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Résumé: Les reines de bourdons reconnaissent les mâles conspécifiques par les sécrétions des 
glandes labiales céphaliques (GLC). Le but du présent travail est d’identifier les molécules du 
bouquet phéromonal des GLC des mâles qui déclenchent un stimulus olfactif chez la femelle 
vierge de Bombus terrestris et de mettre en évidence une éventuelle variabilité subspécifique.
Afin d’y parvenir, 2 sous-espèces de Bombus terrestris sont étudiées: B. terrestris dalmatinus 
et B. terrestris canariensis. Les sécrétions des GLC des mâles sont analysées à l’aide d’un GC 
et  simultanément  vaporisées  sur  les  antennes  des  reines  dont  l’activité  neuronale  est 
enregistrée par un électro-antennographe. Un premier protocole est basé sur l’utilisation de 
reines entières immobilisées dans la pâte à modeler. Un second est basé sur l’utilisation des 
seules antennes fraîchement  coupées.  Les bouquets  phéromonaux des 2 sous-espèces sont 
testés au moyen de ces 2 protocoles et les réponses engendrées sont comparées.
Une grande variabilité  individuelle  des  réponses  est  observée.  Les reines de  B.  terrestris  
dalmatinus réagissent plutôt aux sécrétions non-consubspécifiques, alors que les reines de B.  
terrestris  canariensis ont  une  réaction  supérieure  aux  phéromones  consubspécifiques.  De 
petites variations génétiques interpopulationnelles sont peut-être la cause d’une différence de 
composition phéromonale entre ces 2 sous-espèces.
Les résultats portent à croire que les 2 taxons étudiés ont une composition de leur sécrétion 
des GLC qui diffère au point d’engendrer des réactions différentes.

Mots  clés: Bombus  terrestris,  notion  d’espèce,  électro-antennographie,  glandes  labiales 
céphaliques.
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1. Introduction

1.1. La notion d’espèce

Les définitions d’espèce et de sous-espèce sont parfois confuses. La notion d’espèce a 
beaucoup évolué au travers des époques. 

Tout d’abord, la notion d’espèce a été typologique. Depuis l’époque de Linné l’espèce 
définie  est  en  première  approximation  reconnue  comme  l’ensemble  des  individus  qui 
ressemblent  au type.  Le type  est  un spécimen de référence décrit  dans une publication et 
déposé dans un musée.

Le concept d’espèce biologique a surtout été développé par Mayr (1963). Les trois 
aspects importants dans cette définition de l’espèce sont les suivants:

- les espèces sont définies par leurs caractéristiques plutôt que par leurs différences;

- les espèces consistent en des populations plutôt qu'en des individus non-connectés 
isolés;

-  les  espèces  sont  davantage  définies  par  les  relations  entre  populations  non-
conspécifiques plutôt que par des relations entre individus conspécifiques.

La troisième caractéristique donnée par Mayr (1963) est très discutée. Au cours de 
leur parade nuptiale, les individus concentrent leurs recherches sur les membres appartenant à 
leur espèce et négligent totalement les individus d’autres espèces.

De plus, il définit l’espèce comme l’ensemble des individus capables d’engendrer une 
descendance fertile.  Selon cette définition, des individus morphologiquement  différents ou 
avec une parade nuptiale différente qui s’accouplent, appartiennent à une même espèce. Or ce 
critère présente d’innombrables exceptions.

En  réponse  à  ces  objections,  la  définition  d’une  espèce  la  plus  récente  et  la  plus 
opérationnelle, est celle de Paterson (1985, 1993). Paterson voit l’espèce comme l'ensemble 
des  individus  qui  présentent  un  même  système  de  recherche  et  de  reconnaissance  d’un 
partenaire sexuel potentiel. Ces individus d’une même espèce partagent des comportements 
tels que la recherche d’un conjoint, la parade nuptiale et l’accouplement. L’ensemble de ces 
messages  constitue  le  « Species  Mate  Recognition  System »  (SMRS).  Les  sous-espèces 
appartiennent  à  une  même  espèce.  Ce  sont  des  populations  distinctes  génétiquement  et 
géographiquement isolées mais qui peuvent s’accoupler aux zones de contact des distributions 
(Wilson & Brown, 1953) et qui de ce fait partagent le même SMRS.

1.2. La spéciation
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L’apparition de nouvelles espèces vivantes est due à un processus évolutif appelé la 
spéciation. Dans ce processus, la dérive génique ainsi que les sélections naturelle et sexuelle, 
moteurs de l’évolution, ont un rôle important. L’apparition d’une nouvelle espèce, n’est pas 
un événement soudain qui survient simultanément à une mutation et qui aboutit à un individu 
d’un nouveau type.  Une espèce consiste en plusieurs populations, elles-mêmes composées 
d’individus plus ou moins nombreux. Lorsque des populations interfécondes, d’une même 
espèce deviennent non-interfécondes, les deux espèces sont séparées: c’est le phénomène de 
spéciation. 

1.3. Le SMRS des bourdons

De nombreuses espèces de bourdons ont un comportement nuptial de marquage et de 
patrouille (Haas, 1949; Cederberg  et al., 1984.). Les mâles effectuent un circuit nuptial le 
long duquel ils s’arrêtent sur différents objets tels que des feuilles, des brindilles, des troncs 
d’arbre à différentes hauteurs. Les objets choisis sont marqués par la sécrétion des glandes 
labiales céphaliques (ou GLC), (Hovorka et al., 1998; fig. 1).

Figure 1. Comportement de marquage d’un mâle de Bombus lapponicus (Fabricius): (a) sur une feuille de 

Salix glauca L., (b) sur une feuille de Betula tortuosa L., et (c) sur une branche sèche de Betula nana L. 

(d’après Svensson, 1979).

Le mâle marque son circuit le matin. Il passe ensuite le reste de la journée à patrouiller 
le long du circuit. Si une femelle est posée sur une de ses marques, il la repère et entre en 
contact avec elle (Haas, 1949; Haas, 1967; Bergman, 1997).

Les modalités de ce comportement sont très spécifiques (Ăgren et al., 1979; Svensson, 
1979) (fig. 2).

Au-delà de la configuration spécifique du circuit, le marquage phéromonal du mâle 
doit être spécifique afin de n’attirer que les reines de son espèce.

La spécificité  du marquage implique  une composition  moléculaire  particulière  des 
phéromones nuptiales. Cette composition n’est pas constante. Elle varie par la combinaison 
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des composés, mais aussi par la concentration relative de chacun d’eux (Bergström  et al., 
1981; Terzo et al., 2003)

Chaque espèce a donc son propre mélange typique (Terzo et al., 2003). Les composés 
déposés  durant  le  marquage  sont  probablement  importants  comme  mécanisme  de 
reconnaissance spécifique (Bergström et al.,  1985).

Les différences  spécifiques  dans la  composition des phéromones nuptiales  sont  de 
précieux outils pour les études de taxonomie. Bergström (1980) et Bellés  et al. (1987) ont 
montré  que  la  composition  de  sécrétion  phéromonale  reflète  en  partie  les  approches 
phylogénétiques.

Svensson (1977), Bertsch (1997) et Rasmont  et al. (2005) ont utilisé cet outil pour 
vérifier  la  validité  d’espèces  de  bourdons  de  plusieurs  sous-genre,  respectivement 
Pyrobombus, Bombus et Sibiricobombus. 

1.4. Phéromones

1.4.1. Définition

Une phéromone est un ensemble complexe de différentes molécules. Les composés et 
leur  concentration  relative  définissent  une  phéromone.  Le  nombre  de  composés  ou  leur 
concentration peut varier d’un bouquet phéromonal à un autre. Un composé majeur peut ne 
pas avoir de rôle important. L’inverse est également vrai. Une phéromone se différencie d'une 
sécrétion  par  son  rôle.  En  effet,  seuls  les  composés  qui  induisent  un  changement  du 
comportement sont considérés comme phéromones.

1.4.2. Volatilité

Les  phéromones  volatiles  ont  un  poids  moléculaire  faible.  Ce  sont  des  composés 
linéaires  à  chaîne  carbonée  courte  (<  C18).  Elles  interviennent  lors  de  communications  à 
longue distance.

Les phéromones non volatiles présentent un poids moléculaire élevé. Leurs constituants sont 
des  hydrocarbures  ou  des  composés  à  chaîne  carbonée  longue  
(> C18). Elles entrent en jeu lors de communications à faible distance (Cassier et al., 2000).

1.4.3. Classification

Les phéromones sont  généralement  séparées  en deux catégories.  Les effets  de ces 
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deux catégories de phéromones s’appliquent à des temps différents (Larsson & Svensson, 
2004).

La première catégorie est celle des « primer pheromones ». Ces phéromones causent 
des  développements  ou  des  réponses  physiologiques  à  long  terme (Larsson  & Svensson, 
2004). Leurs effets mènent à une nouvelle situation globale de la société ou de l'individu 
(Jackson  & Morgan,  1993).  Le  manque  de  réponse  immédiate  évidente  semble  être  une 
difficulté pour l’étude de ces phéromones.

La seconde catégorie regroupe les « releaser pheromones ». Elles interviennent dans 
les interactions individuelles. Ces phéromones causent un changement immédiat et réversible 
dans le comportement de l’individu récepteur (Jackson & Morgan, 1993).

Au sein de cette catégorie, on retrouve sept classes principales de phéromones.

Les phéromones:

• d’alarme;

• de piste;

• de marquage territorial;

• de reconnaissance interindividuelle;

• d’agrégation;

• d’espacement;

• d’activités nuptiales (Jackson & Morgan, 1993).

1.4.4. Les phéromones nuptiales

Cette étude concerne les phéromones nuptiales. Elles interviennent dans le processus 
de mise en contact des deux sexes. A l’issue d’une éventuelle rencontre, elles permettent de 
proposer un accouplement.

De nombreuses études ont permis d’éclaircir ce point de vue. Une grande partie des 
recherches liées à ce type de phéromones ont été accomplies sur des Lépidoptères (Cassier et  
al., 2000; Nation, 2001).

1.4.5. Sécrétions

Les phéromones des insectes sont produites par des glandes exocrines. Elles varient de 
la  simple  glande  unicellulaire  individuelle  à  des  agrégats  cellulaires  internes,  élaborés  et 
connectés à un réservoir (Percy-Cunningham & Mac Donald, 1987).
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Figure 2. Schéma du circuit de patrouille de Bombus cryptarum en vert (à droite) et de Bombus terrestris 
en rouge (à gauche). Le 12 août à Baden, altitude de 150m (d’après Haas, 1967).

1.5. Modèle biologique

Le modèle biologique employé dans le cadre de cette étude est Bombus terrestris (L.) 
à large distribution dans la région Ouest – Paléarctique. Cette espèce appartient au sous-genre 
Bombus Latreille,  1802  sensu  stricto  (=  Terrestribombus Vogt,  1911).  Ce  sous-genre 
comprend aussi les espèces suivantes en Europe Occidentale:  Bombus cryptarum Fabricius, 
Bombus  lucorum (L.),  Bombus  magnus Vogt et  Bombus  sporadicus  Nylander.  D’autres 
espèces se trouvent en Amérique du Nord (Bombus moderatus Cresson, Bombus occidentalis 
Greene et  Bombus terricola Kirby);  en Extrême-Orient (Bombus hypocrita Pérez,  Bombus 
ignitus Smith); en Russie (Bombus albocinctus Vogt, Bombus patagiatus Nylander,  Bombus 
florilegus Panfilov) et dans l’Himalaya (Bombus tunicatus Smith et Bombus reinigi Tkalcu).

Il existe encore une longue liste de taxons au statut incertain. 

Bombus terrestris est la seule espèce de bourdon dont la distribution est centrée sur la 
Méditerranée (fig. 3). Cette distribution a pour limites au nord la latitude de Stockholm, au 
sud-ouest les Canaries, et à l’est l’Altaï.

B. terrestris inclut 9 sous-espèces (Rasmont, 1983):

• ssp.  terrestris (L., 1758) en Europe continentale au nord du 45ème parallèle 
jusqu’au sud de la Fennoscandinavie;

• ssp. africanus Krüger, 1956 en Afrique du Nord;

• ssp. audax (Harris, 1780) des îles britanniques;

• ssp. dalmatinus Dalla Torre, 1882 du sud-est de la France, aux Balkans, ainsi 
qu'en Turquie, au sud de la Russie et l’Altaï.
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• ssp.  lusitanicus Krüger,  1956  au  sud-ouest  de  la  France,  en  péninsule 
ibérique, aux Baléares et à Madère;

• ssp. calabricus Krüger, 1958 dans le sud de l’Italie, en Calabre et en Sicile;

• ssp. sassaricus Tournier, 1890 endémique de Sardaigne;

• ssp. xanthopus Kriechbaumer, 1870 de Corse, de l’île de Capraia et de l’île 
d’Elbe;

• ssp. canariensis Pérez, 1895, des Canaries.

Figure 3. Distribution de Bombus terrestris (L.) (d’après Rasmont com. pers.).
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1.6. Glandes labiales céphaliques

Les comportements pré-copulatoires des bourdons ont été étudiés depuis l'époque de 
Darwin.  Sladen  (1912)  a  été  un  précurseur  dans  l’étude  des  phéromones  nuptiales.  Il  a 
suggéré que les mâles de bourdons utilisent les composés odorants comme signaux attractifs 
pour rencontrer une reine vierge (Bergman, 1997).

Certains auteurs (Haas, 1952; Stein, 1962) ont pensé que les glandes mandibulaires 
produisent les phéromones nuptiales mâles. Des études chimiques et éthologiques ont montré 
que ces glandes n’élaborent que les odeurs défensives. Il semble que ce soit le cas chez les 
mâles,  les  reines et  les  ouvrières  de bourdons.  De plus,  les  glandes mandibulaires  sont  à 
l’origine des phéromones nuptiales des reines (Ågren et al., 1979).

La spécificité des sécrétions des glandes labiales céphaliques (GLC) a été mise en 
évidence par Calam (1969). 

Depuis,  de  nombreuses  recherches  ont  permis  de  dresser  la  liste  des  composés 
principaux des GLC de nombreuses espèces  de bourdons (Svensson,  & Bergström, 1977; 
Bergström, 1981; Cederberg et al., 1984; Bergström et al., 1985; Bertsch, 1997; Pamilo et al., 
1997; Terzo et al., 2003; Urbanová et al., 2004; Rasmont et al., 2005). Le tableau 1 reprend 
des exemples de composés principaux des GLC de différents sous-genres et espèces.

Tableau 1.  Exemples de sécrétions des glandes labiales céphaliques chez des 
mâles de bourdons (d’après Bergström, 1981)

Sous-genres Composés principaux subgénérique (a) et spécifique (b)

Bombus s.s.
a. Chaînes aliphatiques d'éthyl esters
b. Dihydrofarnesol

Pyrobombus
a. Mono-, sesqui-, diterpènes acycliques
b. Hexadécényl acétate

Alpinobombus a. Chaînes aliphatiques d'alcools
b. Chaînes aliphatiques d'acétates et de butyrates

Megabombus
a. Chaînes aliphatiques d'alcools et sesqui- et diterpènes acycliques
b. Nonadécène et octadécényl acétate

Psithyrus
a. Chaînes aliphatiques d'alcools et mono-, sesqui- et diterpènes acycliques
b. Octadécyl acétate et éthyl tetradécénoate

Les expériences éthologiques de Kullenberg et al. ont révélé que les glandes labiales 
céphaliques comprennent des phéromones nuptiales mâles (Kullenberg et al., 1973). 

Une  grande  variabilité  dans  le  bouquet  phéromonal  a  été  mise  en  évidence  aux 
niveaux intra-spécifique et même intra-populationnel (Terzo et al., 2005), ainsi qu’en fonction 
de l’âge (Ågren et al., 1979; Coppée et al., 2006; Šobotník et al., in prep.). 

Les composés des GLC qui induisent les réponses sexuelles correspondent à la partie 
phéromonale des sécrétions A l’heure actuelle, ces composés ne sont encore identifiés chez 
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aucune espèce de bourdon. On ignore également à quel point la variabilité de la composition 
de  la  sécrétion  des  GLC  modifie  la  réponse  éthologique.  On  sait  uniquement  que  cette 
sécrétion est globalement hautement spécifique (Rasmont & Terzo, in prep.a).

On pourrait s’attendre à ce que les compositions des sécrétions des GLC d’espèces 
proches soient très différentes. La divergence permettrait dans ce cas de minimiser le risque 
d’hybridation (Svensson, 1979). Au contraire, on remarque dans la plupart des sous-genres, 
des affinités certaines dans leurs composés principaux (Bergström et al.,  1981; Terzo et al., 
2003). Ceci porte à croire que la composition des bouquets phéromonaux serait partiellement 
déterminée  par  les  affinités  phylogénétiques  plutôt  que  par  les  nécessités  d’isolement 
d’espèces proches (Rasmont & Terzo, in prep.a).

1.7. Olfaction

1.7.1. Définition

La  capacité  de  chémoréception  est  universelle  chez  les  organismes  vivants.  La 
chémoréception  permet  à  une  cellule  de  répondre  aux  substances  sans  internalisation  ni 
métabolisation (Hildebrand, 1995).

L’évolution  de  la  chémoréception  a  abouti  aux  distinctions  anatomique  et 
fonctionnelle  de  deux  systèmes  chémosensoriels:  les  systèmes  olfactifs  et  gustatifs.  Ces 
systèmes  sont  distinguables  chez  les  organismes  qui  ont  un  système  nerveux  central.  La 
distinction  est  basée  sur  la  disposition  des  cellules  chémoréceptrices  et  sur  l’organisation 
centrale de leurs axones afférents (Hildebrand, 1995).

L’olfaction, comme la gustation, dispose de cellules réceptrices densément aménagées 
dans les épithélia et exposées à l’environnement (Hildebrand, 1995). 

Les  organes  chémosensoriels  des  insectes,  olfactifs  et  gustatifs  confondus,  sont 
localisés sur les antennes, les palpes labiaux et maxillaires, les pattes, les ailes ainsi que sur 
d’autres  parties  du corps.  Les sensilles  chémosensorielles  des  antennes servent  en grande 
partie à la fonction olfactive, alors que celles des parties buccales et tarsales sont gustatives 
(Homberg, 2004).

L’organisation centrale de ces deux types de chémoréception est différente en terme 
d’organe  cible  atteint  par  les  axones afférents.  Ceux de  la  gustation se  projettent  vers  le 
ganglion sub-oesophagial  dans le  cerveau.  Ce ganglion est  l’équivalent  de l’aire  corticale 
associative  de  la  gustation  chez  les  mammifères.

Les organes cibles des axones afférents de l’olfaction sont présentés au point 1.7.5. intitulé: 
Intégration de l’information (Perry et al., 2004).



M. Gorez – Electro-antennographie sur reines vierges de Bombus terrestris – page- 9 

1.7.2. Rôle

Chez les  insectes,  l’olfaction est  un sens  crucial  qui  module  de nombreux aspects 
comportementaux.

En  effet,  elle  est  généralement  l’intermédiaire  de  comportements  tels  que  la 
communication et les reconnaissances intra- et inter-spécifiques. Chez de nombreuses espèces 
d’insectes,  l’olfaction  est  décisive  dans  le  contrôle  de  plusieurs  sortes  de  comportements 
comme  l’orientation,  la  fuite  d’un  prédateur,  la  recherche  de  sources  de  nourriture,  les 
interactions avec des partenaires sexuels potentiels. 

Lors de ces divers comportements, les insectes répondent à une série de composés 
chimiques incluant les phéromones et les kairomones. 

Un cas très étudié est celui des phéromones d’activités nuptiales de Manduca sexta L. 
(Lepidoptera,  Sphingidae).  Le  mâle  est  capable  de  percevoir  à  longue  distance  de  petits 
composés phéromonaux émis par les femelles conspécifiques. Cette perception initie alors un 
comportement de vol stéréotypé à la poursuite de la femelle (Hildebrand, 1995).

1.7.3. Perception

La perception des phéromones d’activités nuptiales chez les insectes s’effectue par 
leurs antennes. 

En effet, les antennes des insectes sont couvertes de près de 60 000 sensilles qui se 
partagent environ 150 000 neurones sensoriels aussi appelés neurones récepteurs olfactifs (« 
olfactory receptor neurons », ORNs). 

Parmi ces derniers, il y a des récepteurs spécialisés pour la détection de substances 
chimiques très spécifiques et d’autres capables de répondre à une large variété de composés. 
Chez le mâle de Telea polyphemus (Lepidoptera, Saturnidae), environ 60 à 70% des neurones 
sensoriels sont spécialisés pour la détection des phéromones d’activités nuptiales femelles. 
Ces récepteurs olfactifs dits spécialistes, ne sont pas toujours absolument spécifiques à une 
molécule.  Par  exemple,  des  récepteurs  olfactifs  spécialistes  de  l’acide  9-oxo-trans-2-
décanoïque  (phéromone d’activité  nuptiale)  de  l’antenne  du mâle  de  l’abeille  domestique 
peuvent aussi répondre à l’acide caproïque à condition qu’il soit présenté en concentration 
10000 fois plus importante que celle de la phéromone d’activité nuptiale (Nation, 2001).

1.7.4. Transduction du signal olfactif

La façon dont le signal olfactif est converti chez Bombus est inconnue. 

 Chez les autres animaux, les neurones olfactifs utilisent des nucléotides cycliques ou 
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l’inositol triphosphate (IP3) comme second messager (Ache, 1994; Hildebrand & Shepherd, 
1997).

Dans les neurones récepteurs olfactifs des vertébrés et du Nématode Caenorhabditis  
elegans, les récepteurs olfactifs sont couplés à des protéines G. Ces dernières augmentent les 
taux d’AMPc et  de GMPc qui  mènent à l'ouverture des canaux sensibles  à la  chaîne des 
nucléotides  cycliques  (fig.  4).  Ces  derniers  sont  des  canaux  cationiques  qui  permettent 
l’entrée de Ca2+. Le calcium active l’ouverture des canaux au chlore qui provoque la sortie du 
Cl.  La  dépolarisation  membranaire  a  alors  lieu  (Belluscio  et  al.,  1998).  Lors  d’une 
dépolarisation la surface membranaire est donc négative.

Figure 4. Mécanisme de transduction des odeurs dans le système olfactif des vertébrés (d’après Bear et al., 

1997).

1.7.5. Intégration de l’information

La voie de l’olfaction antennaire semble avoir une caractéristique universelle. Tous les 
neurones sensoriels d’une antenne aboutissent dans le lobe antennaire de cette antenne (fig. 
5).  Les deux lobes antennaires se situent dans le deutocérébron. Le lobe antennaire est le 
premier  centre  relais  pour  les  fibres  olfactives  afférentes  qui  pénètrent  dans  le  cerveau. 
Certaines  d’entre-elles  continuent  via  le  tractus  antenno-cérébral  dorso-médian  jusqu’au 
protocérébron.  Les  cibles  majeures  des  fibres  sortant  du  lobe  antennaire  sont  le  calice 
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primaire  des  corps  pédonculés  (« mushroom  bodies »)  et  l’aire  du  protocérébron  latéral 
(« lateral horn ») (Homberg, 2004).

Chez  l’abeille  domestique,  les  150  000  récepteurs  olfactifs  d’une  antenne  se 
subdivisent dans les 160 glomérules identifiés d’un lobe antennaire. Le glomérule comprend 
donc environ 940 neurones. Il est l’unité fonctionnelle du lobe antennaire. Les glomérules 
sont interconnectés par environ 4000 interneurones locaux. 

Le lobe antennaire présente environ 800 projections neuronales vers les centres cibles 
du protocérébron (Galizia & Menzel, 2000).

Pour  comprendre  l’intégration  de  l’olfaction  au  niveau du  lobe  antennaire,  il  faut 
plusieurs méthodologies.

Une première est le code olfactif. Il consiste en une série de règles de transformation 
qui  mènent  à  une  représentation  neuronale  du  stimulus  olfactif.  Cette  représentation  est 
cependant  influencée  par  la  signification  comportementale  du  stimulus.  Les  propriétés 
physiques et éthologiques sont intégrées dans le code olfactif.

Par  les  propriétés  physiques  d'un  stimulus  olfactif  on  entend  savoir  si  l’odeur 
présentée à l’individu provoque chez lui une réaction neuronale. Des mesures physiologiques 
permettent de quantifier la réaction engendrée (Galizia & Menzel, 2000).

Les  propriétés  éthologiques  concernent  les  effets  comportementaux  ultérieurs  à 
l’exposition à une odeur. Une étude éthologique concerne le réflexe d’extension du proboscis 
sur  Apis  mellifera.  Elle  met en évidence l’aspect  éthologique des réactions olfactives.  En 
effet, la présentation d’une odeur appétante à un individu non repu provoque l’extension de 
son proboscis (Galizia & Menzel, 2000).

Galizia  et  Menzel  ont  représenté  l’intégration  de  l’olfaction  au  sein  des  lobes 
antennaires, avec une seconde méthodologie, l’imagerie calcique. Cette technique d’imagerie 
optique  repose  sur  la  coloration  fluorescente  des  glomérules  du  lobe  antennaire.  La 
fluorescence augmente avec l’activité des neurones. Lors d’une exposition à une odeur, les 
glomérules dont les neurones sont actifs, voient leur fluorescence augmenter. La localisation 
de l’activité est alors évidente. On appelle les images obtenues « modèles d’activité » (Galizia 
& Menzel, 2000; fig.  6).
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Figure  5. Voies  chémosensorielles  en  vue  latérale.  ACa:  calice  accessoire  du  corps  pédonculé;  AL:  lobe 

antennaire; CB: corps central; CEC: connection circum-oesophagiale; DMACT: tractus antenno-cérébral dorso-

médian; GCT: tractus calico-glomérulaire; GL: lobe glomérulaire; IACT: tractus antenno-cérébral interne; LH: 

l’aire du protocérébron latéral; MACT: tractus antenno-cérébral moyen; TC: tritocérébron. (d’après Homberg, 

2004).

Chaque  stimulus  olfactif  provoque  sa  propre  mosaïque  de  glomérules  activés,  en 
d’autres  termes,  sa  propre mosaïque de fluorescence.  Chaque glomérule  peut  participer  à 
plusieurs  mosaïques.  Les réponses des glomérules  face à un stimulus  sont graduelles.  Un 
glomérule peut réagir plus fortement à une odeur plutôt qu’à une autre (Galizia & Menzel, 
2000).
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Figure 6. Modèles d’activité des glomérules du lobe antennaire chez Apis mellifera (d’après 

Galizia & Vetter, 2004).

1.8. Chémotaxonomie

La  chémotaxonomie  consiste  à  utiliser  des  composés  chimiques  comme  outils 
taxonomiques et phylogéniques.

Pour  différentes  espèces  de  bourdons,  il  existe  une  liste  de  tous  les  composés 
rencontrés dans les glandes labiales céphaliques (Bergström, 1980; Terzo  et al., 2003). Les 
espèces se différencient par la présence ou l’absence de certains composés. Les composés 
chimiques sont employés comme des caractères taxonomiques. 

L’analyse  chimique  et  la  comparaison  des  compositions  de  différentes  espèces 
peuvent être des outils utiles pour réaliser la phylogenèse de ces espèces. L’analyse chimique 
est  effectuée  sur  les  solutions  de  glandes  labiales  céphaliques  de  différents  modèles 
biologiques.

Mais ce n’est pas uniquement les phéromones de marquage qui sont importantes. Les 
aspects  temporel  et  spatial  au  moment  du  marquage  peuvent  aussi  entrer  en  compte 
(Svensson, 1979).
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1.9. Objectifs

La présente étude vise à identifier les molécules du bouquet phéromonal des GLC des 
mâles qui déclenchent un stimulus olfactif chez la femelle vierge de B. terrestris. 

Deux sous-espèces de reines sont testées: Bombus terrestris dalmatinus Dalla Torre et 
Bombus terrestris canariensis Pérez. 

Les expériences se basent sur l’électro-antennographie (EAG) ainsi que de l’électro-
antennographie couplée à de la chromatographie en phase gazeuse (GC-EAD).

Les antennes des reines vierges de ces sous-espèces sont vaporisées par les bouquets 
phéromonaux des mâles des mêmes deux sous-espèces.

Comme il s’agit d’un sujet de recherche très nouveau, le premier objectif est de mettre 
en place un protocole d’expérimentation.
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2. MATERIEL ET METHODE

2.1. Matériel biologique

Des reines vierges vivantes ont été utilisées pour pratiquer les différents tests.  Les 
sécrétions  des  glandes  labiales  céphaliques  de  mâles  âgés  de  7  à  10  jours  ont  aussi  été 
nécessaires.

Les bourdons proviennent tous de colonies d’élevage fournies par la société Biobest. 
Les reines vierges sont de deux sous-espèces de  Bombus terrestris:  ssp.  dalmatinus Dalla 
Torre, 1882 et ssp.  canariensis  Pérez, 1895. Les solutions de glandes labiales céphaliques 
proviennent de mâles de  B. t. dalmatinus Dalla Torre, 1882 et  de B. t.  canariensis Pérez, 
1895.

Les  reines  sont  maintenues  en  vie  dans  une  salle  d’élevage.  Il  s’agit  d’une  pièce 
occultée, où il règne une température comprise entre 25 et 27°C et une humidité maintenue 
entre 45 et 55 % RH. Cette atmosphère est réglée à l’aide d’un humidificateur, un chauffage 
électrique et une aération faible. Les individus sont regroupés par trois dans des cages de 
maintenance. Il s’agit de boîtes en bois de pin non traité de 30 cm de long, 15 cm de large et 
de 11 cm de hauteur (fig.  7).

Elles y sont nourries ad libitum avec du pollen à dominance de Cistus sp., congelé à 
l’état frais fourni par la société Percie du Sert. Ils reçoivent aussi du sirop (eau sucrée 50/50 
v/v).

Figure 7. Cage de maintenance (Photo originale).



M. Gorez – Electro-antennographie Bombus terrestris – page 16

2.2. Préparation des glandes céphaliques labiales 

2.2.1. Technique de dissection

Les individus mâles âgés de 7 à 10 jours, sont tués par congélation puis disséqués. A 
l’aide d’un scalpel, on effectue une incision verticale de haut en bas le long de l’oeil. On retire 
la  cuticule  oculaire  de  chaque  oeil.  Derrière  celle-ci  se  trouvent  les  glandes  labiales 
céphaliques (fig. 8). Elles sont prélevées à l’aide d’une pince fine. Les deux glandes d’un 
individu sont alors placées dans un flacon. On ajoute dans chacun des flacons 200 µl d’hexane 
comme solvant. Les glandes de chaque individu sont conservées dans des flacons séparés.

Figure 8. Dissection des glandes labiales céphaliques (Photo M. Terzo).
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2.2.2. Conservation des glandes

Les flacons qui contiennent les glandes sont conservés à température ambiante durant 
24 heures. Au cours de ces 24 heures, les molécules contenues dans les glandes diffusent dans 
le solvant. Au terme de ces 24 heures, les flacons sont placés dans un congélateur maintenu à 
la température constante de - 30°C. La conservation à une telle basse température limite la 
dégradation des solutions.

2.2.3. Préparation des solutions

Les  solutions  de  glandes  labiales  céphaliques  (GLC)  sont  diluées  dans le  solvant. 
L’obtention de solutions des GLC plus concentrées en composés phéromonaux, nécessite une 
préparation.

Une  fraction  (50  µl)  des  solutions  contenues  dans  les  flacons  est  prélevée.  Les 
prélèvements  de  chacune  des  solutions  sont  placés  dans  une  autre  série  de  flacons.  Les 
glandes labiales céphaliques restent dans le flacon de base afin de pouvoir les réutiliser au 
besoin. Les solutions de la nouvelle série de flacons sont évaporées à l’aide d’un jet d’azote. 
Ce jet permet de faire évaporer les molécules les plus légères de la solution. Ces dernières 
sont vraisemblablement celles du solvant, l’hexane, qui est très volatile (6 carbones). Il ne 
reste alors pour 50 µl de solution que quelques µl concentrés en composés des GLC.

2.3. Electro-antennographie 

2.3.1. Electro-antennographie sur reine entière 

2.3.1.1. Isolation de la reine

L’activité  neuronale  des  reines est  mesurée  avec  un électro-antennographe  (EAG). 
Cependant, seule l’activité générée au niveau des antennes et du lobe antennaire a un intérêt. 
Il faut donc tenter de limiter les réponses neuronales enregistrées à celles émises par le lobe 
antennaire.

Il s’agit alors d’immobiliser et d’isoler le corps de la reine au maximum. En effet, 
l’immobilisation  limite  les  influx  nerveux  provoqués  par  les  mouvements  du  corps  de 
l’individu. Il est par contre évident que les mouvements respiratoires doivent être respectés. 
Les orifices respiratoires et les sacs aérifères sont dans le métasome. De ce fait, ce denier ne 
peut être ni immobilisé, ni isolé. 
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L’isolation  minimise  les  interactions  sensorielles  de  tout  type  avec  le  milieu 
d’expérimentation. L’immobilisation et l’isolation se font grâce à une méthode où l’on place 
l’insecte  dans  de  la  pâte  à  modeler  (Verheggen  et  al., soumis a).  Celle-ci  est  composée 
majoritairement de longues chaînes d’acides octodécanoïques, de pétrole et de carbonates de 
calcium. Seuls les antennes et l’abdomen sont libres. 

Les composés  de la  pâte à  modeler  sont  très  certainement  perçus par  les  diverses 
récepteurs olfactifs de la reine. Ils sont en concentration si élevée et constamment en contact 
avec les récepteurs spécifiques. 

Or,  l’aptitude  des  neurones récepteurs  olfactifs  (ORNs)  à  répondre aux stimuli  est 
fonction du taux relatif d’adaptation et de désadaptation. Ces taux sont eux dépendants du 
temps et de la concentration du stimulus olfactif (Almaas et al., 1991; Borroni & O’Connell, 
1992; Heinbockel & Kaissling, 1996). 

L’emploi  de  la  pâte  à  modeler  pour  les  expérimentations  ne  pose  donc  pas  de 
problème.

Voici les étapes successives de l’isolation:

- on prépare deux pièces de pâte à modeler dont la superficie dépend de la taille de 
l’individu (+/- 3 cm de diamètre; fig. 9);

- à l’aide de pinces, on place la reine ventralement sur la plus grande des pièces de 
pâte à modeler (fig. 10)

- on place la seconde pièce de pâte à modeler sur le thorax de la reine (fig. 11);

- tout en maintenant l’individu par les pattes, on presse les extrémités des pièces de 
pâte à modeler (fig. 12);

- on lâche les pattes et on colmate les espaces entre l’individu et les pièces de pâte à 
modeler (fig. 13);

-  on place un petit  cylindre de pâte à modeler entre les antennes de la reine,  afin 
d’immobiliser  les  scapes,  et  ainsi  de  maintenir  les  antennes  dans  une  position 
optimale (fig. 14);

-  on  colmate  le  tout  pour  ne  laisser  passer  que  les  antennes  et  l’abdomen  
(fig. 15).
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Figure 9. Pièces de pâte à modeler pour l'isola-tion 
de la reine (photo originale).

Figure 10. La reine est immobilisée face à la 
première pièce de pâte à modeler (photo originale).

Figure 11. La reine est recouverte par la seconde 
pièce de pâte à modeler (photo originale).

Figure 12. On presse la reine entre les deux pièces 
de pâte à modeler (photo originale).

Figure 13. On colmate les espaces libres (photo 
originale).

Figure 14. Un cylindre de pâte à modeler est placé 
entre les deux antennes (photo originale).

Figure 15. Etat final de la reine avant 
expérimentation (photo originale).

Figure 16. Appareillage d'électrodes (photo 
originale).
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2.3.1.2. Electro-antennographe

2.3.1.2.1. Principe et matériel

L’électro-antennographe est un appareil d’enregistrement de l’activité électrique des 
antennes.  L’activité  neuronale  des  reines  immobilisées  et  isolées  est  donc  amplifiée  et 
transcrite par cet appareil. Comme décrit ci-dessous, l’enregistrement est externe. Le potentiel 
de repos apparaîtrait donc positif. Une dépolarisation se visualise par un pic vers le bas par 
rapport à la ligne de base. 

L’électro-antennographe consiste en:

- un binoculaire;

- un appareillage d’électrodes (figs. 16 et 17). Il s’agit de deux électrodes d’argent, 
l’une  réceptrice  et  l’autre  de  référence.  Elles  sont  toutes  deux  insérées  sur  un  support 
magnétique par des mobiles. Les mobiles sont millimétriques et déplaçables en temps voulu. 
Lors du positionnement des électrodes vis-à-vis des antennes, on désactive le magnétisme. On 
réactive  le  magnétisme  lors  de  l’expérimentation.  Le  support  magnétique  limite  les 
mouvements et donc les troubles durant l’enregistrement (Verheggen et al., 2007).

Le contact entre les antennes de la reine et les électrodes n’est pas direct. Il a lieu par 
l’intermédiaire d’une solution saline contenue dans des micro-capillaires (figs. 17 et 18). La 
composition de la solution saline pour 1 litre d’eau distillée est la suivante:

- NaCl   – 7,5 gr

- CaCl2   – 0,21 gr

- KCl – 0,35 gr

- NaHCO3 – 0,2 gr (Verheggen et al., soumis b).

L’électrode  de  référence consiste  à  couvrir  l’une  des  deux antennes  entièrement  à 
l’intérieur du micro-capillaire. L’électrode réceptrice est mise en contact avec l’autre antenne 
via la solution saline.

- une boîte de flux: la boîte de flux engendre un flux d’air continu. Celui-ci passe dans 
un  humidificateur.  Les  particules  présentes  dans  le  flux  d’air  sont  accrochées  par  les 
gouttelettes d’eau. L’air qui sort de l’humidificateur, est non seulement humidifié, mais aussi 
purifié.
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- un amplificateur Syntech-Autospike modèle IDAC4. Cet appareillage d’électrodes et 
la boîte de flux sont reliés à l’amplificateur. Ce dernier amplifie l’activité électrique émise au 
niveau de l’antenne réceptrice.

-  le  logiciel  AutoSpike32  (version 3.0).  Ce  logiciel  est  installé  sur  l’ordinateur 
connecté à l’amplificateur. Il intègre les données provenant des électrodes et de la boîte de 
flux par l’intermédiaire de l’amplificateur.

Figure 17. Schéma détaillé du contact entre les antennes et les 2 électrodes (Schéma original).

Figure 18. Montage de la méthode de travail sur reine entière, contact entre les antennes et les électrodes 

(Photo originale).
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2.3.1.2.2. Expérimentation

L’enregistrement des réponses neuronales des reines vierges aux différentes solutions 
de glandes labiales céphaliques s’effectue par l’électro-antennographe. 

L’activité neuronale d’une reine de l’une des deux sous-espèces testées de  Bombus 
terrestris est enregistrée. 

A 30 secondes d’intervalle, 1 µl de la solution des GLC de l’autre sous-espèce, 1 µl de 
solvant (hexane) et 1 µl de la solution des GLC de sa propre sous-espèce, sont chacun placé 
sur un papier filtre différent. Le temps d’évaporation pour chacune des trois solutions est de 2 
minutes. Pendant ce temps, les papiers filtres sont maintenus dans des petites boîtes de Pétri 
ouvertes.

Un spray mécanique à blanc est tout d’abord effectué. Celui-ci sert de témoin. Il met 
en évidence une éventuelle réaction neuronale de la reine au spray d’air humidifié et purifié.

Après un délai de 30 secondes, le spray avec le papier filtre de la première solution 
des GLC est effectué. Toujours avec un intervalle de temps de 30 secondes les sprays du 
solvant et  de l’autre solution sont réalisés. L’activité neuronale de la reine est  enregistrée 
jusqu’à ce qu’elle soit redevenue constante. 

2.3.2. Electro-antennographie sur antenne

2.3.2.1. Mise en place de l’antenne

La méthode sur antenne consiste à travailler sur une antenne détachée du corps de 
l’insecte (Verheggen, 2007).

L’antenne est entièrement détachée de la tête. Pour plus de facilité de manipulation, le 
scape et pédicelle sont ensuite enlevés. Le flagellum articulé est placé sur le même dispositif 
que celui utilisé dans la méthode de travail sur les reines entières. Il porte alors à lui seul les 
électrodes réceptrice et de référence (figs. 19 et 20).
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Figure 19.  Montage de la  méthode de travail  sur antenne,  contact  entre  l’antenne  et  les 

électrodes (Photo originale).

Figure 20. Schéma détaillé du contact entre l’antenne et les électrodes (Schéma original).

2.3.2.2. Electro-antennographe

2.3.2.2.1. Principe et matériel

Le principe ainsi que le matériel utilisé dans cette méthode sont identiques à ceux de la 
méthode sur les reines entières.
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2.3.2.2.2. Expérimentation

Une seule antenne par femelle est employée pour les expériences. 

Le travail effectué sur les antennes isolées du corps est similaire à celui sur les reines 
entières. La quantité de solution placée sur le papier filtre est de 1 µl. La différence réside 
dans  le  nombre  et  la  nature  des  sprays.  Voici  les  différents  sprays  réalisés  dans  l’ordre 
chronologique et toujours avec un intervalle de temps de 30 secondes entre chacun d’entre 
eux:

- spray mécanique (témoin)
- spray de la solution des GLC de l’autre sous-espèce que la reine 
- spray mécanique (témoin)
- spray de la solution des GLC de la même sous-espèce que la 

reine 
- spray mécanique (témoin)

2.3.3. Le chromatographe en phase gazeuse couplé à l’électro-antennographe

2.3.3.1. Principe et matériel

Le  chromatographe  en  phase  gazeuse  (GC)  sépare  les  composés  chimiques  d’une 
solution.  La  répartition des composés  s’effectue selon leurs  propriétés  physico-chimiques, 
telles que le poids moléculaire et leur polarité. La colonne employée est apolaire, il n'y a donc 
pas d'affinité entre elle et les composés. Il est utilisé pour la séparation des molécules des 
glandes labiales céphaliques. 

Le chromatographe employé est un Hewlett Packard 5890. La colonne a une longueur 
de 30 mètres et un diamètre interne de 0,33 millimètre.

L’électro-antennographe peut être couplé au chromatographe en phase gazeuse (GC-
EAD) (fig. 21).

Le matériel  de détection électro-antennographique employé lors de ce couplage est 
quelque peu différent de celui utilisé en EAG seule. Le matériel est différent en ces deux 
points:

- un amplificateur Syntech-Autospike modèle IDAC 2/3;

- le logiciel EAD (version 2.3).
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Figure 21. Chromatographe en phase gazeuse couplé à l’électro-antennographe (Photo originale).

Le  GC-EAD  (gas  chromatography-electroantennographic  detection)  consiste  à 
associer les deux appareils. La reine est positionnée avec l’appareillage d’électrodes comme 
dans le cadre de l’électro-antennographie. Les molécules sont séparées par le chromatographe 
en  phase  gazeuse,  puis  projetées  sur  l’antenne  réceptrice  de  l’insecte.  Cette  projection 
s’effectue par la boîte de flux. Un flux d’air emporte les composés qui sortent de la colonne 
du GC.

Chacune  des  molécules  de  la  solution  est  alors  caractérisée  par  deux  critères:  sa 
concentration relative dans la solution (GC) et la réponse neuronale qu'elle engendre chez 
l’insecte exposé au composé (EAG), (fig. 22). 
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Figure 22. Couplage du chromatographe en phase gazeuse et l’électro-antennographe. 
(a):  schéma  du  matériel;  (b):  exemple  de  résultats  obtenus,  EAD:  détection  électro-
antennographique, FID: détection d’ionisation par flamme (d’après Nojima et al., 2003).

2.3.3.2. Expérimentation

La chromatographie en phase gazeuse des solutions des GLC est couplée à l’électro-
antennographie  des  reines  vierges.  La  méthode  employée  est  celle  du travail  sur  antenne 
isolée. Les composés des GLC séparés un à un, sont projetés par le flux d’air sur l’antenne. 
Ce flux d’air est non seulement humidifié, purifié, mais aussi refroidi par la présence de glace 
pilée  dans  le  réservoir  d’eau.  Le  refroidissement  de  l’air  est  nécessaire  pour  préserver 
l’intégrité de l’antenne. En effet, lors des dernières étapes de la séparation des composés par 
le GC, la température au sortir de la colonne atteint 240°C.



M. Gorez – Electro-antennographie Bombus terrestris - page 27

La configuration du GC est identique pour les solutions des GLC de B. t. dalmatinus 
et  de  B.  t.  canariensis.  La  température  initiale  de  40°  est  atteinte  en  0.5  seconde.  Cette 
température augmente dans un premier temps de 40°/min jusque 160°, dans un second temps 
de 5°/min jusque 220° et  dans un troisième temps de 12°/min pour atteindre 240°.  Cette 
dernière  température  est  maintenue  durant  3  minutes.  La  quantité  de  solution  des  GLC 
injectée est de 1 µl.

2.4. Analyse des données
2.4.1 Mesures

Les  mesures  des  différences  de  potentiel  (ddp)  engendrées  par  les  sprays  sont 
effectuées par un outil propre au logiciel AutoSpike32 (version 3.0) (fig. 23). Cet outil mesure 
en 2 points la valeur de la ligne de base. La première mesure est relevée au point extrême de 
la ddp. La seconde est effectuée 2 secondes avant la première mesure et est calculée selon une 
moyenne des valeurs de la ligne de base pendant 3 secondes. Le but de cette seconde mesure 
est d’avoir un référentiel pour la première. Elle est indispensable pour avoir une valeur de la 
ddp relative à la ligne de base.

   1                          2                           3                           4                                               (a)

 
(b)

Figure 23. Electro-antennogramme d’une reine de  Bombus terrestris canariensis avant les mesures (a), 

mesure de la différence de potentiel engendrée par le  quatrième spray (b).
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2.4.2. Analyse statistique

L’acquisition  de  données  sur  du  matériel  biologique  vivant  est  complexe.  Ceci 
implique  une  quantité  de  données  peu  importante.  Il  est  donc  impossible  d’obtenir  une 
distribution normale des données. De plus que le travail sur du matériel  in vivo le permet 
encore moins. Les données sont donc non paramétriques. Les mesures des ddp engendrées par 
les  différents  sprays  sont  des  données  indépendantes.  Par  conséquent,  les  données  non-
paramétriques et indépendantes sont analysées par un test de Chi² (Siegel & Castellan, 1988).

La gestion des données ainsi que l’analyse de celles-ci sont effectuées dans le tableur 
Excel.

3. Résultats 

3.1. EAG

3.1.1. EAG sur reine entière

3.1.1.1. Mesure des différences de potentiel

Les  différences  de  potentiel  provoquées  par  les  vaporisations  sont  des  mesures 
négatives.

a) Reines de Bombus terrestris dalmatinus

Le tableau 2 résume les observations obtenues par la méthode de travail d’électro-
antennographie sur 12 reines entières de B. terrestris dalmatinus.

Tableau 2. Résultats d’électro-antennographie sur 12 reines entières de B. t.  
dalmatinus

Nombre de reines de B. t. dalmatinus qui ont une plus grande 
ddp face aux sécrétions des mâles de B. t. dalmatinus

4

Nombre de reines de B. t. dalmatinus qui ont une plus grande 
ddp face aux sécrétions des mâles de B. t. canariensis

7

Nombre de reines de B. t. dalmatinus qui présentent un autre résultat 1
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On observe que la majorité des reines réagissent plus fortement aux sécrétions non-
consubspécifiques.

Les figures 24 et 25 sont deux exemples d’électro-antennogrammmes qui présentent 
l’enregistrement de l’activité neuronale de la reine de B. t. dalmatinus face à une série de 
vaporisations.

1           2           3           4
Figure 24. Electro-antennogramme de  Bombus terrestris dalmatinus, reine n◦ 33.  Vaporisation d’air (1), 
des sécrétions céphaliques d’un mâle de B. t. canariensis 122 (2), d’hexane (3) et des sécrétions céphaliques 
d’un mâle de B. t. dalmatinus 147 (4). 

1              2              3              4
Figure 25. Electro-antennogramme de  Bombus terrestris dalmatinus, reine n◦ 50.  Vaporisation d’air (1), 
des sécrétions céphaliques d’un mâle de B. t. canariensis 123 (2), d’hexane (3) et des sécrétions céphaliques 
d’un mâle de B. t. dalmatinus 150 (4). 

Comme on peut  l’observer  dans  les  figures  ci-dessus,  les  électro-antennogrammes 
d’une reine à l’autre peuvent être très différents. 

L’entièreté  des  électro-antennogrammes  effectués  sur  les  reines  entières  de  
B. t. dalmatinus se trouve dans l’annexe 8.1.

Chacun des sprays vaporisés sur les antennes de la reine engendre une différence de 
potentiel (ddp) négative, alors enregistrée. Les valeurs de ces ddp sont reprises dans le tableau 
3 et sont exprimées en micro-volts (μV). 

Le tableau 3 contient aussi les paramètres statistiques tels que la somme, la médiane, 
le premier et le dernier quartile des ddp engendrées par chacun des sprays chez toutes les 
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reines vierges testées de B. t. dalmatinus.

Tableau 3. Mesures des ddp en électro-antennographie sur reine entière de 
B. t. dalmatinus (unité: - μV)

Reines Air B. t. canariensis (M) Hexane B. t. dalmatinus (M)
B. t. dalmatinus R_65B - 540 420 460
B. t. dalmatinus R_65B 320 460 280 500
B. t. dalmatinus R_38B 120 340 340 320
B. t. dalmatinus R_38B 320 480 320 520
B. t. dalmatinus R_48B 260 300 100 360
B. t. dalmatinus R_48B 200 320 240 240
B. t. dalmatinus R_33B 320 380 240 280
B. t. dalmatinus R_33B 220 320 360 500
B. t. dalmatinus R_50B 380 720 400 340
B. t. dalmatinus R_50B 320 620 180 560
B. t. dalmatinus R_52B 140 320 240 280
B. t. dalmatinus R_52B 240 420 380 260
 
Somme 2840 5220 3500 4620
Médiane 260 400 300 410
1er Quartile 210 320 240 310
4ème Quartile 380 720 420 560

La variation individuelle des réactions des reines  face à un même spray peut être 
remarquée grâce aux mesures des ddp. 

b) Reines de Bombus terrestris canariensis

Le tableau 4 résume les observations obtenues en électro-antennographie sur 10 reines 
entières de B. t. canariensis.

Les figures 26 et 27 sont deux exemples d’éléctro-antennogrammmes qui illustrent 
l’activité neuronale de la reine de B. t. canariensis face à une série de vaporisations.

Tableau 4. Résultats d’électro-antennographie sur 10 reines entières 
de B. t. canariensis

Nombre de reines de B. t. canariensis qui ont une plus grande ddp 
face aux sécrétions des mâles de B. t. canariensis

7

Nombre de reines de B. t. canariensis qui ont une plus grande ddp 
face aux sécrétions des mâles de B. t. dalmatinus

2

Nombre de reines de B. t. canariensis qui présentent un autre résultat 1

Contrairement à ce que l’on avait pour B. t. dalmatinus, la majorité des reines de B. t.  
canariensis réagit plus fortement aux sécrétions de sa propre ssp.
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   1       2        3       4
Figure 26. Electro-antennogramme de Bombus terrestris canariensis, reine n◦ 10. Vaporisation d’air (1), des 
sécrétions céphaliques d’un mâle de B. t. dalmatinus 136 (2), d’hexane (3) et des sécrétions céphaliques d’un mâle 
de B.  t.  canariensis 117 (4). 

   1        2        3         4
Figure 27 Electro-antennogramme de Bombus terrestris canariensis, reine n◦ 11. Vaporisation d’air (1), des 

sécrétions céphaliques d’un mâle de B.  t. dalmatinus 143 (2), d’hexane (3) et des sécrétions céphaliques d’un 

mâle de B. t. canariensis 118 (4). 

Comme on l’observe de nouveau chez les reines de  B. t. canariensis, le profil  des 
électro-antennogrammes est variable d’une reine à l’autre.

L’entièreté  des  électro-antennogrammes  effectués  sur  les  reines  entières  de  B.  t. 
canariensis se trouve dans l’annexe 8.2.

Les mesures des ddp enregistrées en électro-antennographie sur reine entière de B. t.  
canariensis ainsi que les paramètres statistiques sont repris dans le tableau 5. 

La variation individuelle des réactions  face à une  vaporisation du même type est 
visualisée par les valeurs des ddp engendrées.
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Tableau 5. Mesures des ddp en électro-antennographie sur reine entière de 
B. t. canariensis (unité: - μV)

Reines Air B. t. dalmatinus (M) Hexane B. t. canariensis (M)
B. t. canariensis R_10B 380 460 380 580
B. t. canariensis R_10B 400 300 360 320
B. t. canariensis R_53B - 400 380 440
B. t. canariensis R_11B 280 520 360 820
B. t. canariensis R_11B 420 880 620 840
B. t. canariensis R_12B 180 520 300 580
B. t. canariensis R_36B 280 380 360 620
B. t. canariensis R_11B 240 400 260 360
B. t. canariensis R_37B 320 320 360 460
B. t. canariensis R_21B 280 520 340 540
 
Somme 2780 4700 3720 5560
Médiane 280 430 360 560
1er Quartile 270 380 340 440
4ème Quartile 420 880 620 840

3.1.1.2. Comparaison des réactions en réponse aux différents sprays

a) Représentation graphique

Le graphique suivant représente en parallèle les médianes des différences de potentiel 
engendrées chez les reines entières des deux sous-espèces face aux différents sprays vaporisés 
(fig. 28).

Les réactions des reines des 2 taxons étudiés sont comparées et visualisées sur base de 
la  médiane.  La  variation  individuelle  est  visualisée  grâce  aux  espaces  interquartiles 
représentés par les barres verticales.
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Figure 28. Comparaison des réactions des reines entières de  Bombus terrestris dalmatinus et de 

Bombus terrestris canariensis.

b) Test de Chi² 

Le test de chi² des 4 sprays sur base de la médiane permet de mettre en évidence si les 
4 sprays provoquent chez l’échantillon de reines des ddp significativement différentes.

Le test de chi² 2 à 2 toujours sur base de la médiane pour tout l’échantillon met en 
évidence si les ddp provoquées par 2 sprays sont significativement différentes ou pas. Il est 
effectué pour chacune des paires de sprays.

- Test de Chi² des 4 sprays sur base de la médiane chez B. t. dalmatinus (n=12)

Le chi² observé (48,10) est supérieur au chi² théorique au seuil 99,9% (16,27). On 
rejette  donc  l’hypothèse  H0,  qui  suppose  que  les  distributions  sont  identiques.  Les 
distributions sont différentes de manière très hautement significative. Les 4 sprays induisent 
tous  chez  les  reines  de  B.  t.  dalmatinus des  ddp  négatives,  différentes  de  manière  très 
hautement significative les unes des autres.

- Test de Chi² des 4 sprays sur base de la médiane chez B. t. canariensis (n=10)

Le chi² observé (103,74) est supérieur au chi² théorique au seuil 99,9% (16,27). On 
rejette donc l’hypothèse H0, qui suppose que les distributions sont identiques. 
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Les distributions sont différentes de manière très hautement  significative.  Chez les 
reines  de B.  t.  canariensis,  les  ddp  engendrées  par  les  différents  sprays  sont  de  valeurs 
négatives et différentes de manière très hautement significative.

- Test de Chi² des sprays 2 à 2 sur base de la médiane chez B. t. dalmatinus(n=12)

Le tableau 6 comprend les résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de  B. t.  
dalmatinus.

Tableau 6. Résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de B. t. dalmatinus.
Air B. t. canariensis (M) Hexane B. t. dalmatinus (M)

Air -
B. t. canariensis (M) *** -
Hexane NS *** -
B. t. dalmatinus (M) *** NS *** -

NS: pas de différence significative;  *:  différence significative;   **:  différence hautement significative;  ***: 
différence très hautement significative.

Chez les reines de B. t. dalmatinus, les ddp engendrées par les sprays d’air et d’hexane 
ne sont pas significativement différentes. On observe la même chose pour les ddp provoquées 
par les sprays de solutions de glandes labiales céphaliques (GLC) de B. t. dalmatinus et de B. 
t.  canariensis. Toutes  les  autres  paires  de  sprays  présentent  des  différences  de  ddp  très 
hautement significatives. 

- Test de chi² des sprays 2 à 2 sur base de la médiane chez B. t. canariensis (n=10)

Les résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de B. t. canariensis sont repris dans 
le tableau 7.

Tableau 7. Résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de B. t. canariensis
Air B. t. dalmatinus (M) Hexane B. t. canariensis (M)

Air -
B. t. dalmatinus (M) *** -
Hexane ** * -
B. t. canariensis (M) *** *** *** -

NS: pas de différence significative;  *:  différence significative;   **:  différence hautement significative;  ***: 
différence très hautement significative.

Chez  les  reines  de  B.  t.  canariensis,  les  ddp  engendrées  par  les  sprays  d’air  et 
d’hexane sont hautement significativement  différentes.  Les sprays  du bouquet phéromonal 
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des mâles de B. t. dalmatinus n’induisent pas des ddp différentes de manière très hautement 
significative de celles générées par les sprays d’hexane. Tous les autres résultats du test sont 
que les ddp des sprays comparés sont différentes de manière très hautement significative.

3.1.2. EAG sur antenne

3.1.2.1. Mesure des différences de potentiel

a) Reines de Bombus terrestris dalmatinus

Le  tableau  8  résume  les  observations  obtenues  en  électro-antennographie  sur  7 
antennes de B. t. dalmatinus.

Tableau 8. Résultats d’électro-antennographie sur 7 antennes de B. t.  
dalmatinus

Nombre d'antennes de B. t. dalmatinus qui ont une plus grande ddp 
face aux sécrétions des mâles de B. t. dalmatinus

1

Nombre d'antennes de B. t. dalmatinus qui ont une plus grande ddp 
face aux sécrétions des mâles de B. t. canariensis

4

Nombre d'antennes de B. t. dalmatinus qui présentent un autre résultat 2

Il y a 4 antennes de reines de B. t. dalmatinus sur 7 qui présentent une ddp supérieure 
face au spray de solution des GLC de B. t. canariensis comparé à celui de leur propre ssp.

Ci-dessous, la figure 29 est un exemple d’électro-antennogramme d’une antenne de B. 
t. dalmatinus exposée à différentes vaporisations.

 1           2          3           4          5
Figure  29.  Electro-antennogramme  de  Bombus  terrestris  dalmatinus,  antenne  de  la  reine  n◦77 . 
Vaporisation  d’air  (1),  des  sécrétions  céphaliques  d’un mâle  de  B.  t.  canariensis 117  (2),  d’air   (3),  des 
sécrétions céphaliques d’un mâle de B. t.  dalmatinus 135 (4) et d’air (5). 

L’épaisseur de la ligne de base est moins importante que dans les EAG obtenus sur les 
reines entières.
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La totalité des électro-antennogrammes réalisés sur les antennes des reines de  B. t.  
dalmatinus se trouve en annexe 8.3.

Le tableau suivant (tabl. 9) contient les mesures des ddp des antennes des reines de B.  
t.  dalmatinus  qui  suivent  chacun  des  sprays  ainsi  que  les  somme,  médiane  et  espace 
interquartile. 

Tableau 9. Mesures des ddp en électro-antennographie sur antenne de B. t.  
dalmatinus (unité: - μV)

Reines Air B.t. canariensis (M) Air B.t. dalmatinus (M) Air
B.t. dalmatinus R_3B 20 100 20 100 20
B.t. dalmatinus R_38B 160 80 140 60 180
B.t. dalmatinus R_77B 60 260 160 180 160
B.t. dalmatinus R_38B 80 220 80 160 120
B.t. dalmatinus R_7B 120 260 120 180 60
B.t. dalmatinus R_49Bl 80 100 100 120 100
B.t. dalmatinus R_23B 60 180 80 160 140
 
Somme 580 1200 700 960 780
Médiane 80 180 100 160 120
1er Quartile 65 120 85 120 105
4ème Quartile 160 260 160 180 180

Une variabilité individuelle dans les réactions des reines de B. t. dalmatinus face à un 
spray est également remarquée dans le travail sur les antennes

b) Reines de Bombus terrestris canariensis

Les observations réunies lors des expériences d’électro-antennographie sur 5 antennes 
de reines de B. t. canariensis sont reprises dans le tableau 10.

Tableau 10. Résultats d’électro-antennographie sur 5 antennes de 
B. t. canariensis

Nombre de reines de B. t. canariensis qui ont une plus grande ddp 
face aux sécrétions des mâles de B. t. canariensis

1

Nombre de reines de B. t. canariensis qui ont une plus grande ddp 
face aux sécrétions des mâles de B. t. dalmatinus

3

Nombre de reines de B. t. canariensis qui présentent un autre résultat 1

Sur  les  5  antennes  vaporisées,  3  d’entre  elles  ont  une  plus  grande  ddp  face  aux 
sécrétions des mâles de  B. t.  dalmatinus  que face à celles des mâles de leur propre sous-
espèce.

Ci-dessous,  les  figures  30  et  31  sont  deux  exemples  d’électro-antennogrammes 
réalisés sur des antennes de reines de B. t. canariensis.
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  1           2           3          4           5
Figure  30.  Electro-antennogramme de  Bombus terrestris  canariensis,  reine n◦ 40. Vaporisation d’air  (1),  des 

sécrétions céphaliques d’un mâle de Bombus terrestris  dalmatinus 135 (2), d’air (3), des sécrétions céphaliques d’un 

mâle de Bombus  terrestris  canariensis 115 (4) et d’air (5).

    1         2          3           4          5
Figure  31. Electro-antennogramme  de  Bombus  terrestris  canariensis,  reine  n◦ 36. Vaporisation  d’air  (1),  des 

sécrétions céphaliques d’un mâle de Bombus terrestris  dalmatinus 138 (2), d’air (3), des sécrétions céphaliques d’un 

mâle de Bombus  terrestris  canariensis 117 (4) et d’air (5).

L’entièreté des électro-antennogrammes enregistrés sur les antennes de reines de B. t.  
canariensis se trouve en annexe 8.4.

Le tableau 11 présente les mesures des ddp effectuées sur les électro-antennogrammes 
de  5  antennes  de  reines  de  B.  t.  canariensis.  Il  contient  aussi  les  quelques  paramètres 
statistiques utilisés.
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Tableau 11. Mesures des ddp en électro-antennographie sur antenne de B. t.  
canariensis (unité: - μV)

Reines Air B. t. dalmatinus (M) Air B. t. canariensis (M) Air
B .t. canariensis R_40V 40 320 100 260 80
B. t. canariensis R_36V 100 160 140 200 80
B. t. canariensis R_44V 100 140 80 120 60
B. t. canariensis R_52V 60 200 20 160 40
B. t. canariensis R_38V 20 120 80 120 60
 Somme 320 940 420 860 320
Médiane 60 160 80 160 60
1er Quartile 40 140 80 120 60
4ème Quartile 100 320 140 260 80

On remarque à nouveau une variabilité individuelle dans les ddp engendrées par un 
même spray chez les reines.

3.1.2.2. Comparaison des réactions en réponse aux différents sprays

a) Représentation graphique 

Le graphique suivant représente en parallèle les médianes des différences de potentiel 
engendrées sur les antennes des deux sous-espèces face aux différents sprays vaporisés (fig. 
32).

Figure 32. Comparaison des réactions des antennes de Bombus  terrestris dalmatinus et de  Bombus 

terrestris  canariensis.
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Les réactions des reines des 2 taxons étudiés sont comparées et visualisées sur base de 
la  médiane.  La  variation  individuelle  est  visualisée  grâce  aux  espaces  interquartiles 
représentés par les barres verticales.

b) Test de chi²

- Test de chi² des 5 sprays sur base de la médiane chez B. t. dalmatinus (n=7)

Le chi² observé (53,75) est supérieur au chi² théorique au seuil 99,9% (18,46). On 
rejette  donc  l’hypothèse  H0,  qui  suppose  que  les  distributions  sont  identiques.  Les 
distributions sont différentes de manière très hautement significative. 

- Test de chi² des 5 sprays sur base de la médiane chez B. t. canariensis (n=5)

Le chi² observé (103,08) est supérieur au chi² théorique au seuil 99,9% (18,46). On 
rejette donc l’hypothèse H0, qui suppose que les distributions sont identiques. 

Les distributions sont différentes de manière très hautement significative.

- Test de chi² des sprays 2 à 2 sur base de la médiane chez B. t. dalmatinus (n=7)

Les résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de B. t. dalmatinus sont résumés 
dans le tableau 12.

Tableau 12. Résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de B. t. dalmatinus
 Air B. t. canariensis (M) Air B. t. dalmatinus (M) Air
Air -
B. t. canariensis (M) *** -
Air *** *** -
B. t. dalmatinus (M) *** NS *** -
Air *** *** NS * -

NS: pas de différence significative;  *:  différence significative;   **:  différence hautement significative;  ***: 
différence très hautement significative.

Les  antennes  des  reines  de  B.  t.  dalmatinus  ont  des  ddp  non  significativement 
différentes quand elles sont vaporisées par les solutions des GLC de B. t. dalmatinus et de B. 
t. canariensis. Un résultat similaire est obtenu pour le deuxième et le troisième spray d’air. 
Les  ddp des  deux autres  paires  de sprays  d’air  sont  pourtant  différentes  de  manière  très 
hautement significative. 
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- Test de chi² des sprays 2 à 2 sur base de la médiane chez B. t. canariensis (n=5)

Le tableau 13 contient les résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de  B. t.  
canariensis.

Tableau 13. Résultats des tests de chi² 2 à 2 pour les reines de B. t. canariensis
Air B. t. dalmatinus (M) Air B. t. canariensis (M) Air

Air -
B. t. dalmatinus (M) *** -
Air NS *** -
B. t. canariensis (M) *** NS *** -
Air *** *** NS *** -

NS: pas de différence significative;  *:  différence significative;   **:  différence hautement significative;  ***: 
différence très hautement significative.

Les ddp induites par les sprays des deux bouquets phéromonaux de mâle sont pour les 
reines de B. t. canariensis non significativement différentes. Il en est de même pour les deux 
premiers et les deux derniers sprays d’air. Par contre, le premier et le dernier sprays d’air 
engendrent des ddp différentes de manière très hautement significative.

3.2. GC-EAD

3.2.1. GC-EAD sur reine entière

Les  lignes  de  base  ont  en  général  oscille  avec  des  valeurs  positives  et  négatives 
d’environ 400μV lors des experimentations en GC-EAD sur des reines entières. Ce bruit de 
fond constant empèche la visualisation et la mesure d’une quelconque réponse aux composés 
des GLC.

3.2.2. GC-EAD sur antenne

Dans ce cas, les lignes de base oscillent  avec des valeurs positives et négatives qui ne 
s’élèvent plus qu’à 100μV. 

La figure 33 est un exemple de chromatogramme couplé à l’électro-antennogramme 
pour une reine de B. t. dalmatinus face aux composés de la solution des GLC d’un mâle de B. 
t. dalmatinus. 
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Le  GC-EAD  a  enregistré  2  ddp  sur  l’antenne  en  réponse  à  la  vaporisation  de  2 
molécules. La première est une hyperpolarisation qui s’élève à +2,4 mV. Il s’agit pour la 
seconde d’une dépolarisation d’une valeur de -670 μV.

Figure 33. Chromatogramme couplé à l’électro-antennogramme d’une antenne de reine de Bombus ter-
restris dalmatinus  (n°9) vaporisée par un extrait de mâle de Bombus terrestris  dalmatinus (n°98). Le profil 
supérieur correspond à l’électro-antennogramme  et le profil inférieur est le chromatogramme.
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4. Discussion

4.1. Electro-antennogrammes

Les  résultats  d’électro-antennographie  nous  fournissent  tout  d’abord  diverses 
informations générales. 

- Variabilité individuelle

Les différences de potentiel (ddp) obtenues lors des différentes expérimentations et 
présentées dans les résultats,  montrent une grande variabilité individuelle. Ceci est remarqué 
pour les ddp des reines par rapport à un même spray et ce pour chacun des sprays. De plus, si 
on compare les ddp provoquées chez un même individu par des solutions de différents mâles, 
on note généralement une variabilité  pour au moins un des sprays.  Pour rappel, l’âge des 
mâles est fixe et est situé entre 7 et 10 jours. Cependant, nous n’avons pas de répétition de 
l’expérience avec une même reine face aux solutions des mêmes mâles.

Cette  variabilité  individuelle  est  observée tout  au long de la  présente étude.  Nous 
l’avons observée avec les deux sous-espèces utilisées et avec les deux méthodes de travail 
employées.

Nous  pouvons  supposer  que  les  difficultés  expérimentales  causées  par  la  grande 
variabilité individuelle peuvent être diminuées par un plus grand échantillonnage. 

Lors d’une étude sur l’olfaction de Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera, 
Drosophilidae), Krishnan  et  al.  (1999)  ont  découvert  que  la  sensibilité  olfactive  de  cette 
dernière suit un rythme circadien. En effet, les réponses antennaires à l’acétate d’éthyl varient 
en fonction de la période de la journée. Ces réponses sont plus importantes durant une période 
critique de la nuit, à savoir quand la mouche présente une activité locomotrice réduite ou est 
dans un état de sommeil. Cette fonction olfactive peut avoir une valeur adaptative, comme 
réagir à l’approche d’un prédateur durant une période vulnérable ou exploiter une source de 
nourriture de faible concurrence.

L’existence  d’un  rythme  circadien  chez  Drosophila  melanogaster  peut  éveiller 
l’hypothèse  de  la  présence  d’une  variabilité  temporelle  chez  les  bourdons.  Les  mâles  de 
bourdons effectuent  leur  patrouille  de  marquage  systématiquement  le  matin.  Il  pourrait  y 
avoir une valeur adaptative à ce que les reines de bourdons aient leur sensibilité olfactive 
maximum lorsqu’elles sont susceptibles de trouver des marques de sécrétions de mâles,  à 
savoir dans la matinée.

La confirmation d’une telle hypothèse pourrait peut-être expliquer la variabilité des 
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réponses d’une même reine sur laquelle on a effectué des expériences au matin et après-midi.

- Résumés des résultats d’EAG

Il y a 7 reines entières de  B. t. dalmatinus sur 12 qui présentent une différence de 
potentiel  (ddp)  supérieure  pour  les  sécrétions  des  GLC de  B.  t.  canariensis que pour  les 
sécrétions de sa propre sous-espèce. Ceci est  en accord avec les résultats éthologiques de 
Mathy  (2007).  Elle  observe  que  la  majorité  des  reines  de  B.  t.  dalmatinus  ont  un 
comportement agité en présence des sécrétions des GLC de B. t. canariensis.

Les  reines  de  B.  t.  canariensis  réagissent  majoritairement  plus  aux sécrétions  des 
mâles  de leur sous-espèce,  7 reines sur 10 ont une ddp supérieure face au spray de  B. t.  
canariensis. Il  semble que cette sous-espèce distingue bien les phéromones de ses propres 
mâles.

4.2. Analyses statistiques

- Médianes et espaces interquartiles

Les médianes des ddp montrent que les reines, sous-espèces et méthodes de travail 
confondues, ont des réactions différentes selon qu’il s’agisse des sprays d’air et d’hexane ou 
bien des solutions des GLC.

Au sein d’une sous-espèce, l’hexane engendre des réactions supérieures à celles de 
l’air.  Dans  le  travail  sur  antenne,  les  2  sous-espèces  présentent  des  médianes  de  ddp 
différentes pour chacun des sprays d’air.

Contrairement aux résultats bruts de l’EAG discutés ci-dessus, les médianes des ddp 
des reines entières de B. t. dalmatinus semblent similaires face aux 2 types de solutions des 
GLC.

En accord avec les résultats bruts de l'EAG, les reines de B. t. canariensis présentent 
une médiane de ddp supérieure lorsqu’elles sont vaporisées par les sécrétions des GLC de leur 
propre sous-espèce.

A l’inverse de ces résultats, la méthode sur antenne donne des médianes de ddp pour 
B. t.  dalmatinus différentes pour les 2 types  de sécrétions des GLC. La réaction est  plus 
importante pour le spray de B. t. canariensis. Les médianes de B. t. canariensis semblent cette 
fois identiques pour les 2 solutions des GLC.

Les espaces interquartiles sont tous considérablement importants. Ils portent à croire 
que dans certains cas les reines réagissent identiquement à tous les sprays. 

Ceci est remarqué pour les 2 sous-espèces ainsi que dans les 2 méthodes de travail, à 
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l’exception des antennes de B. t. canariensis. 

Les espaces interquartiles de ces dernières sont plus étroits pour les sprays d’air qu’à 
l’habitude. Les ddp des sprays d’air varient peu. Dans ce cas, malgré l’espace interquartile, les 
réactions sont différentes selon que le spray est effectué avec de l’air ou avec une solution des 
GLC.

- Tests de  Chi2

Tous les tests de Chi2 qui comparent l’effet des sprays, montrent que tous les sprays 
engendrent des ddp significativement différentes. Ce qui n’est pas appuyé entièrement par la 
médiane.

Les tests de Chi2 de paire sont plus divergents. 

Les  comparaisons  des  sprays  d’air  et  d’hexane  ou  de  2  sprays  d’air  donnent  des 
résultats différents selon la méthode et la sous-espèce, mais aussi au sein d’une sous-espèce 
avec les antennes. Les résultats varient de distributions non significativement différentes à des 
distributions différentes de manière très hautement significative. Autrement dit selon le cas 
les réactions engendrées par ces sprays peuvent être très similaires comme très distinctes.

Les  résultats  pour  l’air  ou  l’hexane  par  rapport  aux  solutions  des  GLC sont  plus 
homogènes et les ddp engendrées sont généralement différentes de manière très hautement 
significative.  Il  n’y  a  que  2  exceptions  entre  l’hexane  et  la  solution  des  GLC  de  B.  t.  
dalmatinus et cette  dernière par rapport à l’air.

Entre  les  solutions  des  2  sous-espèces  les  résultats  sont  dans  3  cas  sur  4  que  les 
distributions  sont  non  significativement  différentes,  et  que  dans  un  seul  des  cas  les 
distributions sont différentes de manière très hautement significative. Ce cas isolé est celui 
des reines entières de B. t. canariensis.

 On ne retrouve pas dans ces résultats la différence de réaction entre les 2 solutions de 
mâle chez les reines entières de B. t. dalmatinus, comme mis en évidence par la médiane.

Les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. canariensis font une réelle distinction entre 
l’air ou l’hexane et les sécrétions de mâles. Mais d’après les tests de Chi2  d’un spray par 
rapport à un autre, seul les reines entières de  B. t. canariensis font une différence entre les 
sécrétions de leurs mâles et celles de la sous-espèce  B. t. dalmatinus. Ceci est discuté par 
après au point 4.5.
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4.3. GC-EAD

Les expérimentations en GC-EAD mènent à la conclusion que de nombreux facteurs 
sont limitants.

Le matériel biologique mâle doit être très frais. Malgré la conservation des GLC dans 
des flacons placés au congélateur, la dégradation au cours du temps a toujours lieu.

Les expérimentations en GC-EAD sur des individus vivants présentent une ligne de 
base trop épaisse que pour en extraire une réponse à un composé. De plus le temps passé dans 
la  pâte  à  modeler  est  approximativement  de  35  minutes.  La  reine  finit  par  s’agiter  et 
l’épaisseur ainsi que la régularité de la ligne de base s’en ressentent. Les valeurs positives et 
négatives  de  cette  ligne  atteignent  environ  400  μV.  La  ligne  de  base  obtenue  avec  les 
antennes présente des valeurs d’environ 100 μV. 

Il  semble  que  l’âge  de  la  reine  soit  aussi  important  que  celui  du  mâle.  On  peut 
soupçonner que les reines d’un certain  âge ne répondent plus aussi  bien aux phéromones 
nuptiales. Il serait donc judicieux de faire une étude comparative des âges comme réalisée 
pour les mâles (Ågren et al., 1979; Coppée, 2005; Šobotník et al., in prep.), chez les reines. 
Cela permettrait de trouver l’âge de la reine auquel elle présente les meilleures réponses aux 
diverses sécrétions. 

Il semble par contre que l’état de fécondité des reines importe peu en GC-EAD ainsi 
qu’en EAG.

Les  résultats  ici  obtenus  sont  cruciaux  pour  la  mise  en  place  d’un  protocole 
expérimental plus adapté. Ils ont par contre retardé l’obtention de GC-EAD complets et clairs 
comme souhaités.  Les GC-EAD obtenus ne sont pas de bonne qualité au vu des facteurs 
limitants vus précédemment.

4.4. Choix de la méthode de travail

Verheggen et al. (2007) présentent une étude dont la partie électo-antennographique 
est effectuée avec des antennes seules. Ils notent que la qualité des réponses antennaires se 
dégrade avec le temps. 

Verheggen  et  al. (soumis)  présentent  une  étude  d’électro-antennographie  sur  des 
syrphes avec un protocole similaire adapté à cet insecte.  

Šobotník et al. (in prep.) travaillent également sur Bombus terrestris. Ils n’emploient 
pour ce faire que la méthode de travail sur antenne seule.
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En  conclusion,  la  plupart  des  travaux  effectués  jusqu’ici  ne  se  font  que  sur  des 
antennes détachées.

La présente étude a débuté en travaillant sur des reines entières isolées et immobilisées 
dans la pâte à modeler. Ce protocole avait permis de conserver le matériel biologique vivant 
et  donc  réutilisable.  Au  vu  de  la  trop  importante  épaisseur  de  la  ligne  de  base  avec  ce 
protocole, on a tenté de travailler avec les antennes détachées. On peut comparer l’épaisseur 
de la ligne de base des 2 méthodes. On remarque à vue d’oeil que la méthode sur antenne 
coupée permet d’obtenir  des lignes de bases plus  nette,  en conservant  des  différences de 
potentiel plus  marquées. 

Il  est  recommandé  pour  des  travaux  futurs,  d’utiliser  de  préférence  les  antennes 
détachées.

4.5. Intra- et inter-spécificité

4.5.1. Notion d’espèce et de sous-espèce

Paterson (1993) voit l’espèce comme l'ensemble des individus qui présentent un même 
système de recherche et de reconnaissance d’un partenaire sexuel potentiel. 

Nous avons précédemment vu que la parade nuptiale des bourdons s’effectue par des 
biais  comportementaux  et  olfactifs.  Un  système  de  recherche  et  de  reconnaissance  d’un 
partenaire sexuel potentiel  pour un bourdon est alors un système qui intègre un répertoire 
comportemental et un bouquet phéromonal propre à chaque espèce. 

Terzo  et  al.  (2003)  mettent  en  évidence  par  chromatographie  couplée  à  la 
spectrométrie de masse (GC-MS), les principaux composés des GLC des espèces de bourdons 
d’Europe.

Terzo et al. (2005) comparent la variabilité des sécrétions des GLC entre deux espèces 
étroitement liées, Bombus (Thoracobombus) ruderarius (Müller) et B. (T.) sylvarum (L.) à la 
variabilité intraspécifique entre les sous-espèces  B. ruderarius ruderarius et  B. ruderarius  
montanus par chromatographie en phase gazeuse. Ils découvrent alors que ces 2 sous-espèces 
ne peuvent pas être distinguées sur base des sécrétions des GLC alors que les 2 espèces le 
sont bien. 

Les phéromones des 2 sous-espèces traitées diffèrent davantage par la concentration 
relative de composés majeurs plutôt que par leur composition en molécules.

D'après ceci, il semble que la variabilité des sécrétions entre 2 espèces est supérieure à 
celle entre 2 sous-espèces. On peut distinguer 2 espèces sur base de la composition de leur 
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sécrétion des GLC mais cela ne devrait pas être le cas pour 2 sous-espèces. Le fait d'avoir un 
bouquet  phéromonal  spécifique  devrait  permettre  à  des  sous-espèces  différentes  de 
reconnaître un conjoint de la même espèce.

D'après  Wilson  &  Brown  (1953)  les  sous-espèces  qui  appartiennent  à  une  même 
espèce sont des populations distinctes génétiquement et géographiquement isolées, mais qui 
peuvent s’accoupler aux zones de contact des distributions. L'accouplement en ces zones de 
contact nécessite que les individus de sous-espèces différentes partagent le SMRS propre à 
l'espèce. 

La composition des sécrétions des GLC a une grande importance dans le SMRS des 
bourdons. Coppée (2006) analyse par GC-MS les solutions des GLC de 4 sous-espèces de 
Bombus terrestris:  ssp.  terrestris,  ssp.  lusitanicus,  ssp.  sassaricus et  ssp.  dalmatinus.  Elle 
observe  que  chacune  des  sous-espèces  comprend  la  molécule  majeure,  le  2,3-dihydro-6-
transfarnésol  (DHF),  mais  avec une variation de l'abondance relative.  Néanmoins d'autres 
composés  majeurs  et  mineurs  présentent  des  variations  d’une  sous-espèce  à  l’autre  ou 
disparaissent.

Malgré les quelques différences, le statut sub-spécifique des 4 taxons est validé par la 
composition des sécrétions des GLC. L'hypothèse alors avancée est que cette espèce possède 
peut-être une conformation en Artenkreiss comme chez le Goéland argenté.

En effet, il existe une forme de spéciation définie par Rensch en 1933 qui se nomme 
Artenkreiss ou  encore  cercle  d'espèces.  L'exemple  type  de  cette  spéciation  est  le  cas  du 
Goéland argenté (Stresemann &  Timofeeff-Ressovsky, 1947). Les différentes populations 
de cette espèce se distribuent le long du cercle arctique. Elles se différencient par des petites 
nuances de gris dans le plumage. Les populations voisines sont fertiles entre-elles, mais celles 
qui  sont trop éloignées  ne le sont plus.  Les causes éventuelles  de ce phénomène sont  de 
petites variations interpopulationnelles de SMRS qui perturbent la reconnaissance spécifique.

Ceci dit, les résultats d’EAG de la présente étude montrent une relation particulière 
entre  les  sous-espèces dalmatinus et  canariensis.  Cette  dernière  reconnaît  très  bien  les 
sécrétions de ses mâles, alors que B. t. dalmatinus réagit plus fortement aux phéromones de B. 
t. canariensis. 

Les réactions d'une reine par rapport aux sécrétions d'un mâle sont également traitées 
par  l'éthologie.  Les  effets  des  phéromones  d'activités  nuptiales  peuvent  être  attractants, 
arrêtants (Wyatt, 2003) et aphrodisiaques (Djegham et al., 1993). Les observations obtenues 
par  Mathy  (2007)  avec  les  reines  B.  t.  dalmatinus  n’expliquent  pas  nos  résultats  par 
d’éventuels effets attractants ou arrêtants.

Les phéromones de la  sous-espèce  B. t.  canariensis  engendrent  des différences de 
potentiel supérieures chez la majorité des reines des 2 taxons traités, mais elles ne présentent 
pas les effets éthologiques attendus d'une phéromone chez celles de  B. t. dalmatinus. 
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Une hypothèse probable est que  de petites variations génétiques aient provoqué un 
changement de la composition des sécrétions des GLC des mâles de B. t. canariensis.

Les analyses par GC-MS de ces sécrétions sont actuellement en cours. Dans l'attente 
de  ces  résultats  nous  pourrions  supposer  que  le  composé  majeur  y  est  présent  dans  une 
concentration  relativement  supérieure  à  celle  des  sécrétions  des  autres  sous-espèces  de 
Bombus terrestris.  

Une  autre  hypothèse  imaginable  serait  qu'un  composé  mineur  ou  qu'un  second 
composé majeur présent chez B. t. canariensis provoque des réactions chez les reines des 2 
sous-espèces.  Un  tel  composé  hypothétique  jouerait  son  rôle  de  phéromone  d'activités 
nuptiales chez les reines de sa propre sous-espèce mais pas chez B. t. dalmatinus.

L'aspect non explicable par cette hypothèse est que les reines de  B. t. dalmatinus en 
majorité (7/10) sont en mouvement durant l'expérience éthologique de Mathy (2007). 

Ces  résultats  inattendus  pour  l’étude  de  2  sous-espèces  peuvent  également  être 
explicables par l’hypothèse de l’Artenkreiss.

Ces 2 sous-espèces ont des aires de distributions qui ne présentent pas de zone de 
contact (Rasmont, 1983). La rencontre aléatoire d’individus de ces 2 sous-espèces n’est pas 
possible.  Les  hybridations  en  conditions  naturelles  sont  improbables.  L’hypothèse  de  la 
conformation en Artenkreiss est d’autant plus crédible.

4.5.2. Distance génétique entre B. t. dalmatinus et B. t. canariensis

De Jonghe (1982), De Jonghe & Rasmont (1983) et Rasmont & De Jonghe (1985) font 
le point sur le statut des bourdons du sous-genre  Bombus Latreille,  1802  sensu stricto (= 
Terrestribombus Vogt,  1911).  Des  études  centrées  sur  la  distribution  géographique,  sur 
l’écologie  et  sur  la  phénologie  des  bourdons  anciennement  considérés  comme  Bombus 
terrestris appartiennent aux 4 bonnes espèces suivantes: B. terrestris (L., 1758) sensu stricto, 
B. lucorum (L., 1761),  B. cryptarum (Fabricius, 1775) et  B. magnus Vogt, 1911. Des essais 
d’hybridation en captivité montrent que les accouplements interspécifiques de B. lucorum, B. 
cryptarum et de B. magnus sont stériles par mortalité des zygotes.
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De Jonghe (1986) effectue des expériences d’hybridation avec B. terrestris terrestris 
(L.,  1758)  et  B.  terrestris  xanthopus Kriechbaumer,  1870.  Il  observe  en  captivité  des 
copulations entre les reines de terrestis et les mâles de xanthopus et vice versa, ainsi qu’entre 
des reines de F1 et les mâles de  terrestris ou de  xanthopus ou encore les mâles de F1. En 
captivité, l’hybridation entre ces 2 sous-espèces ne présente donc pas de limite de stérilité. 

Rasmont & Quaranta (1997) étudient les bourdons de l’Archipel Toscan dont  B.  t.  
terrestris et B. t. xanthopus font partie. D’après le matériel de Krüger (1954) et le leur, il y a 
une forte hybridation entre les 2 sous-espèces sur l’île d’Elbe. On ignore toujours laquelle de 
ces sous-espèces est la population primitive de l’île d’Elbe.

Figure  34.  Distances  génétiques  entre  populations  de  Bombus  terrestris.  Dendrogramme  (non-enraciné) 

obtenu par la méthode du Neighbor-Joining basé sur les mesures de distances de Cavalli-Sforza & Edward’s 

(1967) relatif aux populations continentales et insulaires de Bombus terrestris, Bombus terrestris canariensis et 

Bombus  terrestris  maderensis.  Les  distances  génétiques  sont  estimées  pour  6  loci  microsatellites.  (d’après 

Widmer et al., 1998).

Pamilo  et al. (1997) combinent des études phéromonales aux études génétiques sur 
enzymes sur le complexe d’espèces B. lucorum. Ces auteurs remarquent une corrélation claire 
entre  les  types  électrophorétiques,  phéromonaux et  morphologiquement.  Ils  distinguent  le 
type électrophorétique  B. cryptarum/magnus et le type  B. lucorum. Bertsch  et al.  (1997) et 
Valterová et  al.  (2002)  permettent  de  préciser  que  les  différents  chromatogrammes  des 
sécrétions de GLC observés correspondent bien aux espèces  lucorum,  magnus et  cryptarum 
reconnues auparavant par Rasmont (1984).

Le dendrogramme qu’effectuent Widmer et al. (1998) entre quelques populations de 
l’espèce B. terrestris, illustre les distances génétiques entre celles-ci (fig. 34). Les populations 
de B. t. canariensis sont séparées de toutes les autres dès la base de l’arbre. Au contraire, les 
populations de B. t. dalmatinus étudiées par ces auteurs sont entremêlées avec les autres sous-
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espèces de B. terrestris. Ceci est cohérent avec les réactions différenciées de B. t. canariensis 
vis-àvis de B. t. dalmatinus.

Comme c’est le cas pour B. lucorum, il est imaginable que l’espèce B. terrestris soit 
un complexe d’espèces qui se subdivise d'un point de vue phéromonal et génétique. 
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5. Conclusion

Deux protocoles différents ont été mis au point. Le premier est basé sur l’emploi de 
reines vivantes. Le second est basé sur l’utilisation des seules antennes fraîchement détachées 
de l’animal. Le premier protocole permet de renouveler l’expérience plusieurs fois mais la 
ligne de base (bruit de fond) masque beaucoup d’informations. Le second protocole permet 
d’obtenir une ligne de base bien plus nette mais ne permet pas la réutilisation du matériel 
biologique.

L’étude par GC-EAD nécessite un protocole et du matériel biologique adaptés, plus 
exigeants que lors d'expérimentations en EAG. L'identification des composés de sécrétions 
des GLC qui induisent un stimulus olfactif chez les reines n'a pu être établie ici.

Les  reines  de  B.  t.  canariensis réagissent  nettement  moins  aux  mâles  de  
B. t.  dalmatinus  qu’à leurs propres mâles.  Au contraire, les réactions les plus élevées des 
reines de B. t. dalmatinus sont en réponse aux sécrétions de B. t. canariensis. 

Les résultats par EAG, additionnés au fait que les deux taxons sont génétiquement et 
géographiquement éloignés confortent l’hypothèse que l’espèce étudiée est composite.

6. Perspectives

Le concept  de  sous-espèce  est  très  complexe  chez  les  bourdons.  Il  est  intéressant 
d'avoir  un  maximum  d'outils pour  étudier  ce concept.  Les  composés  moléculaires  sont 
connus, mais il serait  judicieux de connaître quelle est la part  phéromonale des sécrétions 
perçue  par  la  reine  dans  la  reconnaissance  de  son  partenaire.  Les  analyses  par 
chromatographie en phase gazeuse couplée à l'électro-antennographie (GC-EAD) effectuées 
avec un protocole amélioré, sont indispensables dans des cas comme celui de B. terrestris.

Il  serait  très instructif  d’effectuer la copulation en captivité entre les taxons de  B. 
terrestris tels que B. t. dalmatinus et B. t. canariensis.

D’autre  part,  de  nouvelles  analyses  génétiques  de ces  mêmes  taxons permettraient 
d’avoir un troisième point d’appui pour la mise au clair des relations entre ceux-ci.
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8. Annexes

8.1. Electro-antennogrammes des reines de Bombus terrestris dalmatinus
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8.2. Electro-antennogrammes des reines de Bombus terrestris canariensis
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8.3. Electro-antennogrammes de l’antenne des reines de Bombus terrestris dalmatinus
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8.4. Electro-antennogrammes de l’antenne des reines de Bombus terrestris canariensis
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