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RESUME

Pour se nourrir, I’abeille domestique butine du nectar et récolte du pollen de fleurs. Le pollen prélevé
est ensuite aggloméré sous forme de pelotes qu’elle transporte jusqu’au nid. Ce comportement est mal
connu et aucune recherche n’a encore caractérisé les substances intervenant dans cette compaction. Dans
ce contexte, une ¢étude a ¢té menée sur 4 espeéces végétales : la picride, le troéne, le coquelicot et
le tournesol afin de comparer le profil glucidique du pollen pur et du pollen aggloméré. Des analyses par
chromatographie ionique haute performance ont permis de mettre en évidence que les abeilles
domestiques ajoutent 3 sucres au pollen pur pour former leurs pelotes sur picride, un sucre sur troéne et
de 1 a 4 sucres différents pour les butineuses de coquelicot et de tournesol. La nature des sucres ajoutés
ainsi que leur quantité varie avec 1’espece végétale. De plus, il a été montré que le pollen de tournesol
est celui qui en contient le plus alors que celui du troéne est le plus pauvre en glucide. Ainsi, ces études
ont permis de mettre en évidence que, pour agglomérer le pollen, les abeilles domestiques utilisent

des composés d’origine glucidique provenant du nectar.

I- INTRODUCTION

Dans le monde, on compte actuellement 20 000 especes d’abeilles
(http://www.discoverlife.org/mp/20q?guide=Apoidea species), dont 1000 en France qui incluent 1’abeille
domestique, Apis mellifera, qui produit le miel. Ces hyménopteres jouent un rdle capital
dans la pollinisation, c’est-a-dire le transport du pollen des anthéres vers le stigmate d’une méme plante
ou d’une plante différente. On distingue la pollinisation anémophile (transport du pollen par le vent) et
entomophile (transport du pollen par les insectes). La morphologie des abeilles (présence de poils
branchus qui recouvrent tout ou une partie de leur corps), leur régime alimentaire constitué¢ exclusivement
de nectar et de pollen, et leur comportement de butinage en font des vecteurs de pollen particulierement
efficaces et précis. Grace a ce service de pollinisation, les abeilles contribuent a la survie et a 1’évolution
de plus de 80% des especes végétales (Allen-Wardel et al. 1998). En agriculture, les abeilles sont utilisées
pour faciliter la reproduction sexuée des plantes dans le but de produire des fruits et des graines
commercialisables. L’intervention des insectes pollinisateurs, au premier rang desquels les abeilles, a été
estimée a plus de 153 millions d’euros en 1995 pour les cultures qui nourrissent directement I’humanité
(Gallai et al. 2009).

On distingue les abeilles domestiques, Apis mellifera, des abeilles sauvages. Les premiéres sont sociales
et constituent des colonies composées de trois castes d’individus : (i) les ouvrieres, ou 1’on retrouve
les butineuses de nectar et de pollen, les nourricicres et les nettoyeuses, (ii) la reine, et (ii1) les males
appelés aussi faux-bourdons. Le fait de vivre en communauté va entrainer toute une série
de comportements, comme la récolte du pollen et du nectar qui sera stocké sous forme de miel puis

redistribué au reste de la colonie. Au contraire, la majorité des especes sauvages sont solitaires.



Le nectar constitue la ressource principale butinée par les abeilles domestiques et les glucides y sont
les constituants principaux avec trois sucres majoritaires, le glucose, le fructose et le saccharose.
Le nectar est également constitu¢ de sucres minoritaires en quantité beaucoup plus faible, mais souvent
caractéristiques de 1’espece végétale (Cotte et al. 2003).

Les ¢études palynologiques ont permis d’avoir une bonne connaissance sur 1’étendue du régime
alimentaire pollinique et sur I’importance des différentes sources de pollen pour 1’abeille. Le pollen a
pour role de finaliser le développement des structures internes de 1’abeille comme ’appareil digestif et
circulatoire. Par sa constitution, le pollen représente 1’apport protéique et lipidique des abeilles. Il contient
également des acides aminés, des vitamines, des caroténoides et flavonoides, et des sucres qui peuvent
constituer 35 a 61% du poids frais du pollen d’abeilles (Human et Nicholson, 2006). Le pollen mature
possede une quantit¢ de saccharose inversement proportionnelle a celle de [’amidon
(Speranza et al. 1996). Ce dernier est 1’¢lément clé de la survie du pollen (A. Speranza et al 1996, Castro
et Clément 2007, Hoekstra & van Roekel 1988, Hoekstra et al 1989, 1991). Le grain de pollen transporté
par I’abeille est une structure cellulaire contenant des gamétophytes males. Il est formé d’une enveloppe
constituée de plusieurs couches dont une couche externe, trés résistante, I’exine. Selon leurs modes
de dissémination, les grains de pollen présentent une morphologie différente. Leur diamétre peut varier de
3 um (Myosotis) a 200 um (Cucurbita pepo). Les butineuses de pollen agglomérent le pollen en pelote au
niveau de leurs corbicules pour le transporter jusqu'a la ruche tandis que les abeilles sauvages vont
le stocker au niveau de leur face ventrale ou de leur scopae. C’est la forme ornementée du pollen
entomophile qui lui permet de rester accroché aux poils branchus de 1’abeille ou de faciliter son
agrégation en pelote (Vaissiere & Vinson 1994). Les pelotes sont constituées de pollen de fleur
(pollen pur) mélangé avec du nectar ou des sécrétions d’abeilles (Silva et al 2006). Par ailleurs, R.W
Thorp a montré en 1979 que certaines espéces d’abeilles sauvages (Panurginae et Mellitidae) rajoutaient
des substances pour stocker le pollen sur leur corps. Néanmoins, les mécanismes d’agrégation restent mal
connus. Par exemple les facteurs de variation de la quantité de liants ajoutés au pollen n’ont jamais été
¢tudiés. De plus, il se pourrait que la pression osmotique ou 1’action de certains composés spécifiques
des substances ajoutées lors de 1’agglomération du pollen, diminuent la viabilit¢ du pollen

(Vaissiere et al. 1996).

Ainsi, I’objectif de ce stage est de mieux comprendre les interactions pollen-abeilles. Dans un premier
temps, un travail méthodologique sera réalisé pour analyser quantitativement la composition glucidique
du pollen pur en comparaison avec du pollen de la méme espeéce mis en pelotes sur quelques especes
végétales (coquelicot, picride, troéne, tournesol). La détermination quantitative et qualitative des sucres
sera effectuée par chromatographie ionique haute performance (HPIC). Cette analyse permettra d’évaluer

la nature et les quantités de sucres ajoutés par les abeilles melliféres lors de leur récolte du pollen.



II- MATERIELS ET METHODES

a) Matériel végétal

® Pollen pur

= La récolte des boutons floraux de coquelicots (Papaver roheas) commence a 6H30 avant le butinage
des abeilles pour éviter toute contamination de pollen et augmenter les chances de son prélévement.
Les étamines sont extraites des boutons floraux apres avoir séparé les fleurs de leur tige avec une lame
de rasoir. On attend ensuite la déhiscence des anthéres (photos 1 et 2).

Tous les grains de pollen seront récoltés apres avoir placé les étamines sur du papier d’aluminium a cause

de sa neutralité en terme chimique et de son rdle anti-électrostatique.

Photosl et 2 : Champs et anthéres déhiscentes de Papaver roheas (9P.ROYER)

Une fois la déhiscence terminée, les étamines placées dans une boule a thé sont vibrées afin de libérer
les grains de pollen qui sont ensuite stockés a -20°C. Chaque tube contient un poids frais supérieur ou

¢gal a 10 mg de pollen pur (PP), quantité minimale pour I’analyse en HPIC.

=> Pour le pollen de picride fausse vipérine (Picris echioides), du troéne commun (Ligustrum vulgaris) et
du tournesol (Heliantus annuus), la récolte du pollen se fait en début d’aprés-midi. Des rameaux qui n’ont
pas encore fleuris sont coupés afin d’éviter toute contamination. L’extraction du pollen et sa récolte sont

réalisées de la méme fagon que sur coquelicot.
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* Les pelotes des abeilles domestiques

Les pelotes des abeilles domestiques (photos 3 et 4) sont prélevées avec une pince fine n°5 sous la loupe
binoculaire. Elles sont de couleurs différentes selon I’espece végétale. Elles sont de couleur noire pour
le coquelicot, jaune pour la picride et le troéne et orange pour le tournesol. Les pelotes de tournesol sont

plus 1égeres que les autres a cause de la paroi hérissée du grain de pollen qui I’empéche de s’agréger

correctement avec d’autres grains. La pelote est dite creuse (photo 5).

/T

Photos 3 et 4: Pelote et grains de pollen agglomérés par MEB (©Chifflet — Bornard — INRA 2008)

Chaque pelote est pesée avec une balance de précision. Si son poids est inférieur a 10 mg, les deux
pelotes seront analysées en méme temps, dans le cas contraire, une répétition supplémentaire sera
réalisée. 700 uL d’H,O ultrapure sont ajoutés aux pollen pur, pelotes ou pollen non aggloméré et déposés
dans des tubes eppendorf puis placés dans le bac a ultrason et soniqués pendant 1 minute. Les solutions

sont homogénéisées a I’aide d’un vortex puis filtrées avec des filtres IC Millex -LG (@ 13 mm, 0,2 pm).

S
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Photo 5 : grains de pollen de tournesol par MEB (©Chifflet — Bornard — INRA 2008)



b) Matériel animal

Les abeilles domestiques (photo 6) sont capturées avec un filet. Une glaciére permet de conserver

les pelotes et les spécimens. Les abeilles sont déposées dans des tubes en verre puis stockées a -20°C.
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Photo 6: Apis mellifera sur Heliantus annuus (© PROYER)

c¢) Analyse par HPIC

L’HPIC est une technique permettant une détection trés sensible des sucres (photo 7). Cette technique
utilise une phase stationnaire sur laquelle se trouvent des groupements ionisés : échangeur d’anions
(un soluté ionis¢ de charge opposée se trouvera d’autant plus retenu que sa charge sera plus forte).
Cette phase stationnaire est généralement poreuse et renferme dans ses pores une phase liquide qui peut
joue un réle tres important dans les séparations. Une colonne carbo Pac Al est utilisée car elle est
spécifique pour la séparation des sucres.

La solution ¢luante (250 mM NaOH ; 4mM Acétate de Na) est préparée avec 10,4 mL de NaOH a 46%
et 0,262 g d’Acétate de sodium. La durée de 1’¢lution est de 40 min par échantillon. A la fin, les différents
profils glucidiques de chaque espeéce végétale sont étudiés. Avant d’analyser les échantillons, il est
nécessaire de procéder a une calibration. Pour cela, un mélange de 12 sucres (sorbitol, maltose, tréhalose,
stachyose, rhamnose, glucose, fructose, mélibiose, saccharose, mélézitose, raffinose et erlose) est réalisé a
une concentration de 2 mM. Différents volumes de cette concentration sont injectés de fagon a obtenir
15; 12,5; 10; 7,5; 5 et 2,5 nmoles de chacun des sucres. La calibration permet de transmettre a la
machine les informations sur le temps de rétention et la relation aire-quantité des sucres dans le but
de déterminer d’un point de vue qualitatif et quantitatif les différents sucres contenus dans le pollen. Pour

chaque échantillon, deux répétitions sont réalisées.
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III- RESULTATS

Le poids moyen des pelotes est résumé dans le tableau 1 ci-dessous. Sur troéne, la moyenne donnée

correspond a la somme des pelotes portées par I’abeille, a cause d’une erreur de manipulation.

Nom
Picride Troéne Coquelicot Tournesol
de espéce végétale
Poids des pelotes
(moyenne en mg 14,00 £+ 1,41 9,33 +2,52 10,83 £ 1,60 6,35 + 0,47

+ écart-type)
Tableau I : Nombre d’abeilles domestiques et poids moyen des pelotes prélevées sur différentes espéces végétales.

Les résultats mettent en évidence que le poids moyen des pelotes varie avec 1’espece végétale. En effet,

les pelotes de picride sont les plus lourdes avec 14,00 mg alors que celles du troéne semblent étre les plus

légeres avec 8,67 mg pour deux pelotes.

L’analyse par HPIC a permis de mettre en évidence la présence de différents sucres dans le pollen pur

ainsi que dans le pollen aggloméré. Les résultats sont montrés dans la figure 1 ci-dessous.
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Figure 1 : Quantification en milligrammes de sucre par grammes de pollen de 4 espéces végétales (moyenne + SE)



Le pollen pur de picride contient 4 sucres, le glucose, le fructose, I’erlose, et le mélibiose. Le glucose et
le fructose sont majoritaires. En raison d’une trop faible quantité de pollen récolté, I’analyse n’a pu étre
répétée.

Pour le troéne, 5 sucres ont été¢ mis en évidence dans le pollen pur. Les sucres sont le glucose, le fructose,
le saccharose, I’erlose et le mélibiose. Le glucose et le fructose restent les glucides majoritaires.

Un seul échantillon a pu étre aussi analysé en raison de la trop faible quantité de pollen pur récolté.

Le pollen pur de coquelicot contient 6 sucres: le glucose, le fructose et le saccharose qui sont
majoritaires du point de vue quantitatif avec une forte dominance pour le glucose et le fructose.
Le raffinose, le sorbitol et le mélibiose ont ét¢ mis en évidence en trés faible quantité. Enfin, 4 autres
sucres ont ¢té détectés mais ils ne sont ni identifiables et ni quantifiables. Trois répétitions ont pu
étre effectuées. Enfin, I’analyse des pelotes fait apparaitre de nouveaux sucres comme le rhamnose,

le maltose, le stachyose, le tréhalose et d’autres sucres non identifiés.

Le pollen pur de tournesol est composé de 8 sucres: le glucose, le fructose, le saccharose, 1’erlose,
le raffinose, le maltose, le mélibiose et le rhamnose. Le glucose, le fructose, 1’erlose et le rhamnose sont
les sucres majoritaires. En revanche, le maltose, le mélibiose et le raffinose sont présents en trés faible

quantité.

IV- DISCUSSION

Les analyses réalisées sur pollen pur nous ont permis de mettre en évidence que, quelque soit I’espece
végétale, le glucose et le fructose sont les sucres majoritaires. De plus, le nombre de sucres ajoutés et la
quantit¢ des sucres totaux varient selon le type pollinique. En effet, parmi les 4 espéces végétales
étudiées, le pollen pur de tournesol est celui qui posséde non seulement le plus de sucres d’un point de
vue quantitatif mais aussi d’un point du vue qualitatif. Par opposition, le pollen pur de troéne est celui qui
est le plus pauvre en substance glucidique.

Le poids moyen des pelotes varie de 4,67 mg (troéne) a 14 mg (picride). Ces résultats sont en accord avec
ceux de Maurizio (1953) et Warakomska (1962). Deplus, 1’étude a montré que le rapport de la quantité
de sucres dans le pollen aggloméré par rapport celle du pollen pur de picride fausse vipérine et de
tournesol est bien supérieur a celui du troéne et du coquelicot. Cet ajout plus important est dii a la
morphologie pollinique. En effet, le pollen de picride fausse vipérine et de tournesol est un pollen
échiné appartenant a la famille des Asteraceae et demande donc plus de substance ajoutée pour
la compaction des grains de pollen en pelote. En revanche, le pollen de troéne et de coquelicot
qui ont plutdt un type de morphologie réticulée demandent moins de composés pour agglomérer

le pollen.
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Ces travaux confirment 1’étude menée par Thorp en 1979 qui met en évidence que les abeilles
domestiques rajoutent des substances glucidiques afin d’agglomérer les grains de pollen
ornementés en pelotes. De plus, Vaissiére et Vinson ont montré en 1994 que la tension de surface
des solutions sucrées étant relativement constante, le profil des sucres ajoutés aux pelotes peut
donc varier dans de larges proportions entre les individus en fonction de 1’origine du nectar ou du
miel ajoutés au pollen. Par ailleurs, cette compaction permet aussi a 1’abeille d’optimiser sa capacité a

ramener du pollen de différentes especes végétales et de le conserver afin de nourrir la colonie. Ces sucres

ajoutés proviennent du nectar que les abeilles prélévent lors du butinage.

En perspective, dans un premier temps, il serait intéressant d’augmenter le nombre de sucres étudiés pour
obtenir le profil glucidique total du pollen pur et du pollen aggloméré car la calibration contenant
les 12 oses n’a pas permis de caractériser tous les sucres. Dans un second temps, 1’étude pourrait
étre étendue aux abeilles sauvages. Effet, ces dernieres stockant le pollen au niveau de leur face ventrale
ou de leur scopae pourraient elles aussi ajouter des substances glucidiques pour optimiser le transport des

grains de pollen vers leur nid.
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