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Résumeé: Chez les bourdons, les sécrétions labiales céphaliques des males comportent des
phéromones sexuelles qui attirent les femelles conspécifiques. Il existe une variabilité¢ dans la
composition de ces sécrétions céphaliques en fonction de 1’age et de la distance géographique
des différentes sous-espéces de Bombus (Bombus) terrestris (L.).

Le premier but de la présente étude est de vérifier si les reines vierges de B. terrestris
marquent une préférence envers les sécrétions des males de certains ages. Pour ce faire, des
reines de B. terrestris dalmatinus sont placées dans un olfactométre et mises en présence des
sécrétions céphaliques des males d’ages différents: 1 jour, 3 jours, 7 jours, 10 jours, 15 jours
et 30 jours. Les résultats montrent que les reines vierges de B. terrestris dalmatinus se
dirigent de préférence vers les sécrétions céphaliques des males agés de 10 jours.

Le second but de I’étude est de vérifier si les reines vierges de B. terrestris marquent une
préférence envers les sécrétions des males de leur propre sous-espece. Pour ce faire, des
reines de B. terrestris dalmatinus et de B. terrestris xanthopus sont placées dans un
olfactometre et mises en présence des sécrétions céphaliques des males de 6 sous-espéces:
terrestris, lusitanicus, dalmatinus, xanthopus, sassaricus et canariensis. Des males de
Bombus (Bombus) ignitus Smith servent de t¢émoin non conspécifique. Les résultats montrent
que les reines vierges de B. terrestris dalmatinus et de B. terrestris xanthopus se dirigent de
préférence vers les sécrétions céphaliques des males de leur propre sous-espece.

Mots clés: Bombus terrestris, phéromones, comportement précopulatoire, olfactométre
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1. Introduction

Bombus terrestris (L.) est une espéce de bourdon qui présente un interét économique
non négligeable. Il est relativement facile a élever, les colonies produisent un grand nombre
de sexués et s’adaptent facilement aux conditions artificielles. De plus, depuis 1980 (Ings et
al., 2005; Velthuis & van Doorn, 2006), il est reconnu comme excellent pollinisateur.
Pollinisateur précoce a longue période d’activité, a poils denses, capable de s’adapter a une
grande variabilit¢ de températures et de climats, il convient bien pour la culture en serre,
notamment pour celle de la tomate (Shao et al., 2004; Inari et al., 2005, Winter et al. 2006).
L’exportation de plus en plus massive de Bombus terrestris effraic les écologistes qui
s’interrogent sur le bien fondé d’introduire des espéces exotiques (Inari et al., 2005; Ings et
al., 2005). Si des Bombus terrestris, issus de 1’exportation, s’échappent des serres quelles
seront les conséquences pour les espéces indigénes? Des accouplements avec les especes
indigénes sont-ils possibles? Si cela devait étre le cas, la diversité génétique normale de B.
terrestris serait-elle menacée? (Widmer et al., 1998; Ings et al., 2005) Une extinction des
bourdons locaux par supplantation ou 1’apparition d’hybrides par brassage de genes est-elle a
envisager, voire a craindre? (Goka et al., 1998)

Bombus terrestris présente un grand nombre de taxons dont le statut subspécifique est
toujours mis en doute: Rasmont (1982) dit que "Chez les sous-especes insulaires, la
coloration est totalement différente de celle des sous-espéces continentales taxonomiquement
proches. Certains caracteres morphologiques divergent suffisamment pour qu’on puisse
émettre I’hypothese qu’elles ont atteint le statut de bonne espéce". D’aprés Terzo et al.
(2003), la composition des sécrétions des glandes labiales céphaliques fournit des caractéres
supplémentaires pour la classification phylogénétique. L analyse des sécrétions des glandes
labiales céphaliques de B. terrestris ainsi que les observations comportementales des reines
vierges en présence des sécrétions de glandes labiales céphaliques de males de différents
taxons devrait apporter de plus amples informations.

1.1. Modg¢le biologique

B. terrestris (L.) est une espéce eusociale primitive a large distribution géographique
centrée sur la Méditerranée (Rasmont, 1983, Rasmont & Terzo, in prep.; fig.1) et qui s’étend
jusqu’a la latitude de Stockolm au nord et jusqu’a I’ Altai a I’est.
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Cette espece compte 9 sous-especes (Rasmont, 1983):

- africanus Kriiger 1956 en Afrique du Nord;

- audax Harris 1780 dans les iles Britanniques;

- calabricus Kriiger 1958 dans le sud de I’Italie, la Calabre et la Sicile;

- canariensis Pérez 1895, seule espéce de bourdon de I’archipel des Canaries.

- dalmatinus Dalla Torre 1882, de I’extréme sud-est de la France jusqu’au nord de la
péninsule italique, les Balkans, la Turquie, le sud de la Russie et I’ Altai;

- lusitanicus Kriiger 1956 dans le sud-ouest de la France, la péninsule ibérique, les
Baléares et Madere;

- sassaricus Tournier 1890 endémique de Sardaigne;

- terrestris L. 1758, présent dans toute I’Europe continentale au nord du 45
jusqu’au sud de la Fennoscandinavie;
- xanthopus Kriechbaumer 1870 en Corse, sur I’ile de Capraia et sur 1’ile d’Elbe.

I R
Fi kv

éme

parallele

terrestris
ST

r
Figure 1. Distribution géographique des sous-espéces de Bombus terrestris (L.) (d’aprés Rasmont com.
pers.).

CFF 1.3 - 198¢C

D’apres les études génétiques d’Estoup et al. (1996), de Widmer et al. (1998) et Shao
et al., 2004, il existe une relative homogénéité génétique au niveau des différentes populations
continentales de B. terrestris. Cependant, ils observent une différence marquée entre les
populations insulaires (B. t. sassaricus, B. t. canariensis et B. t. audax) et continentales. La
coloration des B.terrestris est trés peu variable sur le continent alors qu’en Corse la coloration
de B. terrestris est extrémement différente de celle des populations continentales. Rasmont
(1982) dit que "Les grosses differences entre les populations insulaires et continentales
suggerent fortement une immigration tres ancienne"
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1.2. La notion d’espéce

Il existe plusieurs définitions de 1’espece. Mayr (1963) la définit comme I’ensemble
des individus potentiellement capables de produire une descendance fertile. Une espéce inclut
alors tous les individus qui pourraient s’accoupler et étre interfertiles.

Selon Paterson (1993), une espece regroupe 1’ensemble des individus capables de se
reconnaitre eux-mémes comme conjoints potentiels. Un individu doit €tre apte a chercher,
trouver un conjoint et 1’identifier comme tel. Une espeéce ne se définirait donc plus par son
interfertilité mais par son "SMRS" ("'Species Mate Recognition System").

Chez les bourdons, trouver un conjoint n’est possible que si la distribution
géographique, les périodes d’émergence des sexués, les périodes de maturité sexuelle et la
morphologie des genitalia sont compatibles (Svensson, 1979). Néanmoins, c’est le SMRS,
sous la forme de phéromones sexuelles, qui détermine la rencontre et la reconnaissance des
conjoints. Chez ces insectes, ce sont les males qui produisent les phéromones sexuelles
spécifiques et qui attirent les femelles.

1.3. La communication

Une reproduction sexuée avec fécondation interne impose une communication
intraspécifique, c’est-a-dire entre individus de méme espéce. Male et femelle doivent se
retrouver. Une communication a distance doit permettre d'attirer le bon conjoint (Leroy,
1987).

La communication animale fonctionne par intermittence. Les appels sexuels, entre
autre, ne sont émis que pendant la période de la reproduction. Des facteurs externes et
internes influencent donc ces émissions. Le photopériodisme, c'est-a-dire le rapport entre les
temps de lumiere et d’obscurité, contrdle l'activité reproductrice saisonniére (Leroy, 1987).
La satiét¢ ou l'appétence influence le comportement d'attirance. Dans bien des cas, une
femelle fécondée reste insensible aux appels sexuels du male (Free, 1970; Leroy, 1987;
Sinkevich, 2006).

Ainsi, ni I’émission des signaux, ni la réaction a ceux-ci ne se font constamment
(Leroy, 1987).

Certaines especes sont dites "spécialistes" parce qu'elles ne pergoivent que la
phéromone sexuelle conspécifique. En revanche, d'autres sont appelées "généralistes" car
elles sont sensibles a un large éventail de substances (Leroy, 1987).

Grace a ses antennes, un bourdon est capable de détecter des molécules odorantes.
Leurs antennes portent des milliers de micro-sensilles olfactives. Chaque sensille est stimulée
par des molécules particulieéres (Masson & Strambi, 1977 cité par Passera & Aron, 2005).
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1.4. Phéromones

Karlson & Butenandt (1959) définissent les phéromones comme étant des substances
sécrétées a 1’extérieur par un individu, percues par un autre individu de la méme espéce et qui
provoquent chez celui-ci une modification soit comportementale soit physiologique.

A la différence des hormones, les phéromones ne sont pas véhiculées par le sang mais
par des individus dans un groupe social. Ce sont donc des substances messageres chimiques
qui permettent une communication entre individus.

Karlson (1960) distingue deux types de phéromones: celles qui sont actives des leur
olfaction et celles qui agissent aprés ingestion. Le premier groupe reprend, entre autres, les
substances attractives sexuelles, celles de marquages territoriaux, les substances d’alarmes et
de pistes. Le deuxiéme groupe, comporte, entre autre, les substances inhibitrices de la
production sexuée (identifiées chez ’abeille domestique et les termites). Wilson (1963, cité
par Pain, 1971), Regnier & Law (1968) différencient les phéromones de déclenchement
("releaser pheromone™) qui agissent sur le comportement par 1’intermédiaire du systéme
nerveux et les phéromones d’amorcage (“primer pheromone™) qui modifient la physiologie,
notamment celle du systéme reproducteur et endocrinien.

Dans le présent travail, on s’intéressera aux phéromones qui agissent par olfaction et
plus précisément, celles qui régissent le comportement d’attraction sexuelle et qui constituent
le SMRS de B. terrestris (L.).

1.5. Mécanismes d’orientation

Une substance odorante libére des molécules dans l'air. La température de l'air
influence cette volatilisation. A partir d’environ 20°C, les molécules de 1'air sont agitées et
optimisent la diffusion et le transport des molécules odorantes jusqu'aux organes olfactifs des
animaux (Leroy, 1987).

Un animal peut atteindre un lieu précis (une source qui émet une odeur par exemple)
de 4 manieres différentes (Fraenkel & Gunn, 1940):

- par hasard,

- en s’orientant vers cette source (en y étant attiré; c’est la taxie positive),

- en se déplagant moins vite au voisinage de la source (orthokinésie négative,
entrainant parfois I’arrét),

- en se déplagant de maniére plus sinueuse au voisinage de la source (Klinokinésie
positive).
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Comment une odeur (c’est-a-dire des molécules diffusées) intervient-elle pour diriger
I’insecte vers la source émettrice? Des expériences faites sur le papillon Pectinophora
gossypielle (Saunders) montrent que 1’insecte, dans un air immobile, est capable de trouver la
source odorante en se déplagant en zig-zag, a partir d’une distance de deux metres (Farkas &
Shorey, 1972).

Il tente de progresser a contre-courant par rapport au gradient de concentration. S'il ne
percoit plus les molécules chimiques, il fait demi-tour ou s'arréte et ne redémarre qu'apres
perception de la stimulation chimique spécifique. C'est I'anémotaxie (Leroy, 1987).

Plus l'insecte s’approche de la source émettrice, plus la concentration en substance est
grande. Un nombre de plus en plus grand de molécules atteignent les récepteurs antennaires
ce qui permet a I'animal de s'orienter. D’apreés Von Békésy (1964, cité par Leroy, 1987), pour
qu’il y ait orientation vers la source émettrice, il doit y avoir un décalage perceptif entre le
coté droit et gauche de I’animal. C’est en appréciant ces décalages et en tentant de les égaliser
que I’animal progresse vers la source émettrice (Leroy, 1987).

1.6. Le SMRS des bourdons

Chez la plupart des espéces, les males réalisent un circuit le long duquel ils déposent
des sécrétions phéromonales (fig.2). Une fois les marquages odorants terminés, le male
patrouille régulierement la zone marquée, a la recherche d’une femelle pour s’accoupler
(Svensson, 1979). Chez certaines autres especes de bourdons, les males se postent a I'affiit sur
un perchoir, autour duquel ils réalisent des marquages phéromonaux, et attendent le passage
d’une femelle. Chez d’autres especes, les males restent aux alentours des nids et surveillent la
sortie éventuelle d’une jeune reine.

Le marquage consiste a mordiller différents supports (feuilles, tiges, troncs, ...) pour y
déposer les sécrétions phéromonales (Haas, 1949) qui s’écoulent par la base de la langue
(fig.3). La nature des supports marqués et le type de circuits peuvent varier d’une espece a
I’autre (Haas, 1949; Svensson, 1979). Svensson (1979) a observé qu’il est plus efficace pour
les males de réaliser des circuits de patrouille communs plutdt que d’établir chacun un circuit
dans une zone isolée. Grace aux marquages d’autres individus, un male peut se permettre de
dépenser moins d’énergie dans le marquage sans pour autant diminuer son attractivité envers
les femelles. Néanmoins, bien que les circuits soient interconnectés, ils demeurent
partiellement individuels.

Selon Bergman (1997), les composés chimiques qui constituent les phéromones
attirent les reines a distance. D’apreés les expériences ¢éthologiques menées par Sinkevich
(20006), seules les reines vierges sont attirées par les sécrétions phéromonales; sur des reines
fécondées, l'effet est nul ou répulsif.
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M. 1:1000

Buissons
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3 Chardon
Figure 2. Circuit de patrouille de Bombus terrestris. (a gauche) et de Bombus cryptarum (a droite) (d’aprés
Haas, 1967).

Bno~~pH8H

Figure 3. Comportement de marquage d’un méle de Bombus lapponicus (Fabricus): (a) sur une feuille de

Salix glauca L., (b) sur une feuille de Betula tortuosa L., (c) sur une branche seche de Betula nana L.
(d’apres Svensson, 1979).
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1.7. Sécrétion des glandes labiales céphaliques

Les males de bourdons émettent un bouquet phéromonal spécifique pour attirer les
femelles vierges. Ce bouquet est un ensemble de substances sécrétées par les glandes labiales
céphaliques (fig.4). Ces glandes acineuses paires occupent la majeure partie du volume de la
téte. Leurs sécrétions se déversent dans une bourse ou se rejoignent également les canaux
excréteurs des glandes labiales thoraciques et des glandes salivaires. Le conduit de cette
bourse aboutit a la base de la langue.

Canal de la glande
labiale thoracique

Bourse

Canal excréteur

Figure 4. Dessin semi-diagrammatique de la vue frontale de la téte d’un méle de Bombus lapidarius (L.)
(d’aprés Agren et al., 1979).

Les phéromones sexuelles sont des isoprénoides (terpénoides) et des dérivés d’acides
gras (fig.5). Les isoprénoides dérivent du métabolisme de 1’acide mévalogénique.
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Figure 5. Exemples de molécules émises par les glandes labiales céphaliques. 1-4: terpénoides; 5-9: dérivés d’acides
gras (d’aprés Bergstrom et al. 1981).

1.8. Variation des sécrétions des glandes labiales céphaliques

1.8.1. Variabilité interspécifique

Bien que la part phéromonale des sécrétions des glandes labiales céphaliques ne soit
pas encore connue, on sait que chaque espéce de bourdon posséde son propre bouquet
phéromonal. A titre d’exemple, la figure 6 présente les chromatogrammes des sécrétions
céphaliques de quatre espéces du sous-genre Bombus présentes en Belgique.

D’aprés Coppée (20006), certaines sous-especes de B. terrestris (lusitanicus, terrestris,
sassaricus, dalmatinus) ont des sécrétions suffisamment différentes pour étre
significativement distinctes. Cela est probablement di a leur isolement géographique. Coppée
émet I’hypothéese qu’il puisse y avoir un isolement di a la distance comme cela existe dans les
Artenkreis (cas célébre du Goéland argenté). Chaque population est capable de s’hybrider
avec celles qui la jouxtent, mais pas avec les populations plus éloignées. Ce phénoméne peut
s’expliquer par de petites variations interpopulationnelles de SMRS qui ne permettent plus la
reconnaissance spécifique entre individus de populations ¢loignées ( Rensch, 1933 et
Stresemann & Timofeeff-Ressovsky, 1947).
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Figure 6. Chromatogrammes de quatre espéces proches de bourdons: Bombus terrestris, B. lucorum, B.
cryptarum, B. magnus (d’aprés Terzo, com. pers).

1.8.2. Variabilité intraspécifique

La composition des sécrétions des glandes labiales céphaliques varie non seulement
avec les saisons (Kullenberg et al., 1973) mais aussi en fonction du spécimen (Terzo et al.,
2005). Ce dernier point a pu étre observé sur B. ruderarius (Miiller) et B. sylvarum (L.).
Chose curieuse, méme la molécule principale du bouquet peut disparaitre (fig.7).

Coppée (2005) a pu mettre en évidence que 1’age avancé des males de bourdons peut
expliquer la disparition de leur composé majeur.
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Figure 7. Chromatogrammes des sécrétions de deux spécimens de Bombus ruderarius (Muller) (d’aprés
Terzo et al., 2005).

1.8.3. Variabilité temporelle

Les premiers jours qui suivent leur émergence, les jeunes males de bourdons ne
quittent pas le nid. Ils sont d’ailleurs inaptes a voler et les sécrétions de leurs glandes labiales
céphaliques sont extrémement réduites. Ils y restent généralement entre 2 et 7 jours, en
fonction des conditions climatiques. Ce laps de temps leur permet d’achever leur
développement morphologique et physiologique de sorte que leur production phéromonale
soit optimale dés la sortie du nid (Agren et al., 1979).

D’apres 1’étude de Coppée (2005) sur B. t. terrestris (L.), ’abondance relative de
certains composés des sécrétions des glandes labiales céphaliques varie fortement avec 1’age.
Une augmentation quantitative de la plupart des composés débute vers 1 ou 2 jours et
s’acheve a partir de 20 jours.

Le 2,3-dihydro-6-trans farnesol (DHF), composé principal chez B. t. terrestris, joue
probablement un role dans la reconnaissance spécifique. Ce composé est présent en faible
quantit¢ chez les jeunes spécimens ainsi que chez les spécimens agés, alors qu’il est tres
abondant (jusqu’a 60% de I’abondance relative des sécrétions pour plus de 50 composés
identifiés) chez les spécimens d’age moyen.
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La composition des sécrétions des glandes labiales céphaliques varie donc avec I’age
des spécimens. Sur base de cette variation, il est possible de séparer les males en 4 classes
d’ages (Coppée, 2005):

1: 0 jour;

2:de 1 a 5 jours (période de vie intranidale);

3:de 5 a 25 jours (maturité sexuelle);

4: de 25 a 40 jours (dégénérescence des glandes labiales céphaliques).

1.9. Le 2,3-dihydro-6-trans farnesol est-il le constituant attractif?

D’aprés Sinkevich (2006), D’attractivité des males de B. terrestris envers leurs
femelles ne peut étre attribuée au seul composé principal, le 2,3-dihydro-6-trans farnesol.
Cette molécule est présentée en figure 8.

OH
YVY\/YV

Figure 8. Structure moléculaire du 2,3-dihydro-6-trans farnesol.

Dans cette étude, des reines vierges de B. terrestris sont confrontées a des sécrétions
labiales de males de quatre espéces de bourdons, B. terrestris (L. 1758), B. cingulatus
(Wahlberg 1854), B. jonellus (Kirby 1802) et B. lucorum (L. 1761). Les trois premiéres
espeéces ont une grande quantité de 2,3-dihydro-6-trans farnesol dans leurs sécrétions. B.
lucorum ne posseéde pas de 2,3-dihydro-6-trans farnesol et sert de témoin. Le dispositif
expérimental utilisé¢ est une boite en plexiglas de 20 cm de coté sur 5 cm de hauteur. Le
couvercle est muni d’un trou qui permet 1’insertion de la reine de bourdon tandis que le fond
de I’aréne est recouvert de papier filtre remplacé aprés chaque expérience. Sur le fond de la
boite, quatre zones identiques sont délimitées. Sur chacune d’elles est dépos¢ aléatoirement:
2,5 ul de I’extrait spécifique, 2,5 ul d’un des extraits non spécifiques, 2,5 pl d’hexane tandis
qu’une des zones reste vide (témoin).

L’expérience se réalise en lumicre rouge. Les bourdons ne voient pas cette gamme de
longueur d’onde et ne sont influencés que par les signaux olfactifs. Le comportement de la
reine est filmé a I’aide d’une caméra vidéo au dessus de 'aréne expérimentale.

La position de la reine est relevée toutes les 5 secondes, durant 6 minutes. L'analyse
des 73 positions relevées permet de déterminer la zone la plus souvent visitée, et d’en déduire
I’odeur la plus attractive.
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Les résultats montrent que les reines vierges de B. terrestris sont capables de
reconnaitre les extraits conspécifiques (de la méme espece) (fig.9), méme si le composé
majeur des autres extraits est également le 2,3-dihydro-6-trans farnesol. Le 2,3-dihydro-6-
trans farnesol (DHF) n’est donc pas le seul composé phéromonal actif parmi 1’ensemble des
molécules des sécrétions labiales. A courte distance, il n’est évidemment pas le seul ¢lément
attractif. Toutefois, en raison de sa concentration ¢élevée et de sa forte volatilit¢ (poids
moléculaire faible), il parait étre un composé attractif important a longue distance (Sinkevich,
2006).

Temps passé dans chacune des zones

80 -
. 72,5 73 73 @ B.terrestris
70 - [ sécrétions du male
d'esp. différente
60 - [Osolvant

E témoin
50 -

durée (valeur médiane)

40 -

10 +

B.terrestris- B.terrestris- B.terrestris- B.terrestris- B.terrestris-
B.lucorum (n=20) B.cingulatus (n=6) B.hypnorum (n=5)  B.jonellus (n=5) B.pratorum (n=5)

Figure 9. Olfactométrie des reines vierges de Bombus terrestris confrontées a des bouquets phéromonaux
conspécifiques et de cing autres especes. B. lucorum ne présente pas de DHF, molécule principale de la
sécrétion de B. terrestris, B. cingulatus, B. hypnorum, B. jonellus et B. pratorum comprennent du DHF parmi les
molécules principales de leur bouquet phéromonal (d’aprés Sinkevich, 2006).

1.10. Objectifs

Les femelles vierges montrent-elles une préférence envers les males d’un certain age?
L hypothése de travail est que la préférence des reines pour les males de différents ages ne
varie pas.

Les femelles vierges marquent-elles une préférence envers les males de leur propre
sous-espece? En d’autres termes, les femelles préferent-elles ou non des males
consubspécifiques (de la méme sous-espece)? L hypotheése de travail est que les reines ne
préferent pas les males de I'une ou I’autre sous-espece.
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2. Matériel et méthode

2.1. Principe du test

Le test d’olfactométrie s’inspire du dispositif expérimental utilis¢ par Sinkevich
(2006). Pour rappel, celui-ci est constitué d’une boite en plexiglas de 20 cm de c¢6té sur 5 cm
de hauteur. Plusieurs problémes se posent:

- le plexiglas utilis¢é risque de retenir certains résidus pouvant engendrer des
phénomeénes d'attraction ou de répulsion indésirables,

- I’aire de déplacement des reines étant réduite, celles-ci réagissent trop rapidement
aux extraits et s’y arrétent apres seulement quelques secondes,

- I’atmosphére de la zone de test peut étre rapidement saturée par les molécules
volatiles.

Ce dispositif expérimental est donc modifi¢ de la facon suivante. Le plexiglas est
remplacé par du verre et les dimensions de 1’aréne sont augmentées. Un treillis est disposé en
cercle pour empécher la reine d'entrer en contact avec les sources d'odeur placées aux quatre
angles de I’aréne expérimentale et de s’y arréter.

2.2. Construction du dispositif et de la caméra

L’aréne expérimentale est constituée d’un socle carré en verre de 70 cm de coté. Ce
support est délimité par un bord en verre de faible hauteur (8 cm), ce qui empéche le vol de la
reine étudiée (fig. 10 et 11). L'utilisation du verre évite toute adsorption de molécules
organiques. L’olfactométre est recouvert par une plaque de polycarbonate munie d’un trou
central. Dans ce cas, 1’utilisation du verre n’est pas possible pour des raisons d'encombrement
et de poids.

Le trou, pratiqué au centre de la plaque de polycarbonate, permet l'introduction d'une
boite de Pétri suspendue a un fil. Ce récipient accueille la reine le temps qu'elle se calme.

L’aréne expérimentale est divisée en quatre zones identiques de 35 cm de coté. A
I’intérieur, un treillis plastifié (grille soudée "quadro plast") de 8 cm de haut, disposé en
cercle, empéche l'animal d'approcher les sources d'odeur placées aux quatre angles de
I’olfactometre (fig. 10 et 11).
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< Treillis

ZONE 1 ZONE 2
____________________*___4_ _______________ Reine vierge
ZONE 4 ZONE 3

.ﬁ Source d’odeur

Figure 10. Arene expérimentale utilisée lors des expériences.

Une webcam (Philips SPC 900NC PC Camera) (fig.12), reliée a un ordinateur, est
placée juste au dessus de 1’olfactomeétre. L’enregistrement permet de revoir le trajet parcouru
par I’animal et de retracer la succession des zones visitées.

S

i e

Figure 11. Olfactométre utilisé pour les expériences.  Figure 12. Webcam utilisée pour les expériences.
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2.3 Matériel biologique

Quarante reines vierges de B. t. dalmatinus Dalla Torre ont été fournies par la société
Biobest bvba (Westerlo, Belgique). B. terrestris (L.) a été choisi pour sa facilité d’élevage et
sa disponibilité commerciale.

Les sécrétions de males agés de 1 a 30 jours ont été utilis€ées pour étudier la variabilité
en fonction de 1’age, de ’attractivité des sécrétions des glandes labiales céphaliques de males
de B. t. dalmatinus.

Sur des reines vierges de B. t. dalmatinus, les sécrétions de males d’ages suivants: 1 et
7 jours, 3 et 7 jours, 7 et 10 jours, 7 et 15 jours, 7 et 30 jours, choisis en se référant aux classes
d’age établies par Coppée (2005), ont été testées.

Les combinaisons utilisées pour étudier I’attractivité des sécrétions des glandes
labiales céphaliques de males de différentes sous-especes envers les reines vierges de B. t.
dalmatinus furent: B. t. dalmatinus et B. t. canariensis, B. t. dalmatinus et B. t. lusitanicus, B.
t. dalmatinus et B. t. sassaricus, B. t. dalmatinus et B. t. terrestris.

2.3.1. Maintenance des reines

Les reines sont logées par trois dans des cages en bois de pin non traité et pourvues
d’un couvercle en plexiglas (fig.13 et 14). Elles sont nourries ad libitum de pollen et de
nectar, renouvelés tous les deux jours. La température de la piéce est comprise entre 20°C et
30°C, l'humidité relative oscille entre 45% et 55% Ces paramétres optimaux ont été
déterminés par Djegham (1991). Elle observe un plus grand nombre d’accouplements a une
température comprise entre 20 et 25°C et a une humidité relative comprise entre 60% et 70%.
Cependant, lors des expériences, les reines testées ne se déplagaient pas, elles semblaient
endormies. Il a donc été décidé de diminuer I’humidité relative tout en maintenant une
température proche de 25°C.
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Figure 13. Cages des reines. Figure 14. Détail des cages des reines.

2.3.2 ldentification de chaque reine

Chaque individu est marqué a I’aide d’une étiquette numérotée, collée sur son thorax
(fig.15). Cette identification permet de ne pas répéter la méme expérience sur la méme reine
et d’éviter ainsi toute habituation.

Figure 15. Reine de Bombus terrestris dalmatinus marquée.

2.3.3. Extraction des glandes labiales céphaliques

Les glandes labiales céphaliques volumineuses, situées derriere les yeux (fig.16), sont
isolées et placées dans un flacon avec 200 pl d’hexane (fig.17). Elles sont maintenues 24h a
température ambiante, puis conservées a -30°C (Terzo et al., 2005).
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Glande labiale
céphalique

Figure 16. Dissection d’une glande labiale céphalique. Figure 17. Glandes labiales
céphaliques dans 200 pl d’hexane.

2.4. Protocole expérimental

Un papier filtre imprégné ou non d'une source d'odeur est déposé dans chaque angle
de I’aréne expérimentale. Dans deux des angles, on dépose 2,5 pul de solution de sécrétions
des glandes labiales céphaliques de males consubpécifiques ou non, ou de males d’ages
différents. Dans les deux autres angles, on dépose d'un c6té un papier filtre vierge, de 1'autre
un papier filtre imbibé de 2,5 ul d'hexane pur. La quantité utilisée (2,5 ul) a été déterminée
par essai-erreur par Sinkevich (2006). La position des différentes sources d’odeur dans le
dispositif expérimental est établie aléatoirement lors de chaque manipulation (tirage au sort a
I’aide de dés). Pour éviter tout apprentissage, un méme bourdon n’est utilisé plusieurs fois
qu’a des jours et des heures différents. Toutes les expériences sont réalisées dans les mémes
conditions de température et d’humidité que celles de la salle d’élevage et en lumiére rouge.

Les manipulations nécessaires a la capture de la reine lui causent un grand trouble.
Son introduction sans ménagement dans [’aréne expérimentale peut entrainer des
comportements anormaux. Pour éviter ce probléme, la reine est d’abord placée sous une boite
de Pétri munie d’un fil, au centre de I’aréne expérimentale. Aprés 1 a 2 min, une traction
délicate sur la boite de Pétri libére le spécimen. L’enregistrement et les observations
commencent alors, I’expérimentateur restant toujours au méme endroit. L.’analyse consiste a
relever toutes les 5 secondes pendant 7 minutes, dans quelle zone la reine se situe. Chaque
expérience est répétée 33 fois, avec une nouvelle.
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Le pouvoir attractif des sources peut €tre mis en €évidence en comparant le nombre de
présence dans chacune des quatre zones prédéfinies.

2.5. Controle

Pour la validité des expériences, il est nécessaire de s'assurer qu’aucune influence,
autre que les sources odorantes testées, n’agit sur les reines.

Pour ce faire, le comportement d'une série de reines est enregistré et analysé au cours
d’une journée dans les mémes conditions expérimentales que les tests mais sans source
odorante. Si la reine se déplace de manicre différente a chaque expérience, si sa localisation
dans I’aire expérimentale est aléatoire, on peut conclure que, statistiquement, aucun signe
extérieur ou intérieur au dispositif expérimental n'influence sa position.

2.6. Nettoyage

L’aréne expérimentale est lavée a 1’acétone. L’acétone, lui méme, s’évapore
rapidement et ne laisse aucun résidu.

2.7. Analyses statistiques

La distribution des 2772 relevés (84 positions X 33 reines) est analysée a 1’aide d’un
test chi> non paramétrique qui compare la distribution observée a celle théorique (21
présences dans chaque zone). Ceci permet de savoir si les reines préférent une des quatre
sources odorantes.

Pour savoir si les 2 sécrétions céphaliques testées ont un effet sur les reines vierges, on
analyse statistiquement (chi?), la différence entre les relevés qui correspondent au solvant et
ceux qui correspondent a la sécrétion céphalique consubspécifique (de la méme sous-espece)
ou non.

Ensuite, pour savoir si I'une des deux sécrétions céphaliques présentées a un effet
supérieur a ’autre, on analyse la différence entre les résultats qui correspondent aux deux
sécrétions céphaliques utilisées.

Le test chi*> non paramétrique permet d’analyser deux variables qualitatives non
appariées, les extraits et les reines qui ont chacune leur propre comportement. L hypothése
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nulle, lorsqu’on analyse les relevés des 4 zones, est que les reines se positionnent
aléatoirement: leur nombre de présence dans chacune des quatre zones étant alors similaires et
voisin de 21. Autrement dit, les reines passent 25% de leur temps dans chacune des 4 zones.
L hypothése nulle, lorsqu’on analyse les relevés de 2 zones, est que les reines se positionnent
aléatoirement: leur nombre de présence dans chacune des deux zones étant alors similaires et
voisin de 42. Autrement dit, les reines passent 50% de leur temps sur chacune des 2 zones
(Siegel & Castellan, 1988).

Les données sont encodées et gérées au moyen du tableur Excel.

2.8 Modifications apportées

Au vu des résultats obtenus lors de 1’é¢tude préliminaire sur le pouvoir attractif des
sécrétions des glandes labiales céphaliques des males de différentes sous-especes sur les
reines vierges de B. t. dalmatinus, on a décidé de reproduire ces expériences dans des
conditions plus rigoureuses. Les modifications suivantes sont ajoutées:

Tableau 1. Comparaison des deux séries d’expériences

Premieére série Seconde série

- pas d’aération
- treillis (grille soudée en
"quadro plast")

Aréne
expérimentale

- aération (1)
- treillis en acier galvanisé (2)

- reines de B. t. dalmatinus

- reines de B. t. dalmatinus _ reines de B. t. xanthopus 3)

Sujets testés

Solutions testées

- B. t. dalmatinus
- B. t. sassaricus

- B. t. canariensis
- B. t. lusitanicus

- B. t. dalmatinus
- B. t. sassaricus
- B. t. canariensis
- B. t. xanthopus

- B. t. terrestris. - B. ignitus (4)
- Permutations et combinaisons
Protocole . o g
aléatoires des sécrétions (5)
Temps. - 7 min (avec 33 répétitions) - 5 min (avec 10 répétitions) (6)
d’observation
Nettoyage - acétone - détergent puis éthanol (7)

(1): Trois petits trous sont percés a chaque coin de la plaque de polycarbonate qui

recouvre ’aréne expérimentale afin de permettre la dissipation partielle des molécules

volatiles odorantes. De cette maniére, on €vite une saturation du milieu expérimental.

(2): Le treillis circulaire au centre de 1’aréne est remplacé par un treillis en acier

galvanisé afin d’éviter tout risque d’adsorption de molécules odorantes.

(3): Afin de s’assurer que les reines vierges d’autres sous-espéces réagissent comme

les reines de B. t. dalmatinus, on réalise la nouvelle série d’expériences avec des reines
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vierges de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus. Les trente-cinq reines vierges
de B. t. xanthopus, Kriechbaumer ont été fournies par le laboratoire du Prof. L. Chittka.

(4): Des reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus ont été testées en présence de
sécrétions de glandes labiales céphaliques de males de B. t. dalmatinus, B. t. xanthopus, B. t.
sassaricus, B. t. canariensis. On utilise aussi au cours de la présente étude, B. ignitus Smith,
espeéce qui vit en Chine, au Japon et en Corée. Cette espece aura ici un réle de témoin, afin de
vérifier la spécificité des réponses aux phéromones sexuelles. Les différentes combinaisons
utilisées en présence des reines vierges de B. t. dalmatinus et B.ter.xanthopus sont présentées
dans le tableau 2.

Tableau 2. Combinaisons des extraits des sécrétions des males

Reines vierges Extraits des sécrétions males

B. t. dalmatinus B. t. dalmatinus et B. t. dalmatinus
B. t. dalmatinus B. t. dalmatinus et B. t. xanthopus

B. t. dalmatinus B. t. dalmatinus et B. t. sassaricus

B. t. dalmatinus B. t. dalmatinus et B. t. canarienssis
B .ter. dalmatinus B. t. dalmatinus et B. ignitus

Reines vierges Extraits des sécrétions males
B. t. xanthopus B. t. xanthopus et B. t. xanthopus
B. t. xanthopus B. t. xanthopus et B. t. dalmatinus
B. t. xanthopus B. t. xanthopus et B. t. sassaricus
B. t. xanthopus B. t. xanthopus et B. t. canarienssis
B. t. xanthopus B. t. xanthopus et B. ignitus

(5): Le protocole expérimental est amélioré. Les positions des sources d'odeur dans le
dispositif expérimental sont établies aléatoirement pour chaque manipulation (tirage au sort a
I’aide de dés) et les différentes combinaisons de solutions (tab. 2) sont testées aléatoirement.
On ne réalise plus la méme expérience tout au long de la journée, comme c’était le cas lors
des anciens tests.

(6): En raison de la rapidité de réaction des reines vis-a-vis des sécrétions lors des
premieres analyses, le temps d’observation est réduit & 5 minutes. Chaque expérience est
répétée 10 fois au minimum, chaque fois avec une reine différente et un nouveau tirage
aléatoire de la position des sources odorantes.
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(7): L’aréne et le treillis sont nettoyés au Panama (détergeant sans odeur, sans savon,
ni phosphate) puis a 1’éthanol dénaturé (5%). L’éthanol s’évapore rapidement et ne laisse pas
de résidu.

2.9. Analyses statistiques du nouveau jeu de données

La distribution des 600 relevés (12 X 5 = 60 positions; 60 X 10 répétitions) est
analysée a I’aide d’un test de chi®> non paramétrique qui compare la distribution observée a
celle théorique (=la reine est présente 25% du nombre total de relevés dans chaque zone).
Ceci permet de savoir si les reines préferent bien une des quatre sources odorantes.

Pour savoir si les 2 sécrétions céphaliques testées ont un effet agrégatif sur la reine
vierge, on analyse statistiquement (chi?), la différence entre les relevés qui correspondent au
solvant et ceux qui correspondent a la sécrétion céphalique consubspécifique ou non.

Ensuite, pour savoir si I'une des deux sécrétions céphaliques présentées a un effet
supérieur a ’autre, on analyse la différence entre les résultats qui correspondent aux deux
sécrétions céphaliques utilisées.

Le choix du test statistique se porte sur le test chi? en raison de la présence de deux
variables qualitatives non appari¢es. Vu le faible nombre de répétitions et I'utilisation de
plusieurs reines, on a préféré travailler avec un test non paramétrique. L hypothése nulle est
que les reines passent autant de temps dans les zones comprenant les deux sources d’odeurs
(Siegel & Castellan, 1988).

La position de chaque reine a été¢ notée toutes les 5 secondes pendant 5 minutes sur
base d’enregistrements vidéo. L'intérét de cette analyse réside dans la possibilité de retracer la
succession des déplacements des reines entre les différentes zones visitées. Ceci permet,
notamment, de savoir si certaines zones sont évitées (trées peu de déplacements dans cette
zone) ou, au contraire, préférées (les reines s’y agreégent) ou si les reines hésitent a rester dans
telle ou telle zone. La représentation graphique pour rendre compte des différents
déplacements établis par les reines lors de chaque type d’expérimentation est le diagramme
des déplacements. On a préféré travailler en pourcents pour pouvoir comparer les différents
déplacements (intra- et inter-zones) entre-eux.

Afin de compléter 1’analyse, on détermine le nombre de reines qui passent le plus de
temps dans chaque zone (par exemple, 5 reines sur les 10 observées visitent le plus souvent la
zone qui contient telle sécrétion).

On quantifie aussi le nombre de reines qui se sont immobilisées devant 1’une ou
I’autre des sources. De plus, le temps médian écoulé avant immobilisation des reines a
également été calculé.
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Les données sont encodées et gérées au moyen du tableur Excel.

2.10. Vérification de la caste et de la virginite

Lors des expériences, il arrive que certains sujets ont un comportement supposé
anormal. Ils ne se déplacent pas dans I’aréne expérimentale quand ils sont libérés ou ils
semblent éviter les deux sources odorantes (sécrétions céphaliques des males). Les sujets sont
alors disséqués a la fin des expériences pour vérifier leur caste (ouvrieére ou reine) et leur
virginité. Ceci est rendu possible par observation de leurs ovarioles et spermathéque. Les
femelles posseédent deux ovaires qui sont chacune divisée en quatre ovarioles qui produisent
les ceufs. Les ovarioles se prolongent en oviductes qui débouchent dans un vagin median
simple. Le vagin est lui-méme raccordé, par un conduit sur sa face dorsale, a la spermathéque
qui conserve le sperme recgu (fig.18). Si cette spermatheéque est transparente, cela signifie qu’il
s’agit d’une reine vierge. Au contraire, si la reine est fécondée on observe une zone blanche
au centre de la spermatheéque. Cette zone correspond au point d’accumulation des
spermatozoides (fig.19) (Alford, 1975). De plus, s’il s’agit d’une ouvriere, les ovarioles ne

sont pas développées.

glande .

canal

spermatozoides

A Spermathéque

O+ mm.

Figure 18. Appareil génital femelle (photo originale). Figure 19. Aspect latéral gauche d’une
spermatheque de reine fécondée (d’aprés Alford,
1975).
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3. Résultats

3.1. Olfactométrie en fonction de 1’age

3.1.1. Contréle

Tableau 3. Test contréle. Nombre d’observations dans chaque zone (en %)

Ari Coin Coin Coin Coin Niveau de signification du test
Expeériences | sypérieur | supérieur | inférieur inférieur gnitic
. . de chi?
gauche droit droit gauche
Contréle (n=43) 25 24 26 25 NS

n = nombre de reines testées; NS = test de chi? non significatif.

Les tests controles montrent que les reines, placées dans I’aréne expérimentale sans
source d’odeur, se déplacent de maniére aléatoire. Les reines passent plus ou moins 25% de
leur temps dans chacune des quatre zones. La distribution observée ne différe pas
significativement de la distribution théorique. Aucun facteur externe (lumiere, présence de
I’expérimentateur, courant d’air, source d’odeur) ne semble influencer les reines (tab. 3).

3.1.2. Temps passé dans chaque zone pour les reines de Bombus terrestris dalmatinus

Pour toutes les expériences, la distribution observée est de manicre trés hautement
significativement différente de la distribution théorique. Les reines ne passent pas 25% du
temps dans chacune des quatre zones. Elles semblent étre influencées par les sécrétions des
glandes céphaliques et passent plus de temps (sont observées un plus grand nombre de fois)
dans les deux zones qui les contiennent (tab. 4).

De part les tests statistiques, il semble que les reines de B. t. dalmatinus se dirigent de
préférence vers les sécrétions céphaliques des males de différents ages plutdt que vers le
solvant. Une exception apparait lorsque les reines sont en présence de sécrétion céphalique de
males agés de 10 et 15 jours. Dans ce cas, la sécrétion du méale de 15 jours n’est pas préférée
au solvant.

Les reines vierges de B. t. dalmatinus préférent les sécrétions céphaliques de males
agés de 10 ou 15 jours, puis celles des males de 7 jours par rapport aux males encore plus
jeunes. Elles marquent une 1égére préférence pour un male de 7 jours par rapport a un autre de
30 jours mais leur préferent le témoin.

Lorsque les reines vierges ont le choix entre les sécrétions céphaliques des males de
10 ou 15 jours, elles passent la majeure partie de leur temps (35%) sur la zone qui contient
I’extrait du male de 10 jours.

En résumé les males de 10 jours sont préférés a que ceux de 15 jours qui sont eux-
mémes préférés a ceux de 7 jours (10 jours > 15 jours > 7 jours). Viennent ensuite les males
de 1 et 3 jours.



Tableau 4. Tests des différents ages. Nombre d’observations dans chaque zone (en %)

Age des males

(n)

Témoin

Solvant

Sécrétion
1

Sécrétion
2

Niveau de
signification du

test de chi2 entre

les 4 zones.

Ho: 25% de leur
temps dans
chaque zone

Niveau de
signification
du test de chi?
entre solvant
et sécrétion 1.

Ho: 50% de

leur temps

dans ces 2
zones

Niveau de
signification
du test de chi?
entre solvant
et sécrétion 2.

Ho: 50% de

leur temps

dans ces 2
zones

Niveau de
signification du test
de chiz entre
sécrétion 1 et 2.

Ho: 50% de leur
temps dans ces 2
zones

Sécrétion 1: 1 jour
Sécrétion 2: 7 jours
(n=33)

21

12

22

*%%

*%%

*kk

*kk

Sécrétion 1: 3 jours
Sécrétion 2: 7 jours
(n=33)

26

18

22

*%%

*%%

*kk

*kk

Sécrétion 1: 10 jours
Sécrétion 2: 7 jours
(n=33)

19

19

23

*kk

*kk

*%

*kk

Sécrétion 1: 15 jours
Sécrétion 2: 7 jours
(n=33)

26

13

16

*kk

*kk

**

*kk

Sécrétion 1: 30 jours
Sécrétion 2: 7 jours
(n=33)

36

17

25

*%%

*%%

*%k%

Sécrétion 1: 10 jours
Sécrétion 2: 15 jours
(n=33)

24

20

35

21

*%%

*%%

N.S

*kk

n = nombre de reines testées; *: o= 0,05; **: a =0,01; ***: a = 0,001; souligné: pourcentage le plus élevé; NS = test de chi®> non significatif
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3.2. Olfactométrie en fonction des sous-especes

3.2.1. Premiére série

3.2.1.1. Controle

Tableau 5. Test contréle. Nombre d’observations (temps pass€) dans chaque zone

(en %)
Coin Coin Coin Coin : C
- . o o P Niveau de signification
Expériences |supérieur | supérieur inférieur inférieur .
. ) du test de chi?
gauche droit droit gauche
Contrdle
(n=43) 25 24 26 25 NS

n = nombre de reines testées; NS = test de chi? non significatif

Les tests controles montrent que les reines, placées dans I’aréne expérimentale sans
source d’odeur, se déplacent de maniere aléatoire (tab. 5).

3.2.1.2. Nombre d’observations dans chaque zone pour les reines de Bombus terrestris
dalmatinus

Pour chaque expérience, la distribution observée est trés hautement significativement
différente de la distribution théorique. Les reines marquent donc une nette préférence pour
I’une des quatre zones (tab. 6).

Les tests chi®> qui comparent les observations uniquement pour 2 zones, montrent que
les reines de B. t. dalmatinus sont observées un plus grand nombre de fois dans les zones qui
contiennent les sécrétions céphaliques (de leur propre sous-espece ou non) plutét que dans
celle qui contient le solvant. Cependant, lorsque 1’on compare la zone solvant a la zone qui
contient la sécrétion céphalique de B. t. sassaricus, le test chi? est non significatif. Les reines
ne semblent donc pas préférer la sécrétion céphalique de B. t. sassaricus au solvant.

Les reines préférent, de maniére significative, les sécrétions céphaliques des males
consubspécifiques plutdt que celles des males non consubspécifiques. Elles passent plus de
temps, de 32 a 42% du temps, sur la zone qui contient la sécrétion céphalique du male
consubspécifique.

Les reines semblent hésiter entre les zones qui présentent des sécrétions céphaliques.
Les plus hauts pourcentages de temps s’observent pour les deux zones qui contiennent une
sécrétion céphalique.



Tableau 6. Tests de préférence des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus envers les sécrétions céphaliques des

males de différentes sous-especes. Nombre d’observations (temps passé) dans chaque zone (en %).

Niveau de Niveau de
Niveau de Niveau de signification | signification
signification du| signification du | du test de du test de
test de chi2 |test de chizentre| chi2entre chizentre
S . e e entre les 4 solvant et solvant et |sécrétion 1 et
ous-espece Témoin | Solvant Secretion | Secretion zones. sécrétion 1. sécrétion 2. 2.
(n) 1 2
Ho: 25% de leur | Hp: 50% de leur | Hg: 50% de Ho: 50% de
temps dans |temps dans ces 2| leur temps leur temps
chaque zone zones dans ces 2 dans ces 2
zones zones
Sécrétion 1: B. t. sas
Sécrétion 2: B. t. dal 22 22 24 32 *xk N.S *xk rxk
(n=33)
Sécrétion 1: B. t. can
Sécrétion 2: B. t. dal 22 21 25 32 el o ok ok
(n=33)
Sécrétion 1: B. t. lus
Sécrétion 2: B. t. dal 16 17 25 42 Fkk Fokk Hok ok
(n=33)
Sécrétion 1: B. t. ter
Sécrétion 2: B. t. dal 21 13 26 40 ook ook ook ok
(n=33)

B. t.: Bombus terrestris; B. t. dal: Bombus terrestris dalmatinus; B. t. sas: Bombus terrestris sassaricus; B. t. can: Bombus terrestris canariensis; B. t. lus: Bombus terrestris
lusitanicus; B. t. ter: Bombus terrestris terrestris; n = nombre de reines testées; *: a = 0,05; **: a.=0,01; ***: . =0,001; N.S: test de chi? non significatif; souligné:
pourcentage le plus élevé.
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3.2.2. Seconde série

3.2.2.1. Reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus

3.2.2.1.1. Controle

Tableau 7. Test contrbéle. Nombre d’observations (temps passé) dans chaque zone

(en %)
Coin Coin Coin Coin . S
- - - o e Niveau de signification
Expériences |supérieur| supérieur inférieur inférieur .
. ) du test de chi?
gauche droit droit gauche
Controle
(n=10) 26 22 27 25 NS

n = nombre de reines testées; NS = test de chi® non significatif

L’analyse du contréle montre a nouveau qu’aucun facteur externe n’influence le
comportement des reines. Lors des contrdles, les reines se déplacent de manicre aléatoire dans
les différentes zones (tab. 7).

3.2.2.1.2. Nombre d’observations dans chaque zone

Pour toutes les expériences, la distribution observée est trés hautement
significativement différente de la distribution théorique. Autrement dit, les reines semblent
préférer certaines zones (tab. 8). Toutefois, lorsque les reines sont en présence des sécrétions
céphaliques de B. t. dalmatinus et de B. ignitus, une autre espéce qui appartient au méme
sous-genre, le test chi? est non significatif. Il semble, que dans ce cas, les reines passent 25%

du temps dans chaque zone.

Les reines de B. t. dalmatinus préférent de maniére significative les sécrétions

céphaliques des males de sous-espéces différentes ou non plutdt que le solvant.

Cependant, une exception apparait lorsque les reines sont en présence de sécrétion
céphalique de B. t. dalmatinus et de B. t. canariensis. Dans ce cas, elles ne préférent pas les
sécrétions céphaliques des males de B. t. canariensis par rapport au solvant.

Lorsqu’on compare la zone solvant a la zone qui contient la sécrétion céphalique de B.
ignitus, on observe une différence significative au seuil de 95%. Les reines préférent la
sécrétion céphalique de B. ignitus au solvant. Cependant dans le test statistique précédent ou
I’on compare les quatre zones, le test chi® est non significatif. Ce qui signifie que les reines
passent autant de temps dans les quatre zones.
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Lors de I’expérience témoin, ou 1’on présente aux reines deux sécrétions céphaliques
de males de la méme sous-espece, les reines passent autant de temps sur les deux zones qui
contiennent les sécrétions céphaliques. Les distributions observées ne différent pas
significativement des distributions théoriques.

Face aux sécrétions céphaliques de males de B. t. dalmatinus et de B. t. sassaricus ou
B. ignitus, les reines ne semblent pas préférer 1’une des deux sécrétions céphaliques
(différence non significative).

En revanche, les reines de B. t. dalmatinus marquent une préférence trés significative
voire trés hautement significative pour les sécrétions céphaliques des males de leur propre
sous-espece plutdt que pour celles des males de B. t. canariensis et de B. t. xanthopus.

Les reines passent plus de temps sur les deux zones qui présentent une source
olfactive.

Les reines passent, de 33 a 39% de leur temps, sur les zones ou I’on a déposé les
sécrétions céphaliques des males de B. t. dalmatinus. De plus, les relevés indiquent une
préférence des reines pour les sécrétions céphaliques des males de leur propre sous-espéce.



Tableau 8. Tests de préférence des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus envers les sécrétions céphaliques des

males de différentes sous-espéces. Nombre d’'observations (temps passe) dans chaque zone (en %)

(n=10)

Niveau de Niveau de
signification Niveau de signification Niveau de
9 | signification du | dutestde | _. vead
du test de chi2 : . signification du
test de chizentre | chi2 entre .
entre les 4 solvant et solvant et test de chi2 entre
Sous-espéce L Sécrétion | Sécrétion zones. e o sécrétion 1 et 2.
n) Témoin Solvant 1 > sécrétion 1. Sécrétion 2.
. 0, . 0,
Ho: 25% de Ho: 50% de leur | Hy: 50% de Ho: 50% de leur
leur temps d ol temps dans ces 2
dans chaque temps dans ces eur temps Zones
Jone zones dans ces 2
zones
Sécrétion 1: B. t. dal 1
Sécrétion 2: B. t. dal 2 15 12 40 33 ok e ok N.S
(n=10)
Sécrétion 1: B. t. xanth
Sécrétion 2: B. t. dal 19 14 28 39 ok el ok *x
(n=10)
Sécrétion 1: B. t. sas
Sécrétion 2: B. t. dal 15 20 30 35 *xk Fokk rkk N.S
(n=10)
Sécrétion 1: B. t. can
Sécrétion 2: B .t. dal 17 24 22 37 ok N.S ok ok
(n=10)
Sécrétion 1: B. ign
Sécrétion 2: B. t. dal 26 22 29 23 N.S * N.S N.S

B. t. dal: Bombus terrestris dalmatinus; B. t. xanth: Bombus terrestris xanthopus; B. t. sas: Bombus terrestris sassaricus; B. t. can: Bombus terrestris canariensis; B. ign:

Bombus ignitus; n = nombre de reines testées; *: o = 0,05; **: a.=0,01; ***: o = 0,001; N.S: test de chi? non significatif; souligné: pourcentage le plus élevé
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3.2.2.1.3. Diagrammes des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris
dalmatinus

a) Controle

CS.G 4,7%
17,5% C.S.D
13,9%

1,7%

3,1% 5%

3.8 % 3,5%

CIlLG A 3,1% S C.I.D
15% 18,8%
4,9%

Figure 20. Diagramme des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus en I’absence de
sécrétions céphaliques. C.S.G: coin supérieur gauche; C.S.D: coin supérieur droit; C.I1.D: coin inférieur droit;

C.I.G: coin inférieur gauche.

Les reines semblent explorer les différentes zones de mani¢re similaire. Les
déplacements intra zone sont peu nombreux (de 13,9% a 18,8%). Les déplacements inter
zones sont relativement fréquents (de 0,2% a 5,8%). On observe un faible déplacement entre
les zones placées sur une diagonale (de 0,2 a 1,2% des déplacements). Au contraire, les
déplacements circulaires sont relativement fréquents. Les reines semblent tourner en rond. Les
déplacements en sens anti-horlogique sont légerement plus fréquents (de 4,7 a 5,8%) que ceux
en sens horlogique (de 1,7% a 3,5%).
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b) Reines de Bombus terrestris dalmatinus en présence des secrétions de Bombus terrestris
dalmatinus et de Bombus terrestris dalmatinus

1%
DAL 1 < S
T DAL 2
33,5% 0.6%
’ 27,3%
3.2%
2%
T S
'O
» O o

1,1%

Figure 21. Diagramme des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus en présence
des sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris dalmatinus et de Bombus terrestris dalmatinus.
Dal: zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus, T: zone témoin (papier filtre sans solution), S: zone avec

solvant.

Les zones témoin et solvant sont moins visitées (8,3% et 5,9%) que les deux zones qui
présentent les sécrétions céphaliques des males de B. t. dalmatinus. Les déplacements dans les
zones dalmatinus sont relativement plus fréquents que lors du contréle. Les déplacements
entre les zones sont réduits par rapport au controle (fig. 20). Les déplacements dans le sens
horlogique ou anti-horlogique sont moins fréquents que précédemment (de 0,5 a 3,2%). Les
reines se déplacent donc de préférence vers certaines directions, elles ne tournent plus en
rond.

Les reines semblent explorer de maniere égale les deux zones a sécrétions céphaliques
identiques (33,5% et 27,3%).

Les déplacements diagonaux sont nettement plus fréquents que précédemment (de 2,7
a 3,5%). Les déplacements entre les zones qui présentent des sécrétions céphaliques et les
zones témoin ou solvant sont relativement fréquents.
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L’analyse des enregistrements vidéo confirme la préférence des reines pour les zones
qui présentent une sécrétion céphalique des males de leur propre sous-espéce. Généralement,
des que la reine pergoit cette source d’odeur, elle s’immobilise devant elle et ne bouge plus.

c) Reines de Bombus terrestris dalmatinus en présence des sécrétions de Bombus terrestris
dalmatinus et de Bombus terrestris xanthopus

0,3%
<
>

2% ‘2%

T S
-
__________________________________________________________________________________ >
0,5% 8,1%

14,7%

1,7%
2,4%

Figure 22. Diagramme des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus en présence
des sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris dalmatinus et de Bombus terrestris xanthopus. X:
zone a sécrétion céphalique de B. t. xanthopus; D: zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus; T: zone

témoin (papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.

Les déplacements dans les zones damatinus et xanthopus sont relativement plus
fréquents que lors du contréle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au
controle (fig. 20). Les déplacements dans le sens horlogique ou anti-horlogique sont moins
fréquents que ceux observés lors du contrdle (de 0,2 a 2,4%). Les reines ne se déplacent pas
de maniére aléatoire (ne tournent pas en rond).

Les zones témoin et solvant sont moins visitées (8,1% et 14,7%) que les deux zones
qui présentent les sécrétions céphaliques des males de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus
(35,1% et 23,7%).
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Les reines visitent plus fréquemment la zone qui contient la sécrétion céphalique du
male de leur propre sous-espece (35,1%) que celle qui contient la sécrétion céphalique du
male de B. t. xanthopus (23,7%).

Les déplacements diagonaux sont assez fréquents (de 1,8 a 2,5%), ainsi que ceux entre
les zones qui présentent des sécrétions céphaliques et les zones témoin ou solvant. Par contre,
les déplacements entre les zones a sécrétions céphaliques (0,2% et 0,3%) et entre les zones
témoin et solvant (0,5%) sont rares. Les reines ne semblent pas hésiter entre les deux
sécrétions céphaliques ni entre le témoin et le solvant. De maniére générale, les de
déplacements entre les zones (de 0,2% a 2,5%) sont moins fréquents que précédemment (de
0,5% a 3,5%) (fig. 21). Les reines semblent moins hésiter entre les 4 sources odorantes.

d) Reines de Bombus terrestris dalmatinus en présence des sécrétions de Bombus terrestris
dalmatinus et de Bombus terrestris sassaricus

1,5% D
Sass « 27,8%
0 >
24,4% 1.4%

24 % ‘22%
o

9.2% 0,8%
Figure 23. Diagramme des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus en présence
des sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris dalmatinus et de Bombus terrestris sassaricus.
Sass: zone a sécrétion céphalique de B. t. sassaricus; D: zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus; T: zone

S
1,9%
14,1%

>

témoin (papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.
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Les déplacements dans les zones dalmatinus et sassaricus sont relativement plus
fréquents que lors du contrdle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au
contrdle (fig. 20). Les déplacements dans le sens horlogique ou anti-horlogique sont moins
fréquents que lors du controle (de 0,8 a 3,2%). Les reines ne se déplacent pas de maniére
aléatoire mais se dirigent de préférence vers certaines directions.

Les zones témoin et solvant sont moins visitées (9,2% et 14,1%) que les deux zones
qui présentent les sécrétions céphaliques des males de B. t. dalmatinus et de B. t. sassaricus.

Les reines visitent plus fréquemment la zone qui contient la sécrétion céphalique du
male consubspécifique (27,8%) que celle qui contient la sécrétion céphalique du male de B. t.
sassaricus (24,4%), mais la différence est relativement faible.

Les déplacements diagonaux sont assez fréquents (de 1,4 a 2,9%) surtout de la zone
témoin vers la zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus. Il en est de méme des
déplacements entre les zones qui présentent des sécrétions céphaliques et les zones témoin ou
solvant (2,2% a 3,2%), les déplacements de la zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus
vers la zone solvant étant les plus fréquents. Il est plus rare d’observer des déplacements
entre les zones a sécrétions céphaliques (1,4% et 1,5%) et entre les zones témoin et solvant

(0,8% et 1,9%). Les reines semblent peu hésiter entre ces deux zones.

e) Reines de Bombus terrestris dalmatinus en présence des sécrétions de Bombus terrestris
dalmatinus et de Bombus terrestris canariensis

Les déplacements dans la zone dalmatinus sont relativement plus fréquents que lors du
contrdle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au controle (fig. 20). Les
déplacements dans le sens horlogique ou anti-horlogique sont moins fréquents que lors du
controle et ne varient que de 1,4% a 2,9%. Les reines ne se déplacent pas de manicre
aléatoire, elles ne tournent plus en rond comme c’est le cas lors du contrdle.

Les zones témoin (9,8%), solvant (15,8%) et méme la zone a sécrétion céphalique de
B. t. canariensis (16,1%) sont moins visitées que la zone qui présente la sécrétion céphalique
du male de B. t. dalmatinus(30,7%).

Les déplacements diagonaux sont trés fréquents (de 2,7 a 3,7%). Les reines hésitent
peu entre les deux sécrétions céphaliques, elles se dirigent de préférence vers la sécrétion
céphalique de B. t. dalmatinus (2,2%) plutét que vers la sécrétion céphalique de B. t.
canariensis (1%).
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Figure 24. Diagramme des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus en présence
des sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris dalmatinus et de Bombus terrestris canariensis. C:
zone a sécrétion céphalique de B. t. canariensis; D: zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus; T: zone

témoin (papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.

f) Reines de Bombus terrestris dalmatinus en présence des sécrétions de Bombus terrestris
dalmatinus et de Bombus ignitus

Les déplacements dans les zones ignitus et témoin sont plus fréquents que lors du
controle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au contrdle (fig. 20). Les
déplacements dans le sens horlogique et anti-horlogique sont moins fréquents que ceux
s’effectuant lors du contrdle (de 1,1 a 3,8%). Les reines ne se déplacent pas de manicre
aléatoire, elles ne tournent plus en rond comme c’est le cas lors du contrdle (fig. 25).

La zone solvant (8,7%) et la zone a sécrétion céphalique consubspécifique (10,6%)
sont moins visitées que la zone témoin (28%) et la zone qui présente la sécrétion céphalique
du male de B. ignitus (24,5%). Les reines visitent plus fréquemment la zone témoin.

Les déplacements diagonaux sont assez fréquents (de 1% a 3,3%), les déplacements
les plus nombreux allant de la zone témoin vers la zone a sécrétion céphalique de B. t.
dalmatinus. Quant aux autres déplacements, les plus nombreux sont ceux allant de la zone a
sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus vers celle a sécrétion céphalique de B. ignitus (3,2%)
et ceux allant de la zone solvant vers la zone témoin (3,8%). De mani¢re générale, les
déplacements entre les zones sont plus fréquents (de 1 a 3,8%) que lors des tests précédents



T. Mathy — Préférence intraspécifique des reines de Bombus .terrestris pour les sécrétions céphaliques — Page 36

(fig. 21, fig. 22, fig. 23). Les déplacements dans les zones a sécrétions céphaliques (10,6% et
24,5%) sont moins importants que lors des tests précédents (27,3% et 33,5%; 23,7% et
35,1%; 24,4% et 27,8%; 16,1% et 30,7%) (fig. 21, fig. 22, fig. 23, fig. 24). Il semble que les
reines sont agitées face aux sécrétions céphaliques de B. ignitus.

3.2%

—
—_—

D

2,5% 2%

28%

Figure 25. Diagramme des déplacements des reines vierges de Bombus terrestris dalmatinus en présence
des sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris dalmatinus et de Bombus ignitus. I: zone a
sécrétion céphalique de B. ignitus; D: zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus; T: zone témoin (papier

filtre sans solution); S: zone avec solvant.
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3.2.2.1.4. Visites et arrét des reines

a) Zones les plus visitées par les reines de Bombus terrestris dalmatinus

Pour s’assurer de la préférence des reines pour les males de leur propre sous-espéce,
on détermine pour chaque reine quelle est la zone qui a été la plus visitée (fig. 26).

W Sécrétion consubspécifique
[ Sécrétion non
5 consubspécifique

O Solvant

A Témoin

w
w
w

Nombre de reines

dal-dal dal-xanth dal-sass dal-can dal-ign
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

]

Figure 26. Nombre de reines qui ont passé le plus de temps sur une des quatre zones. dal: B. t. dalmatinus;
xanth: B. t. xanthopus; sass: B. t. sassaricus; can: B. t. canariensis; ign: B. ignitus; n = nombre de reines testées.
Remarque: si une reine a passé autant de temps sur deux zones, on comptabilise 1’observation deux fois (une fois
dans chacune des deux zones).

Lors du controle ou 1’on présente aux reines deux sécrétions céphaliques
consubspécifiques, on n’observe pas un méme nombre de reines sur les deux zones a
sécrétions céphaliques identiques. Cela est probablement dii aux arréts aléatoires sur ['une des
deux zones ou a des quantités différentes de phéromones déposées dans chacune des 2 zones.

Lors des expériences réalisées en utilisant B. t. dalmatinus, B. t. xanthopus, B. t.
sassaricus et B. t. canariensis, un plus grand nombre de reines visite de préférence la zone qui
contient la sécrétion céphalique du male consubspécifique.
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Lorsque les reines sont en présence de sécrétions céphaliques de B. ignitus, le nombre
de reines qui passent le plus de temps sur la zone qui présente la sécrétion céphalique de B. t.
dalmatinus est égal au nombre de reines qui passent le plus de temps sur la zone qui contient
la sécrétion céphalique de B. ignitus.

b) Nombre de reines arrétées devant chaque zone

Tableau 9. Nombre de reines arrétées devant chaque zone et durée d'arrét.
Temps médian en sec, depuis le début de I'expérience

Sous-espéeces Reines |Sécrétion | Sécrétion L Non Nom_bre de
. . Témoin | Solvant Ny reines
testées testées 1. 2 arrétees .
testées
Sécrétion 1: dal _ _ _ i _
Sécrétion 2- dal dal 3 (t=40) 2 (t=25) |1 (t=190) 4 (n=10)
Sécrétion 1: dal _ _ _ _
Sécrétion 2- xanth dal 4 (t=130) | 2 (t=118) |2 (t=235) - 2 (n=10)
Sécrétion 1: dal _ _ _ _
Sécrétion 2: sass dal 4 (t=120) | 1 (t=200) - 1 (t=280) 4 (n=10)
Sécrétion 1: dal _ _
Sécrétion 2: can dal 3 (t=35) - - - 7 (n=10)
Sécrétion 1: dal _ _ _
Sécrétion 2: ign dal i 1(t=30) |1 (t=240) 8 (n=10)

t: temps médian en seconde; dal: B. terretris dalmatinus; xanth: B. t. xanthopus; sass: B. t. sassaricus; can: B. t.
canariensis; ign: B. ignitus; n: nombre d’observations

Lors du controle ou 1’on présente aux reines deux sécrétions céphaliques
consubspécifiques, 4 reines ne se sont jamais arrétées (4 reines sur 10). En revanche, celles
qui se sont immobilisées devant les sécrétions céphaliques, 1’ont fait rapidement (t médian=
25s et 40s).

Lors des expériences ou 1’on présente aux reines de B. t. dalmatinus des sécrétions
céphaliques de males consubspécifiques et de males de B. t. xanthopus ou de B. t. sassaricus,
un plus grand nombre de reines s’immobilisent devant la sécrétion consubspécifique. Lors de
I’expérience ou I’on présente aux reines de B. t. dalmatinus des sécrétions céphaliques de
males consubspécifiques et de males de B. t. sassaricus, les reines s’immobilisent devant la
sécrétion consubspécifique plus rapidement (t=120s) que la seule reine qui s’est arrétée
devant la sécrétion céphalique non consubspécifique(t=200s). Lors de tests ou 1’on présente
aux reines de B. t. dalmatinus des sécrétions céphaliques de males consubspécifiques et de
males de B. t. xanthopus, les reines se sont immobilisées un peu plus rapidement devant la
sécrétion céphalique non consubspécifique (t=118s) que celles qui se sont arrétées devant la
sécrétion consubspécifique (t=130s). Le laps de temps nécessaire aux reines pour percevoir la
sécrétion céphalique consubspécifique est plus long lorsque les reines sont en présence de
deux sécrétions céphaliques différentes (entre 120s et 130s) que lorsqu’elles sont en présence
de deux sécrétions céphaliques identiques (entre 25s et 40s).
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Lors des expériences ou 1’on présente aux reines de B. t. dalmatinus des sécrétions
céphaliques de males consubspécifiques et de males de B. t. canariensis ou de B. ignitus, la
majorité des reines ne s’immobilise pas. Lors de I’expérience ou les reines sont en présence
de sécrétions céphaliques de B. t. dalmatinus et de B. t. canariensis, aucune reine ne
s’immobilise devant la sécrétion non consubsécifique. Quant aux 3 reines qui se sont arrétées
devant la sécrétion céphalique, elles ont mis trés peu de temps a le percevoir (t=35s). Par
contre, lors de 1’expérience ou les reines sont en présence de sécrétions céphalique de B. t.
dalmatinus et de B. ignitus,
consubspécifique. Une seule reine s’est immobilisée devant la sécrétion de B. ignitus et ce trés

aucune reine ne s’immobilise devant la sécrétion

rapidement (t=30s).

Le temps mis par une reine de B. t. dalmatinus pour s’immobiliser devant une
sécrétion céphalique consubspécifique est trés variable en fonction de la sécrétion céphalique
non consubspécifique utilisée.

3.2.2.2. Reines vierges de Bombus terrestris xanthopus

3.2.2.2.1. Controle

Tableau 10. Test contréle. Nombre d’observations (temps passé) dans chaque
zone (en %)

Coin Coin Coin Coin : L
- . g, oo oo Niveau de signification
Expériences |supérieur | supérieur inférieur inférieur o
. . du test de chi
gauche droit droit gauche
Controle
(n=10) 27 21 27 25 NS

n = nombre de reines testées; NS = test de chi? non significatif

Lors des controles, la distribution observée n’est pas significativement différente de la
distribution théorique. Les reines ne sont influencées par aucun facteur externe lorsqu'aucune
source d’odeur n’est présente dans I’olfactometre (tab. 10).

3.2.2.2.2. Nombre d’observations dans chaque zone

Pour toutes les expériences, les distributions observées sont trés hautement
significativement différentes des distributions théoriques. Les reines passent donc plus de
temps dans I'une des quatre zones et ne se déplacent pas de manicre aléatoire dans I’aréne
expérimentale (tab. 11).

Les reines de B. t. xanthopus préférent trés hautement significativement les sécrétions
céphaliques des males non consubspécifiques (d’une sous-espece différente), a 1'exception de
B. t. dalmatinus, plutét que le solvant.
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De méme, les reines de B. t. xanthopus préférent de maniére significative les
sécrétions céphaliques des males de B. t. xanthopus (consubspécifique) plutdt que le solvant.
Ceci n’est pas valable lorsque les reines sont en présence de deux sécrétions céphaliques de B.
t. xanthopus, I’une des deux sécrétions céphaliques n’est pas préférée de maniére significative
au solvant. Ceci est probablement di, au choix des arréts sur 1’autre sécrétion céphalique
identique. Lorsque les reines sont en présence des sécrétions céphaliques des males de B. t.
xanthopus et de B.ter.dalmatinus, elles ne préférent pas de manicre significative les sécrétions
de B. t. xanthopus au solvant. Les reines de B. t. xanthopus semblent réagir de la méme fagon
face au solvant et aux sécrétions céphaliques des males de B. t. xanthopus. Ces sécrétions ne
semblent pas induire d’effet agrégatif sur les reines consubspécifiques.

Pour la grande majorité des expériences, les reines préféerent, de maniére significative,
une des deux sécrétions céphaliques qui leur sont présentées. Les reines de B. t. xanthopus
préferent trés nettement les sécrétions céphaliques des males de leur propre sous-espece. Elles
passent effectivement plus de temps (de 35% a 44% de leur temps) dans les zones qui
contiennent ces sécrétions céphaliques. Cependant, elles ne préférent pas de maniére
significative les sécrétions des males de B. t. xanthopus aux sécrétions des males de B.
ignitus.

En conclusion, quand une reine de B. t. xanthopus a le choix entre des males de sous-
especes différentes, elle préfere les males de leur propre sous-espéce.



Tableau 11. Tests de préférence des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus envers les sécrétions céphaliques
des males de différentes sous-espéces. Temps passé dans chaque zone (en %)

Niveau de
signification
du test de chi?

Niveau de
signification

du test de chi?

entre solvant

Niveau de
signification

du test de chi?

entre solvant

Niveau de
signification du test
de chiz entre

\ entre les 4 NP o o
Sous-Eens)peces Témoin | Solvant | Sécrétion 1 |Sécrétion 2 Jones. et sécrétion 1.|et sécrétion 2.| sécrétion 1 et 2.
. Ho: 50% de Ho: 50% de Ho: 50% de leur
Hotefn5°/so ggr:tsaur leur temps leur temps temps dans ces 2
b dans ces 2 dans ces 2 zones
chaque zone zones zones
Sécrétion 1:B. t. xanth1l
Sécrétion 2:B. t. xanth2 22 21 37 20 xxk rxx N.S ok
(n=10)
Sécrétion 1: B. t. dal
Sécrétion 2: B. t. xanth 11 29 25 35 *kk * N.S rxx
(n=10)
Sécrétion 1: B. t. sas
Sécrétion 2: B. t. xanth 13 11 32 44 *kk *xk *xk *xk
(n=10)
Sécrétion 1: B. t. can
Sécrétion 2: B. t. xanth 22 15 26 37 *kk ok Fkk Fkk
(n=10)
Sécrétion 1: B. ign
Sécrétion 2: B. t. xanth 24 11 30 35 Fkk rxx rxx N.S

(n=10)

B. t. xanth: Bombus terrestris xanthopus; B. t .dal: Bombus terrestris dalmatinus; B. t .sas: Bombus terrestris sassaricus; B. t. can: Bombus terrestris canariensis; B. ign:

Bombus ignitus; n = nombre de reines testées; *: o = 0,05; **: a.=0,01; ***: o = 0,001; N.S: test de chi? non significatif; souligné: pourcentage le plus élevé
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3.2.2.2.3 Diagrammes de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus
a) Controle

5,3%
CS.D
10,5%

42%

CS.G
16,1%

5,4%
4,7 %

ClLG
15,6%

C.ID
16,8%
4,1%

Figure 27. Diagramme de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus en I’absence de
sécrétions céphaliques. C.S.G: coin supérieur gauche; C.S.D: coin supérieur droit; C.I.D: coin inférieur droit;
C.I.G: coin inférieur gauche.

Les reines semblent explorer les différentes zones de maniere équivalente. Les
déplacements intra zone sont peu nombreux tandis que les déplacements inter zones sont
relativement fréquents.

On observe un faible déplacement entre les zones placées sur une diagonale (de 0,7 a
1,5% des déplacements).

En revanche, les déplacements en sens horlogique et en sens anti-horlogique sont trés
fréquents (4,1% a 5,4%). Les reines se déplacent de manicre aléatoire (elles tournent en rond).
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b) Reines de Bombus terrestris xanthopus en présence des sécrétions de Bombus
terrestris xanthopus et de Bombus terrestris xanthopus

A
2,2% 1,2%

T — QS
15,1% 12,5%

4,4%

[\

3,9% X

Q 12,4%

3,1%

Figure 28. Diagramme de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus en présence des
sécrétions céphaliques de méles de Bombus terrestris xanthopus et de Bombus terrestris xanthopus. X: zone
a sécrétion céphalique de B. t. xanthopus; T: zone témoin (papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.

Les déplacements dans une des deux zones xanthopus sont relativement plus fréquents
que lors du contrdle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au contrdle
(fig. 27). Les déplacements dans le sens horlogique ou anti-horlogique sont moins fréquents
que lors du contrdle (de 0,5 a 3,2%). Les reines ne se déplacent pas de maniére aléatoire mais
se dirigent de préférence dans certaines directions (fig. 28).

Les zones témoin et solvant semblent peu visitées (5,9% et 8,3%). L’une des deux
zones a sécrétion céphalique de B. t. xanthopus semble beaucoup plus visitée (29,5%) que
Iautre (12,4%). Ceci réside probablement dans le choix initial d’une des deux zones a
sécrétions. Généralement, il semble que lorsqu’une reine a choisi une des deux sources
d’odeurs, elle s’immobilise devant elle et n’en bouge plus. L’une des deux sources était peut-
étre plus riche en phéromone que I’autre.
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Les déplacements diagonaux sont légerement plus fréquents que précédemment (de
1,7% a 2,4%). Les déplacements les plus fréquents se retrouvent entre les deux zones a
sécrétions céphaliques de B. t. xanthopus (2,9% et 3,9%), entre les zones témoin et solvant
(3,1% et 4,4%) et de la zone solvant vers une des zones a sécrétion céphalique de B. t.
xanthopus (3,1%). Les reines semblent donc hésiter a choisir 1’'une ou I’autre des deux
sécrétions céphaliques identiques ainsi qu’entre le solvant et le témoin.

c) Reines de Bombus terrestris xanthopus en présence des sécrétions de Bombus terrestris
xanthopus et de Bombus terrestris dalmatinus

D | 1.7%
2.2%
A

1,9% 1,4%

0,3 % 1,4%

v 2.4%
T <
O ; >
6.4% 1,3%

Figure 29. Diagramme de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus en présence des
sécrétions céphaliques de méles de Bombus terrestris xanthopus et de Bombus terrestris dalmatinus. X: zone
a sécrétion céphalique de B. t. xanthopus; D: zone a sécrétion céphalique de B. t. dalmatinus; T: zone témoin

(papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.

Les déplacements dans les zones xanthopus, dalmatinus et solvant sont relativement
plus fréquents que lors du controle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport
au controle (fig. 27).
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La zone témoin est la moins visitée (6,4%). Les reines visitent plus fréquemment la
zone qui contient la sécrétion céphalique du male consubspécifique (30,7%) que celle qui
contient la sécrétion céphalique du male de B. t. dalmatinus (19,7%). Cette derniére est méme
moins visitée que la zone solvant (22,9%).

Tous les déplacements (en sens horlogogique, anti-horlogique, sur une diagonale)
entre les différentes zones testées présentent plus ou moins la méme fréquence. Cela peut
s’expliquer par une faible hésitation de la reine entre 2 zones et par une préférence notable
pour une zone. En effet, les reines s’agrégent plus longtemps dans la zone qui contient les
sécrétions céphaliques de B. t. xanthopus.

d) Reines de Bombus terrestris xanthopus en présence des secrétions de Bombus terrestris
xanthopus et de Bombus terrestris sassaricus
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Figure 30. Diagramme de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus en présence des
sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris xanthopus et de Bombus terrestris sassaricus. X: zone
a sécrétion céphalique de B. t. xanthopus; Sass: zone a sécrétion céphalique de B. t. sassaricus; T: zone témoin
(papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.
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Les déplacements dans les zones xanthopus et sassaricus sont relativement plus
fréquents que lors du contrdle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au
contrdle (fig. 27).

Les zones témoin et solvant sont moins visitées (7,9% et 6,4%) que les deux zones qui
présentent les sécrétions céphaliques de males de B. t. xanthopus et de B. t. sassaricus. Les
reines visitent plus fréquemment la zone qui contient la sécrétion céphalique du male de leur
propre sous-espece (30,7%) que celle qui contient la sécrétion céphalique du male de B. t.
sassaricus (26,4%). Les déplacements dans le sens horlogique ou anti-horlogique sont moins
fréquents que lors du contrdle (de 0,8 a 3,2%). Il semble des lors que les reines ne se
déplacent plus de maniére aléatoire (ne tournent plus en rond). Tous les déplacements (en
sens horlogogique et anti-horlogique ainsi que sur une diagonale) sont plus ou moins de
méme fréquence. Cela peut s’expliquer par une faible hésitation de la reine entre 2 zones et
par une préférence notable pour une zone. En effet, les reines s’agreégent plus longtemps dans
la zone qui contient les sécrétions céphaliques de B. t. xanthopus.

e) Reines de Bombus terrestris xanthopus en présence des sécrétions de Bombus terrestris
xanthopus et de Bombus terrestris canariensis
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Figure 31. Diagramme de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus en présence des
sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris xanthopus et de Bombus terrestris canariensis. X: zone a
sécrétion céphalique de B. t. xanthopus; C: zone a sécrétion céphalique de B. t. canariensis; T: zone témoin
(papier filtre sans solution); S: zone avec solvant.



T. Mathy — Préférence intraspécifique des reines de Bombus .terrestris pour les sécrétions céphaliques — Page 47

Les déplacements dans les zones xanthopus et canariensis sont relativement plus
fréquents que lors du contrdle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au
contrdle (fig. 27).

Les zones témoin et solvant sont moins visitées (15,1% et 7,8%) que les deux zones
qui présentent les sécrétions céphaliques des males de B. t. xanthopus et de B. t. canariensis.
Les reines hésitent peu entre les deux zones a sécrétion céphalique, elles se dirigent de
préférence vers la sécrétion céphalique de B. t. xanthopus (2,2%) que vers la sécrétion
céphalique de B. t. canariensis (1,2%). Les déplacements diagonaux sont fréquents (de 2,4 a
3,1%). Les déplacements dans le sens horlogique et anti-horlogique sont moins fréquents que
lors du contrdle. Ils sont assez constants (entre 2,2 et 2,9% pour le sens horlogique et entre 1,2
et 1,9% pour le sens anti-horlogique). Les reines ne se déplacent pas de manicére aléatoire
dans I’aréne expérimentale, elles ne tournent plus en rond, elles se dirigent de préférence dans
certaines directions (de la zone solvant vers la zone témoin(2,9%) et de la zone témoin vers la
zone qui contient la sécrétion céphalique de B. t. xanthopus (3,1%)).

De maniére générale, les déplacements inter zones sont relativement plus importants
(de 1,2% a 3,1%) que lors des deux précédents tests (de 0,3% a 2,5% et de 0,5% a 2,4%) (fig.
29 et 30). Cette agitation est probablement due a un effet d’alarme des sécrétions céphaliques
de B. t. canariensis sur les reines.

f) Reines de Bombus terrestris xanthopus en présence des sécrétions de Bombus
terrestris xanthopus et de Bombus ignitus
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Figure 32. Diagramme de déplacements des reines vierges de Bombus terrestris xanthopus en présence des
sécrétions céphaliques de males de Bombus terrestris xanthopus et de Bombus ignitus. X: zone a sécrétion
céphalique de B. t. xanthopus; I: zone a sécrétion céphalique de B. ignitus; T: zone témoin (papier filtre sans

solution); S: zone avec solvant.
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Les déplacements dans les zones xanthopus et ignitus sont relativement plus fréquents
que lors du contrdle. Les déplacements entre les zones sont réduits par rapport au controle
(fig. 27).

Les zones témoin et solvant sont moins visitées (14,9% et 7,9%) que les deux zones
qui présentent les sécrétions céphaliques des males de B. t. dalmatinus et de B. ignitus. Les
reines visitent plus fréquemment la zone qui contient la sécrétion céphalique du male
consubspécifique (30%) que celle qui contient la sécrétion céphalique du male de B. ignitus
(19,2%) (fig. 32).

Les déplacements diagonaux sont assez fréquents (de 2,2% a 2,9 %) avec un
déplacement plus fréquent de la zone témoin vers la zone a sécrétion céphalique de B. t.
xanthopus. Les déplacements entre les zones qui présentent des sécrétions céphaliques et les
zones témoin ou solvant sont assez fréquents (1,2% a 3%), avec un déplacement plus fréquent
de la zone témoin vers la zone a sécrétion céphalique de B. ignitus (3%) et de la zone a
sécrétion céphalique de B. t. xanthopus vers la zone a solvant (2,9%).

Comme pour le test précédent (fig. 31), les déplacements inter zones sont relativement
plus importants (de 1,2% a 3,2%) que lors des deux tests précédents (de 0,3% a 2,5% et de
0,5% a 2,4%) (fig. 29 et 30). Cette agitation peut-étre due a un effet d’alarme des sécrétions
céphaliques de B. ignitus sur les reines de B. t. xanthopus.

3.2.2.2.4. Visites et arréts des reines

a) Zones les plus visitées par les reines de Bombus terrestris xanthopus

Lors du contrdle, ou I’on présente aux reines deux sécrétions céphaliques de leur
propre sous-espeéce, contrairement a ce que l’on aurait pu s’attendre, on n’observe pas le
méme nombre de reines sur les deux zones a sécrétions céphaliques identiques. Cela est
probablement di aux arréts sur I’une des deux zones.

Lors de toutes les autres expériences, un plus grand nombre de reines visite de
préférence la zone qui contient la sécrétion céphalique du male de leur propre sous-espece
(fig. 33).
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Nombre de reines

xanth-xanth xanth-dal

(n=10)

Figure 33 Nombre de reines qui ont passé le plus de temps sur une des quatre zones. xanth: Bombus
terrestris xanthopus; dal: Bombus terrestris dalmatinus; sass: Bombus terrestris sassaricus; can: Bombus
terrestris canariensis; ign: Bombus ignitus; n = nombre de reines testées. Remarque: si une reine a passé autant
de temps sur deux zones, on comptabilise 1’observation deux fois (une fois pour chacune des deux zones).

(n=10)

B Sécrétion consubspécifique
[0 Sécrétion non consubspécifique
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b) Nombre de reines arrétées devant chaque zone

Lors du controle, ou I’on présente aux reines deux sécrétions céphaliques

consubspécifiques, la majorité des reines ne se sont pas arrétées (6 reines sur 10). Néanmoins

certaines reines s’immobilisent (3 reines) devant les sécrétions céphaliques aprés un temps

médian relativement long (entre 123 sec. et 300 sec. valeur médiane).

Tableau 12. Nombre de reines arrétées devant chaque zone et durée d'arrét.

Temps médian en secondes, depuis le début de I'expérience

. . . . Nombre de

Sous-especes | Reines | Sécrétion | Sécrétion o Non .

. . Témoin | Solvant s reines
testées testées 1 2 arrétées .

testées

Sécrétion 1:xanth _ _ _ _
Sécrétion 2-xanth xanth | 2 (t=123) | 1 (t=300) | 1 (t=250) - 6 (n=10)

Sécrétion 1:xanth _ _ _ _
Sécrétion 2:dal xant 4 (t=100) 1 (t=25) - 2 (t=92,5) 3 (n=10)

Sécrétion 1:xanth _ _ _
Sécrétion 2:5ass xanth 4 (t=40) 4 (t=165) - - 2 (n=10)

Sécrétion 1:xanth _ _ _ _
Sécrétion 2:can xanth | 2 (t=77,5) | 2 (t=102,5) | 1 (t=105) - 5 (n=10)
Sécrétion Lxanth | | (1=35) | 3 (t=55) : - 6 (n=10)

Sécrétion 2:ign

t: temps médian en seconde; dal: B. terretris dalmatinus; xanth: B. t. xanthopus; sass: B. t. sassaricus; can: B. t.
canariensis; ign: B. ignitus; n: nombre d’observations
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Lors de I’expérience ou 1’on présente aux reines de B. t. xanhopus des sécrétions
céphaliques de males consubspécifiques et de males de B. t. dalmatinus, un plus grand
nombre de reines (4 reines) s’immobilisent devant la sécrétion céphalique du male de leur
propre sous-espéce. Lors de 1’expérience avec la sécrétion céphalique de B. t. sassaricus, un
méme nombre de reines (4) se sont immobilisées devant les deux types de sécrétion.
Néanmoins, les reines ont reconnu plus rapidement la sécrétion consubspécifique (t=40s
contre t=165s).

Lors des expériences ou 1’on présente aux reines de B. t. xanthopus des sécrétions
céphaliques de males consubspécifiques et de males de B. t. canariensis ou de B. ignitus, la
majorité des reines ne s’immobilisent pas. Cependant les reines qui s’immobilisent le font
plus rapidement devant les sécrétions céphaliques des males de leur sous-espece (77,5 sec. et
35 sec. en médiane) que devant les sécrétions céphaliques de males de sous-espece différente
(102,5 sec. et 55 sec. en valeur médiane).

Le temps mis par une reine de B. t. dalmatinus pour s’immobiliser devant une
sécrétion céphalique consubspécifique ne varie pas tellement et aléatoirement en fonction de
la sécrétion céphalique non consubspécifique utilisée.

3.3. Résultats des dissections

Certaines reines adoptent des comportements anormaux. Elles s’immobilisent presque
directement devant une des deux sources témoin (papier filtre sans solution et papier filtre
avec hexane) sans visiter I’aréne. Au total, 17 spécimens ont été écartés de l'analyse. Ils ont
été disséqués a posteriori afin de s’assurer de leur caste et de leur virginité. Certaines
dissections n’ont pu €tre menées a bien en raison d’un mauvais état de conservation du
spécimen (8 spécimens). Deux spécimens se sont révélés étre des reines fécondées. Leur
spermatheéque était opaque, c’est-a-dire remplie de spermatozoides, et leurs ovarioles étaient
bien développées. 6 autres spécimens écartés de l'analyse avaient des ovarioles non
développées et une spermathéque transparente. Ces spécimens sont probablement des grosses

ouvrieéres.

Une reine vierge (spermathéque transparente) a présenté des ovarioles anormalement
peu développées. De ce fait, son comportement anormal face aux sécrétions céphaliques
pourrait s’expliquer par un manque de maturité ou un age trop avanceé.
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3.4. Commentaire des résultats
3.4.1. Influence de I’age

Lors de la premicre série d’expériences sur la variation de I’attractivité des males en
fonction de leur age, les reines de B. t. dalmatinus ne se déplacent pas de maniére aléatoire en
présence de sécrétions céphaliques de males consubspécifiques de différents ages (tab. 3). En
présence des sécrétions céphaliques de males de 7 jours et de 1 jour, de 7 jours et de 3 jours
ou de 7 jours et de 30 jours, elles passent significativement plus de temps (sont observées un
plus grand nombre de fois) sur les zones a sécrétions céphaliques de males de 7 jours. Ces
males sont donc préférés a ceux de 1, 3 et 30 jours. Toutefois, lorsqu'on présente aux reines
des sécrétions céphaliques de males de 7 et 10 jours ou de 7 et 15 jours, les males de 10 et 15
jours semblent étre préférés aux males de 7 jours. Enfin, face aux sécrétions de males de 10 et
15 jours, il semble que les reines préferent les sécrétions céphaliques des males de 10 jours
(tab. 4).

Les reines vierges préferent donc les sécrétions céphaliques des males agés de 10
jours. Ces males sont préférés a ceux de 15 jours qui sont eux-mémes préférés a ceux de 7
jours. Les moins attirants sont les males de 1 et 3 jours.

3.4.2. Influence des différentes sous-espéces

3.4.2.1. Premicre série d'expériences

Lors de la premiére série d’expériences, les reines (n=33) de B. t. dalmatinus ne se
déplacent pas de manicre aléatoire (tab. 5). Les zones a sécrétions céphaliques des sous-
especes dalmatinus sont préférées trés hautement significativement a celles qui contiennent
les sécrétions céphaliques des sous-espéces sassaricus, canariensis, lusitanicus et terrestris
(tab. 6).

3.4.2.2. Deuxiéme série d'expériences

Lors de la seconde série d’expériences, les déplacements des reines de B. t. dalmatinus
(n=10) et de B. t. xanthopus (n=10) sont influencés par les sécrétions céphaliques (tab. 7 .8,
10et11).

Lorsqu’on présente aux reines de B. t. dalmatinus deux sécrétions céphaliques de sa
propre sous-espece, ces reines sont observées un méme nombre de fois sur chacune des deux
zones: elles passent donc 50% de leur temps sur chacune de ces deux zones. Mais lorsqu'on
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présente aux reines de B. t. xanthopus deux sécrétions céphaliques de la méme sous-espéce,
ces reines ne passent pas statistiquement 50% du temps sur chacune des deux zones. Ceci est
probablement dii a des arréts aléatoires devant 1’'une ou l'autre des deux sécrétions
céphaliques, au faible nombre de répétitions et peut-&tre au contenu quantitativement différent
des deux extraits.

A part cela, les reines vierges de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus passent
significativement plus de temps (sont observées un plus grand nombre de fois) sur les zones a
sécrétions céphaliques des males de leur propre sous-espece (tab. 8 et 10). Cette observation
est validée par I’analyse des déplacements: les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus
se meuvent principalement dans la zone a sécrétion céphalique consubspécifique (fig. 21, fig.
22, fig. 23, fig. 24, fig. 28, fig. 29, fig. 30, fig. 31 et fig. 32). Une analyse du comportement
individuel des dix reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus sélectionnées montre, a
nouveau, qu'un plus grand nombre d'entre elles passent le plus de temps sur la zone a
sécrétions céphaliques du male de leur propre sous-espece (fig. 26 et 33).

Lorsque les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus sont en présence de deux
sécrétions céphaliques de males de leur propre sous-espéce, elles s’immobilisent rarement.
Dans les autres cas, les reines s’immobilisent parfois devant une des sécrétions céphaliques et
n’en bougent plus. Les reines de B. t. dalmatinus le font alors rapidement (entre 25 et 40
secondes), les reines de B. t. xanthopus lentement (entre 123 et 300 secondes). Lorsque les
reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus ont le choix entre des sécrétions céphaliques de
males consubspécifiques et de B. t. sassaricus, un plus grand nombre de reines s’immobilisent
devant la sécrétion céphalique du male de leur propre sous-espeéce. Lorsqu’elles sont en
présence de sécrétions céphaliques de males consubspécifiques et de males de B. t.
canariensis ou de B. ignitus, la majorité des reines reste en perpétuel mouvement. Les reines
vierges de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus mettent plus ou moins autant de temps pour
s'arréter: les reines de B. t. dalmatinus s’immobilisent devant la sécrétion céphalique du male
de leur propre sous-espeéce apres 35 sec. minimum et 130 sec. maximum; les reines de B. t.
xanthopus s’immobilisent devant la sécrétion céphalique consubspécifiques aprés 35 sec.
minimum et 123 sec. maximum. Le laps de temps (médian) mis pour s’immobiliser devant
une des sécrétions céphaliques (consubspécifiques ou non), autrement dit mis pour choisir une
des sécrétions céphaliques, se situe entre 25 et 300 secondes. Le temps d’observation (300
secondes) est donc suffisant (tab. 9 et 12).

En présence des sécrétions céphaliques des males de B. t. dalmatinus et de B. t.
sassaricus, les reines de B. t. dalmatinus partagent leurs temps de maniére égale entre les
deux zones occupées par ces deux sécrétions céphaliques différentes (tab. 8). Les reines se
déplacent principalement tant dans la zone a sécrétion céphalique de B. t. sassaricus (24,4%
des déplacements totaux) que dans celle de B. t. dalmatinus (27,8% des déplacements totaux)
(fig. 23). Par contre, si on observe plus en détail le comportement individuel des reines, un
plus grand nombre d'entre elles passent le plus de temps sur la zone a sécrétion céphalique du
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male de leur propre sous-espece (fig. 26) et méme s'y arrétent (tab. 9). Rappelons, que lors de
la premiére série d’expériences, les males de B. t. dalmatinus sont préférés aux males de B. t.
sassaricus par les reines vierges de B. t. dalmatinus (tab. 6). Il serait sans doute souhaitable de
réaliser plus de dix répétitions de chaque type d'expérience afin que le comportement anormal
de certains spécimens soit "dilué dans la masse de données".

Pour toutes ces analyses, on rencontre une autre exception. Face a des sécrétions
céphaliques de B. ignitus, les reines de B. t. dalmatinus ainsi que celles de B. t. xanthopus, ne
passent pas plus de temps sur les zones a sécrétions céphaliques des males de leur propre
sous-espece (tab. 8 et 11). Pour les reines de B. t. dalmatinus, cette observation est renforcée
par ’analyse des déplacements: 1’ensemble des dix reines visite plus souvent la zone témoin
et la zone a sécrétion céphalique du male de B. ignitus plutét que la zone a sécrétion
céphalique du male de leur propre sous-espeéce (fig. 25). En analysant le comportement
individuel des reines, on remarque qu’un méme nombre d’entre elles visitent le plus souvent
la zone témoin et la zone a sécrétion céphalique du male de leur propre sous-espece (fig. 26).
Tant pour les reines de B. t. dalmatinus que pour celles de B. t. xanthopus, 1’analyse du
comportement individuel démontre que la majorité des reines sont en perpétuel mouvement
lorsqu’elles sont en présence de la sécrétion céphalique de B. ignitus (tab. 9 et 12). Les reines
de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus pourraient avoir un comportement d’alarme en
présence de B. ignitus, ce qui se traduirait par cette agitation inhabituelle.

Un autre cas particulier survient lorsqu’on présente aux reines de B. t. dalmatinus et de
B. t. xanthopus des sécrétions céphaliques de B. t. canariensis. Selon ’analyse individuelle
des reines, il semble, que tout comme les sécrétions céphaliques de B. ignitus, celles de B. t.
canariensis ont un effet d’alarme. La majorité des reines reste en perpétuelle agitation (tab. 9
et 12).. Cependant, contrairement au cas B. ignitus, I’analyse globale des dix reines de B. t.
dalmatinus et de B. t. xanthopus en présence des sécrétions céphaliques consubspécifiques et
de B. t. canariensis montrent que les reines préférent significativement la zone a sécrétion
céphalique du male de sa propre sous-espéce (tab. 8 et 11). Elles sont observées un plus grand
nombre de fois dans cette zone. L’analyse des déplacements confirme cette observation: les
déplacements effectués dans la zone a sécrétion céphalique consubspécifique sont les plus
nombreux (fig. 24 et 31). De plus, I’analyse individuelle des dix reines de B. t. dalmatinus et
des 10 reines de B. t. xanthopus montre qu’un plus grand nombre d’entre elles passent plus de
temps sur la zone a sécrétion céphalique du male de leur propre sous-espece (fig. 26 et 33).
Toutefois, un faible nombre de reines se sont immobilisées devant la sécrétion céphalique
consubspécifique aprés 35s pour les reines de B. t. dalmatinus et aprés 77,5 sec. pour les
reines de B. t. xanthopus (tab. 9 et 12). Par conséquent, elles sont restées 265 sec. et 223 sec.
sur cette zone. Ceci explique probablement le pourcentage élevé de temps passé (nombre
d’observations) par 1’ensemble des dix reines dans la zone a sécrétion céphalique
consubspécifique.
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3.4.2.3 Comparaison des résultats des deux séries

Les résultats obtenus avec deux protocoles légerement différents, lors d’expériences
ou I’on présente aux reines de B. t. dalmatinus des sécrétions céphaliques consubspécifiques
et des sécrétions céphaliques de B. t. sassaricus ou de B. t. canariensis, sont plus ou moins
identiques (tab. 5, 6, 7 et 8). L’ensemble des reines ne se déplace pas de maniére aléatoire.
Elles passent plus de temps sur la zone qui contient la sécrétion céphalique consubspécifique.

Une différence apparait cependant entre les deux séries d’expérience ou 1’on présente
aux reines de B. t. dalmatinus des sécrétions céphaliques de B. t. dalmatinus et de B. t.
sassaricus. Avec la premiére série d’expériences, les reines préférent trés hautement
significativement les sécrétions céphaliques de B. t. dalmatinus aux sécrétions céphaliques de
B. t. sassaricus (tab. 6). Avec la seconde série d’expériences, le test est non significatif (tab.
8): les reines ne préferent pas les sécrétions céphaliques consubspécifiques aux sécrétions
céphaliques de B. t. sassaricus. Ceci pourrait étre une conséquence d’un nombre de
répétitions plus petit (10 au lieu de 33).
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4. Discussion

4.1. Olfactométrie en fonction de 1'age

Coppée (2005) a pu déterminer que les males agés de moins d’un jour ne synthétisent
pas de 2,3-dihydro-6-trans farnesol (DHF). Or celui-ci est supposé avoir un role important
dans la reconnaissance spécifique (Svensson, 1979). A partir de I’age de 1 jour jusque 15
jours, le DHF devient la molécule majeure. Ensuite, a partir de 20 jours, les sécrétions
céphaliques perdent leur caractére spécifique. Cet age est alors considéré comme 1’age
critique chez les males de B. terrestris. Il est d’ailleurs considéré comme 1’age normal de la
mort en conditions naturelles. En captivité, les males peuvent vivre plus longtemps. Dés 1’age
de 25 jours, le DHF disparait presque totalement de leurs sécrétions céphaliques. Les males
sont alors considérés comme séniles.

Coppée (2005) regroupe les males de différents ages en quatre classes distinctes selon
la composition des sécrétions céphaliques ainsi que sur leur mode de vie. La premiére classe
comporte les males a 1’émergence (moins de 1 jour). La deuxiéme classe d’age regroupe les
males de 1 a 7 jours. A ce stade, les males ne sortent pas du nid car ils sont encore incapables
de voler. IIs y restent généralement de 2 a 7 jours. Ce laps de temps leur permet probablement
de terminer leur développement morphologique (durcissement de la cuticule par exemple) et
physiologique de sorte que leur production phéromonale soit optimale dés la sortie du nid
(Agren et al., 1979). La troisiéme classe d’dge regroupe les males agés de 5 a 25 jours.
Pendant cette période, les males sont en période d’activité sexuelle. Ils sortent alors du nid.
Enfin la derniére classe d’age regroupe les males dits séniles, ¢’est-a-dire ceux agés de plus de
25 jours (Coppée, 2005).

Les présents résultats éthologiques sont cohérents avec les analyses chimiques et les
activités des males en pleine nature. Les sécrétions des males 4gés de 7 a 15 jours sont
préférées par les reines vierges plutdt que les males plus jeunes ou plus agés, avec une
préférence accrue envers les males de 10 jours. Ceci correspond a la troisiéme classe d’age,
établie par Coppée (2005), qui regroupe les males en pleine activité sexuelle et qui ont le DHF
comme composé majeur.

4.2. Olfactométrie en fonction des sous-especes

Deux hypothéses s’affrontent quant a la préférence intraspécifique des reines vierges
envers les phéromones sexuelles. La premiére hypothése veut que si deux populations sont
trés isolées géographiquement, il n’est pas utile d’avoir des systemes de reconnaissance
spécifique (phéromones sexuelles) trés différents. Les différentes populations (sous-especes)
ne se rencontrent de toute fagon pas. D’aprés Svensson (1980), les especes dont les individus
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ont une composition phéromonale proche sont isolées, entre autre, par leur aire de distribution
ou I’écologie. Par contre, la composition phéromonale des espéces coexistante est tres
différente et on peut méme observer des males de différentes espéces se partager des sites de
marquages (Svensson, 1980).

Cette premicre hypothése différe de celle proposée par Vereecken et al. (2007).
D’aprés lui, plus les populations sont ¢loignées géographiquement plus les compositions de
leurs phéromones sexuelles différent. La différence génétique de ces populations distantes
affecte la composition chimique des phéromones sexuelles. On arrive alors a un isolement
reproductif par non reconnaissance du signal d’accouplement. Autrement dit, I’isolement
géographique des populations induit une différenciation génique qui semble stimuler
I’évolution des signaux populationnels. Les composés principaux des phéromones sexuelles
sont identiques entre les différentes populations mais leur quantité relative varie (Vereecken,
2007).

Vereecken et al. (2007) observent une corrélation positive entre les distances
génétiques des populations de Colletes cunicularius (abeilles solitaires) femelles et les
différences de leurs composés phéromonaux. Ceci confirme son hypothése: des populations
voisines sont génétiquement proches et leurs phéromones assez semblables. L’auteur observe
aussi que les males de C. cunicularius sont capables de distinguer des échantillons d’odeurs
phéromonales qui contiennent les mémes composés principaux mais en quantité différentes.

Les males de C. cunicularius sont attirés par les phéromones sexuelles de femelles de
populations exotiques. Habituellement, les individus reconnaissent et préférent les conjoints
proches aux exotiques (par ex: Anderson, 1994; Boake, 2002; Wong et al., 2004). Or les
males de C. cunicularius préférent les types d’odeurs différents de ceux trouvés dans leur
propre population. Vereecken et al. (2007) suggérent deux explications a cela:

- C. cunicularius est une abeille solitaire grégaire qui recherche un conjoint dans un
secteur restreint, a proximité des sites d’émergences. Les préférences pour les
conjoints exotiques peuvent €tre innées et augmentent ainsi 1’"outbreeding".

- Les males, par leur apprentissage, sé¢lectionnent des odeurs phéromonales différentes
de celles qu'ils ont déja rencontrées lors de précédentes tentatives d'accouplements.
Ce comportement s'expliquerait par le fait que les femelles soient monandres (ne
s’accouple qu’avec un seul male) et qu’il existe, par conséquent, une forte
concurrence entre males pour I’accés aux jeunes femelles émergées. En agissant de
la sorte, ils augmenteraient leurs chances de rencontrer de jeunes femelles encore
vierges.

Les présents résultats different de ceux de Vereecken et al. (2007) Lors de cette étude,
les femelles se dirigent vers les sécrétions céphaliques des maéles consubspécifiques, non
exotiques. Cela est probablement di au fait que, a ’inverse de C. cunicularius, les bourdons
sont des insectes eusociaux qui recherchent leurs conjoints le long de circuits de patrouilles
¢loignés du nid. Les males augmentent alors leur probabilité de trouver un conjoint. En effet,
quand ’aire de reproduction est large et ¢loignée du nid, il y a plus de chance qu’une jeune
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reine vierge non soeur la traverse et s’y arréte (Alcock et al., 1978, Paxton, 2005). De plus, a
I’inverse des abeilles solitaires, chez les bourdons, ce sont les reines vierges et elles seules qui
viennent a la rencontre des méles en se posant sur leurs marquages odorants (Djegham, 1991;
Djegham et al., 1994).

Le circuit de patrouilles, ou vol nuptial, favorise la rencontre entre males et femelles
vierges conspécifiques. Leurs modalités sont spécifiques. Ils ont donc un role important dans
le mécanisme d’isolement des espéces (Haas, 1949 1967; Svensson, 1980).

Si on se réfere a la premicre hypothése, dévellopée au début de ce chapitre, selon
laquelle deux populations distantes ont des phéromones proches: on s’attend, lors des
expériences a ce que les reines vierges ne préférent pas un male de sa propre sous-espéce a un
male d’une sous-espéce non voisine (par exemple B. t. dalmatinus et B. t. xanthopus). Or, on
observe le résultat inverse: les reines vierges préférent les sécrétions céphaliques des males
de leur propre sous-espéce. L’hypothése proposée par Vereecken et al., (2007) selon laquelle
plus les populations sont distantes géographiquement, plus leurs phéromones sont différentes,
semble dés lors étre la plus judicieuse. En effet, dans ce cas, les reines préféreraient bien les
males de leur propre sous-espéce. Les autres sous-especes, distantes géographiquement,
seraient assez différentes génétiquement pour émettre des phéromones sexuelles capables
d’induire des réactions différentes chez les reines.

D’aprés Rasmont & Adamski, 1995, B. t. sassaricus de Sardaigne, n’a que trés peu de
possibilité d’hybridation avec d’autres sous-especes. Elle peut uniquement rencontrer B. t.
xanthopus a I’extréme nord de 1’le. D’aprés la premiére hypothése, si deux sous-espéces sont
voisines alors leur SMRS sera suffisamment différent pour étre différencié par les reines.
Donc, dans ce cas, les reines de B. t. xanthopus ne devraient pas s’immobiliser devant les
sécrétions céphaliques de B. t. sassaricus.

Au contraire, d’aprés 1’hypothése de Vereecken et al. (2007) plus deux espéces sont
voisines, plus leurs différences génétiques sont faibles et par conséquent, plus leur SMRS est
proche. D’aprés Widmer et al. (1998), les B. t. sassaricus de Sardaigne sont plus proches
génétiquement de B. t. xanthopus de Corse (fig. 34). Donc, dans ce cas, lors des expériences,
les reines de B. t. xanthopus devraient s’immobiliser devant les sécrétions céphaliques de
males de B. t. xanthopus et de B. t. sassaricus (tab. 12).
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Figure 34, 1égende: Figure 34. Phylogénie des différentes populations insulaires et continentales des
Bombus terrestris. Arbre Neighbour-Joining sur base des distances génétiques estimées sur 10 microsatellites
(d’aprés Widmer et al., 1998). B. t. xanthopus en Corse; B. t. sassaricus en Sardaigne; B. t. canariensis a
Ténérife, Grande Canarie, E1 Hiero et Gomera.

La deuxieme hypothése semble étre la plus adéquate. En effet, lors des expériences, 4
reines s’immobilisent devant la sécrétion de B. t. xanthopus et 4 devant celle de B. t.
sassaricus (tab. 12). Cependant, lorsqu’elles ont le choix, elles préférent les males de leur
propre sous-espece (fig. 33). Au contraire, quand des reines de B. t. xanthopus sont face a des
sécrétions céphaliques de males de B. t. xanthopus et de males qu’elles ne peuvent pas
rencontrer dans la nature, par exemple B. t. dalmatinus, 4 reines s’immobilisent devant la
sécrétion céphalique de sa propre sous-espéce et une seule s’immobilise devant 1’autre
sécrétion céphalique (tab. 12). Il est a noter que Rasmont & Adamski (1995) observent des
individus intermédiaires trés rares entre B. t. xanthopus et B. t. sassaricus au sud de la Corse.

De méme, les sous-espéces terrestris et xanthopus coexistent sur 1’ile d’Elbe et s’y
hybrident (Rasmont & Quaranta, 1997). Par des ¢tudes d hybridations croisées entre terrestris
et xanthopus, De Jonghe (1986a, 1986b) conclut a une interfertilité totale entre ces deux sous-
especes. Pourtant, la longue isolation de la Corse a conduit a une divergence, morphologique,
enzymologique, mais aussi a des levées de diapause différentes (Kriiger, 1951, Rasmont &
Adamski, 1995) entre les populations corses et celles continentales. Selon Mayr (1963), quand
deux taxons inter fertiles viennent en contact, ils ont deux possibilités: soit s’hybrider, soit
sélectionner progressivement des mécanismes d’isolement.
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Selon Dobzhansky (1970 cité par Paterson, 1985), les especes constituent un
systeme de populations; 1’'échange génétique entre ces populations est limité ou est
empéché par un mécanisme d’isolement reproductif ou peut-étre par une
combinaison de plusieurs de ces mécanismes.

D’aprés Svensson (1980) et Terzo et al. (2003), il semble que les espéces sceurs
¢vitent I’hybridation en sécrétant des phéromones sexuelles dont les molécules majeures sont
radicalement différentes.

Coppée (2006) émet I’hypothése qu’il puisse y avoir un isolement dii a la distance
chez les B. terrestris. Chaque population est capable de s’hybrider avec celles qui la jouxtent,
mais pas avec les populations plus éloignées (comme dans le cas célebre du Goéland argenté,
Rensch, 1933, Stresemenn & Timofeeff-Ressovsky, 1947). Ce phénomene peut s’expliquer
par de petites variations interpopulationnelles de SMRS (couleur du plumage) qui ne
permettent plus la reconnaissance spécifique entre individus de populations éloignées.

Estoup (1996) a étudié la différenciation génétique chez B. terrestris (huit populations
du continent européen, six des iles méditerranéennes et une de Tenerife). Aucune
différenciation significative n'a été trouvée parmi les populations de B. terrestris du continent
européen. En revanche, les populations d'lles différaient toutes de maniére significative et la
plupart d'entre elles différaient des populations continentales (Estoup et al., 1996, Widmer et
al., 1998, Shao et al., 2004).

L’étude de Coppée (2006), sur la variabilité de la composition chimique des sécrétions
céphaliques de B. t. ter., B. t. lusitanicus, B. t. sassaricus et B. t. dalmatinus, montrent qu’il
existe une variabilité dans I’abondance relative du 2,3-dihydro-6-trans farnesol. Ce dernier est
néanmoins considéré comme la molécule majeure de I’espeéce pour ces 4 taxons. Certaines
molécules sont communes a 2, 3 voire aux 4 taxons, alors que d’autres molécules sont
caractéristiques d’un seul taxon. Les composés moyens (<5%) sont présents dans les 4 taxons.
Les différences les plus importantes se retrouvent au niveau des composés mineurs (<1%)
(Coppée, 2006). Une étude statistique des différentes molécules trouvées dans ces 4 taxons
montre qu'ils appartiennent a la méme espéece, B. terrestris. Ils possedent tous le DHF comme
molécule majeure. Cependant, leurs sécrétions des glandes labiales céphaliques sont
suffisamment différentes pour pouvoir étre distinguées statistiquement. Coppée (2006) dit que
"La variation chimique des sécrétions céphaliques de ces 4 taxons traduit probablement la
distance géographique et génétique, qui les séparent".

Les présents résultats éthologiques démontrent bien cette variation. En effet, le SMRS
des males de B. t. terrestris, B. t. lusitanicus, B. t. sassaricus, de B. t. canariensis, de B. t.
xanthopus et de B. t. dalmatinus sont suffisamment différents pour que les reines vierges de B.
t. dalmatinus et de B. t. xanthopus pergoivent les sécrétions céphaliques des males de leur
propre sous-espece.
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Les signaux sexuels sont en général spécifiques. D’aprés Mayr (1963), c’est cela qui
constitue les mécanismes d’isolement assurant I’intégrité des espéces. Dans ce cas, lors de
I’expérience témoin, ou 1’on observe la réaction des reines de B. t. dalmatinus face aux
sécrétions céphaliques consubspécifiques et de B. ignitus, les reines devraient se diriger de
préférence vers la sécrétion du male de son espéce plutét que vers B. ignitus. Or, c'est le
résultat contraire que 1'on observe.

D’aprés Leroy (1987), il arrive que la spécificité des signaux ne soit pas absolue, et
que les signaux chimiques d’individus d’espéces voisines soient assez proches pour que
I’attraction sexuelle ne soit pas sélective. Dans la nature, de tels faits sont le plus souvent sans
grande conséquence. D'autres facteurs assurent 1’isolement des espéces: des répartitions
géographiques et saisonnicres différentes, des horaires de 1’activité sexuelle décalés, des lieux
de rencontre des partenaires sexuels différents (Leroy, 1987).

Des expériences d’attraction croisée démontrent que les femelles d’Antheraea
polyphemus (papillons saturnides) n’attirent jamais les males de trois autres espéces (Samia
cynthia, Hyalophora cecropia, Callosamia prometha) (Leroy, 1987). De méme, les femelles
de ces trois espéces n’attirent jamais les males d’Antheraea polyphemus. Par contre, Leroy
(1987) cite "[...], les femelles de Samia cynthia attirent les males de Hyalophora cecropia
[...] lorsqu’il n’y a pas simultanément d’attraction de la part de femelles de leur propre
espece, [...]". Entre 1962 et 1966, Scheideer (cité par Leroy, 1987) reprend 1’étude de
I’interattraction chez ces especes et quelques autres. En réalisant des électro-antennogrammes,
il prouve que les espéces d’un méme genre tendent a répondre de manicre identique a la
phéromone de leur propre espece et a celles des especes trés voisines (Leroy, 1987). Cette
observation pourrait expliquer pourquoi les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanhopus ne
semblent pas préférer les sécrétions céphaliques de males consubspécifiques a celles de males
de B. ignitus (une autre espéce du méme sous-genre). Leroy (1987) cite "Les phéromones des
espéces voisines ont vraisemblablement des structures chimiques assez proches, ce qui
expliquerait les interattractions entre ces especes. Mais cette interprétation va a I’encontre de
celle des néo-Darwiniens qui suggérent, a I’inverse, que plus deux especes sont voisines plus
leurs signaux d’appel sexuel ont tendance a étre différents les uns des autres".

B. ignitus appartient au méme sous-genre que B. t. terrestris mais les deux espéces
sont trés différentes. Kawakita et al. (2003, 2004), Hines et al. (2006) et Cameron et al.
(2007) les présentent comme phylogénétiquement ¢loignées. B. ignitus aurait divergé
beaucoup plus tot que B. terrestris (Shao et al., 2002). D’aprés Hines & Cameron (com.
pers.), elles auraient divergé depuis 6 millions d’années (fig. 35).
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Figure 35. Phylogénie des différentes espéces du genre Bombus (d’aprés Hines & Cameron, com. pers).

Une autre explication au cas "dalmatinus-ignitus" peut étre fournie. Les reines de B. t.
dalmatinus pourraient avoir un comportement d’alarme vis-a-vis des sécrétions de B. ignitus.
Elles sont en continuels mouvements et se dirigent le plus souvent vers la sécrétion de B.
ignitus. Aucune reine n’est immobile, comme lorsqu’elle est en attente du male (arrét total).
Cette observation est également rapportée par Ono (1997, cité par Winter et al., 2006). 11
observe que les reines de B. terrestris ont un comportement agressif envers les reines de B.
ignitus qui se trouvent a proximité. Il serait possible de quantifier l'orientation du déplacement
des reines face aux sécrétions céphaliques de B. ignitus afin de savoir si ces sécrétions ont un
effet répulsif sur les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus. (fig. 36, Cammaerts,
1972)

La méme hypothése pourrait étre émise pour expliquer le comportement, en continuel
mouvement dans 1’aréne expérimentale, des reines de B. t. dalmatinus et B. t. xanthopus en
présence des sécrétions céphaliques des males de B. t. canariensis. Il se pourrait aussi que les
sécrétions céphaliques de B. t. canariensis tout comme pour B. ignitus aient un effet d’alarme
sur les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus. Les présents résultats coincident avec
les résultats d’électroantennographie obtenus par Gorez (2007). L’électroantennographie
consiste a relever une différence de potentiel entre les antennes lorsqu’on les vaporise avec un
bouquet phéromonal. Gorez observe une plus grande différence de potentiel entre les antennes
d’une reine de B. t. dalmatinus lorsqu’elle est vaporisée par une sécrétion céphalique de B. t.
canariensis (dans 7 cas sur 12) plutét que lorsqu’elle est vaporisée par une sécrétion
céphalique de B. t. dalmatinus. Les reines de B. t. dalmatinus réagissent donc plus fort aux
sécrétions de B. t. canariensis qu’aux sécrétions de males de leur propre sous-espéce.
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L’hypothése sur I’effet d’alarme de B. t. canariensis envers les reines de B. t. dalmatinus
semble donc cohérente.

Droite "objet-fourmi ,,

Dbjet déposé

Tongente au trojet parcouru

- -~ Trajet parcoury par
l'ouyriére

Figure 36. Mesure de I'orientation d'une ouvriére de Mirmica rubra par rapport a un objet déposé sur son
aire de récolte. L'orientation de 1'ouvriére est mesurée par la moyenne des angles A, mesurés aprés chaque X
centimétre de parcours (0,5cm), entre la droite "objet-fourmi" et la tangente au trajet suivi. La moyenne des
angles mesurés indique un effet attractif (moyenne < 90°), répulsif (moyenne >90°) ou neutre (moyenne = 90°)
de la source odorante sur le sujet étudié. (d'aprés Cammaerts, 1972).

La question du statut spécifique ou subspécifique de B. t. canariensis se pose alors.
Cette question se pose d’ailleurs depuis longtemps. Initialement décrite comme une variété de
couleur de B. terrestris (du continent européen), puis comme une espéce a part enticre
(Erlansson 1979 et Rasmont, 1983) elle est ensuite considérée par Rasmont et al. (1986),
Rasmont (1988) et Hohmann et al., 1993 comme une sous-espéce de B. terrestris. En 1996,
Estoup et al., d’aprés des études génétiques, émettent aussi des doutes sur le statut d’espéce
du canariensis. Pourtant Widmer et al. (1998) montrent que toutes les autres sous-espéces de
B. terrestris sont plus proches génétiquement de B. lucorum que de canariensis (fig. 34).

Lors des différentes expériences, certaines reines ont eu un comportement inhabituel.
Celles-ci ne semblent préférer aucune des deux sécrétions céphaliques présentées et restent
quasiment immobiles dés leur libération dans I’aréne. Les dissections effectuées a posteriori
sur ces reines ont montré que plusieurs de ces résultats paradoxaux s’expliquaient par un état
de maturité des reines inadéquat. Sur les 17 spécimens €cartés, 2 se sont avérés &tre des reines
fécondées (ovarioles trés développées et spermathéque blanche, Alford, 1975). Comme
Sinkevich (2006) 1'a montré lors de ses expériences éthologiques, les reines fécondées fuient
les sécrétions céphaliques des males. Ensuite, 6 spécimens écartés se sont avérés étre de
grosses ouvrieres (ovarioles non développées, spermathéque transparente, Alford, 1975).
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Enfin, un des spécimens écartés était une reine vierge (ovarioles peu développées et
spermathéque transparente, Alford, 1975). D’aprées Krieger et al. (2006), les reines ont un age
optimal d’activité sexuelle (6 jours aprés leur émergence). L'immaturité sexuelle de cette
reine pourrait expliquer le comportement inhabituel face aux sécrétions céphalique des males.

D’aprés Wyatt (2003), les composés volatils attirent a distance les femelles tandis que
les composés non volatils ont un réle arrétant ou agissent comme des composés de contact.
Ces derniers, lorsqu’ils sont palpés par les antennes des reines, véhiculent des informations
complémentaires sur les males qui les ont déposés (Djegham, 1991; Sinkevich, 2006). Les
résultats ne semblent pas confirmer cette hypothése. Certaines reines se sont immobilisées
devant les sécrétions. Pourtant, elles ne peuvent entrer en contact avec les sécrétions
céphaliques a cause du treillis circulaire placé dans ’aréne expérimentale. Deux explications
peuvent étre apportées. Les reines ne sont pas assez ¢loignées de la source d’odeur. De ce fait,
les composés dits de contact sont malgré tout pergus par les antennes des reines car ils sont
suffisamment volatiles. Il se pourrait aussi que le treillis augmente 1’effet arrétant. Celui-ci
offre aux reines un support vertical qui favorise une position d’arrét.

D’aprés Djegham et al. (1994), les phéromones de marquages des males ont une
action attractive et arrétante sur les reines. Quand les reines inspectent les marquages, les
males semblent étre attirés par elles et essayent de se reproduire. L’odeur des reines semble
étre importante pour obtenir des tentatives d’accouplements de la part des males. D'apres
Djegham (1991), la faible acuité visuelle des bourdons est corrigée par les stimuli olfactifs
(odeur phéromonale) qui permettent de reconnaitre le bon conjoint. Les phéromones sexuelles
de la femelle sont produites au niveau de la glande mandibulaire. Les phéromones males et
femelles ont donc toutes deux un réle important pour I’accouplement. Djegham et al. (1994)
citent "Ainsi les phéromones sexuelles, en plus de leur réle attractif et de reconnaissance
spécifique, semblent avoir un effet contextuel et agir comme une substance aphrodisiaque ".
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5. Conclusion

5.1 Preéférence des femelles envers les males de diffeérents ages

Les reines vierges préferent les sécrétions des males agés de 7 a 15 jours avec une
préférence accrue envers les males 4gés de 10 jours. Ceci correspond a la classe d’age chez
laquelle le 2,3-dihydro-6-trans farnesol est le composé majeur.

5.2 Préférence des femelles envers les males de différentes
sous-especes

Les résultats de la premicre série d’expériences prouvent que I’ensemble des reines
vierges de B. t. dalmatinus étudiées passe plus de temps sur les zones a sécrétions céphaliques
des males de leur propre sous-espeéce lorsque celles-ci sont confrontées aux sécrétions
céphaliques des males des sous-espéces sassaricus, canariensis, lusitanicus, terrestris.

Les résultats de la seconde série d’expériences prouvent également que 1’ensemble des
reines vierges de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus passe plus de temps sur les zones a
sécrétions céphaliques des males de leur propre sous-espéce que sur les zones a sécrétions
céphaliques de males des sous-espéces différentes. Les suivis de déplacements indiquent que
les reines se dirigent de préférence vers les sécrétions céphaliques consubspécifiques.
Lorsqu’on analyse individuellement le comportement des reines, un plus grand nombre de
reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus ont passé le plus de temps sur les zones a
sécrétions céphaliques de males consubspécifiques. Un plus grand nombre d’entre elles se
sont immobilisées devant les sécrétions céphaliques des males consubspécifiques plutot que
sur les sécrétions céphaliques des males de B. t. sassaricus et de B. t. dalmatinus ou B. t.
xanthopus.

On observe cependant, une exception notable: les reines de B. t. dalmatinus et de B. t.
xanthopus ne semblent pas préférer les sécrétions des males consubspécifiques a celles des
males de B. ignitus. De plus, lorsque les reines de B. t. dalmatinus et de B. t. xanthopus sont
en présence de sécrétions céphaliques consubspécifiques et de B. t. canariensis ou de B.
ignitus, la majorité des reines sont en perpétuel mouvement. D’aprés leur comportement, il
semble que ces deux taxons ont un effet d’alarme sur les reines de B. t. dalmatinus et de B. t.
xanthopus.

Les dissections post-expérimentales permettent d'élucider les cas douteux. Les reines
fécondées, les grosses ouvrieres et les reines immatures ou trop vieilles semblent avoir un
comportement inhabituel face aux sécrétions céphaliques des males.
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6. Perspectives

Le travail réalis¢ dans cette étude, s’opére a I'intérieur d’une aréne expérimentale
occupée successivement par différentes reines de deux sous-espéces de B. terrestris mises en
présence de différentes sécrétions céphaliques de males de bourdons. L’intérét de 1’étude
réside dans l’observation et 1’analyse des déplacements (positions occupées au cours du
temps) des reines par rapport aux sécrétions céphaliques mises en présence. Les sécrétions
céphaliques contiennent probablement des composés volatils aux pouvoirs attractifs sur les
reines, ainsi que des composés moins volatils aux effets arrétant sur les reines. Cette
recherche tente a éliminer ’effet arrétant des sécrétions céphaliques: un dispositif est mis en
place pour empécher les reines d’étre en contact avec les molécules peu volatiles, dites de
contact. Il serait intéressant de mettre au point un protocole qui maximiserait, au contraire,
I’effet arrétant. Ceci pourrait étre réalisé en utilisant une aréne trés petite dans laquelle les
reines percevraient en méme temps deux sécrétions arrétantes et pourraient choisir entre les
deux.

Enfin, aprés avoir étudié le comportement des reines vierges en présence de la
phéromone compléte, il sera intéressant d'identifier et de préciser l'attractivité de chacun des
compos¢s 1solés.
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