinisation constitue un facteur de
production majeur (Adjare, 1990 ; Aguilar et al., 2006 ; Gallai et al., 2009 ; Adjlane et al.,
2012). Grace a leur morphologie parfaitement adaptée, ils sont plus efficaces que la plupart
des autres pollinisateurs : Coléoptéres, Lépidoptéres ou Syrphes. De plus, leur grande mobilité
et les longues distances que certains peuvent parcourir sont des éléments déterminants dans le
maintien d’un flux génétique entre les populations éloignées (Velterop, 2000 ; Anderson et
al., 2011; Krupke et al., 2012).

Parmi les insectes pollinisateurs 1’Abeille domestique, Apis mellifera Linnaeus. (1758)
(Hymenoptera; Apidae) est exploitée par I’Homme en apiculture depuis environ 7000 ans
(Crane, 1990). Elle constitue un maillon essentiel de la chaine qui contribue a maintenir les
¢cosystemes (Straub, 2007). L’intérét qu’il lui est porté est di a sa capacité a produire du
miel, de la gelée royale, de la cire mais aussi de pouvoir récolter du pollen et de la propolis
(Crane, 1976, 1990). Ces produits de la ruche sont connus non seulement pour leur
importance économique grace a leur commercialisation mais aussi pour leurs effets

bénéfiques sur la santé (apithérapie) (Bogdanov, 2006).

La relation indissociable entre fleurs et Abeilles a conduit a la co-évolution et a la diversité
des espéces qu’on connait actuellement (Danforth et al., 2006). Ainsi, la pollinisation ne

constitue pas seulement la contribution essentielle des Abeilles a 1’agriculture mais aussi aux
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écosystemes naturels (Breeze et al., 2011, Ollerton et al., 2011). On dénombre une faune
mondiale d'Abeilles de plus de 20 000 espéces (Payette, 1998 ; Michener, 2000 ; Moure et al.,
2007). Celle-ci contribue a la reproduction sexuée, autrement dit a la survie et a 1’évolution,
de plus de 80% des especes des plantes a fleur (Vaissiére, 2002 ; Afssa, 2008). Grace a la
fécondation croisée, les Abeilles contribuent a réduire les risques de dégénérescence par

consanguinité et participent ainsi a la biodiversité végétale.

La pérennité des activités agricoles dans le monde est liée en partie aux insectes
pollinisateurs. L’Abeille joue un rdle économique important puisque 35% de la production
agricole mondiale dépend directement des pollinisateurs (Klein et al., 2007 ; Ricketts et al.,
2008) et 84% des especes cultivées sont liées a I’activité de ces insectes (Williams, 1996 ;
Carreck & Williams, 1998 ; Breeze et al., 2011). L’Abeille mellifére est de loin le
pollinisateur dont I’importance économique est la plus grande pour les cultures au niveau
mondial (Klein et al., 2007 ; Gallai et al., 2009). En agronomie, une meilleure pollinisation
assurée par les Abeilles va augmenter le rendement quantitatif, mais aussi qualitatif de

nombreuses plantes cultivées (Dascan et al., 2004 ; Chouchaine, 2010).

L’apiculture pratiquée depuis la plus haute antiquité connait ces derniers temps un
développement important dans notre pays "Algérie” avec les différents programmes nationaux
mis en place (Badren, 2016). Elle est pratiquée surtout dans le nord du pays ou la douceur
relative du climat et la flore mellifére fournit une miellée pendant presque toute 1’année
(Oudjet, 2012).

Les principaux produits auxquels s’intéresse 1’apiculteur sont par ordre d’importance, le miel,
le pollen, la gelée royale et la propolis c’est dans ce sens que nos agriculteurs ont modernisé
les pratiques apicoles tel que la pollinisation croisée de nombreuses plantes cultivées et
fecondées par les Abeilles. En 2010, 1’apiculture en Algérie comptait environ 1,2 million de
colonies et 20 000 apiculteurs. L’évolution de la production de miel montre une nette
augmentation de 2002 a 2010. Cependant, le rendement des colonies reste tres faible et
inférieur a 4 kg par ruche (Adjlane et al., 2012). En 2017, la production de miel avait atteint

1600 quintaux, elle est inférieure aux besoins de la consommation locale (apiculteur).

Comme chez la plupart des espéces, la biodiversité naturelle de I’ Abeille s’est mise en place
en fonction de nombreux facteurs incluant : I’histoire et la démographie des populations,

I’éventuel isolement de groupes de populations, les migrations naturelles, mais €galement
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I’adaptation aux conditions locales sous 1’action de la sélection Darwinienne. Ainsi, I’ Abeille
domestique A. mellifera occupe une aire géographique trés vaste et montre une variabilité
morphologique et génétique trés structurée. L’aire de répartition naturelle de I’Abeille
domestique s’étend a I’ Afrique, a I’Europe et au Moyen-Orient. A ce jour, 29 sous-especes
(ou races géographiques) ont été reconnues et décrites sur la base de caractéres
morphologiques, comportementaux, écologiques et de distributions géographiques (Ruttner,
1988 ; Sheppard & Meixner, 2003 ; Engel, 2004 ; Shaibi et al., 2009 ; Meixner et al., 2013).
Ces sous-espéces peuvent se reproduire entre elles car les divergences génetiques,
morphologiques et comportementales ne sont pas suffisamment importantes pour constituer
des barrieres reproductives (ex: morphologie appareil sexuel, période de reproduction,
attraction, ...). Elles ont été regroupées sous cinq lignées évolutives: la lignée A (Africaine),
la lignée C (Nord-Méditerranéenne), la lignée M (Ouest-Européenne), la lignée O (Orientale)
et la lignée Y (Yéménite) (Ruttner, 1988 ; Garnery et al., 1992 ; Arias & Sheppard, 1996,
Sheppard et al., 1997 ; Franck et al., 1998, 2000 ; Miguel et al., 2011). Ces lignées ont
d’abord été définies sur la base de caractéres morphologiques par Ruttner (1988) puis ont été
confirmées par des études génétiques utilisant I’ADN mitochondrial (ADNmt) (Hall & Smith,
1991; Garnery et al., 1993; Arias & Sheppard, 1996; Franck et al., 2000; Canovas et al.,
2008; Kekecoglu et al., 2009; Alburaki et al., 2011; Papachristoforou et al., 2013; Loucif-
Ayad et al., 2014; Achou et al., 2015).

Plusieurs travaux biométriques ont été réalisés (Tomassone & Fresnaye, 1971 ; Leporati et al.,
1984 ; Buco et al., 1987 ; Cornuet et al., 1978, 1988 ; Cornuet & Fresnaye, 1989 ; Grissa et
al., 1990 ; Moritz, 1991 ; Meixner et al., 1994 ; Sheppard et al., 1997 ; Kandemir et al.,
2000 ; Shaibi et al., 2009; Chouchaine, 2010).

En Algérie, des travaux sur la diversité morphométriques de la population d'Abeilles
domestiques A. mellifera ont été réalisés (Loucif, 1993 ; Achou & Soltani, 1997; Barour,
2003; Amoura, 2004 ; Doumandji, 2006; Achou, 2007; Barour, 2012; Bendjedid & Achou,
2014).

Plus récemment, la biologie moléculaire a permis de progresser dans la connaissance des
populations locales (Smith et al., 1991; Garnery et al., 1992, 1998a, 1998b; De la Rua,
1999). Chaque population locale (écotype) réunit donc un ensemble d’adaptations tout a fait
spécifiques a son environnement. Le développement des techniques pour I'analyse de

polymorphisme de I'ADN nous a permis d'atteindre la diversité génétique de 1’Abeille




moyennant 1’utilisation des marqueurs moléculaires : les marqueurs nucléaires (Smith, 1988)
et mitochondriaux (Garnery, 1992).

L’utilisation du polymorphisme de restriction Dral de la région intergénique COI-COII
(cytochrome oxydase I et II) de ’ADNmt a montré le fort pouvoir discriminant de ce
marqueur cytoplasmique moléculaire dans [’analyse de la biodiversité de 1’Abeille
domestique. Des études ont eté réalisées sur la biodiversité génétique d'A. mellifera dans
certaines régions d'Algérie (Achou, 2007 ; Chahbar et al., 2012; Hu et al., 2014 ; Loucif-Ayad
et al., 2014; Achou et al., 2015; Haddad et al., 2015, 2017, 2018).

Les Apoidea constituent aussi d’excellents bio-indicateurs (Clément, 2009), notamment des
milieux agricoles. En effet, dans les systemes agricoles modernes, les insecticides répandus
avant ou pendant la floraison pour protéger les cultures contre les ravageurs peuvent avoir un
impact dévastateur sur les populations d’Abeilles. L’Abeille mellifére posséde les
caractéristiques propres d’une espéce sentinelle (Lagadic et al., 1998; Elliott et al., 2011). De
nombreuses études ont montré que les Abeilles et les matrices associées (miel, pollen ...)
pouvaient étre utilisées comme sentinelles de la contamination de 1’environnement par les
xeénobiotiques (Celli & Maccagnani, 2003; Ponikvar et al., 2005; Bogdanov, 2006).

En effet, pour détecter la présence de pesticides et leur impact sur I’environnement, une des
méthodes utilisées est I’approche biologique basée sur 1’étude d’espéces bioindicatrices et de
leurs marqueurs biologiques. Les Abeilles constituent un modeéle pertinent pour le

développement des biomarqueurs afin d’évaluer la contamination de 1’environnement (Leita

etal., 2004).

Les biomarqueurs mesurent |’interaction entre un systéme biologique et un agent
environnemental. lls peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques (Rouibi, 2016). Ils
représentent la réponse biologique initiale des organismes face a des perturbations ou des
contaminations du milieu dans lequel ils vivent; en conséquence, ils sont en général plus
sensibles que les paramétres mesurés a un niveau supérieur d’organisation biologique tel que
I’organe, 1’individu ou la population (Stegeman et al., 1992 ; Bouchema, 2011 ; Rouibi et al.,
2016).

Différents biomarqueurs ont été mesurés (Badiou-Bénéteau et al., 2012), parmi lesquels :
Les glutathion S-Transférases (GSTs) jouent un rble important dans le mécanisme de

détoxification d’un organisme soumis a un xénobiotique (Papadopoulos et al., 2004 ; Sue et

;



al., 2006 ; Charpentier, 2013 ; Nabti et al., 2014). Les GSTs représentent une famille de
protéines multifonctionnelles, mutagénes, appartenant au systeme de détoxification de phase
I, enzymes cytosoliques qui catalysent la conjugaison du glutathion réduit (GSH) en une
variété de composés électrophiles endogénes ou exogenes (Maxwell, 1992; Stone et al., 2002;
Barata et al., 2005). Chez les Abeilles, la GST est principalement localisée au niveau de

I’intestin moyen.

L’acétylcholinestérase (AChE), un biomarqueur de neurotoxicité largement utilisé pour
identifier une exposition aux insecticides organophosphorés, carbamates ou pyréthrinoides
(Fulton & Key, 2001 ; Matozzo et al., 2005 ; Loucif-Ayad et al., 2008, Nabti et al., 2014 ;
Rouibi et al., 2016). L’AChE est une enzyme clé du systeme nerveux central chez les
insectes. Elle est responsable de I’hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine en choline et
acetate au niveau des synapses (Eldefrawi, 1985 ; Matozzo et al., 2005), ce qui permet un

contrle précis et une modulation de la transmission neuronal (Badiou et al., 2008).

L’intérét majeur de 1’étude des Apoidea est le role clef qu’ils tiennent dans les
écosystémes. Vu le manque des données sur les apoidés dans notre pays, il devient nécessaire
d’étudier ce groupe qui présente un intérét agronomique, écologique et économique

considérable. Sa connaissance permettra une meilleure protection et conservation.
Le présent travail entrepris sur I'Abeille domestique, A. mellifera vise:

» La caractérisation morphologique des Abeilles du Nord-est Algérien afin de
déterminer leur diversite.

» La mise en ceuvre d’approche moléculaire permettant de mieux préciser la diversité
naturelle, afin d’établir un bilan du cheptel apicole algérien.

» L’évaluation saisonni¢re de l'impact toxicologique des pesticides par la mesure de
I’activité de la GST, et I’AChE durant ’année 2015 au niveau de trois sites de la

Wilaya de Jijel.
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2. Matériel et méthodes

2.1 Présentation du matériel biologique
Les Abeilles domestiques sont des insectes qui appartiennent a 1’ordre des Hyménoptéres,
super-famille des Apoidea et au genre Apis. Ce dernier renferme neuf especes (Le Conte &
Franck, 2005) qui ont une aire de répartition restreinte a 1’Asie et en particulier au Sud-
Asiatique. L’espéce Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Fig. 1) est la plus répandue dans le
monde, présente une aire de répartition naturelle plus large, s’étendant jusqu’a I’ Afrique sub-
saharienne, le Nord de I’Europe et 1’Asie Centrale (Fig. 2) (Arias & Sheppard, 2005,
Whitfield et al.,2006) et elle a pu s’adapter a différents climats et flores (Le Conte & Najavas,
2008).
L’Abeille algérienne appartenant a la lignée Africaine A est représentée par deux sous-
especes A. m. intermissa (Buttel-Reepen, 1906) ou Abeille tellienne et A. m. sahariensis
(Baldensperger, 1924 ; Haccour, 1960). La race intermissa est la plus répandue et son aire de
répartition s’étend sur toutel’ Afrique du Nord : Maroc, Algérie, Tunisie (Cornuet et al., 1988;
Grissa et al.,1990; Barour et al., 2011; Loucif-Ayad et al., 2014; Achou et al., 2015) et la
Lybie (Le Conte, 2011) plus précisement, elle est rencontrée au nord du Sahara Algérien
(Adam, 1953; Bendjedid & Achou, 2014).

Selon Michener (2007), I’ Abeille domestique appartient a la classification suivante:

Régne Animalia
Embranchement: Arthropoda
Sous embranchement : Antennata
Classe : Insecta
Sous-classe : Ptérygota
Ordre : Hyménoptera
Sous-Ordre : Aculeata
Super-Famille Apoidea
Famille Apidae
Genre Apis

Espéce Apis mellifera (Linnaeus, 1758)
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Figure 2. Carte de I’aire de répartition naturelle des neuf espéces d’ Abeilles du genre Apis dans le
monde (Le conte & Franck, 2005).

2.2 Morphologie et anatomie d’une Abeille
L’Abeille domestique A. mellifera est un invertébré de la famille des Apidés, son corps
comprend trois parties bien distinctes: une téte, un thorax et un abdomen. Elle n’a pas de
squelette interne mais dispose d’une enveloppe externe (exosquelette) faite de chitine, de la
cuticuline et de la mélanine ; pigment dont la couleur peut varier de jaune au noir, et enfin
tout a I’extérieur une fine couche cireuse. Le corps est couvert de soies (poils) (Fig. 3A).

2.2.1 Latéte
C’est une capsule ovoide (Le conte, 2011) qui présente deux yeux de trés grande taille, placés
de chaque cOté de la téte et trois ocelles (trois petits yeux) situés au centre de la téte. Les




antennes qui permettent la communication et les piéces buccales (Gustin, 2008 ; Clément,
2010) (Fig. 3A).

2.2.2 Lethorax
C’est la partie la plus dure du corps (Riondet, 2013). II assure la locomotion de 1’ Abeille car il
porte trois paires de pattes et deux grandes ailes et deux petites (Clément, 2010), les ailes
antérieures et postérieures s’accrochent grace a des crochets (Pohl, 2008). Le thorax contient
des muscles puissants et trois paires d’orifices respiratoires appelés stigmates (Le conte, 2011)
(Fig. 3A).

2.2.3 L’abdomen
C’est la partie la plus grosse, Il est composé de 7 anneaux mobiles qui peuvent s’allonger
suivant le besoin (Frérés & Guillaume, 2011). Il renferme les systémes respiratoire,
circulatoire, digestif et un certain nombre de glandes. Il se termine par 1’appareil vulnérant,
I’appareil reproducteur et le rectum (Winston, 1993).
Les différents individus de la colonie n'effectuant pas les mémes taches, ils n’ont donc pas la

méme morphologie (Fig. 3A).

Le systeme circulatoire chez I’Abeille comme chez tous les insectes, I’hémolymphe remplit
toute la cavité interne protégée par la cuticule. Cette cavité est appelée hémocele. Il n’existe
pas de réseau de veines et d’arteres, les organes baignent dans 1’hémolymphe qui fournit a
I’organisme les éléments nécessaires. Il constitué uniquement d’un cceur dorsal et d’une aorte
reliant la téte a I’abdomen (Winston, 1993). Quant au systeme respiratoire il est constitué de
trachées s’ouvrant sur la surface du corps au niveau de stigmates. Les échanges gazeux
oxygene/dioxyde de carbone se feront directement entre le milieu extérieur et les organes par
simple diffusion (loiriche, 1979) (Fig. 3B).

Le systéme digestif se compose de trois parties : I’intestin antérieur, 1’intestin moyen et
I’intestin postérieur (Adam, 2010). L’intestin antérieur comprend le pharynx, I’cesophage, le
jabot, I’estomac proprement dit (Biri, 2010). D’origine épidermique, I’intestin antérieur est
constitué d’un épithélium aplati, recouvert d’une cuticule chitineuse (Faucon, 1992).
L’intestin moyen ou ventricule assure la digestion, et 1’absorption ; I’intestin postérieur
composé du duodénum et du rectum. Le rectum est également extensible pour pouvoir stocker
les excréments. Le systéme excréteur n’est pas composé de reins, mais de tubes de Malpighi

annexeés au niveau du pylore (Winston, 1993) (Fig. 3B).

-



Le systéeme nerveux est constitué de deux ensembles complémentaires : Le systeme nerveux
central avec le cerveau et la chaine nerveuse ventrale (les ganglions) et le systéme nerveux
stomatogastrique (Le conte, 2011).

Le systeme endocrinien, il comprend les hormones qui interviennent dans la régulation de la
physiologie de 1’Abeille a de multiples niveaux (hormone juvénile, hormone de mue, ...).
L’hormone juvénile intervient notamment dans 1’évolution du systétme immunitaire chez
I’ Abeille (Amdam et al., 2005), aussi, il sécrétée pendant le stade larvaire et impliquée dans le
maintien des caracteres larvaires. L hormone de mue ou I’ecdysone pour le contrdle de la mue
et de la métamorphose (Pedigo, 2002). Quant au systeme glandulaire est complexe et varie en
fonction de I’age et du role de I’individu dans la ruche. Les principales glandes indépendantes
sont : glande salivaire, glandes mandibulaires, glandes hypophrygiennes et glande de Nasanov
(Spdirgin, 2010) (Fig. 3B).

2 paires . .
A Tales Thorax  Téte B Ol Tipe de Mapi

Antennes

Abdomen
Oeil composé

Aiguilion

Corbeille a Mandibules

pollen

3 paires de Chaine ganglionnaire ventrab
pattes

Figure 3.Morphologie externe de 1’ Abeille femelle adulte (A) (Morphologie de I’abeille : abeilletpe-
Wix.com).
Anatomie interne de 1’ Abeille femelle adulte (B) (Les animaux ont-ils un ceeur, un cerveau ? Sciences

Heembeek).

2.3 Organisation sociale de la colonie d’Abeille
Les Abeilles domestiques sont des insectes eu-sociaux, ¢’est-a-direqu’un individu seul ne peut
pas survivre sans la colonie entiere.
Les sociétés d’Abeilles sont des entités biologiques dynamiques. Au cours du temps, la taille
et la structure de la société changent. Ces changements sont associés aux développements de

la colonie, a la saison, a la disponibilité de la nourriture et aux conditions climatiques (Breed



https://rengis999.wixsite.com/abeilletpe/morphologie
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et al., 1990 ; Le Conte, 2011). En effet, trois castes structurent la société des Abeilles : la

reine, les ouvriéres et les faux bourdons (méles) (Clément, 2009) (Fig. 4).

Une colonie d’Abeille compte environ 50.000 a 60.000 individus, parfois plus (Paterson,
2008), dont une seule reine, 100 a 6 000 males (présents uniquement d’avril a septembre)

(Martin et al., 2001), le reste étant constitué par les ouvriéres.

Faux- bourdons

Figure 4.L es trois castes d’une colonie d’Abeille (Photo personnelle).

2.3.1 Lareine:

Seul individu fertile dans la ruche est unique (Marchenay & Bérard, 2007), elle résulte d’un
ceuf fertilisé (Caron, 1999). Elle se reconnait a son thorax plus volumineux que celui des
ouvriéres et surtout son abdomen plus développé. Elle mesure en moyenne 16 mm de long et
son thorax atteint 4,5 mm de diametre (Biri, 2010). Elle est nourrie a I’état larvaire
exclusivement avec de la gelée royale (Clément, 2000; Le Conte et al., 2001). Sa durée de
développement est de 16 jours (Laidlaw & Page, 1997) et peut vivre jusqu'a 4 a 5 ans (Fluri,
1994).

Seule la reine assure la ponte des ceufs pour assurer la pérennité de la colonie (1500 a 2000
ceufs par jour) (Le Conte, 2002). Elle régule aussi les activités de la colonie par la sécrétion de
phéromones.

2.3.2 Lesouvriéres :

Femelles stériles non reproductives (Seeley, 1983), résultent d’ceufs fertilisés (Caron, 1999) et
les plus représentées dans la colonie. Ce sont les plus petites Abeilles de la ruche, une
ouvriere mesure en moyenne 10 & 12 mm de long pour 4 mm de diamétre de thorax (Biri,

2010; Ravazzi, 2007). Elles sont caractérisées par une langue développée qui leur permet la




récolte du nectar, des pattes dotées de brosses et d’une corbeille pour la récolte du pollen.
Leurs durée de développement est de 21 jours (Laidlaw & Page, 1997).

Elles assurent toutes les tches nécessaires au fonctionnement de la colonie : entretient,
nettoyage, thermorégulation et défense de la ruche, elles nourrissent et élévent les larves,
produisent de la cire, le miel et la gelée royale et élaborent des rayons, elles récoltent aussi de
la propolis.

Sa durée de vie est trés variable selon la période de 1’année, et forte différente selon que c’est
I’hiver ou I’été (Frérés & Guillaume, 2011), environ 15 a 70 jours pour les Abeilles d’été et de

170 a 243 jours pour celles d’hiver.

2.3.3 Les faux bourdons:

Des Abeilles males issues d’ceufs non fécondés, pondus par la reine ou par les ouvriéeres
(Caron, 1999 ; Gempe et al., 2009). lls sont de plus grande taille que les femelles, se
caractérisent par un corps massif (diamétre de thorax est de 5,5 mm) et peuvent atteindrel2 a
14 mm de long (Biri, 2010).1ls possédent aussi des yeux composeés de surface plus importante
mais pas de dard, et sont donc sans défense. Ils ne participent pas a la récolte du nectar ou du
pollen, ayant une langue trop courte pour butiner les fleurs. Leurs durée de développement est
de 24 jours (Laidlaw & Page, 1997). Ont une durée de vie assez courte, plus ou moins 3 mois.
Leurs réles se limitent strictement a la fécondation des jeunes reines (reines vierges), lors du
vol nuptial puis ils meurent (Straub, 2007). En outre, ils peuvent aussi aider a réchauffer le
couvain ou a répartir le nectar (Frerés & Guillaume, 2011).

Quant la nourriture manque dans une ruche les ouvriéres les sacrifient car ils sont de gros

mangeurs ; ils n’apportent aucune nourriture et ne participent pas a la vie de la ruche.
2.4 Détermination des castes

La détermination du sexe male ou femelle est liée a la fécondation de 1’ceuf pondu.

Le cycle développemental d’A. mellifera est particulier cycle haplo-diploide”, la reine
diploide est capable de donner deux types differents, les individus diploides (des ouvrieres ou
des reines), possédant 32 chromosomes apres fertilisation de I’ceuf, ou males haploides
contenant 16 chromosomes, résultant d’un ceuf non fertilisé (Fig. 5).

L’alimentation et I’hormone juvénile sont des facteurs clés qui orientent le déterminisme des
castes a partir d’une méme larve (Bruneau, 2006).La qualité et la quantité de nourritures
données aux larves semblent étre les facteurs déterminants (Le conte, 2011).Les larves de

reines sont nourries exclusivement de gelée royale pendant toute leur vie larvaire. Les larves

g
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d’ouvriéres et les larves de males regoivent une nourriture qui contient plus de miel et de

pollen, moins de gelée royale, au fur et a mesure qu’elles grandissent (Le conte, 2011).

oy /f/{ =16
IN=16

- e cas _\
CIn=16 ) (=32 )
! \\‘—-// \‘v’/

Absence de fécondation Fécondation
Nutrition normale Nutrition avec gelée royale
i

Maile Ouvriéres Reine

Haploide Diploides Diploide

Figure 5. Différenciation des ceufs pondus par la reine (Photo personnelle).

2.5 Cycle de vie de I’Abeille domestique
Les Abeilles sont des insectes holométaboles, c’est-a-dire a métamorphose complete. En effet,
elles sont complétement différentes a 1’état larvaire et a 1’état adulte. Au cours de son
développement, 1’ Abeille passe par une série de phases : ’ceuf, la larve et la nymphe (Biri,
2010) (Fig. 6).

Oeuf Larve Pupe Adulte

Figure 6.Stades de développement de 1'Abeille: de 1’ceuf a 1'adulte (Vie de ’abeille : Apis Bruoc
Sella).
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Aprés I’accouplement, qui se produit au cours du vol nuptial, la reine fécondée retourne dans
la ruche, s’installe au centre d’un rayon et commence a déposer un ceuf dans chaque alvéole
en suivant un mouvement circulaire du centre vers la périphérie.

2.5.1 Le stade ceuf :
Facile a reconnaitre du fait de sa couleur blanche, sa forme ovale et Iégerement incurvée, sans
pattes ni yeux. Il est déposé verticalement dans 1’alvéole lorsqu’il est pondu. Au bout de 3
jours suivant la ponte, I’ceuf s’incline peu a peu au fond, dissout sa membrane et se
transforme en larve. Pendant ces trois premiers jours, les larves sont nourries avec de la
bouillie ou gelée royale par les ouvrieres nourrices (Jean-Prost & Le conte, 2005).
Un ceuf mesure entre 1,3 et 1,8 mm de long, environ 0,5 mm de large et pese entre 0,12 et
0,22 mg.
Les temps de développement, la taille et le poids sont en fonction de la race, de la lignée et
méme des conditions climatiques.

2.5.2 Lestade larvaire :
A la forme d’un petit ver, ne comporte qu’un tube digestif et ainsi, son role se limite a se
nourrir. La larve passe presque tout son temps a manger la nourriture déposée dans 1’alvéole
par les Abeilles nourrices. Elle est méme capable de se retourner si la nourriture n’est pas
directement & c6té de sa bouche.
Au fur et a mesure que la larve grandit, elle mue a 5 reprises. Elle gagne énormément de
poids. Par exemple, une ouvriére gagnera 900 fois son poids initial tandis que la reine gagnera
1700 fois son poids, Le faux-bourdon gagne jusqu’a 2300 fois son poids.
Au 97" jour, I’alvéole est operculée par un petit bouchon de cire. Les derniers jours du stade
larvaire sont consacrés a la construction d’un cocon.
La durée du stade larvaire varie selon la caste: reine, ouvriére ou faux-bourdon.

2.5.3 Le stade nymphal et imago :
A ces deux derniers stades ; la téte, les yeux, les antennes, les pieces buccales, le thorax,
lespattes et I’abdomen possédent les caractéristiques de 1’adulte. Les mandibules se forment,
permettant a I’imago de percer I’opercule de cire. Une fois adulte, il sort de I’alvéole et bat
des ailes. La cuticule formée a 1’extérieur séche progressivement durant 12 a 24 heures, et
I’ Abeille commence son travail. Il pese alors entre 80 et 292 mg en fonction de sa caste, la

reine étant la plus lourde.




On observe toutefois quelques variations de ce cycle de développement en fonction de la

caste. Ces variations se fait sur la durée de chaque étape (Prost, 2005 ; Von Frisch, 2011)
(Fig.7).

Développement de la Reine
16 jours

stade de I'cauf stade larvaire stade nymphal
1 2 3 FSENCN j A28 4

Développement de I'ouvriére

21 jours

stade de |'cauf stade larvaire stade nymphal
1 2 3 [HEESEEGINIENS 14 G,

éclosion

Développement du Faux Bourdon

24 jours

stade de |'cauf stade larvaire stade nymphal

1 2 3 NS

Figure 7. Cycle évolutif des trois castes de 1’ Abeille domestique A.mellifera (Le Conte, 2002).

2.6 Présentation du site d’échantillonnage
Des Abeilles ouvriéres adultes ont été échantillonnées au niveau de trois communes de la
Wilaya de Jijel (EI-Taher, EI-Ancer et Ziama mansouriah). C’est une Wilaya cotiere au Nord-
est de I’Algérie $’6tendant sur une superficie de 2398,69 km?entre les latitudes Nord 36° 10 et
36° 50 et les longitudes Est 5° 25 et 6° 30. Elle est limitée au Nord par la mer méditerranée a
I'Ouest par la wilaya de Béjaia, a I'Est par la wilaya de Skikda, au Sud-ouest par la wilaya de

Sétif, au Sud par la wilaya de Mila. (Fig. 8, Tab. 1).
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Le climat joue un réle important dans le développement du couvert végétal en général et de la
flore mellifére en particulier. 1l est considéré comme un facteur majeur dans la régulation du
cycle biologique des Abeilles (Imdorf et al., 1996). Cette région est considérée parmi les
régions les plus pluvieuses d'Algérie 1200 mm/ans, elle est caractérisée par un climat
tempéré humide (méditerranéen) ; pluvieux et froid en hiver, chaud et humide en été. La
température variée entre 20°C et 38°C en été, 14°C et 17°C en automne, 5C° a 15C° en hiver
et 13°C & 29°C au printemps (station météorologique Aéroport Achouat).

En effet, les fluctuations des températures influent sur 1’activité des Abeilles qui deviennent
inactives en période de froid et de sécheresse.

La présence d’une flore autour d’un rucher est trés importante pour le bon développement de
la colonie. En effet, cette flore est la source de nectar et de pollen dont les Abeilles se
nourrissent exclusivement. Notre rucher est entouré d’une flore mellifére trés variée
composée principalement de plantes spontanées : Oxalis pes-caprae L. (Oxalidaceae), Sinapis
arvensis L. (Brassicaceae), Lavendula stoechas (Lamiaceae), Asphodelus microcorpus L.
(Liliaceae), Mentha pulegium L. et Pallenis spinosa. On trouve également un certain nombre

d’arbres fruitiers notamment les agrumes, mais aussi des oliviers et des eucalyptus.
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Figure 8. : Localisation géographique de site d’échantillonnage




Tableau 1.Position géographique des sites d'échantillonnage.

Localisation Position géographique
Sites Latitude Longitude
1 El-Taher 36°46' 19" N 5°53'54"E
2 El-Ancer 36°48' 00" N 6°09' 25" E
3 Ziama mansouriah 36°40'25" N 5°28'52"E

2.7 Stratégie d’échantillonnage et collecte des données

En apiculture, I’emplacement d’un rucher est trés important : d’une part pour une bonne
activité des colonies et d’autre part pour la santé des Abeilles. Le rucher est déposé sur un
terrain plat d’acces facile. Les ruches sont posées sur des supports métalliques surélevés de 20
cm du sol pour éviter ’humidité. Ces ruches sont orientées vers le soleil levant, ce qui
favorise 1’activité matinale des Abeilles (Fig. 9).

Pour la biométrie:

Les Abeilles résidaient toutes dans des ruches de type «LANGSTROTHx». Il a été vérifié

qu’elles ne faisaient pas 1’objet de transhumances et de maladies comme préconisé dans les
travaux de Cornuet et al., (1988) et Leporati et al. (1984).

Les prélévements des échantillons d’ Abeilles ouvrieres adultes, ont été effectués en Décembre
2015 a I’aide d’une pince souple, et placées dans desflacons contenant de 1’éthanol absolu
(95%) (Cornuet et al., 1988) et transportées au laboratoire ou elles ont été conservées a -4°C
dans l’attente d’étre mesurées. Sur chaque site, on a échantillonné 23 Abeilles, ce qui
représente un total de 69 individus.

Pour la biologie moléculaire:

Sur chaque site, 10 Abeilles ouvriéres ont été prélevées a 1’aide d’une pince souple, et placées
dans des tubes Eppendorf (1,5ml) contenant de 1’éthanol absolus (95%) et conservées a -4°C
jusqu'au moment de I’analyse.

Pour le dosage des biomarqueurs:

Les Abeilles sont collectées au niveau de trois sites de la wilaya de Jijel, puis sont disséquées,
I’abdomen et la téte placés dans des solutions appropriées pour le dosage de la glutathion S-

transférase et de 1’acétylcholinestérase, respectivement.

.



Figure 9. Emplacement du rucher (Photo personnelle).

2.8 Etude biométrique

2.8.1 Choix de la caste en biométrie
Dans les méthodes de biométrie les caractéres morphométriques des males ne sont pas
utilisés, car les males ne sont pas représentatifs de la population d’une colonie puisqu’ils sont
haploides.
L’effectif important des ouvriéres dans une colonie et leur diploidie pouvant étre aussi bien
sceurs véritables que demi-sceurs (Cornuet et al., 1975) constitue I’intérét pour cette caste dans
les méthodes biométriques décrite par Fresnaye (1981). Elles représentent la partie la plus
importante de la colonie, ainsi son prélévement pour 1’échantillonnage ne nuira pas au
développement de la colonie.

2.8.2 Caracteres morphologiques choisis en biométrie

Il existe une cinquantaine de caractéres morphologiques utilisables en biométrie de 1’ Abeille
(Kshirsagar & Renade, 1981). La plupart des méthodes d’analyses n’utilisent qu’une partie de
ces caracteres (Fresnaye, 1981). Cependant, divers auteurs tels que Ruttner (1988) a conclu
que seulement 10 caractéres seraient suffisants pour distinguer morphologiquement les
Abeilles de race africaines. Ainsi, plusieurs auteurs ont travaillé sur ces caractéres (Kandemir
et al., 2000 ; Achou, 2007; Chouchaine, 2010; Bendjedid & Achou, 2014).

En ce qui concerne notre travail, 15 caracteres morphologiques ont été sélectionnés en
fonction de leur pouvoir discriminant et de leur signification biologique, ces caractéres en
question contribuent beaucoup dans la production du miel et de la cire (Tab. 2 ; Fig. 10-17).




Longueur de la langue : un bon caractére racial qu’il faut mesurer correctement.
Longueur et largeur de I’aile postérieure et antérieure : les caractéres morphologiques
alaires sont trés importants dans la classification des races et sous races d’Abeilles. La
taille alaire influence, d’une part, le vol des Abeilles et d’autre part, la quantité du pollen
qui peut étre récolté.

L’indice cubital : permet de définir une race ou son taux d’hybridation. Cet indice est
déterminé par le rapport des longueurs des deux nervures alaires formant un obtus a la
base de la troisieme (3°™) cellule cubital de Paile antérieure droite de I’Abeille
représentés par I’indice cubital A et I’indice cubital B, en fait c’est le rapport de (A et B).
Longueur du fémur, du tibia, longueur et largeur du métatarse : ces caractéres sont
trés importants puisqu’ils sont liés a la patte postérieure qui est un élément essentiel pour
la récolte du pollen et donc dans la production du miel.

La coloration du second tergite : représente la largeur de la bande jaune sur le 2°™
tergite abdominal qui peut étre selon les races soit totalement noir, soit totalement jaune,
soit plusieurs nuances entre les deux.

La longueur du premiére et troisieme sternite : les sternites qui sont des indicateurs de

la taille de I’abdomen ont été recommandées par de nombreux auteurs.




Tableau 2 :Liste des caracteres morphologiques étudiés et numéro des figures correspondantes.

Caractéres morphologiques | Références des variables | N° de figures
Longueur de la langue [1] Fig. 10
Longueur de I’aile antérieure [2] Fig. 11
Largeur de I’aile antérieure [3] Fig. 11
Longueur de I’aile postéricure | [4] Fig. 12
Largeur de I’aile postérieure [5] Fig. 12
Longueur nervure A [6] Fig. 13
Longueur nervure B [7] Fig. 13
Indice cubital [8] Fig. 13
Longueur du fémur [9] Fig. 14
Longueur du tibia [10] Fig. 14
Longueur de métatarse [11] Fig. 14
Largeur de métatarse [12] Fig. 14
Coloration [13] Fig. 15
Longueur du 1*sternite [14] Fig. 16
Longueur du3®"sternite [15] Fig. 17

[1]

Figure 10. Langue d’une Abeille ouvriére (Ruttner et al., 1978 ; Ruttner, 1988).
([1] : Longueur de la langue).




Figure 11. Aile antérieure droite d’une Abeille ouvriére (Ruttner et al., 1978 ; Ruttner, 1988).

([2] : Longueur de I’aile antérieure ; [3] : largeur de 1’aile antérieure).

L
M

Figure 12. Aile postérieure d’une Abeille ouvriere (Ruttner et al., 1978 ; Ruttner, 1988).

~

([4] : Longueur de I’aile postérieure ; [5] : largueur de ’aile postérieure).

Figure 13. Composantes de I’indice cubital de I’aile antérieure droite (Ruttner et al., 1978; Ruttner,
1988).

([6] : Longueur de la nervure A ; [7] : longueur de la nervure B).

Figure 14. Patte postérieure d’une Abeille ouvriére (Ruttner et al., 1978; Ruttner, 1988).
([9]: Longueur du fémur ; [10]: longueur du tibia ; [11]: longueur du métatarse ; [12] : largeur du

métatarse).

.



Figure 15. Coloration (Ruttner et al., 1978; Ruttner , 1988).
([13] : largeur de la bande jaune au niveau du 2°™ tergite abdominal).

Figure 16. Premiére sternite d’une Abeille ouvriére (Ruttner et al.,1 978; Ruttner, 1988).
([14] : Longueur du 1°®sternite).

Figure 17. Troisiéme sternite d’une Abeille ouvriére (Ruttner et al., 1978; Ruttner, 1988).
([15] : Longueur du 3°™ sternite).

2.8.3 Méthode de mensuration

Les Abeilles ouvrieres adultes sont disséquées une par une a 1’aide de matériel de dissection.
Les articles sont prélevés et montés entre lame et lamelle dans quelques gouttes d’un milieu
de montage du gel glycériné (gélatine : 24 g; saccharose: 31 g; glycerine: 76 ml; eau
distillée : 120 ml ; thymol : 0,5 ml) (Hassanein & El Banby, 1956; El Bamby & Aboukorah,

1976 ; Achou, 2007 ; Bendjedid & Achou, 2014).

Tous les caracteres biométriques ont fait 1’objet de mesures précises réalisées sous une loupe

binoculaire (Zeiss) équipés d’un micromeétre oculaire étalonné avec I’objectif (X10). Ainsi 15
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caractéres ont été mesurés pour I’ensemble de nos échantillons soit 23 Abeilles dans chaque

sites, soit un total de 69 individus.

2.9 Analyse moléculaire
2.9.1 Extraction des ADN totaux

Nous avons utilisé un Kit d’extraction commercialisé (ZR Tissue & Insect DNA Mini Prep™
Kit; Zymo Research, U.S.A), c’est une technique rapide mais permet d’obtenir des ADN
totaux de bonne qualité et de les préserver plus longtemps.

Pour chaque échantillon, I’ADN génomique a été extrait a partir de la téte d’une ouvriére (10
ouvrieres/site) selon le protocole du Kit d’extraction. Chaque téte d’Abeille est broyée
individuellement dans un tube eppendorf de 2 ml (broyage mécanique).

Les échantillons sont transférésdans des tubes de lyse ZR BashingBead ™, Pour des
performances optimales, on a ajouté du f-mercaptoéthanol au tampon de lyse génomique
jusqu'a une dilution finale de 0,5% (v/v). 750 plde la solution de lysesont ajoutés, avec une
bonne homogénéisation par le vortex (10 mn). Les tubes de lysesont ensuite centrifugés dans
une micro-centrifugeuse (10 000 x g/1 mn). 400 ul de surnageant sont transférés dans un filtre
Zymo-Spin™ IV (bouchon orange) dans un tube collecteur et centrifugés (7 000 x g/1 mn).
Nous avons ajoutés 1, 200 ul de tampon de lyse génomique au filtrat dans le tube collecteur
de I'étape précédente et on mélange le tout. Ensuite, 800 ul de ce mélange sont transféré dans
une colonne Zymo-Spin ™ [IC dans un tube collecteur et centrifugés (10 000 x g/1 mn). Ce
qui s’est écoulé du tube de collecte a été jeté et I'étape précédente est répétée. Puis, On ajoute
200 pl de tampon de pré-lavage DNA Pre-Wash Buffer a la colonne Zymo-Spin ™ TIC dans
un nouveau tube collecteur et centrifuger (10 000 x g/1 mn). 500 pul de tampon de lavage g-
DNA Wash Buffer sont ajoutés dans la colonne Zymo-Spin™ IIC et une centrifugation
(10000 x g/1 mn) a été réalisé. Pour finir, les colonnes Zymo-Spin™ IIC sont transférées
dans des tubes de microcentrifugeuse propres de 1,5 ml dans lesquels on ajoute 30 pl de
tampon d'élution d'ADN directement dans la colonne, puis sont centrifugés (10 000 x g/ 30 s)
pour diluer I'ADN (Annexe 1).

La qualité et la concentration de I'ADN ont été mesurées a l'aide d'un spectrophotomeétre
(NanoPhotometer ™ Pearl, Implen GmbH, Schatzbogen, Allemagne).

L’ADN peut étre utilisé immédiatement pour des applications moléculaires ou stockes a -

20°C pour une utilisation ultérieure.

-



Par la suite nous avons procédé a des essais afin de déterminer la concentration optimale
d’ADN pour les amplifications. Des dilutions d’ADN au 1/10, 1/20, 1/30, 1/40 et 1/50°™ ont
été testées. Les meilleurs profils ont été obtenus avec la dilution au 1/20°™.
2.9.2 Evaluation de la diversité mitochondriale

e ADN mitochondrial (ADNmt)

La mitochondrie est la source majeure d’énergie cellulaire, sous forme d’ATP,cet organite est
présent chez tous les Eucaryotes.

L’ADN mitochondrial d’A. mellifera est une molécule circulaire a double brin, sa longueur
totale est comprise entre 16500 et 17600 paires de bases (pb) (Smith & Brown, 1990, Hu et
al., 2014) (Fig. 18). Il constitue un excellent marqueur pour 1’étude de 1’évolution et la
structure genétique des populations naturelles (Orlando et al., 2003; Naderi et al., 2007 ;
Achou et al., 2015). Dans le cas de 1’Abeille domestique, tous les membres d’une colonie
partagent le méme type d’ADNmt (haplotype), puisque la reine transmet ’ADNmt a

I’ensemble de sa descendance: ouvriére, male et nouvelle reine (Garnery et al., 1992).

Cette transmission uniparentale a évolution clonale constitue un marqueur particulierement
apprécié pour les études phylogénétiques, bien qu’une faible quantité d’ADNmt d’origine
paternelle pénétre dans les ceufs d’Abeilles lors de la fertilisation, elle disparait au cours des
stades de développement et ’ADNmt des adultes semble étre exclusivement d’origine
maternelle (Hensuel & Moritz, 1993, Achou, 2007).

1. Membrane externe. 2. Chambre externe. 3. Membrane interne. 4. Crétes.
5. Chambre interne contenant la matrice. 6. Ribosome. 7. ADN, .. 8. ATP synthase.

Figure 18. Position de L.’ ADN mitochondrial au sein de la mitochondrie (Frangois & Roland, 1997).




e Description de la région intergénique COI-COII (cytochrome oxydase | et 11)

La molécule de ’ADNmt de 1’Abeille domestique présente des tailles variables, comprises
entre 16500 et 17600 pb (Smith & Brown, 1990). Cette diversit¢ a été¢ étudiée a 1’aide
d’enzymes de restrictions (Smith et al., 1997) et des données de séquences partielles (Garnery
et al., 1995). L’ensemble de ces études suggére que cette exceptionnelle variabilité résulte du
polymorphisme de taille de plusieurs régions de la molécule (Smith & Brown, 1990) en
particulier la région comprise entre les genes COI et COIl (cytochrome oxydase | et II)
(Mensel & Moritz, 1992). Chez A. mellifera, la région située entre COI-COII varie de 192 a
832 pb selon les sous espéces. Deux types de séquences peuvent étre reconnus dans cette
région : P et Q.

L’étude de la région intergénique COI-COII de I’ADNmt est élaboré par Garnery et al.,
(1993). Elle est une méthode rapide fondée sur 1’hydrolyse de I’ADN par I’enzyme de
restriction Dral de la région COI-COII au niveau du site de restriction AAA/TTT (Vienne &
Santoni, 2000) apres amplification par PCR (Polymérase Chain Réaction). Ce test permet, non
seulement de caracteériser les trois lignées mitochondriales, mais aussi de mettre en évidence
une importante variabilité génétique dans la population au sein de chaque lignée (Sheppard et
al., 1999) (Fig. 19).

> La lignée Africaine A possede une séquence Py (68 pb) suivie d’une, deux ou de trois
répétitions en tandem de la séquence Q (192-196 pb).

» La lignée Ouest-méditerranéenne M, il existe un nombre variable de séquences Q,
mais la séquence Py est remplacée par une séquence plus courte (54 pb) nommée P.

> La lignée Nord méditerranéenne C ne posseéde aucune des séquences Py et P, et ne

présente qu’un seul exemplaire de la séquence Q (Garnery et al., 1993).

Lignée A COl ARN | PO On (1<n<3) COIl
68 pb

Lignée M COl ARN/ ] P OQn (1<n<3) COII
54 pb

Lignée C COl ARN e Q COTI

Figure 19. Les régions COI-COII des lignées évolutives A, M et C d’A. mellifera (Garneryet al.,
1993).
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o Amplification de ’ADN

Dans le cas de I’ADNmt les amorces E2 et H2 (Garnery, 1992) ont été utilisées pour amplifier
la séquence intergénique qui s’étend entre les locus du cytochrome oxydase | et Il (Fig. 20).

Ces appellations E et H sont en relation avec la séquence clonée. H pour le cété Hind Il et E

pour le cdté Ecor I (Crozier et al.,1989 ; Cornuet et al., 1991 ; Garnery, 1992).

E2: 5>-GGCAGAATAAGTGCATTG-3’

H2 : 5-CAATATCATTTGATGACC-3’

Lignée A
E2
— =
CO1 |ARN}| P Qn (1<n<3) CcoOlIl
%
H2

Figure 20. Localisation des amorces E2 et H2 sur la région mitochondriale COI-COIlI (Garnery et al.,

Cette amplification est effectuée a partir de 1ul d’ADN dilué au 1/20°™ dans un volume

réactionnel de 25 pl.

Tableau 3: La quantité desproduits utilisés dans chacune des polymérases de la réaction en chaine.

1992).

Produits Volume des produits utilisés | Concentration final
dans chaque réaction (ul)

PCR Buffer 5 10X

MqgCl, 2 25mM

dNTP mix 0.5 10mM

E2 1 100pM

H2 1 100pM

Tagq ADN polymerase 0.1 500U/l

ADN génomique 2 -

H,O 13.40 -




La PCR permet I'amplification in vitro de la région COI-COII de I'ADN mitochondrial de
maniere exponentielle, chaque PCR a débuté par une dénaturation initiale pendant 3 mn a
92°C, suivi par 30 réactions cycliques et chacun de ces cycles consiste en trois parties:
dénaturation a 92°C/1 mn, hybridation a 48°C/1 mn et élongation a 62°C/2 mn. Finalement
le mélange réactionnel est élevé a 62°C pour 7 minutes pour admettre la stabilisation de

I'ADN synthétisé nouvellement.

Ces différentes ¢tapes d’amplification d’ADN ont été réalisées dans un Thermocycleur
C1000™ «CFX96™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, U.S.A». Unefois
I’amplification achevée, les produits de PCR sont analysés par ¢lectrophorése en gel

d’agarose a 1.4%.
e Détection du polymorphisme de la longueur de fragment de restriction

La caractérisation du polymorphisme de taille (Q, PQ, PQQ PQQQ) est réalisée par
électrophorese.

Nous dissolvons a chaud (& lamicro-onde) 1,4g d’agarose dans un 100ml de TBE 1X [Tris 90
mM, Borate 90 mM, EDTA 2 mM, pH entre 8,0 et 8,6] a 65°C°. Nous plagons le moule sur
une surface bien horizontale et nous disposons dans les encoches prévues un peigne
nécessaire a la réalisation des puits dans le gel. Lorsque la température du gel atteint 50°C
(On refroidit dans un agitateur), nous le versons lentement dans la cuve sans dépasser le
niveau supérieur des dents du peigne. Nous le laissons refroidir 30 mn environ avant
d’enlever délicatement le peigne. Ce gel permet de mettre en évidence les fragments d’ADN

de plus de 500 pb.

On met le gel dans la cuve de I’¢électrophorése en plagant les puits du coté de la cathode et
nous remplissons la cuve de tampon TBE 1X jusqu’au niveau supérieur du gel. Nous
déposons 2 ul du produit d’amplification de la région COI-COII avec 1 pl de tampon de
réaction [5X Green GoTag® Reaction Buffer] de chaque échantillon dans les puits du gel
d'agarose avec dépbt du marqueur de taille M7123-100bp DNA ladder marker (Biomatik,
Allemagne) dans le premier puits. Le tampon 5X Green GoTaq® permettra de suivre
I’avancement de 1’¢lectrophoreése car elle migre plus vite que tous les fragments de
restrictions.

La migration des fragments amplifiés necessite 2 heures a 100V dans un tampon TBE 1X, le

gel est ensuite plongé pendant 10mn dans une solution de Bromure d’éthidium (BET a 0.5
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pug/ml) agent intercalant fluorescent aux ultraviolets (260 nm) afin de visualiser la longueur

des fragments de la région inter-génique COI-COII sous un transilluminateur U.V.
e Détermination des profils de restriction

Le polymorphisme de la longueur du fragment de restriction est généré par hydrolyse de
I’ADN par une endonucléase de restriction Dral (4 unités/pl) (Takara Bio Inc) dans un
volume total de 10ul de [1 ul d’enzyme de restriction Dral, 1 pl de tampon X10, 0.2ul BSA,
2.8ul d’H20 et 5ul de produit de la PCR]. La digestion a lieu sous incubation & 37°C pendant
24 heures. L’enzyme Dral hydrolyse la région COI-COIIl au niveau du site de restriction
AAA/TTT (Vienne & Santoni, 2000).

Les différents profils de restriction sont visualisés sur un transilluminateur U.V. et les images

de gels ont été enregistrées au format jpeg pour stockage.

2.10 Dosage des biomarqueurs :

2.10.1 Dosage de la glutathion S-transférase

La mesure de ’activité de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode
de Habiget al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un
substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
(GSH).

Les échantillons (Abdomen) sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH
6). L’homogénat est centrifugé a 14000 tours/mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(AImM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est realisée dans un spectrophometre
UV/visible (WPA). Elle est effectuée toutes les 1 mn pendant 5 minutes a une longueur
d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplacant la quantité du

surnageant. L’activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante:

ADO/mn Vt

Activité spécifique de la GST (UM /mn/mg de protéines) = ———X E/mg de protéines

e




X: micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (uM/mn/mg de protéines).
A Do: pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
e:9,6 coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM-1 cm-1).

Vt: volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].

Vs: volume du surnageant dans la cuve: 0,2 ml.

mg de protéines: quantité de protéines exprimée en mg.
2.10.2 Dosage de ’acétylcholinestérase

Le dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) est réalisé selon la méthode d’Ellmanet al. (1961)
qui consiste a fournir & I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh) dont I’hydrolyse
libére de I’acide acétique et de la thiocholine (SCh). Cette derniére en présence de DTNB
(acide5, 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) forme un complexe de couleur jaune dont I’intensité
est lue a une longueur d’onde de 412 nm. Les tétes des abeilles ouvriéres (pool de 2 tétes) sont
homogénéisées dans 1 ml de solution détergente (solution D) [38,03 mg EGTA (acide
éthylene glycol-bis, B-aminoéthyl éther NNN’N” tétra-acétique), 1ml Triton X 100%, 5,845 g
NaCl (chlorure de sodium), 80 ml tampon tris (10 mM, pH 7)]; a l'aide d’un
homogénéisateur a ultrasons, puis centrifugés (5000 tours/mn, 5 mn). Le surnageant récupéré
servira comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activit¢ AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 ul de surnageant a
laquelle on ajoute 100 pl de DTNB préparé extemporanément [39,6 mg DTNB, 15 mg
CO3HNa (bicarbonatede sodium), 10 ml tampon tris (0,1 M, pH 7)] et 1 ml de tampon tris
(0,1 M, pH 7). Aprés 3 a 5 minutes, 100 pl de substrat acétylthiocholine préparé
extemporanément [23,6 mg ASCh, 1 ml eau distillée] sont ajoutés. La lecture des absorbances
(spectrophométre WPA) s’effectue toutes les 4 mn pendant 20 mn a une longueur d’onde de

412 nm contre un blanc ou 100 pl de la solution détergente remplace les 100 pl du surnageant.

e, s s 12 7. ADO/mn Vt 7 .
Activité spécifique de ' AChE (UM /mn/mg de protéines) = e X E/mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (uMImn/mg de protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.

e: 1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1 cm-1).

Vit : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris (0,1 M,
pH 7) + 0,1 ml acétylthiocholine].

.



Vs : volume du surnageant dans la cuve: 0,1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

2.10.3 Dosage des protéines

Les protéines sont quantifiees selon la technique de Bardford et al., (1976) sur une fraction
aliquote de 0,1 ml de ’homogénat avec 4 ml de bleu brillant de Coomassie (BBC) (G 250,
Merk) comme réactif (50 mg de bleu brillant de Coomassie, 25 ml d’éthanol (95%), 50 ml
d’acide orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec 1’eau distillée) et 1’albumine
sérum de beeuf (BSA) (Sigma, France) comme standard.

La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm, et la gamme
d’étalonnage est réalisée a partir d’'une solution d’albumine de bceuf (Img/ml) selon les

indications ci-dessous.

Tableau 4.Dosage des protéines, réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’albumine (ul) |0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

2.11 Analyses statistiques
2.11.1 Morphométrie
2.11.1.1  Analyses statistiques univariées

e Description des données

Pour mieux décrire les différentes caractéristiques morphométriques des Abeilles récoltés,
nous avons calculés certains parametres statistiques de base tels que la moyenne arithmétique
(X), qui est un paramétre de position et de tendance centrale, 1’écart type (S) qui mesure la
dispersion de données autour de la moyenne,les valeurs minimales (Xmin) et maximales (Xmax)
qui donnent toutes les deux une idée sur I’étendue des données, et enfin 1’effectif (n) qui nous

renseigne sur I’importance des données traités.

Les calculs ont été réalisés sur 3 sites a 1’aide du logiciel d’analyse et de traitement statistique
des données Minitab version 16.(Penn State College, PA, USA).
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e Comparaison des moyennes entre sites: Analyse de la variance (ANOVA)
Pour comparer, entre les trois sites, les moyennes de chacune des 15 caractéristiques
(variables), nous avons utilis¢ le test d’analyse de la variance a un critere de
classificationmodele fixe. Ce test consiste & comparer les moyennes de plusieurs populations a

partir de données d’échantillons aléatoires, simples et indépendants (Dagnelie, 1982, 1999).

2.11.1.2  Analyses statistiques bivariées

e Corrélation entre caractéristigue morphomeétriques
La méthode statistique bivariée utilisée consiste essentiellement a calculer le coefficient de
corrélation linéaire de ‘‘Bravais-Pearson’’ entre les variables prises deux a deux. Il mesure
I’intensité du lien qui existe entre deux caractéristiques ou variables quantitatives
quelcongues, pour autant que cette liaison soit linéaire ou approximativement linéaire
(Dagnelie, 1999).
Il est compris entre +1 et -1. Il est positif quand les deux variables augmentent en méme
temps ou diminuent en méme temps, et il est négatif quand ’une augmente et I’autre diminue
et vice-versa.
Le logiciel Minitab fournit chaque fois la valeur du coefficient de corrélation et la valeur de la
probabilité P correspondante afin de tester la signification de la corrélation en question.

2.11.1.3  Analyses statistiques multivariées

L’analyse multivariée, multidimensionnelle ou a plusieurs variables peut étre considérée
comme formée de I’ensemble des méthodes statistiques qui ont pour but 1’étude des relations
existantes entre plusieurs variables dépendantes et indépendantes (Dagnelie, 1982).

e Comparaison des vecteurs de moyennes entre sites : Analyse de la variance

multivariée (MANOVA)

La comparaison des 3 sites, entre eux, pour I’ensemble des 15 variables étudiées, a été
réalisée a 1’aide de ’analyse de la variance multivariée en utilisant trois tests statistiques qui
sont : Wilk’s Lambda, Lawley-Hotteling et Pillai’s Trace. Cependant aucun de ces tests n’est
considéré comme étant le plus puissant et aucun ne peut étre recommandé de maniere
preférentielle (Dagnelie, 1975). Selon Huberty (1994) le test de Wilk’s est le plus populaire.
Cette méthode d’analyse est une extension de ’analyse univariée, quand on a plusieurs

variables qui ont éte observées simultanément sur les mémes individus (sites).

.



e Analyse en composantes principales (ACP)

L’analyse en composantes principales est une méthode exploratoire et descriptive (Dagnelie,
1982 ; Palm, 1998). Elle est utilisée pour interpréter une matrice de données sans structure
particuliere ne comportant, a priori, aucune distinction, ni entre les variables, ni entre les
individus. Elle a pour but de remplacer les p variables initiales fortement corrélées entre elles
en p variables appelées composantes principales ou axes principaux synthétiques non corrélés
entre elles, et de variance progressivement décroissante. Les premiéres composantes pouvant
¢ventuellement faire 1’objet d’une interprétation particuliere et les dernieéres pouvant
généralement étre négligées (Dagnelie, 1982).

Cette méthode a été appliguée a la matrice de données globales de dimensions (nxp), avec
n=3 sites et p= 15 variables afin d’étudier la structure des colonies d’Abeilles.

2.11.2 Biomarqueurs

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyenne arithmétique plus ou moins 1’écart type
(m £ SD). L'étude statistique est réalisée a I’aide du logiciel d’analyse et de traitement

statistique des données Minitab version 16. (Penn State College, PA, USA).

Les données sont traitées par 1’analyse de la variance (ANOVA) a deux critéres de
classification suivis du test HSD (test de la différence franchement significative) de Tukey,

nous a permis de classer les différentes moyennes.

.



3. Résultats :

3.1 Biométrie de I’Abeille

3.1.1 Analyse univariée

e Caractérisation morphologique des populations d’Abeilles Algériennes
Pour déterminer les caractéristiques biométriques des Abeilles récoltées, nous avons calculé la
moyenne arithmétique (X), I’écart type (s), les valeurs minimales (Xmin) et les valeurs
maximales (Xmax) et enfin I’effectif (n) de chaque variable biométrique de chacun des 3 sites
étudié.
Les résultats relatifs a cette analyse sont mentionnés dans le tableau 5.
L’examen de ce tableau révele que les moyennes de la longueur de la langue (variable X1),
varient entre 8,92 mm (site 1), 8,16 mm (site 2) et 8,76 mm pour le site 3. Quant a leurs
écarts types ils varient respectivement de 0,78, 0,40 et 0,73. Les valeurs maximales sont de
9,99 mm pour le site 1, 8,66 mm pour le site 2 et enfin 9,55 mm pour le site 3, les valeurs
minimales sont respectivement de 7,55 mm, 7,33 mm et 6,88 mm.
En ce qui concerne la longueur de I’aile antérieure (variable X2), les moyennes varient
entre 13,56 mm (sitel), 12,72 mm (site 2) et 13,28 mm (site 3). Les écarts types varient
respectivement de 0,28, 0,21 et 0,18. Les valeurs maximales pour chague site sont 13,99 mm,
13,11 mm et 13,55 mm. Les valeurs minimales varient entre 12,88 mm (site 1 et 3) et 12,22
mm (site 2).
Les moyennes de la largeur de I’aile antérieure (variable X3) sont comprises entre 4,58
mm (site 1), 4,29 mm (site 2) et 4,45 mm (site 3). Ses valeurs maximales sont de 4,66 mm
(site 1 et 3) et 4,44 mm (site 2) et les valeurs minimales sont de 4,44 mm (site 1 et 3) et 4,22
mm (site 2). Les écarts types de cette variable varient entre 0,10 (site 1 et 2) et 0,06 (site 3).
Quant aux longueurs et les largeurs moyennes de I’aile postérieure (variable X4 et X5),
elles présentent respectivement des moyennes de 9,64 mm et de 2,62 mm pour le site 1; 9,19
mm et 2,51 mm (site 2) et enfin 9,57 mm et 2,61 mm (site 3). Pour la longueur maximale, elle
est de 9,77 mm (site 1 et 3) et 9,33 mm (site 2); la longueur minimale de I’aile postérieure est
de 9,33 mm (site 1 et 3) et 8,88 mm (site 2). Celle de la largeur maximale est de 2,66 mm et la
largeur minimale est de 2,44 mm. Les écarts types variant de 0,16 (site 1t 2) et 0,15 (site3)
pour la longueur de I’aile postérieure et entre 0,08, 0,07 et 0,06 pour la largeur de I’aile
postérieure.
Les longueurs moyennes de la nervure A (X6) se situent entre 8,10 mm (sitel), 8,15 mm

(site 2) et 8,25 mm (site 3). La longueur minimale de la nervure A est de 7,77 mm et la valeur
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maximale est de 8,88 mm pour les 3 sites. Les écarts types sont respectivement entre 0,52,
0,54 et 0,56. En revanche, les longueurs moyennes de la nervure B (X7) se situent entre
4,34 mm (site 1) et 3,66 mm (site 2 et 3), les écarts types de ce parameétre sont entre 0,31 (site
1) et 0,52 (site 2 et 3). Les valeurs maximales et minimales sont comme suit : 4,44 mm et 3,33
mm.

Pour les 69 abeilles, les moyennes de I’indice cubital (X8) se situent respectivement entre
2,08 mm, 2,50 mm et 2,53 mm. Les écarts types sont de 0,20, 0,34 et 0,33. La valeur
minimale de cette variable est de 1,94 mm et maximale entre 2,58 mm (site 1) et 2,95 mm
(site 2 et 3).

Les valeurs maximales et minimales de la longueur et la largeur du métatarse (X9 et X10)
sont respectivement : entre 3,55 mm (site 1) et 3,33 mm (site 2 et 3) et entre 3,11 mm (site 1
et 2) et 2,88 mm (site 3) pour la longueur, 1,66 mm et 1,55 mm (3 sites) pour la largeur du
métatarse. Quand aux écarts types sont entre 0,12 (site 1 et 3) et 0,06 (site 2) pour la longueur
et entre 0,05 (site 1 et 2) et 0,04 (site 3) pour la largeur du métatarse. En revanche, les
moyennes de la variable (X9) sont respectivement entre 3,33 mm, 3,12 mm et 3,24 mm et de
la variable (X10) sont 1,62 mm, 1,59 mm et 1,63 mm.

Pour les trois sites échantillonnés, la valeur maximale de la longueur du fémur (X11) est de
3,99 mm pour site 1 et 3 et 3,77 mm pour le site 2, la valeur minimale est de 3,55 mm pour les
3 sites. Les longueurs moyennes de cette variable variant entre 3,87 mm (site 1), 3,71 mm
(site 2) et 3,86 mm (site 3). Concernant les écarts types, ces derniers se situent entre 0,16, 0,09
et 0,12 respectivement.

En ce qui concerne, la variable (X12) représentant la longueur du tibia, les valeurs
moyennes sont comprises entre 4,62 mm (site 1), 4,38 mm (site 2) et 4,49 mm (site 3). Les
deux valeurs extrémes, minimales sont de 4,44 mm (site 1) et 4,22 mm (site 2 et 3) et
maximales sont de 4,88 mm, 4,44 mm et 4,66 mm respectivement. Les écarts types varient
entre 0,10, 0,09 et 0,11.

La coloration (variable X13), présente des moyennes comprises entre 1,47 mm (site 1 et 3)
et 1,37 mm (site 2). Les ecarts types variaient entre 0,08 (site 1) et 0,10 (site 2 et 3). Les
valeurs maximales de la largeur de la bande jaune sur le 2eme tergite sont 1,56 mm (site 1),
1,49 mm (site 2) et 1,63 mm (site 3) et minimales sont entre 1,27 mm (site 1 et 3) et 1,13 mm
(site 2).

Enfin les moyennes, représentant les indices calculés de la longueur de la

3éme

1% sternite

(variable X14) et de la longueur de la sternite (variable X15), sont respectivement :




4,11 mm (site 1), 3,82 mm (site 2) et 4,30 mm (site 3) pour la longueur du 1° sternite, et 3,40
mm, 3,13 mm et 3,33 mm pour la longueur du 3™ sternite. Quand aux écarts types, ils sont
de 0,32, 0,34 et 0,18 pour la variable X14 et de 0,17, 0,07 et 0,11 pour la variable X15. Les
valeurs maximales de ces parametres sont 4,66 mm (variable X14) et 3,77 mm, 3,33 mm et
3,55 mm (variable X15), les valeurs minimales variaient entre 3,55 mm (site 1 et 2) et 3,99
mm (site3) pour la longueur du 1° sternite et égale & 3,11 mm pour la longueur du 3°™

sternite.




Tableau 5: Paramétres statistiques des 15 caractéres morphologiques pour I’ensemble des 3 sites.

Caractéres morphométriques Sites | n m=s Xmin Xmax
Longueur de la langue (X1) en mm 1 23 8,92+0,78 7,55 9,99
2 23 8,16 £ 0,40 7,33 8,66

3 23 8,76 + 0,73 6,88 9,55

Longueur de I’aile antérieure (X2) en mm 1 23 13,56 + 0,28 12,88 13,99
2 23 12,72 £ 0,21 12,22 13,11

3 23 13,28 + 0,18 12,88 13,55

Largeur de ’aile antérieure (X3) en mm 1 23 458 +0,10 4,44 4,66
2 23 4,29 £ 0,10 4,22 4,44

3 23 4,45 + 0,06 4,44 4,66

Longueur de I’aile postérieure (X4) en mm 1 23 9,64 +£0,16 9,33 9,77
2 23 9,19+0,16 8,88 9,33

3 23 9,57 £ 0,15 9,33 9,77

Largeur de I’aile postérieure (X5) en mm 1 23 2,62 +0,08 2,44 2,66
2 23 2,51+0,07 2,44 2,66

3 23 2,61 +0,06 2,44 2,66

Longueur de nervure A (X6) en mm 1 23 8,10 £ 0,52 7,77 8,88
2 23 8,15+ 0,54 7,77 8,88

3 23 8,25 + 0,56 7,77 8,88

Longueur de nervure B (X7) en mm 1 23 4,34 + 0,31 3,33 4,44
2 23 3,66 £ 0,52 3,33 4,44

3 23 3,66 + 0,52 3,33 4,44

Indice cubital (X8) en mm 1 23 2,08 £ 0,20 1,94 2,58
2 23 2,50+ 0,34 1,94 2,95

3 23 2,53 +0,33 1,94 2,95

Longueur du métatarse (X9) en mm 1 23 3,33+0,12 3,11 3,55
2 23 3,12 + 0,06 3,11 3,33

3 23 3,24 +£0,12 2,88 3,33

Largeur du métatarse (X10) en mm 1 23 1,62 £0,05 1,55 1,66
2 23 1,59 + 0,05 1,55 1,66

3 23 1,63 +0,04 1,55 1,66

Longueur du fémur (X11) en mm 1 23 3,87+£0,16 3,55 3,99
2 23 3,71 +0,09 3,55 3,77

3 23 3,86 £0,12 3,55 3,99

Longueur du tibia (X12) en mm 1 23 4,62 +0,10 4,44 4,88
2 23 4,38 £ 0,09 4,22 4,44

3 23 4,49 +0,11 4,22 4,66

Coloration (X13) en mm 1 23 1,47 £ 0,08 1,27 1,56
2 23 1,37+0,10 1,13 1,49

3 23 1,47 +0,10 1,27 1,63

Longueur du 1% sternite (X14) en mm 1 23 4,11+0,32 3,55 4,66
2 23 3,82+0,34 3,55 4,66

3 23 4,30+0,18 3,99 4,66

Longueur du 3°™ sternite (X15) en mm 1 23 3,40 +0,17 3,11 3,77
2 23 3,13+ 0,07 3,11 3,33

3 23 3,33+£0,11 3,11 3,55

Site 1 : El-Taher, Site 2 : EI-Ancer, Site 3 : Ziama mansouriah
n : effectifs, m : moyenne, s : écart type, Xmax: vValeurs maximale, Xni, : valeurs minimale




e Comparaison entre sites des caractéristiques moyennes: Analyse de la variance
(ANOVA)

Les résultats du test d’analyse de la variance univariée modele fixe appliqué a chacune des 15

variables mesurées, pour I’ensemble des 3 sites échantillonnés figurent dans le tableau 6.

L’examen de ce tableau montre qu’il existe entre les 3 sites des différences trés hautement

significatives pour les moyennes des variables biométriques (X1, X2, X3, X4, X5, X7, X8,

X9, X11, X12, X13, X14 et X15), significative pour la largeur du meétatarse (variable X10) et

non significative pour la longueur de la nervure A de I’indice cubitale (variable X6).

Tableau 6. Comparaison intersites de moyennes relatives aux 15 variables biométriques des 3 sites
d’échantillonnage (ANOVA).

Caracteres morphométriques ddl | SCE CM Fobs P

Longueur de la langue 2 7,3023 3,6512 8,27 0,001 ***
Longueur de I’aile antérieure 2 8,4152 4.2076 78,46 0,000 ***
Largeur de I’aile antérieure 2 0,95257 0,47628 52,97 0,000 ***
Longueur de I’aile postérieure 2 2,7229 1,3614 54,40 0,000 ***
Largeur de I’aile postérieure 2 0,177817 0,088909 15,20 0,000 ***
Longueur de nervure A 2 0,2500 0,1250 0,43 0,655 NS
Longueur de nervure B 2 6,9998 3,4999 16,21 0,000 ***
Indice cubital 2 2,9164 1,4582 16,05 0,000 ***
Longueur du métatarse 2 0,51053 0,25527 21,21 0,000 ***
Largeur du métatarse 2 0,022096 | 0,011048 | 4,13 0,021 *

Longueur du fémur 2 0,38299 0,19150 10,96 0,000 ***
Longueur du tibia 2 0,65796 0,32898 27,74 0,000 ***
Coloration 2 0,16426 0,08213 8,20 0,001 ***
Longueur du 1° sternite 2 2,6348 1,3174 14,90 0,000 ***
Longueur du 3°™ sternite 2 0,87541 0,43770 27,35 0,000 ***

ddl : degrés de libertés, SCE : somme des carrés des écarts, CM : carré moyen,
Fobs : valeur F de Fisher, P : seuil de signification

p <a=0,001: (***) différence tres hautement significative

p <a = 0,05 : (*) différence significative

p >0 = 0,001 : (NS) non-significative




3.1.2 Corrélation simple
Nous avons calculé les coefficients de corrélation linéaire entre les 15 variables prises deux a
deux ainsi que les valeurs des probabilités P correspondantes pour 1’ensemble des 3 sites.
La liste des corrélations significatives, hautement significatives et trés hautement
significatives est donnée par le tableau 7, ainsi que la matrice de corrélation globale en

Annexe 2.

L’examen de la matrice de corrélation de tableau 7 montre qu’il existe des corrélations
positives et des corrélations négatives. Parmi ces corrélations, on observe des corrélations
justes significatives, des corrélations hautement significatives et des corrélations tres
hautement significatives. Le tableau 7 synthétise 1’essentiel des corrélations obtenues entre les
15 variables.

L’analyse de la matrice globale permet de constater que 1’indice cubital (X8) est bien corrélé
positivement (r = 0,357) avec la longueur de la nervure A (X6), et négativement avec la
longueur de la nervure B (X7) (r = -0,901). Ceci est logique dans la mesure ou I’indice cubital
est le rapport des deux variables X6/X7.

Il existe aussi une corrélation positive (r = 0,798) entre la longueur (X2) et la largeur (X3) de
I’aile antérieure qui augmentent ou diminuent en méme temps.

On constate dans cette matrice également, des corrélations positives d’une part, entre la
longueur de I’aile antérieure (X2) et la longueur de I’aile postérieure (X4) et la largeur de
I’aile postérieure (X5) (r = 0,729 et r = 0,640), et d’autre part, entre la largeur de 1’aile
antérieure (X3) et la longueur de I’aile postérieure (X4) et la largeur de ’aile postérieure (X5)
(r = 0,629 et r = 0,632) ; ceci montre que la taille des ailes antérieures et postérieures
augmentent ou diminuent en méme temps.

En plus, il existe une corrélation positive (r = 0,175) entre la longueur et la largeur du
métatarse (X9 et X10) qui montre que ces deux derniers augmentent ou diminuent en méme
temps. Enfin, les deux variables, la longueur du fémur et du tibia (X11 et X12) présentent une

corrélation positive (r = 0,223).
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Tableau 7. Liste des corrélations significatives, hautement et trés hautement significatives des 3 sites.

Corrélations positives

Corrélations négatives

Significatives | Hautement Trés Significatives | Hautement Tres
significatives | hautement significatives | hautement
significatives significatives
X1et X7 X1et X3 X1 et X2 X1 et X8 X4 et X8 X2 et X8
X1 et X9 X3 et X13 X1 et X4 X8 et X9 X8 et X12 X3 et X8
X1et X10 X4 et X11 X2 et X3 X8 et X15 X7 et X8
X1et X12 X4 et X13 X2 et X4
X1et X13 X5 et X9 X2 et X5
X1 et X15 X5 et X11 X2 et X7
X 2et X10 X6 et X8 X2 et X9
X2et X14 X7 et X12 X2 et X11
X3 et X14 X9 et X13 X2 et X12
X4 et X10 X13 et X14 X2 et X13
X5 et X6 X2 et X15
X5et X14 X3 et X4
X7 et X9 X3 et X5
X7 et X10 X3 et X7
X7 et X15 X3 et X9
X9 et X14 X3et X11
X10 et X11 X3 et X12
X10 et X12 X3 et X15
X10 et X13 X4 et X5
X10 et X15 X4 et X7
X11 et X12 X4 et X9
X11 et X13 X4 et X12
X11 et X14 X4 et X14
X12 et X13 X4 et X15
X12 et X14 X5 et X12
X5 et X15
X9 et X11
X9 et X12
X9 et X15
X11 et X15
X12 et X15
X13 et X15
X14 et X15

3.1.3 Analyse multivariée

e Analyse de la variance multivariée (MANOVA)

L’analyse de la variance multivariée est une extension naturelle de 1’analyse de la variance
univariée au cas ou plusieurs variables quantitatives ont été observées simultanément sur les
mémes objets. Par rapport a une série d’analyses univariées indépendantes, 1’analyse

multivariée prend en compte les corrélations qui existent tres souvent entre les variables

étudiées (Palm, 1998).




Les résultats de 1’analyse de la variance multivariée sont indiqués dans le tableau 8.
On distingue les valeurs de Fqus avec les probabilités associées, et ce pour chacun des trois

tests pour 1’égalité des vecteurs des moyennes des caractéristiques des 3 sites échantillonnés.

Tableau 8. Comparaison entre sites, des vecteurs de moyennes des 15 variables morphométriques a
I’aide de la MANOVA.

Tests Valeurs observées du test | Fgps P

Wilk’s 0,08051 8,751 0,000 ***
Lawley-Hotelling 6,12724 10,416 0,000 ***
Pillai’s 1,34569 7,267 0,000 ***

Fobs - valeur F de Fisher, P : seuil de signification
p <a=0,001: (***) différence tres hautement significative

Pour cette comparaison enter-sites, les trois tests (Wilk’s Lambda, Hotelling-Lawley et
Pillai’s Trace) de la MANOVA conduisent au rejet de I’hypothése d’égalité des vecteurs de

moyennes pour I’ensemble des 3 sites avec des différences trés hautement significatives.

e Analyse en composantes principales
Nous avons utilisé I'analyse en composantes principales (ACP) pour représenter les Abeilles
dans les 3 sites étudiés. C'est une technique descriptive permettant d'étudier les relations qui
existent entre variables quantitatives, sans tenir compte, a priori, d'une guelconque structure,
ni des variables ni des individus (Palm, 1998).
Le tableau ci-dessous (Tab. 9) présente les valeurs propres de la matrice de corrélation, les
pourcentages et les pourcentages cumulés de la variance expliquée par chacune des

composantes principales pour I’ensemble des données de la matrice (n x p).

Tableau 9. Valeurs propres, pourcentages et pourcentages cumulés des variations totales expliquées

par les quatre composantes principales.

CP1 CP2 CP3 CP4
Valeur propre 5,7974 1,7872 1,3438 1,0928
Pourcentage % 38,6 11,9 9 7,3
Pourcentage cumule % | 38,6 50,6 59,5 66,8

CP : composant principale

-



Yaleurs propres
g
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Composantes principales

Figure 21. Diagramme en cOne des composantes principales et leurs valeurs propres.

La premiére composante principale CP1 prend en compte 38,6 % de la variabilité ; c'est la
plus importante puisque les autres ne représentent que 11,9 %, 9% et 7,3 % respectivement. A
partir de la 5°™ les composantes sont moins utiles et correspondent & des valeurs propres

inferieures a ’unité (<1).




Tableau 10. Matrice de corrélations des variables initiales avec les quatre premiéres composantes

principales.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4

Longueur de la langue 0,211 -0,036 0,112 -0,291
Longueur de I’aile antérieure 0,379 0,027 0,077 0,097
Largeur de I’aile antérieure 0,348 -0,000 0,106 0,255
Longueur de I’aile postérieure 0,335 -0,017 0,006 -0,000
Largeur de I’aile postérieure 0,263 0,240 0,274 0,288
Longueur nervure A 0,024 0,293 0,694 -0,179
Longueur nervure B 0,230 -0,536 0,229 -0,093
Indice cubital -0,205 0,630 0,088 0,012
Longueur du métatarse 0,282 0,044 -0,139 0,169
Largeur du métatarse 0,158 0,003 0,129 -0,721
Longueur du fémur 0,227 0,255 -0,098 0,069
Longueur du tibia 0,291 -0,032 0,077 0,133
Coloration 0,197 0,229 -0,319 -0,347
Longueur du 1° sternite 0,186 0,161 -0,409 -0,159
Longueur du 3™ sternite 0,315 0,154 -0,182 -0,006
CP : composant principale

L’examen des corrélations des variables avec la premiére composante CP1 montrent que
toutes les variables sont positivement corrélées avec la premiere composante principale a
I’exception de I’indice cubital.

La 2°™ composante CP2 est corrélée positivement avec la longueur de I’aile antérieure, la
largeur de I’aile postérieure, la longueur de la nervure A, I’indice cubital, la longueur et la
largeur du métatarse, la longueur du fémur, coloration et la longueur de la 1%¢ et la 3°™
sternite.

La 3°™ composante CP3 est corrélée avec dix variables qui sont : la longueur de la langue, la
longueur et la largeur des ailes antérieures et postérieures, la longueur de la nervure A et B,
I’indice cubital, la largeur du métatarse et la longueur du tibia.

Enfin la 4°™ composante quant & elle est aussi corrélée positivement avec la longueur et la
largeur de I’aile antérieure, la largeur de I’aile postérieure, I’indice cubital, la longueur du

métatarse, longueur du fémur et du tibia.
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Figure 22. Représentation graphique des corrélations des 15 variables initiales sur le plan composé
des axes 1 et 2 de I’ACP.

L’étude de la figure 22 représentant les corrélations des 15 variables par rapport aux axes 1 et
2 de I’ACP montre que la longueur de la nervure B est nettement corrélée positivement selon
I’axe 1, tandis que la longueur de la nervure A se rapproche de 0. L’indice cubital est correlé
négativement selon I’axe 1 et positivement selon I’axe 2.
Le groupe composé de la largeur de I’aile postérieure, la longueur du fémur, la coloration et la
longueur de la 1% et la 3°™ sternite est corrélé positivement selon I’axe 1 et axe 2.
Tandis que le groupe composé de la longueur de la langue, la longueur et la largeur de I’aile
antérieure, la longueur de ’aile postérieure, la longueur et la largeur du métatarse et la
longueur du tibia est proche de 0.

3.2 Génétique de I’Abeille

3.2.1 ADN mitochondrial

e Les profils de restriction de I’étude

Le gel d’agarose nous permet d’estimer la taille du fragment amplifié¢ et donc de mettre en
évidence les fragments d’ADN de plus de 500 pb ; la figure 23 représente les quatre longueurs

de fragments que I’on peut théoriquement obtenir.

.
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Figure 23. Représentation schématique des profils moyens du gel d’agarose (Achou, 2007).

La digestion par enzyme de restriction du fragment mitochondrial contenant la région
intergénique avec Dral a donné lieu a deux modeéles différents attribuables aux lignees
mitochondriales A (lignée évolutive africaine) comme décrit par Cornuet & Garnery, (1991).
Chez A. mellifera, la région située entre COI-COII varie de 192 a 832 pb selon les sous-
espéces, il y a quatre formes de la région COI-COII: Ultra court, court, moyen et long (Tab.
11). Cette variabilité dépend de la présence ou de I'absence du motif P ou Py et le nombre de
répétition du motif Q. Par rapport au marqueur que nous avons utilisé (M7123-100 pb DNA);
le profil court PoQ ou PQ (entre 500 et 600 pb) est dominant et représente 99% de nos
échantillons (sites 1, 2 et 3), les échantillons de Ziama mansouriah ont été caractérisés par un
profil moyen Py,QQ ou PQQ ayant un faible pourcentage de 1%, est cohabite avec le profil
court PoQ ou PQ (Fig. 24).

Tableau 11. Organisation structurale de la région mitochondriale COI-COII a partir d'échantillons
d'Abeilles (Achou, 2007).

Type de variant Interprétation Lignées évolutives
Ultra court Q C

Court PQ ou PyQ M ou A

Moyen PQQ ou PyQQ Mou A

Long PQQQ ou PyQQQ Mou A




500pb

o

I B

ol 8
- = B

1500pb -
800pb -

e

500pb”

PyQQou PQQ

Figure 24. Visualisation de différentes tailles du fragment COI-COII sur gel d'agarose [Marqueur
d'échelle d'ADN M7123-100]

Tahl1-Tahl0: site 1 (El-Taher); Anc1-Ancl0: site 2 (EI-Ancer); Zial-Zial0: site 3 (Ziama mansouriah)
(A): Avant la digestion avec I'enzyme de restriction Dra I, (B): Aprés la digestion avec I'enzyme de

restriction Dra I.

3.3 Détermination de ’activité enzymatique chez A. mellifera

3.3.1 Activité spécifique de la glutathion S-transférase

Le dosage de la GST est réalisé au niveau de 1’abdomen des ouvriéres adultes d’A. mellifera
collectées au niveau de trois sites de la wilaya de Jijel (le site 1: EI-Taher, se situe au Nord de
la wilaya de Jijel, sur le littoral méditerranéen; le site 2: EI-Ancer, se situe au Nord-est de la

wilaya de Jijel et le site 3: Ziama mansouriah, se situe a I’Ouest de la wilaya de Jijel).

Les données enregistrées pendant le printemps (2015) révélent : une augmentation hautement
significative (p < 0,001) de I’activité de la GST au niveau du site 3 qui est de ’ordre de 0,172
+ 0,003 uM/mn/mg de protéines par apport aux deux autres sites 1 et 2 dont les valeurs
enregistrées sont de 1’ordre 0,033 + 0,002 et de 0,047 + 0,001 pM/mn/mg de protéines
respectivement en mois de Mars. En Avril, les données enregistrées révelent une forte activité
de la GST au niveau du site 2 qui enregistre une valeur de 0,071 + 0,003 uM/mn/mg de
protéines comparativement a celles enregistrées dans le site 1 et 3 0,026 + 0,002 et 0,044 *
0,002 uM/mn/mg de protéines respectivement. Les données enregistrées en mois de Mai
montrent une augmentation de ’activité de la GST au niveau du site 1 qui est de I’ordre de

0,088 £ 0,001 uM/mn/mg de protéines par apport a celles enregistrées dans les sites 2 et 3
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0,021 + 0,001 et 0,049 £ 0,001 uM/mn/mg de protéines.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) est suivie du test HSD
de Tukey. Elle révele une différence hautement significative (p < 0,001) (Fy, 53 =1825,94 ; p
< 0,000) entre les sites 1, 2 et 3, entre les trois mois (Fz, 53= 1312,06 ; p < 0,000) et une
interaction site/mois (F4, 53 = 3218,94 ; p < 0,000).
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Figure 25. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (WM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison printaniere (2015)
(m £ SD, n = 4-6)

Les valeurs enregistrées en été (2015) révelent : une diminution hautement significative (p <
0,001) de I’activité de la GST au niveau du site 3 qui est de 'ordre de 0,022 + 0,004
uM/mn/mg de protéines par apport aux deux autres sites 1 et 2 dont les valeurs enregistrées
sont de I’ordre de 0,033 + 0,002 et de 0,025 + 0,006 uM/mn/mg de protéines respectivement
en mois de Juin. En juillet, les données enregistrées révelent une augmentation significative
de D’activité de la GST au niveau du site 2 qui enregistre une valeur de 0,017 + 0,002
uM/mn/mg de protéines comparativement a celles enregistrées dans le site 1 et 3 0,010 *
0,001 et 0,011 + 0,000 uM/mn/mg de protéines respectivement. Les valeurs obtenues en mois
d’Aout sont sans différence significative (p > 0,05) dans les trois sites 0,021 + 0,000, 0,021 +
0,001 et 0,023 + 0,002 uM/mn/mg de protéines respectivement.

L’analyse de la variance a deux criteéres de classification (sites, mois) est suivie du test HSD
de Tukey. Elle révéle une difference significative (p < 0,05) (F2, 53 = 3,89; p < 0,028) entre les
sites 1, 2 et 3, une différence hautement significative (p < 0,001) entre les trois mois (F, s3=
101,98 ; p < 0,000) et une interaction site/mois (F4 53 = 14,26; p < 0,000).
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Figure 26. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (LM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’été (2015)
(m £ SD, n = 4-6)

Durant I’automne (2015) les données révélent : une diminution hautement significative (p <
0,001) de I’activité de la GST au niveau des site 2 et 3 qui enregistre des valeurs de I’ordre de
0,024 + 0,001 et 0,031 + 0,002 uM/mn/mg de protéines par apport au site 1 dont la valeur
enregistrée est de I’ordre 0,043 + 0,002 uM/mn/mg de protéines en mois de Septembre. En
Octobre les données enregistrées révelent une diminution hautement significative de 1’activité
de la GST au niveau du site 2 et 3 qui enregistre des valeurs de 0,024 + 0,003 et de 0,021 +
0,000 uM/mn/mg de protéines comparativement a celle enregistrée dans le site 1 0,034 +
0,002 uM/mn/mg de protéines. Les données enregistrées en mois de Novembre montrent une
augmentation de I’activité¢ de la GST au niveau du site 3 qui est de ’ordre de 0,097 + 0,001
uM/mn/mg de protéines par rapport a celles enregistrées dans les sites 1 et 2 0,050 + 0,001 et

0,063 = 0,003 pM/mn/mg de protéines respectivement.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) suivie du test HSD de
Tukey démontre une différence hautement significative (p < 0,001) entre les trois sites 1, 2 et
3 (Fz, 53 = 103,36; p < 0,000), entre les trois mois (F,, 53 = 1507,44; p < 0,000) et une
interaction site/mois (F4 53 = 273,94 ; p < 0,000).
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Figure 27. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (LM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’automne (2015)
(m £ SD, n = 4-6)

Les données enregistrées pendant 1’hiver (2015) montrent : une diminution significative (p <
0,01) de I’activité de la GST au niveau des site 2 et 3 qui sont de 1’ordre de 0,014 + 0,000 et
0,016 + 0,000 uM/mn/mg de protéines respectivement par rapport au site 1 ou la valeur
enregistrée est de I’ordre de 0,020 + 0,001 uM/mn/mg de protéines en mois de Décembre. En
Janvier, Les valeurs obtenues de 1’activité de la GST démontre une différence significative (p
< 0,05) dans les trois sites 0,010 = 0,000, 0,010 + 0,001 et 0,014 + 0,003 puM/mn/mg de
protéines respectivement. Les données enregistrées de 1’activité en Février montrent une
augmentation de I’activité de la GST au niveau du site 2 qui est de ’ordre de 0,025 + 0,002
uM/mn/mg de protéines par apport a celles enregistrées dans les site 1 et 3 ou les valeurs
enregistrées sont de ’ordre de 0,017 + 0,000 et de 0,018 + 0,000 uM/mn/mg de protéines

respectivement.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) suivie du test HSD de
Tukey démontre une différence hautement significative (p < 0,001) entre les trois sites 1, 2 et
3 (F2, 53 =9,30; p <0,000), entre les trois mois (Fz, 53 = 41,00; p < 0,000) et une interaction
site/mois (F4 53 = 3,92 ; p < 0,008).
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Figure 28. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (LM/mn/mg de protéines) au niveau de
I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison hivernale (2015)
(m £ SD, n = 4-6)

3.3.2 Activité spécifique de I’acétylcholinestérase

La détermination de I’activité spécifique de ’AChE est réalisée au niveau de la téte des
ouvriéeres adultes d’A. mellifera collectées au niveau de trois sites de la wilaya de Jijel (le site
1: El-Taher, se situe au Nord de la wilaya de Jijel, sur le littoral méditerranéen; le site 2: El-
Ancer, se situe au Nord-est de la wilaya de Jijel et le site 3: Ziama mansouriah, se situe a

I’Ouest de la wilaya de Jijel).

Les données relatives a la saison printaniere (2015) révélent une activité maximale de 1’ordre
de 0,010 + 0,001 uM/mn/mg de protéines chez les Abeilles récoltées au niveau du site 1.
Cette activité diminue de maniére hautement significative (p < 0,001) au niveau des sites 2
(0,006 + 0,001) et 3 (0,008 + 0,001 uM/mn/mg de protéines) comparativement au site 1 en
mois de Mars. Pendant le mois d’Avril, une diminution hautement significative (p <0,001) de
I’activité spécifique de I’AChE est enregistrée au niveau du site 3 qui de 1’ordre de 0,006 +
0,001 uM/mn/mg de protéines. En effet, les valeurs obtenues en mois de Mai sont de 1’ordre
de 0,018 + 0,001 uM/mn/mg de protéines pour le site 1 et diminue jusqu’a 0,011 + 0,001
uM/mn/mg de protéines pour le site 2 et 0,009 + 0,001 uM/mn/mg de protéines pour le site 3.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) est suivie du test HSD

de Tukey. Elle révele une difference hautement significative (p <0,001) (F2, 53=171,48;p <




0,000) entre les sites 1, 2 et 3, entre les trois mois (F,, s3= 63,13 ; p < 0,000) et une interaction
site/mois (F4 53 = ; 20,61; p < 0,000).
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Figure 29. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) (UM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison printaniére (2015)
(m £SD, n=4-6)

Quant a 1’été (2015), on observe une diminution hautement significative (p < 0,001) de
’activité spécifique de I’AChE en mois de Juin ; dans le site 2 ou la valeur marquée est de
I’ordre 0,013 + 0,001 uM/mn/mg de protéines par rapport a celles enregistrées dans les sites 1
et 3 qui sont de I’ordre de 0,085 £+ 0,003 et de 0,069 £ 0,008 puM/mn/mg de protéines
respectivement. Les mémes résultats sont observés dans le mois de Juillet, avec une
diminution marquée dans le site 2 avec une valeur de 0,036 £ 0,001 uM/mn/mg de protéines
par apport aux sites 1 et 3 qui sont de 1’ordre 0,065 + 0,003 et de 0,058 + 0,000 uM/mn/mg
de protéines respectivement. En ce qui concerne les résultats obtenus en mois d’AodQt,
I’activité spécifique de I’AChE dans les trois sites est de 0,056 + 0,001, 0,060 + 0,000 et
0,059 *+ 0,000 pM/mn/mg de protéines respectivement.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) suivie du test HSD de
Tukey démontre une différence non significative (p > 0,05) entre les trois sites 1, 2 et 3 (Fy, 53
= 1,05; p < 0,357), entre les trois mois (F2, s3= 1,02 ; p < 0,370) et une interaction site/mois
(F4,53=1,01; p < 0,410).
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Figure 30. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) (UM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : en été (2015) (m £SD, n=4-6)

Les données enregistrées en automne (2015) révélent une activité minimale de 1’ordre de
0,001 + 0,000, 0,003 + 0,000 et 0,005 + 0,000 uM/mn/mg de protéines chez les Abeilles
récoltées au niveau des trois sites respectivement en mois de Septembre. Cette activité
augmente de maniére significative (p < 0,05) au niveau des sites 1 (0,062 + 0,009) et 2 (0,044
+ 0,009 uM/mn/mg de protéines) comparativement au site 3 (0,037 + 0,010) en mois
d’Octobre. Pendant le mois de Novembre, une diminution significative (p < 0,01) de I’activité
spécifique de I’AChE est enregistrée au niveau des sites 1 et 3 qui sont de 1’ordre de 0,739 +
0,108 uM/mn/mg de protéines et de 0,721 + 0,020 uM/mn/mg de protéines par apport au site
2 ou la valeur obtenue est de 0,894 + 0,059 uM/mn/mg de protéines.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) suivie du test HSD de
Tukey démontre une différence hautement significative (p < 0,001) entre les trois sites 1, 2 et
3 (F2, 53 =9,87; p <0,000), entre les trois mois (Fz, 53=1953,42 ; p < 0,000) et une interaction
site/mois (F4 53 = 10,65 ; p < 0,000).
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Figure 31. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) (UM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : en automne (2015) (m £ SD, n = 4-6)

En hiver (2015), on observe une diminution significative (p < 0,001) de I’activité spécifique
de I’AChE en mois de Décembre; dans les deux sites 1 et 2 ou les valeurs enregistrées sont de
I’ordre 0,466 + 0,088 et de 0,671 + 0,120 uM/mn/mg de protéines par apport au site 3 ou la
valeur obtenue est de 0,738 + 0,038 uM/mn/mg de protéines. Cette activité diminué de
maniére significative (p < 0,05) au niveau de site 1 (0,581 + 0,089 uM/mn/mg de protéines)
comparativement au site 2 et 3 ou les valeurs enregistrées sont de 1’ordre de 0,759 + 0,099 et
de 0,740 + 0,089 uM/mn/mg de protéines en mois de Janvier. En ce qui concerne les résultats
obtenus en mois de Février, I’activité spécifique de I’ AChE est sans différence significative (p
> 0,05) dans les trois sites 0,950 + 0,055, 0,873 + 0,116 et 0,965 £+ 0,184 uM/mn/mg de
protéines respectivement.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification (sites, mois) suivie du test HSD de
Tukey démontre une différence hautement significative (p < 0,001) entre les trois sites 1, 2 et
3 (F2, 53 = 9,30 ; p <0,000), entre les trois mois (Fz, 53 =41,00; p < 0,000) et une interaction
site/mois (F4, 53 = 3,92; p < 0,000).




Resultats

14 4

Activité spécifique de |'AChE
(nMfmnfmg de protéines]

Décembre lanvier

Saison Hivernale

Fevrier

i Tahir
i El-Ancer

H Fiama

Figure 32. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) (UM/mn/mg de protéines) au niveau

de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison hivernale (2015)

(m £SD, n=4-6)
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4. Discussion

4.1 Biométrie

L’étude de la structure morphométrique, effectuée sur les Abeilles domestiques prélevées au
niveau des 3 sites de Nord-est Algérien ; Wilaya de Jijel, nous a permis de définir les normes

moyennes pour les 15 caractéres biométriques mesures.

Nos résultats morphométriques obtenus confrontés avec ceux obtenus par certains auteurs
notamment Ruttner en 1975, ainsi que Cornuet et al. (1975, 1988) qui ont travaillé sur les
Abeilles marocaines, Grissa et al. (1990) sur les Abeilles tunisiennes, de méme que Shaibi et
al. (2009) sur les Abeilles libyenne, et enfin Amoura (2004), Barour et al. (2005), Doumandiji
(2006), Achou (2007) et Bendjedid & Achou (2014) sur les Abeilles algériennes montrent

que :

La longueur de I’aile antérieure obtenue est de 13,56 mm (site 1), 12,72 mm (site 2) et 13,28
mm (site 3) nettement tres élevée par rapport a celle trouvée par Ruttner (1975) qui est de
I’ordre de 9,19 mm, Amoura (2004) 8,51 mm, Barour et al. (2005) égale a 9,19 mm, Achou
(2007) est de 8,58 mm, Shaibi et al. (2009) 9 mm et enfin Bendjedid & Achou (2014) égale a
7,24 mm. Quant a la largeur de 1’aile antérieure, Sa moyenne est comprise entre 4,58 mm (site
1), 4,29 mm (site 2) et 4,45 mm (site 3) supérieure a celle trouvée par Ruttner (1975) 3,08
mm, Amoura (2004) 3,02 mm, Barour et al. (2005) 2,94 mm, Achou (2007) est de 3,05 mm,
Shaibi et al. (2009) 3,02 mm et Bendjedid & Achou (2014) de 2,39 mm. Pour la longueur
moyenne de nervure A, 8,10 mm (sitel), 8,15 mm (site 2) et 8,25 mm (site 3) est supérieure
que celles rapportées par Cornuet et al. (1988) et Grissa et al. (1990) qui est de 1’ordre de
0,544 mm et 0,563 mm, celles trouvées par Amoura (2004), Barour et al. (2005), Doumandji
(2006), Achou (2007) et Bendjedid & Achou (2014) sont respectivement de I’ordre de 0,48
mm, 0,55 mm, 1,95 mm, 0,50 mm et 0,41 mm. Méme chose pour la longueur de nervure B
situent entre 4,34 mm et 3,66 mm est aussi plus élevé que celles rapportées par Cornuet et al.
(1988), Grissa et al. (1990), Amoura (2004), Barour et al. (2005), Doumandji (2006), Achou
(2007) et enfin Bendjedid & Achou (2014) qui sont respectivement : 0,222 mm, 0,249 mm,
0,20 mm, 0,25 mm, 0,869 mm, 0,21 mm et 0,176 mm.

La moyenne du variable coloration de nos trois sites est comprise entre 1,47 mm et 1,37 mm,
est elevée par rapport aux résultats donnés par Amoura, Barour et al., Doumandji, Achou et
Bendjedid & Achou qui sont respectivement 0,38 mm, 0,35 mm, 0,73 mm, 0,40 mm et 0,45

mm. Pour le reste des parametres, nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par les auteurs




cités. En effet, la longueur de la langue est de 6,228 mm (Cornuet et al., 1988), 6,40 mm
(Grissa et al., 1990), 5,52 mm (Doumandji, 2006) et 4,283 mm (Bendjedid & Achou 2014),
notre mesure varient entre 8,92 mm (site 1), 8,16 mm (site 2) et 8,76 mm pour le site 3. La
longueur du métatarse 3,33 mm, 3,12 mm et 3,24 mm sont plus élevés par rapport a celles
rapportés par Barour et al. (2005) et Bendjedid & Achou (2014) qui sont respectivement :
2,02 mm et 1,59 mm, quant a la largeur du métatarse qui est respectivement égale a 1,62 mm,
1,59 mm et 1,63 mm sont un peu plus proche a celles trouvés par Barour et al. (2005) et
Achou (2007) qui est de I’ordre de 1,10 mm et 1,12 mm. La longueur du 3°™ sternite 2,62
mm (Barour et al., 2005), 2,65 mm (Achou, 2007), nos mesures sont 3,40 mm, 3,13 mm et
3,33 mm.

Cette différenciation de la taille est probablement due a la grande richesse de la végétation et
au climat tempéré du Nord-est de I'Algérie. Ainsi, cette Abeille a un corps plus gros pour

parcourir les longues distances a la recherche de sa nourriture.

L’étude des écarts-type, montre pour 1’ensemble de 15 variables étudiées sur les 3 sites, une
faible dispersion pour la plupart des variables, ce qui prouve qu’on a a faire a des populations

moyennement homogenes.

Pour la comparaison entre les trois sites, de chacune des 15 caractéristiques (variables), nous
avons utilisé¢ le test d’analyse de la variance a un critére de classification modele fixe
(ANOVA). Ce test a révelé qu’il existe entre les 3 sites des différences trés hautement
significatives (p < 0,001) pour les moyennes des variables biométriques (X1, X2, X3, X4, X5,
X7, X8, X9, X11, X12, X13, X14 et X15), significative (p < 0,05) pour la largeur de
métatarse (variable X10) et aucune différence significative pour la longueur de la nervure A
de I’indice cubitale (variable X6). Et I’application de 1’analyse de la variance a un critére de
classification utilisée pour comparer les moyennes des 3 sites entre eux (MANOVA) a montré
qu’il existe des différences trés hautement significatives entre tous les sites pour chacun des
15 caractéres morphologiques pris en considération.

Cette variation intersites ne peut pas étre attribuée que aux facteurs éco-climatiques, étant
donné que les Abeilles vivent dans le méme biotope. Nous pouvons peut étre 1’attribuer a la
taille des cellules du couvain, car c’est a ce niveau que se déroule le développement
embryonnaire des Abeilles et par conséquent, peut affecter la taille des Abeilles (Abdellatif,

1977; Ruttner, 1988. Achou, 2007). En outre, le parasitisme, notamment les ectoparasites, ont
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un effet sur le phénotype d’Abeilles (Achou, 1997 ; Radlof & Hepburn, 2000 ; Bendjedid &
Achou, 2014).

Par ailleurs, I’étude des corrélations, sur I’ensemble des sites étudiés indique des différences
hautement significatives pour la plupart des variables morphométriques. Ruttner (1988) a noté
I’existence d’un geocline de longue distance des caracteres morphologiques et latitude
géographique le long des pays en partant de la Scandinavie jusqu’au Cap de Bonne Espérance
en Afrique du sud.

Enfin, I’analyse en composantes principales a pour but d’étudier la structure des colonies
d’Abeilles. Pour notre cas, il a été retenu les quatre premiéres composantes avec une
proportion cumulée de 66,8%, la premiere composante a elle seule prend en compte 38,6% de
variabilité. Ces quatre axes ou indices synthétiques résument mieux l’information apportée

par les 15 variables biométriques initiales.

4.2 Caractérisation de la diversité génétique des populations d’Abeille d’Algérie

Le double emploi de géne nucléaires et mitochondriaux est important pour comprendre
I’histoire évolutive d’une espéce, caractériser ses principales subdivisions et la taxonomie qui
en découle. L’ADNmt offre géenéralement une grande lisibilité des événements du passé
notamment en termes de datation du fait de I’absence de recombinaison qui caractérise ce
marqueur, il constitue un excellent marqueur pour 1’étude de I’évolution et de la structure
génétique des populations naturelles (Naderi et al., 2007 ; Achou et al., 2015), son intérét
dans son mode de transmission par voie maternelle (Harisson, 1989 ; Hensuel & Moritz,
1993, Achou, 2007). Plus particulierement chez I’ Abeille, ce marqueur constitue un marqueur
de colonie, puisque la reine transmet sa molécule d’ADN mitochondrial a I’ensemble des
individus qui la constitue.

L’analyse d’une seule Abeille permet ainsi d’en déduire le type mitochondrial de toutes les
Abeilles de la colonie de laquelle elle provient. Enfin cette molécule, étant hérité
maternellement, permet ainsi de suivre I’évolution des lignées maternelles au cours du temps
et sa variabilité ne doit pas étre diminuée chez les espéces a mode de reproduction haplo-
diploides (Garnery, 1992).

4.2.1 Polymorphisme de I’ADN mitochondrial

L’amplification de la région intergénique COI-COII de ’ADNmt des Abeilles collectées

suivie par la digestion par I’enzyme de restriction Dral des produits d’amplification (Garnery
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et al., 1993) ont été particulierement utilisées pour caractériser les lignées mitochondriales de
I’Abeille domestique A. mellifera (Garnery et al., 1993, 1995, 1998b), pour les études
phylogéographiques des sous espéces d’Apis (Franck et al., 1998, 2000) ou pour I’analyse de
la diversité locale de certaines populations (De la Rua, 1999 ; Palmer et al., 2000 ; De la Rua
et al., 2001b ; Perrier et al., 2003).

Nos résultats concernant 1’analyse de I’organisation structurale de la région intergénique COI-
COII sont en accord avec ceux de Cornuet et al., (1991), Garnery et al., 1993, Amoura
(2004), Achou (2007) et Chouchaine (2010), qui ont reconnu deux types de séquences P et Q.
la séquence P (52-69 pb) correspondrait a la duplication ancestral de I’ARNtleu ; la séquence
Q (192-196 pb) correspondrait a une duplication en tandem subséquente d’une courte partie
de la région 3’ du géne COI (sous région Q1) du gene de I’ARNtleu (sous région Q2) et de la
séquence P (sous région Q3) (Cornuet & Garnery, 1991 ; Cornuet et al., 1991). Le
polymorphisme de taille observé sur les gels d’agarose résulte de la présence/absence de la
séquence P et de la variation du nombre de copies de la séquence Q qui peut étre présente en
une unique exemplaire ou répétée en tandem de 2 a 4 fois. La séquence P a elle seule est
caractéristique de la lignée évolutive (Cornuet et al., 1991 ; Garnery et al., 1993). Elle est
absente dans la lignée C et présente une variation de la longueur entre la lignée M et A. Elle
est ainsi plus courte dans la lignée M que dans la lignée A du fait de la présence d’une
délétion de 15 pb dans cette lignée. Comme la séquence africaine semble moins différente de
I’ ARNtleu, la séquence P présente dans la lignée A est présumée ancestrale et a été appelé Pg
(Fig. 19).

4.2.2 Structure mitochondriale des populations d’Abeilles d’Algérie

Dans le cadre de cette étude, nous avons ainsi caractérisé le polymorphisme moléculaire d’un
total de 30 Abeilles représentant les 3 sites echantillonnées. Ces analyses ont permis de
déterminer 1’organisation structurale de la région intergénique des différents échantillons
Algériens étudiés. Ce test nous a permis de confirmer que les Abeilles échantillonnées
appartiennent a la lignée africaine (A). des études antérieures ont montré des résultats
similaires dans les populations d'Abeilles Algériennes (Amoura, 2004 ; Chahbar et al., 2012)
dans lesquelles les haplotypes africains étaient fortement dominants malgré les importations
d'Abeilles européennes. Ces résultats sont trés cohérents avec ceux basés sur I'analyse
microsatellite des echantillons d'Abeilles (Loucif-Ayad et al., 2014); les données de Achou et

al. (2015) ont révelé la présence de trois lignées d'Abeilles différentes parmi les populations
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étudiées, comprenant les lignées africaines (A), celle de la Méditerranée du Nord (C) et celle
de la Méditerranée occidentale (M) dont huit différentes haplotypes dADNmt (A1, A2, A8,
A9, A10, A13, C7 et M4).

Dans tous les cas le niveau d’interrogation lié¢ aux importations d’Abeilles provenant d’autres
lignées évolutives reste faible a 1’échelle du pays concernant la région Est, ne présente que
2,96% (Achou, 2007). De plus, lors d’une étude réalisée au Maroc sur 192 colonies, Garnery
et al. (1995) n’avaient montré aucun type mitochondriaux dans ce pays alors que de
nombreuses importations avaient eu lieu. Il était reconnu, que les colonies importées de
France au Maroc dépérissaient en quelques années, ce qui permettait d’expliquer en partie
I’absence de type M avec le marqueur mitochondrial. Il serait intéressant de demander aux
apiculteurs possédant des haplotypes mitochondriaux si les colonies importées sont récents ou
non, et si également les colonies importées dépérissent aussi rapidement en Algérie qu’au
Maroc. Il semble logique que les populations du Maroc soient les plus proches de nos
populations Algériennes puisqu’elles appartiennent toutes les deux a la lignée Africaine, et
que les populations Algériennes proviennent de ce continent et sont trés proches

géographiquement de la population du Maroc.

Nos résultats sont confrontés avec ceux obtenus par chouchaine (2010), étude confirment que
I’ Abeille tunisienne Apis mellifera intermissa appartient a la lignée A.

4.3 Détermination de I’activité enzymatique chez A. mellifera

L’usage des insecticides est un facteur perturbant parfois trés gravement les insectes
pollinisateurs, insuffisamment protégés malgré leur statut d'auxiliaires de l'agriculture et leur

action bénéfique dans le maintien de la diversité de la flore spontanée.
4.3.1 Activité spécifique de la glutathion S-transférase

Les glutathion S-transférases (GSTSs), jouent un réle important dans la physiologie du stress,
le transport intracellulaire et dans les différentes voies biosynthétiques (Wilce & Parker,
1994 ; Sheehan et al., 2001). Ils représentent une famille des enzymes substrats spécifiques
qui catalysent la conjugaison du GSH avec les xeénobiotiques dans la phase Il de

métabolisation favorisant leur élimination de 1’organisme (Malmezat et al., 2000).

Chez les insectes, les GSTs représentent un mécanisme tres important de détoxification dus a

leur participation dans la résistance aux insecticides (Kostaropoulos et al., 2001;
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Papadopoulos et al., 2004; Yu, 2004). Ce systéme actif d’enzymes de détoxification chez les
Abeilles est situé majoritairement a deux emplacements stratégiques: 1’intestin et le corps
gras. Cette localisation particuliere lui permet d’intervenir rapidement sur les molécules qui
doivent soit étre transformees pour étre biologiquement actives (comme certaines hormones)
soit au contraire pour étre inactives ou détoxifier (Smirle & Winston, 1988). Chez les
Abeilles, cette activité enzymatique de détoxification semble étre influencée non seulement
par I’age mais aussi par le comportement de la démographie de la colonie (Smirle, 1993 ;

Bouchema, 2011).
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Figure 33. Schéma de conjugaison d’un substrat avec le glutathion réalisée par une GST.

Nos résultats ont démontré une induction de I’activité de la GST chez les Abeilles A. mellifera
récoltées au niveau du site 3 (Ziama mansouriah) comparativement aux sites 1 et 2 (El-Taher,
El-Ancer) en mois de Mars. Pendant le mois d’Avril une induction de cette activité est
enregistrée au niveau du site 2 par apport aux sites 1 et 3, en mois de Mai I’activité spécifique
de la GST est plus élevée au niveau de site 1 comparativement aux sites 2 et 3. De plus, une
induction est enregistrée dans les sites 1 et 2 en mois de Juin par rapport a celle enregistrée au
niveau de site 3. En ce qui concerne le mois de Juillet ’activité de la GST est augmenté dans
le site 2 par apport aux sites 1 et 3. Les changements non significatifs dans 1’activité de la
GST dans les trois sites en mois d’Aotlt suggérent que les pesticides utilisés n’affectent pas
I’activité spécifique de la GST.

Une augmentation élevée chez les Abeilles récoltées au niveau de site 1 en mois de Septembre
et Octobre par apport aux sites 2 et 3. Pendant le mois de Novembre, une inhibition de la GST
est enregistrée au niveau des sites 1 et 2 par apport a celle de site 3. En ce qui concerne la
période hivernale, 1’activité spécifique de la GST est inhibée en mois de Décembre dans les
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deux sites 2 et 3 par apport au site 1, des changements non significatifs dans 1’activité de la
GST dans les trois sites en mois de Janvier, tandis qu’une induction de I’activité est
enregistrée au niveau de site 2 comparativement aux sites 1 et 3 en mois de Février.

Nos résultats sont conformes avec ceux de Loucif -Ayed et al. (2008) ont révéle une induction
de la GST due a différents acaricides tels que I’amitraz, flumethrin, thymol et thymol
mélange avec des huiles essentiels chez A. m. intermissa dans trois stades de son
développement (larve, nymphe et adulte). Benchaabane (2009) a évaluée les effets
secondaires de deux acaricides Apilife Var et le Bayvarol sur les Abeilles ouvriéres d’A. m.
intermissa révéle que ces deux traitements provoquent une augmentation de I’activité de la
GST. L’acaricide chimique (Apistan) entraine une augmentation significative de I’activité
enzymatique de la GST (Bouchama, 2011). Nabti et al. (2014) ont noté une induction de la
GST pendant la saison printaniére (2011, 2012) chez A. m. intermissa traitées par un mélange
de pesticides (Fenthion, Thiram 80%, Topik 080EC...). Les travaux de Rouibi et al. (2016)
ont également rapporté une augmentation au niveau de I’activité spécifique de la GST chez
les Abeilles agées de 0 et 7 jours traitées a ’acaricide synthétique Apistan (pyréthrinoide a
base de fluvalinates) Chez les butineuses, 1’activité enzymatique de la GST est similaire dans
tous les groupes d’Abeilles. Néanmoins, ’acide oxalique (6,5 g et 3,25 g) ne semble pas

provoquer de modifications dans 1’activité enzymatique de la GST.

4.3.2 Activité spécifique de I’acétylcholinestérase

Les insectes développent des adaptations pour se protéger contre les composés
potentiellement toxiques comme les pesticides. Ces derniers ont généralement pour cible le
systéme nerveux de I’insecte (Francis et al., 2002). En effet, certains pesticides altérent la
transmission de 1’influx nerveux en réduisant 1’activité catalytique de I’enzyme synaptique qui
est D’acétylcholinestérase (AChE), responsable de [I’hydrolyse de neurotransmetteur

cholinergique universel acétylcholine (Rosenberry, 1975).

L’AChE qui est un sujet d’étude depuis de nombreuses années en raison de son importance
biologique, est impliquée dans de nombreux problemes tels que les intoxications aux
insecticides (Badiou, 2007). Elle représente ainsi un biomarqueur de neurotoxicité largement
utilisé pour identifier une exposition aux insecticides anticholinestérasiques (Fulton & Key,
2001; Matozzo et al., 2005).

L’inhibition de I’AChE a été fréquemment employée en toxicologie pour diagnostiquer

I’exposition aux produit chimiques anticholinestérase, tels que les organophosphorés (OP) et
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les carbamates (Fulton & Key, 2001 ; Matozzo et al., 2005 ; Loucif-Ayad et al., 2008, Nabti
et al., 2014 ; Rouibi et al., 2016). Par conséquent, ces troubles peuvent affecter la locomotion
et 1I’équilibre des organismes exposés (Little et al., 1990; Richmonds & Dutta, 1992; Hart
1993), qui conduisent généralement a la tétanie musculaire et a la mort de 1’organisme (Bainy,

2000).
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Figure 34. Schéma de I’action d’un organophosphoré ou d’un carbamate sur le site actif de
I’acétylcholinestérase (AchE).

Nos résultats ont démontré une induction de I’activit¢ de 1'AChE chez les Abeilles A.
mellifera récoltées au niveau du site 1 (EI-Taher) comparativement aux sites 2 et 3 (EI-Ancer,
Ziama mansouriah) en mois de Mars. Pendant le mois d’Avril et Mai, une inhibition de cette
activite est enregistrée au niveau du site 3 par apport aux sites 1 et 2. De plus, I’inhibition est
élevée dans le site 2 en mois de Juin et Juillet par rapport aux sites 1 et 3. En ce qui concerne
le mois d’Ao(t, une induction I’activité de I’ AChE est enregistrée dans le site 2 par apport aux
sites 1 et 3.

L’inhibition est plus élevée, chez les Abeilles récoltées au niveau des trois sites
respectivement en mois de Septembre. Cette activité est augmentée au niveau des sites 1 et 2
comparativement au site 3 en mois d’Octobre. Pendant le mois de Novembre, une inhibition
de I’AChE est enregistrée au niveau des sites 1 et 3 par apport au site 2. En ce qui concerne la
période hivernale, I’activité spécifique de I’AChE est inhibée en mois de Décembre dans les
deux sites 1 et 2 par apport au site 3, une induction de cette activité est enregistrée aux
niveaux de sites 2 et 3 comparativement au site 1 en mois de janvier. Les changements non
significatifs dans I’activité de I’AChE dans les trois sites en mois de Février suggerent que les
pesticides utilisés ne provoquent pas de neurotoxicité.

Ces résultats nous permettent de suggérer une contamination par des polluants neurotoxiques
tels que les pesticides, Kral & Schneider (1981) confirment que 1’augmentation de I’AChE

suit la maturation du systeme nerveux central.
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En effet, ces conclusions sont conformes avec certains auteurs et opposés a d’autres. Les
travaux de Loucif-Ayed et al. (2008) ont révélé une inhibition de I’AChE due a différents
acaricides tels que I’amitraz, flumethrin, thymol et thymol mélangé avec des huiles essentiels
chez A. m. intermissa dans trois stades de son développement (larve, nymphe et adulte).
Benchaabane (2009) a évalué les effets secondaires de deux acaricides Apilife Var et le
Bayvarol sur les Abeilles ouvriéres d’A. m. intermissa révéle que ces deux traitements
n’entrainent aucune différence significative sur ’activit¢ de I’AChE. L’acaricide chimique
(Apistan) entraine une diminution au niveau de I’activité enzymatique de 1’AChE
(Bouchama, 2011). Nabti et al. (2014) ont noté une inhibition de I’activité de I’AChE pendant
la saison printaniére (2011, 2012) chez A. m. intermissa traitées par un mélange de pesticides
(Fenthion, Thiram 80%, Topik 080EC...). Les travaux de Rouibi et al. (2016) ont également
rapporté une inhibition significative de 1’activité spécifique de I’AChE chez les Abeilles agées
de 0, 7 et 21 jours traitées a l’acaricide synthétique Apistan (pyréthrinoide a base de

fluvalinates).
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5. Conclusion et perspectives

Le présent travail a traité une étude morphologique des Abeilles du Nord-est algérien dans 3
sites situées dans I’étage bioclimatique tempéré humide (Wilaya de Jijel), dont le but
d’identifier les différentes races existantes dans cette région. En utilisant, les analyses
statistiques appropriées a ce type de problématique, la description des données dans la
méthode statistique univariée nous a révelé qu’il existe un polymorphisme de taille au sein
des Abeille des 3 sites échantillonnées. Le polymorphisme de taille est lié essentiellement a la
pratique apicole c’est -a-dire a la richesse de la végétation et au climat méditerranéen du Nord
algérien. Nous avons aussi noté des différences hautement significatives a significatives pour
la plupart des caractéres morphologiques. L’analyse en composante principale montre que
toutes les caractéres sont discriminants a 1’exception de 1’indice cubital et que les quatre
premiéres composantes prennent 66,8% de la variabilité, a noter que la premiere prend en
compte a elle seule 38,6%. Cette variabilité des caractéeres morphométriques étudiés ne fait
pas intervenir de modification de séquence d’ADN, on la qualifie de variabilité épigénétique
qui résulte souvent de I’action des facteurs environnementaux que sur I’expression génétique
d’un caractére (température, alimentation...). Cette étude morphométrique, quoique pas trés
fiable, devra étre effectuée pour I’ensemble des échantillons a travers tout le territoire en
utilisant seulement les caracteres les plus discriminants et doit étre complétée par 1’utilisation

de la géométrie des ailes.

La variabilit¢ de ’ADN mitochondrial a été étudiée chez les Abeilles de la méme région
grace a l’utilisation des profils des produits PCR de la région intergénique COI-COII
(Cytochrome oxydase | et I), Cette analyse a révélé que les populations d'Abeilles étudiées
ont des caractéristiques de groupe évolutif A (lignée africaine). Nos résultats semblent en
contradiction avec ceux de Ruttner (1988) qui a classé Apis mellifera intermissa dans la lignée
M.

Ce travail devra étre complété d’une part, par une étude nucléaire en utilisant les marqueurs
nucléaires (microsatellites) afin de déterminer les différents haplotypes des populations
d’Abeilles étudiées et d’autre part, par une étude étho-écologique afin de déterminer les
modalités de contrdle de la dynamique des populations.

Les applications envisagées comme la mise en place de conservatoire pour la gestion du
cheptel au niveau local et national et les études d’impact sont nécessaires afin de mieux

caractériser le niveau de variabilité des Abeilles locales et de préserver la diversité génétique
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avant qu’il ne soit trop tard, et que les Abeilles locales n’aient plus les ressources génétiques
suffisantes pour assurer durablement leur maintien.

Pour se prémunir de nombreuses espéces dites nuisibles, I’Homme disperse volontairement
dans la nature (et dans la ruche) des substances toxiques, le plus souvent synthétiques. Pour
¢évaluer I’impact de ces substances sur des organismes qui ne sont pas initialement ciblés et
définir les risques associés, nous avons choisies I’Abeille domestique A. mellifera comme
modele d’étude, est un sujet d’autant plus pertinent qu’elle est I’outil de travail de plusieurs
millions d’apiculteurs et participe activement par son activité pollinisatrice au maintien de la
biodiversité végetale.

Cette étude consiste a préciser I’impact toxicologique des pesticides sur les Abeilles par la
détermination de I’activité de deux biomarqueurs, la glutathion S-transférase (GST) et
I’acétylcholinestérase (AChE). Induction et [Dinhibition significatives de ces deux
biomarqueurs due a I’effet toxique des pesticides utilisées par les apiculteurs a 1’égard des
Abeilles A. mellifera.

Il serait important de poursuivre les recherches sur des acaricides afin d’évaluer leurs
éventuels effets secondaires sur la physiologie de I’Abeille. L’étude de la présence des
acaricides dans les différents produits de la ruche et chez 1’Abeille doit étre entreprise par

’analyse des résidus.

L’Abeille est un excellent indicateur biologique. Elle signale [’état de santé de
I’environnement dans lequel elle vit. Elle assure en outre la biodiversité grace a son role de

pollinisateur. L.’ Abeille mérite donc d’étre protégee!
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Resumes

6. Résumés
6.1 Résumeé
Dans cette étude nous avons utilisé 1’Abeille domestique Apis mellifera (Linnaeus, 1758)

comme espéce modele.

Une étude biométrique a été réalisée sur des Abeilles ouvriéres domestiques prélevées dans 3
sites du Nord-est Algérien situés dans 1’étage bioclimatique tempéré humide (Wilaya de Jijel).
Sur chaque site, 23 Abeilles ont été prélevées aléatoirement, ce qui représente un total de 69
Abeilles. Pour chaque Abeille, 15 caractéres morphologiques ont été mesurés en fonction de
leur pouvoir discriminant et de leur signification biologique, ces caractéres en question
contribuent beaucoup dans la production du miel et de la cire.

Les moyennes des caracteres morphologiques ont été analysées par des méthodes statistiques
afin de déterminer le domaine de variation des populations d’Abeilles.

Ces analyses ont révélé I’existence des différences significatives pour la plupart des caracteres

morphologiques entre les Abeilles de I’ensemble des 3 sites.

La variabilité de I’ADN mitochondrial des échantillons prélevés au niveau de ces 3 sites a été
étudiée grace a I’analyse des profils de restriction des produits de PCR de la région
intergénique COI-COII. Cette analyse a révélé que les populations d'Abeilles étudiées ont des

caractéristiques de groupe évolutif A (lignée africaine).

L’Activité spécifique de la glutathion S-transférase et 1’Activité spécifique de
I’acétylcholinestérase ont été¢ étudié chez des Abeilles adultes d’A. melliferacollectées au
niveau des 3 sites révelent une induction et inhibition significatives de ces deux
biomarqueursdurant la période s’étalant du mois de mars de I’année 2015 jusqu’au mois de

février de I’année 2016 afin d’évaluer I’impact des pesticides dans cette région.

Mots- clés : Apis mellifera ;Morphométrie ;ADN mitochondrial ;Région intergénique COI-

COll ; Evolution moléculaire ;Biomarqueurs
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6.2 Abstract

In this study we used the honey bee Apismellifera(Linnaeus, 1758) as a model species.

The morphmetricstudy was conducted on domestic worker bees coming from three sites in
north-east Algerian located in the wet moderate bioclimatic stage (Province Jijel). On each
site, 23 bees were taken randomly, that is to say a total of 69 individuals. For each bee, 15
morphological characters were measured according to their discriminating power and their
biological significance; these characters in question contribute a lot in the production of honey
and wax.

The means of the morphological characters were analyzed by statistical methods in order to
determinethe domain of variation of bee populations.

These analyses revealed the existence of significant differences for most of the morphological

characters between the bees of all 3 sites.

The mitochondrial DNA variability of the samples taken from these stations was studied,
thanks to the analysis of the product restriction profiles of PCR of the intergenique area COI-
COIl. Our study revealed that studied honeybee populations have A (African
lineages)evolutionary group features.

The specific activity of glutathione S-transferase and the specific activity of
acetylcholinesterase were studied in bees adults of A. mellifera collected at the 3 sites reveal a
significant induction and inhibition of these two biomarkers during the period extending from

March of 2015 to February of 2016 in order to assess the impact pesticides in this region

Key words:Apismellifera; Morphometric; Mitochondrial DNA; COI-COII intergenic region;

Molecular evolution; Biomarker
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Annexe 1. Protocol d’extraction d’ADN selon le kit commercialisé (ZR Tissue
& Insect DNA MiniPrep™)

Préparation des échantillons

Pour rincer les Abeilles conservées dans 1’éthanol :

Etaler les Abeilles sur un papier filtre pour un égouttage rapide.

- Disposer chaque Abeille dans un tube de 2 ml contenant 1,5 ml de Ringer.

- Mettre les tubes numérotés dans une boite de 50 et agiter fortement pendant 20 mn
horizontalement.

- Etaler les Abeilles sur un papier filtre en respectant leur numéro.

- Couper les tétes et les disposer dans des tubes de 1,5 ml ; lisser les abdomens et les

thorax dans des tubes de 2 ml numérotés.

Préparation du Ringer

Nacl : 7590
KCI : 0,359
CaCl2: 0,219

H20 distillée : 1L
Ajuster a pH 7/7,4 (quelques gouttes de NaOH 0,1N)

Protocole
For optimal performance, add beta-mercaptoethanol (user supplied) to the Genomic Lysis
Buffer to a final dilution of 0.5% (v/v) i.e., 500 ul per 100 ml.
1. Add specimen(s) to a ZR BashingBead™ Lysis Tube. Add 750 pl Lysis Solution to
the tube.
Generally, no more than 50 mg tissue should be sampled, for larger samples will exceed the
DNA binding capacity of the spin column (See Specifications on page 1). Up to 400 ul of
whole blood or up to 8.5 x106 cells suspended in 200 ul PBS can also be sampled.
2. Secure in a bead beater fitted with a 2 ml tube holder assembly (e.g., Disruptor
Genie™) and process at maximum speed for 10 minutes.
Processing times may be as little as 40 seconds when using high-speed cell disrupters (e.g.,
the portable Xpedition™ Sample Processor, page 5, FastPrep®24 or similar). See

manufacturer’s literature for operating information.



10.

Centrifuge the ZR BashingBead™ Lysis Tube in a microcentrifuge at >10,000 x ¢
for 1 minute.

Transfer up to 400 pl supernatant to a Zymo-Spin™ IV Spin Filter (orange top) in a
Collection Tube and centrifuge at 7,000 rpm (~ 7,000 x g) for 1 minute.

Add 1,200 pl of Genomic Lysis Buffer to the filtrate in the Collection Tube from
Step 4 and mix.

Transfer 800 ul of the mixture from Step 5 to a Zymo-Spin™ IIC Column in a
Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

Discard the flow through from the Collection Tube and repeat Step 6.

Add 200 pul DNA Pre-Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IIC Column in a new
Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

Add 500 pl g-DNA Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IIC Column and centrifuge at
10,000 x g for 1 minute.

Transfer the Zymo-Spin™ IIC Column to a clean 1.5 ml microcentrifuge tube and
add 50 pl (25 pl minimum) DNA Elution Buffer directly to the column matrix.
Centrifuge at 10,000 x g for 30 seconds to elute the DNA.

L’AND est prées pour les amplifications.



(X2)
(X3)
(X4)
(X5)
(X6)
(X7)
(X8)
(X9)
(X10)
(X11)
(X12)
(X13)
(X14)

(X15)

morphométriques prises deux a deux

(X1)
0,481 ***
(0,000)
0,354 **
(0,003)
0,461 ***
(0,000)
0,189
(0,120)
0,090
(0,464)
0,262 *
(0,030)
-0,213*
(0,079)
0,266 *
(0,027)
0,226*
(0,062)
0,175
(0,150)
0,274*
(0,023)
0.225*
(0,063)
0,163
(0,180)
0,284 *
(0,018)

(X2)

0,798 ***
(0,000)
0,729 ***
(0,000)
0,640 ***
(0,000)
0,071
(0,562)
0,450 ***
(0,000)
-0,392 ***
(0,001)
0,622 **+
(0,000)
0,297 *
(0,013)
0,465%**
(0,000)
0,606 ***
(0,000)
0,384 ***
(0,001)
0,295*
(0,014)
0,656 ***
(0,000)

(X3)

0,629 ***
(0,000)
0,632 ***
(0,000)
0,101
(0,410)
0,468 ***
(0,000)
-0,397 ***
(0,001)
0,506 ***
(0,000)
0,121
(0,320)
0,395%**
(0,001)
0,566 ***
(0,000)
0,339 **
(0,004)
0,286*
(0,017)
0,508 ***
(0,000)

Annexe 2. Matrice des corrélations linéaires des 15 caractéristiques

(X4)

0,452 *x*
(0,000)
0,045
(0,715)
0,411 ***
(0,000)
-0,363**
(0,002)
0,486 ***
(0,000)
0,251 *
(0,037)
0,342+
(0,004)
0,553 **+
(0,000)
0,310 **
(0,009)
0,402 ***
(0,001)
0,548 ***
(0,000)

NB : les valeurs entre parenthéses correspondent a la valeur de la probabilité P



(X5) (X6) (X7)

(X6) 0,271 *
(0,024)
(X7) 0,189 0,080
(0,121) (0,516)
(X8) -0,050 0,357 ** -0,001 ***
(0,682) (0,003) (0,000)
(X9) 0,362 ** -0,071 0,266 *
(0,002) (0,561) (0,027)
(X10) 0,152 0,172 0,279 *
(0,211) (0,158) (0,020)
(X11) 0,349 ** 0,070 0,102
(0,003) (0,570) (0,403)
(X12) 0,435 *** 0,051 0,369 **
(0,000) (0,676) (0,002)
(X13) 0,184 -0,021 0,034
(0,129) (0,862) (0,779)
(X14) 0,264 * -0,116 0,071
(0,028) (0,341) (0,565)
(X15) 0,409 *** -0,026 0,232*
(0,000) (0,833) (0,055)

(X8)

-0,283 *
(0,018)
-0,182
(0,135)
-0,062
(0,615)
-0,315**
(0,008)
-0,045
(0,715)
-0,117
(0,340)
-0,226*
(0,062)

NB : les valeurs entre parenthéses correspondent a la valeur de la probabilité P

(X9) (X10) (X11)
(X10) 0,175
(0,151)
(X11) 0,489 *** 0,213*
(0,000) (0,079)
(X12) 0,424% % 0,201* 0,223*
(0,000) (0,099) (0,065)
(X13) 0,323** 0,263* 0,239*
(0,007) (0,029) (0,048)
(X14) 0,217* 0,150 0,244*
(0,073) (0,218) (0,043)
(X15) 0,456%** 0,285* 0,523***
(0,000) (0,018) (0,000)

NB : les valeurs entre parenthéses correspondent a la valeur de la probabilité P

(X13) (X14)
(X14) 0,372 **
(0,002)
(X15) 0,419 *** 0.411 **+
(0,000) (0,000)

NB : les valeurs entre parenthéses correspondent a la valeur de la probabilité P
p > o= 0,05 : (ns) différences non significative

p <a=0,05":(* différence juste significative

p <a=0,01:(** différence hautement significative

p<a=0001:(***) différence tres hautement significative

(X12)

0,271*
(0,024)
0,214*
(0,077)
0,531%**
(0,000)






Annexe 3. Données statistiques

Tableau 1. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (UM/mn/mg de protéines) au niveau de

I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison printaniere (2015)

(m £ SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P

Sites 2 0,019953 0,009976 1825,94 P <0,001 ***
Mois 2 0,014337 0,007169 1312,06 P <0,001 ***
Interaction 4 0,070349 0,017587 3218,94 P <0,001 ***
Erreur résiduelle 45 0,000246 0,000005

***Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL.: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, Fobs: F observé, P: seuil de

signification.

Tableau 2. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (UM/mn/mg de protéines) au niveau de

I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’été (2015)

(m £ SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P

Sites 2 0,0000698 0,0000349 3,89 P <0,028 *
Mois 2 0,0018304 0,0009152 101,98 P <0,001 ***
Interaction 4 0,0005118 0,0001279 14,26 P <0,001 ***
Erreur résiduelle 45 0,0004038 0,0000090

*Différence significative. (p < 0,05), *** Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.

Tableau 3. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (UM/mn/mg de protéines) au niveau de

I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’automne (2015)

(m £ SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P

Sites 2 0,0013783 0,0006892 103,36 P <0,001 ***
Mois 2 0,0201014 0,0100507 1507,44 P <0,001***
Interaction 4 0,0073060 0,0018265 273,94 P <0,001***
Erreur résiduelle 45 0,0003000 0,0000067

*** Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de

signification.




Tableau 4. Activité spécifique de la glutathion S-transférase (UM/mn/mg de protéines) au niveau de

I’abdomen d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison hivernale (2015)

(m £ SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P
Sites 2 0,0000046 0,0000023 0,89 P =0,417 ns
Mois 2 0,0006539 0,0003269 129,38 P <0,001***
Interaction 4 0,0003996 0,0000999 38,61 P <0,001***
Erreur résiduelle 45 0,0001164 0,0000026

ns : Différence non significative (p> 0,05).*** Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.

Tableau 5. Activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE) (uM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison printaniere (2015) (m

+ SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P
Sites 2 | 0,0006585 0,0003293 171,48 P <0,001***
Mois 2 |0,0002424 0,0001212 63,13 P <0,001***
Interaction 4 |0,0001583 0,0000396 20,61 P <0,001***
Erreur résiduelle 45 | 0,0000864 0,0000019

*** Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.

Tableau 6. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) (uM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’été (2015) (m %

SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P
Sites 2 4,657 2,328 1,05 P =0,357 ns
Mois 2 4,498 2,249 1,02 P =0,370 ns
Interaction 4 8,975 2,244 1,01 P =0,410 ns
Erreur résiduelle 45 99,511 2,211

ns : Différence non significative (p> 0,05).
DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.




Tableau 7. Activité spécifique de 1’acétylcholinestérase (AChE) (uM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’automne (2015) (m

+ SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux critéres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P

Sites 2 0,03509 0,01755 9,87 P <0,001***
Mois 2 6,94241 3,47120 1953,42 P <0,001***
Interaction 4 0,07570 0,01893 10,65 P <0,001***
Erreur résiduelle 45 0,07996 0,00178

*** Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.

Tableau 8. Activité spécifique de I’acétylcholinestérase (AChE) (uM/mn/mg de protéines) au niveau
de la téte d’A. mellifera dans les trois sites de la wilaya de Jijel : durant la saison d’hiver (2015) (m £

SD, n = 4-6). Tableau de I’analyse de la variance a deux criteres de classification.

Source de variation | DDL SCE CM Fobs P

Sites 2 0,20820 0,10410 9,30 P <0,001***
Mois 2 0,91824 0,45912 41,00 P <0,001***
Interaction 4 0,17579 0,04395 3,92 P <0,008
Erreur résiduelle 45 0,50386 0,01120

*** Différence hautement significative (p < 0,001).
DDL.: degré de liberté, SCE: somme des carrés des écarts, CM : somme des carrés, F obs: F observé, P: seuil de
signification.
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A biometric study was conducted on domestic worker bees
coming from three 03 sites (Tahir, Al-Ancer and Ziama) of
the Algerian north-east located in the wet moderate
bioclimatic stage (Province Jijel). On each site, 23 bees were
taken randomly, that is to say a total of 69 individuals. For
each bee, 15 morphological characters were measured.

The statistical analyzes show a very highly significant effect
concerning the length of the tongue, the length and width
of the anterior wing and the posterior wing, the length of
the nervure B of the cubital index, the cubital index (Ratio
A/B), the length of the metatarsus, femur, tibia, the sternite
1 and 3, and coloration (P < 0.001), and significant
concerning the width of the metatarsus (P < 0.05), and non-
significant concerning the length of nervure A of the cubital
index (P = 0.05).

Keywords: Domestic bee; Biometric study; Statistical
analysis; Algerian north-east

Introduction

Pollinating insects play a key role in cultivated ecosystems
[1,2]. Among them, the Bees who belong to the order of
Hymenoptera, the superfamily of Apoidea which forms the
widest and specialized group [3,4]. This specialization is the
result of a long co-evolution between bees and angiosperms
group which have begun after synchronous evolutionary
radiation in the mid-Cretaceous [5,6]. Today, there are 11 bee
families with about 700 genera and 20,000 living species [7-10].
Its abundance and density are higher in the temperate zone due
to genera: Apis which is characterized by a highly social behavior
and comprises four species: Apis dorsata, Apis florea, Apis
cerana, and Apis mellifera (honey bee) (Linné, 1758) (Apidae),
that is exploited by the Man in beekeeping for approximately
7000 years [3,11,12].

In Algeria, 02 breeds have been identified: The first one, Apis
mellifera intermissa (Tellian bee) described by Buttel-Reepen (in
Ruttner), it is a breed of north Africa found in northern Algerian
Sahara and Libya to Morocco [13-15]. The second breed, was
successively described by Baldensperger and also by Haccour
[16,17]. Apis mellifera sahariensis is found in the south of
Morocco and Algeria [14]. The studies aiming to know and
characterize morphologically and biologically the breed which
populates the Algerian territory are of a great interest in so far
as they constitute the basis of any work of selection. It can be
obtained using many morphological characters used in
systematic. We therefore consider biometrics as a working
method to highlight the purity of race or on the contrary, the
hybrid character of the selected colonies. Several works were
realized in certain regions of Algeria [18-23]. Our present study
at 03 sites in the province of lJijel aims to complement and
deepen the knowledge of Algerian bee populations.

Materials and Methods

The bees come from healthy apiaries. Shaking the frame
covered with bees on top of a small plexiglass hive (6 x 8 x 10
cm) and transported to the laboratory where they were
transferred in a freezer at -20°C waiting to be measured.
Morphometric measurements of 15 characters on a sample of
69 bees are performed using a binocular magnifying glass (Carl
Zeiss, GERMANY) and that of coloration is carried out under a
microscope (OLYMPUS OPTICAL, JAPAN) equipped with an ocular
micrometer calibrated with objective (X10) [21,23].

The sampling of worker bees of unknown ages has been
carried out at the level of 03 stations (Tahir, Al-Ancer and Ziama)
in the Province of lJijel; located at the extreme north-east of the
Algerian coast during the beginning of the winter period
(December 2014) (Figure 1). This region is located in the

© Under License of Creative Commons Attribution 3.0 License | This article is available from: http://www.imedpub.com/european-journal-of-experimental-
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bioclimatic floor wet temperate and characterized by a type of
diverse vegetation [24].
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Figure 1 Geographical situation of the study sites in the Province of Jijel.

In each apiary, it was randomly sampled 23 bees, a total of 69
individuals (Table 1). All resident bees in hives of type
"Langstroth". It has been verified that they were not object of
transhumance and diseases such as it has been advocated by
Cornuet et al. and Leporati et al. [25,26].

Table 1 Sites, geographic coordinates, number of worker bees
measured per apiary of sampling.

Sites Geographical coordinates Effective
1 Tahir 36°46'N 5°53'E 23
2 El- Ancer 36°48'N 6°10’E 23
3 Ziama 36°40'N 5°28’E 23
Tota 3 sites 69
I

The measures carried out on the workers relate to 15
characters which have been selected on the basis of their
biological significance; these characters contribute much in the
production of honey and wax.

The settings selected are: length of the tongue, length and
width of the anterior wing, length and width of the posterior
wing, length of the nervure A and B, the cubital index (ratio

A/B), length and width of the metatarsus, length of the femur,
length of the tibia, coloration, and length of the sternite 1 and 3.

The bees as well chosen are dissected one by one. The articles
are collected and assembled between blade and cover glass in a
few drops of a middle of mounting (glycerine gel) [27,28].

Statistical Analysis

For each studied site we have calculated the means, the
standard deviations and the extreme values of each variable.

A comparative study of the means between the 3 sites for
each variable (character) was carried out by using the analysis of
variance to one classification criterion fixed template (ANOVA)
[29,30].

The comparison of 3 sites, between them, for all 15 variables
was performed by the analysis of variance multivariate
(MANOVA) while using three statistical tests namely: Wilk's
Lambda-Lawly Hotteling and Pillai's Trace. However none of
these tests is considered as the most powerful and none of them
can’t be recommended a preferential manner [29].

According to Huberty, the test Wilk’s is the most commonly
used. This analysis method is an extension of the univariate
analysis, to several variables [31].

We used also the analysis in main component (ACP), in order
to look for eventually the groups of apiaries homogeneous and
the groups of variable. This method was applied to the matrix of
the correlation of the averages of the dimension data (nxp) with

2 This article is available from: http://www.imedpub.com/european-journal-of-experimental-biology/
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All statistical

Results

The mean * standard deviations (SD) and the two extreme
values calculated for 03 sites are shown in Table 2.

n=3 sites and p=15 variables in order to study the structure of
bee colonies.

analyses were performed using MINITAB
Software (Version 16, Penn State College, PA, USA).

Table 2 Statistical parameters of 15 morphological characters for
the whole of 03 sites.

Morphological Sit Mts X min X max
characters e
Length of the 1 8.92+0.78 7.55 9.99
tongue (X1)inmm |, 8.16 £ 0.40 7.33 8.66

3 8.76 £ 0.73 6.88 9.55
Length of the 1 13.56 £ 0.28 12.88 13.99
anterior wing (X2) |, 12.72 £ 0.21 12.22 13.11
in mm

3 13.28£0.18 12.88 13.55
Width of the 1 458 +0.10 4.44 4.66
anterior wing (X3) 2 4.29+010 4.99 4.44
in mm e : :

3 4.45+0.06 4.44 4.66
Length of the 1 9.64 +0.16 9.33 9.77
posterior wing (X4) 2 919 +016 8.88 933
in mm Y ! :

3 9.57 +0.15 9.33 9.77
Width of the 1 2.62 +0.08 2.44 2.66
posterior wing (X5) P 251 +0.07 244 266
in mm e : :

3 2.61+0.06 2.44 2.66
Length of the 1 8.10 £ 0.52 7.77 8.88
“men:"“re A (X6) in| 8.15 + 0.54 7.77 8.88

3 8.25+0.56 7.77 8.88
Length of the 1 4.34 +0.31 3.33 4.44
”mer:’“re B (X7)inl 5 3.66 £ 0.52 3.33 4.44

3 3.66 + 0.52 3.33 4.44
Cubital index (X8) 1 2.08 £ 0.20 1.94 2.58

2 2.50+0.34 1.94 2.95

3 2.53+0.33 1.94 2.95
Length of the 1 3.33+0.12 3.1 3.55
metatarsus (X9) in |, 3.12£0.06 3.1 3.33
mm +0. . .

3 3.24+£0.12 2.88 3.33
Width of the 1 1.62 +£0.05 1.55 1.66
metatarsus  (X10) 2 159 +0.05 155 1.66
in mm R ’ ’

3 1.63 £ 0.04 1.55 1.66
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Length of the femur 1 3.87£0.16 3.55 3.99
(X11)in mm 2 3.71£0.09 3.55 3.77
3.86£0.12 3.55 3.99
Length of the tibia | 1 4.62£0.10 4.44 4.88
(X12) in mm 2 4.38 £ 0.09 4.22 4.44
3 4.49 0.1 4.22 4.66
Coloration (X13) in| 1 1.47 £ 0.08 1.27 1.56
mm 2 1.37 £0.10 113 1.49
3 1.47 £ 0.10 1.27 1.63
Length of the| 1 4.11+£0.32 3.55 4.66
i:‘:nm'm (X14) in |5 4.82+0.34 355 4.66
3 430£0.18 3.99 4.66
Length of the| 1 3.40 £0.17 3.1 3.77
sternite 3 (X15)in 3.13£0.07 3.11 3.33
3 3.33£0.11 3.1 3.55
X min : minimum value, X max : maximum value Site1: Tahir, Site 2: El-Ancer,
Site3: Ziama

The test results of analysis of the variance univariate applied
to each of the 15 variables measured, for all 3 sites. Sampling
show that there are very highly significant differences
concerning the length of the tongue, the length and width of the
anterior wing and the posterior wing, the length of the nervure
B of the cubital index, the cubital index (Ratio A/B), the length of
the metatarsus, femur, tibia, the sternite 1 and 3, and coloration
(P £0.001), is significant concerning the width of the metatarsus
(P < 0.05), and non-significant concerning the length of the
nervure A of the cubital index (Table 3 and Figure 2).

The results of the analysis of variance multivariate are shown
in Table 4. We distinguish the values of Fobs with associated
probabilities, and this for each of the test for equality of vectors
of the averages of all the characteristics of 03 sites sampled. For
this comparison Inter-apiaries, the three tests (Wilk’s Lambda,
Hotelling-Lawley and Pilla’s Trace) of MANOVA lead to the
rejection of legality of the vectors averages for all 03 sites with a
very highly significant difference.

The eigenvalues of the correlation matrix, so the percentages
and the cumulative percentages of variation explained by each
of the components main for all of the data of the matrix (nxp)
(Table 5 and Figure 3).

Table 3 Inter-site comparison of medium sized relating to 15 biometric variables of 03 sites sampling (ANOVA).
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Morphological characters ddl SCE CM Fobs P
Length of the tongue 2 7.3023 3.6512 8.27 0.001***
Length of the anterior wing 2 8.4152 4.2076 78.46 0.000***
Width of the anterior wing 2 0.95257 0.47628 52.97 0.000***
Length of the posterior wing 2 2.7229 1.3614 54.40 0.000***
Width of the posterior wing 2 0.177817 0.088909 15.20 0.000***
Length of the nervure A 2 0.2500 0.1250 0.43 0.655NS
Length of the nervure B 2 6.9998 3.4999 16.21 0.000***
Cubital index 2 2.9164 1.4582 16.05 0.000***
Length of the metatarsus 2 0.51053 0.25527 21.21 0.000***
Width of the metatarsus 2 0.022096 0.011048 413 0.021*
Length of the femur 2 0.38299 0.19150 10.96 0.000***
Length of the tibia 2 0.65796 0.32898 27.74 0.000***
Coloration 2 0.16426 0.08213 8.20 0.001***
Length of the sternite 1 2 2.6348 1.3174 14.90 0.000***
Length of the sternite 3 2 0.87541 0.43770 27.35 0.000***

ddl: degrees of freedom; SCE: sum of squared deviations; CM: the means square Fobs: value F of Fisher; P: threshold of the signification. P<a=0.001: (***) difference
very highly significant, P<a=0.05: (*) difference significant, P2a=0.05: (NS) non-significant
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Figure 2 Morphometric study of the bees at the level of the three sites during the winter (December 2014) (m £ s, n=23), (L:

Length, w: width).
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Table 4 Comparison between sites, vectors of the means of 15
different morphometric variables using MANOVA.

Test Observed values of the test Fobs P

Wilk's 0.08051 8.751 0.000***
Lawley-Hotelling 6.12724 10.416 0.000***
Pillai’s 1.34569 7.267 0.000***

Fobs: value F of Fisher; P: threshold of the signification, P<a=0.001: (***)
difference very highly significant

Table 5 Eigen values and percentages of total variation explained
by the four main components and the cumulative percentages.

CP1 CP2 CP4 CP4
Eigenvalue 5.7974 1.7872 1.3438 1.0928
Percentage % 38.6 11.9 9 7
cumulative 38.6 50.6 59.5 66.8
percentage %
CP : Main component
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Figure 3 Cone diagrams of main components and eigenvalues.

We note that the first component CP1 explains himself 38.6%
of the total variation of the initial variables, the first two
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component explain the all 50.6%; the first three component
explain together 59.5%; and finally the fourth first component
explain together 66.8 %. So, these four components or synthetic
indices summarize the better the information given by the 15
initials biometric variables. From the 5 the components are less
useful and correspond to eigenvalues less than unity (<1).

Table 6 presents the correlation matrix of the initial variables
with the first four principal components. The correlation analysis
of the variables with the first component CP1 shows that all the
variables : length of the tongue (X1), length and width of the
anterior wing (X2, X3), length and width of the posterior wing
(X4, X5), length of the nervure A (X6) and B (X7), length and
width of the metatarsus (X9, X10), length of the femur (X11),
length of the tibia (X12), coloration (X13), and length of the
sternite 1 and 3 (X14, X15) are positively correlated with the first
main component, With the exception of variable (8) which
represents the cubital index. The second components CP2 are
correlated positively with length of the anterior wing (X2), Width
of the posterior wing (X5), Length of the nervure A (X6), Cubital
index (8), Length of the metatarsus (X9), Length of the femur
(X11), Coloration (X13), Length of the sternite1(X14), Length of
the sternite 3 (X15). The third components CP3 are correlated
positively with 10 variables: length of the tongue (X1), length
and width of the anterior wing (X2, X3), length and width of the
posterior wing (X4, X5), length of the nervure A (X6) and B (X7),
cubital index (8), width of the metatarsus (X10) length of the
tibia (X12).

The study of the correlations of the 15 initial variables relative
to axes 1 and 2 of ACP watch that the variable (X7) represents
the length of the nervure B is clearly positively correlated
according to axis 1, while the variables (X1, X2, X3, X4, X6, X9,
X10, X12) corresponding to length of the tongue, length and
width of the anterior wing, length of the posterior wing, the
length of the nervure A, length and width of the metatarsus
length of the tibia get closer to 0.

Finally, the fourth components CP4 correlated positively with
length of the tongue (X1), length of the posterior wing (X4),
Length of the nervure A (X6) and B (X7), length of the tibia (X12),
coloration (X13), and length of the sternite 1 and 3 (X14, X15).

Table 6 Correlation matrix of the initial variables with the first four principal components.

Variables PC 1 PC2 PC3 PC4
(x1) 0.211 -0.036 0.112 0.291
(x2) 0.379 0.027 0.077 -0.097
(X3) 0.348 -0.000 0.106 -0.255
(X4) 0.335 -0.017 0.006 0.000
(X5) 0.263 0.240 0.274 -0.288
(X6) 0.024 0.293 0.694 0.179

© Under License of Creative Commons Attribution 3.0 License
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(X7) 0.230 -0.536 0.229 0.093
(X8) -0.205 0.630 0.088 -0.012
(X9) 0.227 0.225 -0.098 -0.069
(X10) 0.291 -0.032 0.077 -0.133
(X11) 0.282 0.044 -0.139 -0.169
(X12) 0.158 0.003 0.129 0.721
(X13) 0.186 0.161 -0.409 0.159
(X14) 0.197 0.229 -0.319 0.347
(X15) 0.315 0.154 -0.182 0.006
PC : initial components (X) : Morphological characters

The variable (X8) represent cubital index is negatively
correlated according to axis 1. On the other hand, the group
formed by variables (X5, X11, X13, X14) are positively correlated

according to axis 1 and 2, are respectively width of the posterior
wing, length of the femur, coloration, length of the sternite 1
and 3 (Figure 4).
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Figure 4 Graphical representation of the correlations of the 15 initial variables on the plan composed of axis 1 and 2 of ACP.

Discussion

The biometric analysis and statistical analysis that we
performed on samples of bees North-east Algeria used to define
the position of this breed compared to others within the Apis
mellifica from the point of view morphological

The description of the data by the univariate statistical
method revealed that the bee of North-east Algeria is large
compared to that of Marocco, Tunisia and the south Algerian
[23] for most morphological characters [23,25,32-34].

Our morphometric results obtained compared with those
obtained by several study especially, Ruttner, and Cornuet et al.
on the Moroccan bees, or Grissa et al. on the Tunisian bees,

finally Achou and Bendjedid and Achou on the Algerian bees
[21,23,25,32,33].

The mean length of the anterior wing obtained is 13.56 mm
(51), 12.72 mm (S2) and 13.28 mm (S3). It is clearly very high
compared to those found respectively by Ruttner, Achou and
Bendjedid and Achou which are of the order of 9.19 mm, 8.58
mm and 7.24 mm [21,23,32].

The mean width of the anterior wing is 4.58 mm (S1), 4.29
mm (S2) and 4.45 (S3). It is greater than those found by Ruttner
which is of the order of 3.08 mm, Achou 3.05 mm and by
Bendjedid and Achou which is 2.39 mm [21,23,32].

The mean value of the width of the yellow band (length of the
nervure A is of 8.10 mm (S1), 8.15 mm (S2) and 8.25 mm (S3). It

6 This article is available from: http://www.imedpub.com/european-journal-of-experimental-biology/
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is much higher respectively to those made by Cornuet et al. and
Grissa et al. which are of the order of 0.544 mm and 0.563 mm,
Achou which remain of a same order 0.50 mm and by Bendjedid
and Achou who is from 0.41 mm [21,23,25,34].

The mean value of the width of the yellow band length of the
nervure B obtained is 4.34 mm (S1) and 3.66 mm (S2, S3). This
value is also higher compared to those found by Cornuet et al. or
by Grissa et al. which are of the order of 0.222 mm and of 0.249
mm respectively the observed values by Achou is 0.210 mm, but
by Bendjedid and Achou is from 0.176 mm [21,23,25,34].

The mean value of the width of the yellow band (Coloration)
of the three stations studied equals at 1.37 mm and 1.47 mm. It
is higher than that given by Achou and Bendjedid and Achou
which are of the order of 0.40 mm and 0.45 mm, Grissa et al.
who is from 0.19 mm [21,23,34].

This differentiation of the size is due to the high richness of
the vegetation and the moderate climate of North-east Algeria.
Thus, this bee has a body more large to browse the long
distances in search of its food.

We can assign this differentiation to the existence of a north-
south gradient for some morphological characters. In effect, one
of the first examples of the North-South gradient has been
provided for the bees by a number of russian authors, as
Chochlov, Michailov, Aplatov and Skorikov in Ruttner, who have
found that the length of the tongue decreased gradually from
north to south [35-38]. In our country, to the north-east, the
length of the tongue is of 6.146 mm, it is therefore noted, based
on our result and the value of 8.92 mm (S1), 8.16 (S2) and 8.78
(S3), a similarity of the length of the north to the south [19].

This large size in the Length of the tongue of bees, at the
levels of sites presented in this study, is an adaptation to several
types of flowers on which the bees feed. Indeed, this would lead
to admit the existence of a parallel gradient of the average
depth of the corollas of species melliferous. The hypothesis,
advanced by Ruttner, we seems more likely [39]. It consists to
admit that the environmental rules of Bergmann and Allen set
for vertebrates to warm-blood apply here on bees [40]. These
rules stipulate that the races cold climates tend to be bigger that
the races of the same species living in warm climates (rules of
Bergmann).

The comparison between the 3 apiaries for each of the 15
characteristics perform with the analysis test of univariate
variance reveals that there exist between the three apiaries the
differences very highly significant for the average of all the
morphometric variables except for the width of the metatarsus
shows a significant differentiation and non-significant for the
length of the nervure A of the cubital index. These results are
confirmed with the analysis of the variance multivariate
(MANOVA) which shows that differences was very highly
significant between the three apiaries and this for the majority
of the 15 characteristics taken in consideration simultaneously.

This variation inter-apiary cannot be attributed to eco-climatic
factors only, given that the bees live in the same biotope. We
can be attributed to the size of the cells of the brood, because it
is at this level that takes place the embryonic development of

© Under License of Creative Commons Attribution 3.0 License
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bees, consequently, the size of the bees may be affected
[19,41-43]. In addition, the parasitism, in particular
ectoparasites (for example: Varroa destructor) have an effect on
the phenotype of bees [39,44,45].

The principal component analysis applied to our bee colonies
made it possible to retain the first four components which
together account for 66.8% of the total variation. The first
component to it only takes into account 38.6% of variability.
These four component or synthetic indices summarize the better
the information brought by the 15 variables biometrics.

According to our results, we find that the values obtained are
closer to the giant bee (Apis dorsata) and this is declared by
Ruttner and that goes back to the importation of the species by
the beekeeper, but we have not yet confirmed, because we are
trained to do molecular biology [39].

Conclusion

In conclusion, our results indicate that morphometry study of
the Algerian bees in three different sites can be used as a
modern program for selection and determination of the
different breeds. As results, the most studied characteristics
revealed similar in the three tested sites.
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ABSTRACT Traditionally, subspecific classification and phylogeographic inferences in Apis mellifera Lin-
naeus, 1758 (Hymenoptera Apidae) were first classified according to their morphological and
behavioral traits along with their geographical distributions. Morphometrical analyses con-
ducted on large datasets have established different evolutionary lineages of honeybees. In the
last two decades of honeybee genetic analysis and conservation, subsequent studies based on
variations in mitochondrial DNA largely confirmed Ruttner’s phylogeographic structure of
Apis mellifera. However, very little is known about Algerian honeybee diversity. Therefore,
this study assessed the genetic diversity of honeybees (Apis mellifera) in Northeastern Alger-
ian, in North Africa, using the mitochondrial DNA marker (mtDNA) COI-COII (Cytochrome
Oxidase I and II). In total, thirty honeybee workers were sampled from three sites of Jijel
province. A PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymor-
phism) analysis of the mtDNA samples distinguished the honeybee evolutionary lineages
from this region. Our study revealed that studied honeybee populations have A (African lin-
eages) evolutionary group features. Notably, the northern Algerian honeybee populations had
elevated diversity compared to the southern populations.

KEY WORDS Algerian honeybee populations; Apis mellifera; COI-COII intergenic region; Evolutionary li-

neage, Mitochondrial DNA marker.
Received 08.08.2019; accepted 17.12.2019; published online 30.01.2020

INTRODUCTION

Among insects, Apidae Linnaeus, 1758 (Hy-
menoptera) are the most important group of polli-
nators (Bénédicte, 2013) and Apis mellifera
Linnaeus 1758 is the world’s most widely distrib-
uted and well-known pollinator. It has naturally
spread in Africa, Europe and Western Asia (Miguel
et al., 2011), before they were spread around the
world by many factors: natural migrations, adapta-
tion to local conditions and some apicultural prac-

tices; such that the imports of queens, introduction
of subspecies of foreign bees and the transhumance
of colonies. These practices are therefore opposed
to the forces exerted by natural selection that dif-
ferentiates populations (Garnery et al., 1998a, b;
Jensen et al., 2005). Based on morphometric char-
acteristics, behavioral and biogeographical studies,
29 different honeybee subspecies have been iden-
tified (Ruttner et al., 1978; Ruttner, 1988; Sheppard
et al., 1997; Sheppard & Meixner, 2003; Engel,
2004; Meixner et al., 2013) and are classified into
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five evolutionary lineages: (M) from Northern Eu-
rope and Northern Africa, (A) from South and Cen-
tral Africa, (C) from the Northern Mediterranean
region and Eastern Europe, (O) from the Eastern
Mediterranean and the Near and Middle East re-
gions, and (Y) from the eastern African country of
Ethiopia. Subsequent studies based on variation in
mitochondrial DNA (mtDNA) have largely con-
firmed this classification (Hall & Smith, 1991; Gar-
nery et al., 1993; Arias & Sheppard, 1996; Franck
et al., 2000; Canovas et al., 2008; Kekecoglu et al.,
2009; Alburaki et al., 2011; Papachristoforou et al.,
2013; Loucif-Ayad et al., 2014; Achou et al., 2015).

Mitochondrial DNA markers have been widely
used to address population and evolutionary ques-
tions in the honeybee A. mellifera. The characteri-
zation of the mtDNA genome has been very useful
for analyzing the genetic structure of A. mellifera
subspecies, as it contains regions with variable evo-
lutionary rates and it is, generally, maternally inher-
ited without recombination (Meusel & Moritz,
1993). Therefore, molecular markers have facili-
tated more robust assessments of honeybee diver-
sity, such as the reclassification of North African
subspecies, A. mellifera intermissa (Buttel-Reepen,
1906) and A. mellifera sahariensis (Baldensperger,
1932), into the African branch instead of the West
European branch (Garnery et al., 1992).

The honeybee subspecies that are native to
North Africa belong to the African lineage A (Rut-
tner, 1988; Garnery et al., 1995; Franck et al.,
2001). In Algeria, two honeybee subspecies have
been identified: A. mellifera intermissa, described

by Buttel-Reepen (1906), is a breed of North Africa,
found in Tunisia, Algeria and Morocco along the
Mediterranean coast (Cornuet et al., 1988; Grissa
et al., 1990); A. mellifera sahariensis, described by
Baldensperger (1932; see also Haccour, 1960)
ranges from Djebel Amour and Ain Sefra in Algeria
through the oases of the Sahara south of the Atlas
Mountains to Figuig in the west of Morocco (Rut-
tner, 1968; De la Rua et al., 2007).

The used genetic marker in these studies was
variation in the intergenic region between the cy-
tochrome C oxidase I “COI” and I “COII” gene in
mtDNA. It is unique to the genus Apis Latreille,
1802 (Cornuet & Garnery, 1991) as determined by
restriction analysis “Dral restriction enzyme” (Gar-
nery et al., 1993; Franck et al., 1998). This test has
been widely used to analyze the evolutionary line-
ages of A. mellifera subspecies (Garnery et al.,
1993; 1995; 1998 a, b; De la Rua et al., 1998; Ror-
tais et al., 2011). Using this method, different hap-
lotypes can be distinguished and grouped into one
of the five primary lineages described by Ruttner
(1988) and reviewed by De la Rua et al. (2009).

Studies were realized on the genetic biodiversity
of A. mellifera in certain regions in Algeria (Chah-
bar et al., 2012; Loucif-Ayad et al., 2014; Achou et
al., 2015; Hu et al., 2016).

The aim of this research was to analysis the ge-
netic diversity of Algerian honeybee populations
from three regions in the northeast (Jijel province)
of the country. We used the COI-COIl mtDNA
marker (widely used in studies of honeybees) to
identify the evolutionary lineages in our samples.
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Figure 1. Sampling sites in the Jijel area (Algeria).
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This work characterizes the mitochondrial genetic
structure of the country’s honeybee populations in
Algeria.

MATERIAL AND METHODS
Honeybee samples

Thirty adult honeybees were sampled during au-
tumn (October 2016) from three sites across North-
east Algeria (Jijel province). The geographical
location and number of individuals sampled from
each sites are shown in figure 1 and Table 1. This
region spreading over an area of 2398,69 km?, char-
acterized by a Mediterranean climate (wet temper-
ate) and per diverse vegetation (Greininger, 1982).
Ten worker bees were sampled per site; preserved
in absolute ethanol (90%) and stored at 4°C until
DNA extraction.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from each bee’s
head according to the manufacturer’s protocol (ZR
Tissue & Insect DNA MiniPrep™Kit; Zymo Re-
search, U.S.A). The head of the bees was crushed
individually using mechanical homogenizer in a mi-
crocentrifuge tube then transferred to a ZR Bashing
Bead™ Lysis Tubes. For optimal performance, -
mercaptoethanol supplemented the Genomic Lysis
Buffer to a final dilution 0.5% (v/v). A Lysis Solu-
tion of 750 pl is added; with shaking by the vortex
(10 min.); Lysis Tubes were centrifuged in a micro-
centrifuge (10000 x g/1min.). We transferred up to
400 pl supernatant to a Zymo-Spin™ [V Spin Filter
in a Collection Tube and centrifuged (7000 x g/1
min.); we added 1,200 pl of Genomic Lysis Buffer
to the filtrate in the Collection Tube from the pre-
vious step and mixed; Then, 800 pl of the mixture
from the previous step are transferred to a Zymo-
Spin™ IIC Column in a Collection Tube and cen-
trifuge (10000 x g/lmin.); the flow through from
the Collection Tube was discarded and the previous
step is repeated. We added 200ul DNA Pre-Wash
Buffer to the Zymo-Spin™ IIC Column in a new
Collection Tube and centrifuge it (10000 xg/1
min.), then 500 ul g-DNA Wash Buffer are added
to the Zymo-Spin™ IIC Column and centrifuged

(10000 x g/1 min.). Finally, the Zymo-Spin™ IIC
Column are transferred to a clean 1.5 ml microcen-
trifuge tube and we added 30 pul DNA Elution
Buffer directly to the column matrix; then the tubes
were centrifuged (10000 x g/30s) to elute the DNA.

DNA quality and concentration were measured
using a spectrophotometer (NanoPhotometerTM-
Pearl, Implen GmbH, Schatzbogen, Germany);
DNA isolated from each honeybee sample was sub-
sequently stored at -20 °C for further genetic analy-
sis.

Mitochondrial DNA analysis

In this study, we amplified the mtDNA COI-
COII intergenic region located between the tR-
NALeu gene and the second subunit of the
cytochrome oxidase gene II (COII) using the primer
pair (Table 2) (Hall & Smith, 1991; Garnery et al.,
1991; Smith et al., 1991; Garnery et al., 1993; Al-
buraki et al., 2011; Meixner et al., 2013).

PCR amplification of the COI-COII intergenic
region was performed in a volume of 25 pl via a
Thermal cycler C1000TM “CFX96 Real-Detection
System, Bio-Rad, U.S.A”. Thermal cycling was as
follows: 3 min. initial denaturing at 92 °C, 30 cycles
of denaturation at 92 °C for 1 min., annealing at
48°C for 1 min., and extension at 62 °C for 2 min.,
and a final extension step at 62 °C for 7 min.

Honeybee evolutionary lineage

In order to identify the evolutionary lineage of
each individual, 2 pl of each PCR product was
loaded into 1.4% agarose gel and electrophoresed
along with the M7123-100bp DNA ladder marker
(Biomatik, Germany). The gel was then stained for
10 min with ethidium bromide (EtBrat 0.5ug/ml)
and finally observed under UV illumination. The
length of the amplified mtDNA COI-COII inter-
genic region was measured for each sample, using
the M7123-100bp DNA ladder marker (Biomatik,
Germany).

Haplotype identification
The remaining 23 ul volume of each PCR prod-

uct was digested with four units of the Dral restric-
tion enzyme (Takara, Japan) at 37°C for 48 hours.
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DNA patterns of each sample were observed under
UV illumination and the images were saved in jpeg
format for storage.

RESULTS

Restriction enzyme digestion of the mitochondr-
ial fragment containing the intergenic region with
Dral resulted in two different patterns assignable to

the A mitochondrial lineages (African evolutionary
lineage) as described by Cornuet & Garnery, (1991).

In A. mellifera, the COI-COII intergenic region
varies from 192 to 832bp according on the sub-
species. This variability depends on presence or ab-
sence of the P or PO patterns and number of the
repetition of the Q pattern (Table 3). Compared to
the marker we used (M7123-100bp DNA ladder),
the short pattern POQ or PQ (among 500-600 bp) is
dominant and represents 99% of our samples (site

Locations Geographical position Number of worker bees sampled
Latitude Longitude
Jijel province 36°49°00" N 5°46°00" E
1 El-Taher 36°46' 19" N 5°53"54"E 10
2 El-Ancer 36° 48 00" N 6°09'25"E 10
3 Ziama mansouriah 36°40'25" N 5°28"52"E 10
Total 3 sites 30

Table 1. Location and number of honeybees sampled (ten worker bees/site) for Jijel province studied in Algeria.

Primer sequence (5'-3")

Forward

Reverse

E2 : 5’-GGCAGAATAAGTGCATTG-3’

H2 : 5’-CAATATCATTTGATGACC-3’

Table 2. Primers used for Molecular characterization of COI-COII intergenic region from honeybees sampled.

Variant type Interpretation Lineages evolutionary
Ultra short Q C
Short PQ or PsQ Mou A
medium PQQ or PoQQ Mou A
Long PQQQ or PoQQQ MouA

Table 3. Structural organization of COI-COII mitochondrial region from honeybees samples.
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Figure 2. Visualization of different sizes of the COI-COII fragment on the agarose gel (M: M7123-100bp DNA
ladder marker), lane Tah1-Tah10: Site 1 (El-Taher); lane Anc1-Anc10: Site 2 (El- Ancer); lane Zial-Zial0: Site
3 (Ziama mansouriah); (A): Before digestion with Dral restriction enzyme; (B): After digestion with Dral re-

striction enzyme.

1 and 2), the samples from Ziama mansouriah were
characterized by medium pattern POQQ or PQQ,
having a low percentage 1%, which coexists with
the short pattern POQ or PQ (Fig. 2).

DISCUSSION

Our study was based mainly on the COI-COII
mtDNA marker in order to characterize the genetic
variability of the Algerian honeybee populations on
a large geographical scale. The COI-COII intergenic
mtDNA region had different lengths in the studied
populations. Among our samples, the size range was
detected between 500bp and 800bp on agarose gel
(1.4%) (Fig. 2) compared to the marker we used
(M7123-100bp DNA ladder).

As expected from previous results (Cornuet et
al., 1991; Garnery et al., 1993, 1995; Franck et al.,
2001), this study has shown that Algerian honeybee
populations correspond to the African evolutionary
lineage. A comparison of the genetic variability be-
tween the Algerian populations and Tunisian hon-
eybee populations (Chouchaine, 2010) revealed the
presence of three types of restriction fragment POQ
or PQ, POQQ or PQQ and Q. But, POQ or PQ vari-
ant is a majority and represents about 94.66% of all
variants of the Tunisian bees, identification of this
profiles by Dral restriction enzyme revealed exis-

tence of four African haplotypes Al, A4, A8 and
A9; based on this polymorphism, Tunisian honey
bees belong to African lineages.

Previous studies have demonstrated similar re-
sults in Algerian honeybee populations (Chahbar et
al., 2012) in which African haplotypes were
strongly dominant despite past importations of Eu-
ropean honeybees. These results are highly consis-
tent with those based on prior microsatellite
analysis of the honeybee samples (Loucif-Ayad et
al., 2014); the data of Achou et al. (2015) revealed
the presence of three different honeybee lineages
among the studied populations, comprising the
African (A) lineages, North Mediterranean (C) and
West Mediterranean (M) whose eight different
mtDNA haplotypes (A1, A2, A8, A9, A10,A13, C7
and M4).

CONCLUSIONS

In conclusion, our data demonstrated that Alger-
ian honeybee populations belong to the African (A)
lineage. According to our research, there is no in-
trogressions (importation of foreign honeybees)
among these populations were recorded, which can
cause an impact on the genetic diversity of local
honey bees. Expanding the sampling to the Algerian
honeybee populations is of major importance, as it
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will allow a better understanding of the diversity.
From a conservation point of view, limiting foreign
queen importations to preserve the local genetic di-
versity of the Algerian honeybee populations is
needed.
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