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Abstract

Obtaining high outputs in agriculture requires the use of pesticides to
control pests. However, protection of pollinators, precisely bees is very
important. The objective of this study was to study the impact on the bee
Apis mellifera adansonii of three herbicides usually used in the crop
protection in Benin. Ten doses of each herbicide were used and varied from
0.0036.10° (10 ppm) to 1.8.10° nanogram (ng) per bee (5000 ppm) for
Roundup, 0.0041.10% (10 ppm) to 2.05.10° nanogram (ng) per bee (5000
ppm) for Glycel and from 0.004.10% (10 ppm) to 2.10% nanogram (ng) per
bee (5000 ppm) for Alligator. Each treatment included three replications
consisting of 25 bees. Before the treatment, bees were anaesthetized with
ether. Observations were made at 2 h, 10 h, 18h, 24h, 36 h and 48 h after the
test. Results have shown that 48 hours after, the doses higher or equal to
0.36.10° ng/ab (1000 ppm) of Roundup induced mortality rate higher than 85
%. After 24 hours, the highest mortality rate of Glycel (45.2 = 1.6 %) was
induced by the dose of 1.23.10% ng/ab (3000 ppm). The dose of Alligator of
2.10% ng/ab (5000 ppm) caused the rates respective of mortality of 65.5 + 2.4
% and 85 % at 24 h and 48 hours after the test. It is necessary to promote
sustainable plant protection practices in relation with the use of herbicides to
avoid negative impact on bees’ population.
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Résumé

L’obtention de hauts rendements en agriculture nécessite 1’utilisation
des pesticides contre les ravageurs. Cependant, la protection des
pollinisateurs, précisément les abeilles s’avere trés importante. L’objectif de
cette étude était d’étudier I’impact sur 1’abeille Apis mellifera adansonii de
trois herbicides utilisés couramment dans la protection des cultures au Bénin.
Dix doses de chaque herbicide ont été utilisées et ont varié de 0,0036.10°
ng/ab (10 ppm) a 1,8.10° ng/ab (5000 ppm) pour Roundup, de 0,0041.10°
ng/ab (10 ppm) a 2,05.10% ng/ab (5000 ppm) pour Glycel et de 0,004.10°
ng/ab (10 ppm) a 2.10% ng/ab (5000 ppm) pour Alligator. Chaque traitement
¢tait constitué de trois répétitions de 25 abeilles chacune. Avant le
traitement, les abeilles ont été anesthésiée avec de 1’éther. Les observations
ont été faites a 2 h, 10 h, 18 h, 24 h, 36 h et 48 h apres le test. Les résultats
ont indiqué que 48 heures aprés, les doses supérieures ou égales a 0,36.10°
ng/ab (1000 ppm) de Roundup ont induit des taux de mortalité supérieure a
85 %. Apres 24 heures, le plus fort taux de mortalité de Glycel (45,2 + 1,6
%) a été induit par la dose de 1,23.10° ng/ab (3000 ppm). La dose d’Alligator
de 2.10% ng/ab (5000 ppm) a occasionné les taux respectifs de mortalité de
65,5 +2,4 % et de 85 % a 24 h et 48 heures apres le test. Il est nécessaire de
promouvoir de pratiqgues phytosanitaires durables en relation avec
I’utilisation des herbicides, pour éviter les impacts négatifs sur les
populations d’abeilles.
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Introduction

Le Bénin est un pays a vocation agricole (PPAB, 2004). L’agriculture
représente 40 % de son Produit Intérieur Brut (PIB) et occupe 70 % de la
population active (SCRP, 2007). Les agriculteurs associent plusieurs
cultures comme le mais et le manioc essentiellement au Sud, le mais et le
sorgho dans le Nord du pays. L’élevage des animaux est associé a cette
activité pour permettre aux producteurs de subvenir a leurs besoins en
période de disette (SCRP, 2007). Depuis quelques années, I’apiculture est
progressivement entrée dans les habitudes des producteurs. Mais la plupart
des apiculteurs (70 %), pratiquent cette activit¢ pour récolter du miel
(Paraiso et al., 2012a ; Paraiso et al., 2012b). Des études ont montré que la
présence de 2 a 3 ruches par hectare dans un verger augmentent de 30 % la
production (Pouvreau, 1984). Des données montrent que les abeilles
contribuent a environ 10 % du chiffre d’affaire de 1’agriculture mondiale
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(Adam, 1985; Costanza et al., 1997). En France, la pollinisation des abeilles
a augmenté la production agricole a hauteur de 3 milliards de francs
(Borneck et Bricout, 1984).

Depuis quelques années, des phénomenes d’affaiblissement de
ruchers avec une diminution de ’activité des abeilles, une disparition subite
des colonies et/ou une mortalité massive des abeilles, entrainant des pertes de
rendements en graines et une réduction de la miellée ont été observés
(Viniwanou, 2010; Paraiso et al., 2012a; Paraiso et al., 2012b). Plusieurs
facteurs sont évoqués pour expliquer ce phénoméne. Entre autres, les
pesticides utilisés pour la protection des cultures en agriculture en sont pour
une large part responsables. L’une des conséquences est la baisse de
I’activité des abeilles, alors que le nombre de cultures agricoles dépendant de
la pollinisation a augmenté (Viniwanou, 2010; Paraiso et al., 2012a ; Paraiso
et al., 2012b).

L’une des premicres causes du déclin des abeilles restent les
pesticides. En effet, plusieurs études réalisées dans le monde indiquent que
tous les pesticides utilisés en agriculture sont susceptibles de nuire aux
abeilles. Louveaux (1984) indique que dans les années 50, I’apiculture a
souffert des pesticides dans le bassin parisien ou s’est intensifiée d’année en
année la culture du colza. L’effet pervers des pesticides sur les abeilles est
beaucoup plus perceptible dans les travaux de Johansen (1977), lorsqu’il
montrait que le carbaryl, un insecticide coton aux Etats-Unis d’Amérique a
causé dans les années 1967, la destruction de 70000 colonies d’abeilles dont
33 000 colonies dans 1’état de Washington ou il a servi a traiter le mais. Des
¢tudes menées par Ingram et al. (1996) montrent que le nombre de colonies
d’abeilles aux Etats-Unis d’Amérique est passé de 4,3 millions en 1985 a 2,7
millions en 1995 a cause des pesticides. En Europe, le nombre de ruches a
diminué d’environ 16 % entre 1985 et 1991, et le nombre d’apiculteurs
d’environ 8 % (Williams et al., 1991). En France, I’effectif des apiculteurs et
des ruches a respectivement diminué¢ de 20 % et 30 % en 1996 et 2001
(Védrenne, 2002).

Ces insecticides affectent aussi les aptitudes comportementales des
abeilles au nombre desquelles, les performances d’apprentissage et de
mémorisation, (Pham-Delégue et al., 1992 ; Masson et al., 1993). Une dose
sublétale de permethrine (Mamood & Waller, 1990), ou I’administration
subchronique d’imidaclopride et d’endosulfan (Decourtye et al., 2000) ou les
applications de doses au champ d’endosulfan et de cyfluthrine (Abramson et
al.,2000) diminuent la capacité d’apprentissage olfactif des abeilles. Des
¢tudes au Bénin confirment également cette toxicité des pesticides aux
abeilles (Paraiso et al., 2011; Zoclanclounon et al., 2016 ; Zoclanclounon et
al., 2017).
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Les doses de pesticides utilisées au Bénin en protection des cultures
sont en général supérieures a celles recommandées (Agbohessi et al., 2011 ;
Paraiso et al., 2013). Cette pratique n’est pas sans conséquence sur les
abeilles. Ainsi, la toxicité des insecticides aux abeilles est assez largement
prouvée. Qu’en est-il des herbicides utilisés en agriculture de par le mode?
Quel est I’impact de I’herbicide le plus utilisé dans le monde et contenant la
maticre active “glyphosate* ?

L’objectif de cette étude était d’évaluer la toxicité pour ’abeille Apis
mellifera adansonii de trois herbicides largement utilisés au Bénin, en
Afrique et dans le monde.

Matériel et méthodes
Milieu d’étude

Les échantillons d’abeilles ont été collectés dans un rucher sis a
Gannou dans la commune de Parakou située dans le Département du Borgou
au Nord-Est du Bénin. Le Borgou est un département avec une superficie de
25 856 km?, une population de 1 214 249 habitants en 2013 et une densité de
46,96 hab/km?.. Il comprend 8 communes dont : Bembereke, N’Dali, Nikki,
Kalale, Parakou, Perére, Sinendé et Tchaourou (INSAE, 2015).

La commune de Parakou se situe entre 9°21 de latitude Nord et 2°36
de longitude Est, a une altitude moyenne de 350 m et s’étend sur 441 km
(INSAE, 2015). Elle est caractérisée par un climat tropical humide de type
soudanien avec une grande saison pluvieuse et une grande saison seche.. La
saison des pluies commence en avril et dure environ 6 a 7 mois. La saison
séche dure aussi 5 a 6 mois. La température moyenne annuelle enregistrée
oscille autour de 27,6° C avec un maximum de 32° C en mars et un
minimum de 23° C en décembre-janvier. L’humidité relative varie entre 26,5
% (décembre) et 82 % (Aoit) et la pluviométrie annuelle varie entre 900 et
1.200 mm (INSAE, 2015).

Matériel

Les travaux ont été effectués dans le Laboratoire de Protection des
Végétaux, de Pathologie et de Parasitologie des Abeilles de I’Université de
Parakou. Trois herbicides ont été utilisés, il s’agit de : Roundup contenant
360 g/L de glyphosate, Glycel contenant 410 g/L de Glyphosate et Alligator
contenant 400 g/L de pendiméthaline.

Pour chacun de ces herbicides, des formulations de 10 ppm ; 30 ; 50 ;
100 ; 250; 500 ; 1000 ; 2000; 3000 et 5000 ppm ont été préparées. Elles
correspondent aux doses par abeille dans 1 microlitre de:
o 0,0036.10% ng/ab; 0,010.10° ng/ab; 0,018.10° ng/ab; 0,036.10% ng/ab;
0,09.10° ng/ab; 0,18.10° ng/ab; 0,36.10° ng/ab; 0,72.10° ng/ab; 1,08.10°
ng/ab et 1,8.10% ng/ab; pour Roundup;
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D3 0,0041.10% ng/ab; 0,0123.10° ng/ab; 0,021.10%ng/ab; 0,0041.10°
ng/ab; 0,10.10% ng/ab; 0,21.10° ng/ab; 0,41.10° ng/ab; 0,82.10° ng/ab;
1,23.10° ng/ab et 2,05.103ng/ab; pour Glycel,

R 0,004.10% ng/ab; 0,012.10% ng/ab; 0,02.10° ng/ab; 0,004.10° ng/ab;
0,1.10% ng/ab; 0,2.10° ng/ab; 0,4.10° ng/ab; 0,8.10° ng/ab; 1,2.10% ng/ab et
2.10° ng/ab; pour Alligator.

Les abeilles témoins ont ét¢ inoculées avec de 1’eau sans pesticide.
Chaque traitement était constitué de trois répétitions. Les abeilles ont été
prélevées deux heures avant le test et laissées dans une glaciere contenant de
la glace, a une température de 25° C, dans I’obscurité et privées de
nourriture. L’inoculation a été effectuée en appliquant 1 microlitre de chaque
dose sur le pronotum des abeilles apres les avoir anesthésiées. Toutes les
abeilles ont été ensuite placées dans des boites en polystyréne, perforées,
recouvertes par du grillage a petites mailles. Une solution a base de
saccharose (500 g) et de 1 litre d’eau a été préparée et a servi a nourrir les
abeilles ad libitum.

Analyse statistique des données

Pour déterminer les différences entre les moyennes des traitements,
I’analyse de variance a été effectuée apres transformation des données brutes
(pourcentage de la mortalité des abeilles), par la fonction (arsin(x)), avant les
analyses sur ANOVA. L’analyse de variance ANOVA a été faite a I’aide du
logiciel SPSS version 9.0 sur ces données pour la comparaison des
traitements entre eux. En cas de différences significatives, le test de Student
Newman-Keuls (SNK) a été utilisé pour séparer les moyennes des différents
traitements. Tous ces parameétres ont été analysés au seuil de signification de
5 %. Les corrections relatives a la mortalité¢ des témoins ont été effectuées
selon Abbott (Finney, 1971).

Pour le calcul des doses 1étales, les données obtenues sont traitées par
le logiciel WinDL (CIRAD, Montpellier, version 1998), qui permet de
modéliser 1'effet de concentrations croissantes d'une molécule d'insecticide
sur le taux de mortalité de lots d'insectes (relation dose-effet). Le logiciel
WinDL calcule un ajustement des résultats a une droite, apres la
transformation logarithmique des concentrations et probit des fréquences
cumulées de mortalité (droite de Henry).

Résultats
Evaluation de la toxicité de I’herbicide Roundup (360g de glyphosate)
> Sensibilité des abeilles aux différentes doses appliquées
La figure 1 montre qu’a 24 heures apres le test, les taux de mortalité
observés au niveau de tous les traitements ont été inférieurs a 25 % et il
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n’existe pas de différence significative entre ces taux. Apres 48 heures, les
faibles doses 0,0036.10° ng/ab (10 ppm); 0,010.10° ng/ab (30 ppm) et
0,018.10° ng/ab (50 ppm) ont occasionné un taux de mortalité inférieur a 50
% tandis que les fortes doses 0,36.10° ng/ab; 0,72.10° ng/ab; 1,08.10° ng/ab
et 1,8.10° ng/ab (1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm et 5000 ppm) ont induit
des taux de mortalité supérieurs a 85 %.

Il existe une différence hautement significative au seuil de 5 % entre
les taux de mortalité observés au niveau des témoins et celui de la plus forte
dose

100,0% 4
80,0% 4 == Tamoin
== 10 ppm
== 30 ppm
-] 60.0% 1 —t=—50 ppm
Tg =100 ppm
= 40,0% 4 =250 ppm
e 500 ppm
$ —=—1000 ppm
20,0% 1 == 2000 ppm
O —=3000ppm
0,0% - ——— ——— T —1— 1 =—=5000 ppm
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Temps d'exposition (heures)

Figure 1: Effet des doses croissantes de la matiére active de I’herbicide
Roundup sur la mortalité des abeilles.

> Evaluation des doses létales a 10, 50 et 90 % de Roundup

Les résultats ont montré que 1,1 x 10%+ 2,0 g/L a été nécessaire pour tuer 50
% des abeilles apres 36 h, et 90,3 = 2,0 g/L pour 50 % des abeilles apres 48 h
comme mentionnés dans le tableau 1.

Le test d’ajustement du modéle aux données réalis¢ 36 h apres a indiqué les
résultats suivants: y2 calculé¢ = 3,617 ; ddl = 8 ; p = 0,890 %. Ces valeurs ont
montré que la mortalité a augmenté avec I’augmentation de la dose.

Tableau 1 : Doses létales de Roundup et leurs limites inférieures et
supérieures 18 h et 36 h apres le test de toxicité

Doses létales Doses (g/L) Limite inférieures Limites supérieures
DL90 (36h) 3,0x10°+ 2,5 7,3x10* 7,6x10°
DL50 (36h) 1,1x10%3+£ 2,0 1,4x10? 3,3x10°
DL10 (36h) 40 + 6,3 7,5x10° 4,8x10*
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DL90 (48h) 36x10%+1,6 1,3x103 1,3 x 10
DL50 (48h) 90,3+2.0 75,2 3,1 x10?

Evaluation de la toxicité de I’herbicide Glycel (410 g/L de Glyphosate)
> Sensibilité des abeilles aux différentes doses appliquées

Le plus fort taux de mortalit¢ de I’herbicide glycel aprés 24 heures
était de 45,2 + 1,6 % (figure 2) et a été induit par la dose de 1,23.10° ng/ab
(3000 ppm). Quarante huit heures aprés, la dose de 2000 ppm (0,82.10°

ng/ab) a occasionné la plus forte mortalité qui était de 85,2 & 3,2 %).
Figure 2: Effet des doses croissantes de I’herbicide glycel sur la mortalité des abeilles
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> Evaluation des doses létales a 10 ; 50 et 90 % de Glycel

L’étude des différentes doses Ilétales induites par Glycel a été
résumée dans le tableau 2. Les résultats ont indiqué qu’a 18 h apres, il a fallu
2x10°+ 7,9 g/L de matiére active pour tuer 90 % des abeilles ; 1,03 x 104+
2,0 g/L pour 50 % des abeilles et 5,41 x 10%+ 2,5 g/L pour 10 % des abeilles.

Tableau 2 : Doses Iétales de Glycel et leurs limites inférieures et supérieures 8 18 het 24 h

Doses létales Doses (g/L) Limite inférieures Limites supérieures
DL90 (18h) 2x10%+ 7.9 1,62x10? 2,40x107

DL 50 (18h) 1,03x10%+ 2,0 1,95x10? 5,47x10*
DL10 (18h) 5,41x 102+ 2,5 5,83x10! 5,0x10°
DL90 (24) 1,6 X108+ 19,9 8,8x102 1,3 x10°
DL50 (24h) 1,5x10*+2,5 1,9 x108 1,2 x10°
DL10 (24h) 2,1x10%+6,3 35 1,3 x10*

Le test d’ajustement du modele aux données (Test chi2) effectué¢ 18 h
aprés, a montré les résultats suivants : 2 calculé = 21,504 ; ddl = 8; p =
0,006 % indiquant qu’il n’y a pas d’effet dose réponse ; en d’autres termes,
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la mortalité n’a pas augmenté avec 1’augmentation de la dose. Il en est de
méme pour celui effectué 24 h apres ( y? calculé = 19,381; ddl=8 ; p = 0,013

%).

Evaluation de la toxicité de I’herbicide Alligator (400g/L de
pendiméthaline)

> Sensibilité des abeilles aux différentes doses

A 24 h aprés le début du test, les deux plus fortes doses 1,2.10% ng/ab
(3000 ppm) et 2.10° ng/ab (5000 ppm) ont induit des taux de mortalité
respectifs de 61,2 £2.4 % et 65,5 + 2,4 % (Figure 3).

Les doses supérieures a 0,2.10° ng/ab (500 ppm) ont induit des taux
de mortalité supérieurs a 75 % 48 heures apres le test.

11 existe une différence hautement significative au seuil de 5 % entre
les taux de mortalité observés au niveau des témoins et ceux des plus fortes

doses.
Figure 3: Effet des doses croissantes de la matiére active de Alligator sur la
mortalité des abeilles
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> Evaluation des doses létales a 10, 50 et 90 % d’Alligator

Le tableau 3 ci-dessou indique les résultats de 1’évaluation des doses
létales de ’herbicide. Ces résultats ont montré qu’il a fallu 5,8 x 10° + 5,0
g/L pour avoir 90 % du taux de mortalité des abeilles apres 18 h, contre 5,1
x 10% + 2,0 g/L aprés 36 h pour avoir le méme taux de mortalité (90 %).

Tableau 3: Doses létales d’ Alligator et leurs limites inférieures et supérieures a 18 h et 36h

Doses létales Doses (g/L) Limite inférieure Limite supérieure
(g/L) (g/L)
DL90 (18 h) 5,8x10°+ 5,0 8,5x10* 1,4x10°
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DL50 (18h) 7,8x10% £ 1,6 3,7x10° 3,0x10*

DL10 (18h) 1,0x10% =32 0.2 5,0x102
DL90 (36h) 5,1x10% + 2,0 2,1x10* 3,5 x10°
DL50 (36h) 1,5x10% + 1,3 6,2x102 2,5x10°
DL10 (36h) 42,5425 2,1 1,6 x 102

Pour les données obtenues 18 h apres, le test d’ajustement du modéle
aux données a donné les résultats suivants : 2 calculé = 5,672 ; ddl =8 ;p =
0,684 %. Ces résultats ont indiqué qu’il y a eu un effet dose-réponse (p > 0,5
%). En d’autres termes, la mortalité a augmenté avec 1’augmentation de la
dose. 1l en est de méme pour celui réalis¢ 36 heures aprés (y* calculé =
1,759 ; ddI= 8 ; p= 0,988 %).

Discussion

Les abeilles sont les principaux insectes pollinisateurs. Elles sont
soumises a des pressions diverses parmi lesquelles les insecticides qui
entrainent leur déclin. Plusieurs études réalisées montrent 1’effet direct de
ces produits phytosanitaires sur les abeilles. Les études n’ont cependant
concerné que les insecticides (Nauen et al., 2001; Decourtye, 2002; Suchail,
2009 ; Zoclanclounon et al., 2016 ; Zoclanclounon et al., 2017). L’effet des
herbicides sur les abeilles n’a ét¢ montré qu’a travers la contamination des
produits de la ruche (pollen, de la cire, du miel ...) (Bernal et al., 2000 ;
Martel et al., 2007 ; Frazier et al., 2008 ; Mullin et al., 2010).

L’incidence de I’herbicide amicarbazone dans un échantillon de
pollen pris dans un rucher est de 98 ppb (Fernandez-Muino et al., 1995).
Avec I’atrazine, un herbicide systémique, des valeurs de 31 ppb dans la cire,
49 ppb dans le pollen et 81 ppb dans le miel sont observées (Rissato et al.,
2007). Une dose de 1730 ppb de I’herbicide pendiméthaline est détectée dans
un échantillon de pollen pris dans un rucher (Van Engelsdorp et al., 2009).
Les résultats de la présente étude réalisée avec 1’herbicide Alligator dont la
matiere active est la pendiméthaline ont indiqué une mortalité de plus de 20
% avec une dose de 10 ppm 48 heures apres le test.

Avec la matiére active glyphosate qui est un herbicide largement
utilis¢ en agriculture de par le monde et au Bénin, les études ont été
effectuées avec des doses variant de 4,1 ng/ab (10 ppm) a 2,05 10° ng/ab
(5000 ppm). Les valeurs de la DL50 de Glycel ont varié¢ de 1,03 x 10* g/l
aprés 18 heures a 1,5 10% g/l 24 h aprés le test. Avec Roundup, les doses ont
varié de 3,6 ng/ab (10 ppm) a 1,8 x 10°ng/ab (10 ppm) et la DL50 a varié de
1,1 x 10% g/l pour 36 h 4 90,3 g/ aprés 48 h. Ces valeurs des DL50 obtenues
avec le Glyphosate sont supérieures a celles trouvées par (Zocalnclounon et
al., 2016) avec I’insecticide deltaméthrine et 21 fois supérieures a celles
obtenues par Zoclancloun et al. (2017) avec Cypadem, un insecticide connu
trés toxique aux abeilles. Des études menées avec la deltaméthrine sur les
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abeilles Apis mellifera mellifera indiquent une DL50 a 24 et 48 h de 51 ng/ab
(Stevenson, 1978 ; Worthing, 1979). Une DL50 de 109,72 ng/ab est trouvée
par Atkins et Anderson (1954). D’autres auteurs obtiennent une DL50 a 48
heures de 0,067 pg/ab (Smart et Stevenson, 1982). Lorsqu’il est reporté
qu’au laboratoire, la dose 1étale a 50 % (DL50) d’un produit donné varie
fréquemment d’un facteur 10, quelquefois d’un facteur 100, voire 1000
(Atkins et al., 1981), ces différentes valeurs de DL50 des insecticides
mentionnées ci-dessus en comparaison avec celles des herbicides obtenues
dans la présente étude montrent une similitude de LD50 entre les insecticides
et les herbicides.

Les résultats de la présente étude ont montré que l’utilisation des
herbicides dans le maraichage et probabement sur les autres cultures, a un
impact négatif sur ’abeille Apis mellifera adansonii. Les herbicides sont
pourtant connus pour ne pas étre nocifs aux insectes. Il est donc nécessaire
de prendre des dispositions appropriées afin de préserver la vie des abeilles
et autres pollinisateurs a travers une utilisation rationnelle des herbicides.

Conclusion

Les herbicides sont connus pour ne pas étre toxiques aux auxiliaires
de cultures. Les résultats de la présente étude ont pourtant montré leur
caractere nocif aux abeilles. La toxicit¢ de ces matieres actives a été
comparable a celle des insecticides. L’utilisation inappropriée de ces
matieres actives par les agriculteurs est assez préjudiciable aux
pollinisateurs. Du fait des multiples intéréts que revétent les abeilles, il
s‘avere trés important de recourir a des pratiques durables de gestion des
ravageurs dans le cadre de la protection des végétaux.
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