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Résumé :

Le déclin des abeilles est un fait certifié depuis ces dernieres décennies. Celui-ci est causé par
plusieurs facteurs parmi lesquels nous retrouvons 1’intensification des pratiques agricoles par
I’utilisation de produits agrochimiques en milieu agricole qui modifie le paysage et diminue
notamment I’abondance et la diversité des espéces florales. Le pollen constitue une ressource
florale d’importance primordiale pour la survie des abeilles, puisqu’il leur fournit les nutriments
essentiels a leur développement, leur résistance au stress et aux maladies ainsi que leur
reproduction. Parmi I’ensemble des éléments contenus dans le pollen, nous retrouvons entre
autres les acides aminés et les lipides. Cette ressource varie en quantité et en qualité selon
I’espéce florale et selon sa proportion en nutriments, les abeilles sont influencées en termes de
choix floraux afin de se procurer un régime alimentaire approprié. Cependant, nous ignorons
encore ’'impact de substances chimiques comme les pesticides sur la composition et la
concentration des nutriments du pollen.

Dans le cadre de ce mémoire, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a 1’étude de
deux gammes de molécules : les acides aminés, indispensables pour la synthese protéique, et
les stérols, essentiels dans la construction des membranes lipidiques et dans la synthese
d’hormone comme 1’ecdysone. Nous avons émis [’hypothese que la composition et la teneur de
ces nutriments varient dans un paysage fortement exposé aux pesticides. Pour étudier cela, nous
avons considéré deux sites d’échantillonnage : un milieu « sain », préservé de tout produit
chimique et un milieu agricole conventionnel. Différentes especes florales ont été sélectionnées
sur ces deux sites: Achillea millefolium, Centaurea cyanus, Helianthus annuus, Malva
sylvestris, Papaver rhoeas, Phacelia tanacetifolia et Zea mays pour lesquelles le pollen a été
récolté et analysé. Dans un second temps, des visites florales ont été relevées afin de déterminer
I’abondance et la diversité des insectes utilisant ces plantes. Des traits écologiques comprenant
les comportements de nidification ont également ét¢ étudiés dans le but de déceler I’influence
du paysage agricole sur le choix floral et le mode de vie des abeilles.

Les résultats obtenus confirment la variabilité de la quantité et de la composition du pollen en
termes d’acides aminés et de stérols des ressources florales. De plus, les teneurs en acides
aminés des espéces Helianthus annuus, Malva sylvestris et Zea mays sont significativement
plus élevées dans un paysage exposé¢ a 1’agriculture intensive. Parallé¢lement, 1’étude démontre
que la proportion de visiteurs floraux nichants au-dessus du sol est significativement supérieure
dans un milieu agricole.

Sur base de ces résultats, nous démontrons 1’impact des intrants azotés sur le pollen des
ressources florales, influencant probablement Ilui-méme la nutrition des pollinisateurs
apiformes.

Mots-clés : Acides aminés — Environnement agricole — Qualité chimique du pollen — Pesticides

— Pollinisateurs — Stérols — Visites florales
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|. Introduction

1.1. Ressources florales
1.1.1. Pollinisation

La pollinisation est un processus apparu depuis le Mézozoique, d’abord avec 1’avénement des
Gymnospermes a la fin du Trias (252-201 Ma) et ensuite avec I’extension de la diversité des
premieres plantes a fleurs ou groupe des Angiospermes lors du Crétacé (145-66 Ma) (Grimaldi,
1999 ; Pefialver et al. 2012).

Cette vaste diversité donne lieu a deux principaux modes de reproduction : 1’autogamie et
I’allogamie. L’autogamie est un mécanisme mis en place par la plante elle-méme afin de se
reproduire toute seule. L’allogamie, quant a elle, fait intervenir un facteur externe a la plante
pour permettre sa reproduction. Les vecteurs de cette fécondation croisée sont variés, nous
retrouvons essentiellement 1’anémogamie (pollinisation par le vent), I’hydrogamie (par 1’eau)

et la zoogamie (par les animaux).

La zoogamie consiste en 1’interaction des plantes avec un autre groupe large d’étres vivants :
les pollinisateurs (Waser, 1986 ; Bawa, 1990 ; Kearns & Inouye, 1998). Dans la plupart des cas,
ces deux groupes sont intimement liés par leur dépendance 1’un envers I’autre (Berry & Calvo,
1991). En vérité, une relation mutualiste existant entre eux, leur permet de tirer des bénéfices
I’un de I’autre (Barrett & Harder, 1996 ; Aizen, et al. 2006). Ce mutualisme a été reconnu par
Darwin (1859) comme fondamental et indispensable & la survie des communautés (Gibernau,
1997 ; Kearns & Inouye, 1997 ; Vaissiere, 2002 ; Ollerton, et al. 2011). L’ensemble de ces

interactions se regroupe en réseaux de pollinisation (Popic, et al. 2013).

Les éléments clés reliant les plantes et les pollinisateurs sont les ressources nutritives florales
(Seifan, et al. 2014). Celles-ci sont expliquées plus en détails plus loin (point 1.1.3.). De
maniére générale, les pollinisateurs s’alimentent de la nourriture produite par les plantes,
communément le pollen (poudre fine stockée au niveau des anthéeres de la fleur et relarguée a
la dehiscence de celle-ci) et le nectar (liquide sucré) (Simpson, 1986 ; Lawrence, 1993). En
contrepartie, les visiteurs floraux transportent le pollen (partie reproductrice male) en voyageant
d’une plante a I’autre et déposent inconsciemment des grains sur la structure florale réceptive
de la partie femelle (Thomson, 1986). Quand le pollen déposé sur un individu provient de la

méme espece florale, alors il peut y avoir la germination du grain formant le tube pollinique a
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I’intérieur du gynécée (structure femelle) (Kandasamy, et al. 1994 ; Cheung, 1996). Le noyau
reproducteur atteint ainsi I’ovule et féconde 1’oosphére, ce qui, a terme, permet la formation du

fruit, puis d’une graine permettant la reproduction de la plante (Kearns & Inouye, 1997).

La majorité des espéces florales sont fréqguemment pollinisées par des insectes, dont les ordres
des coléoptéres (carabes), diptéres (mouches), lépidoptéres (papillons) mais principalement par
celui des hymeénoptéres (abeilles) (Hu, et al. 2008). Par exemple, la plante de citrouille
(Cucubita pepo) est exclusivement pollinisée par 1’abeille des ruches et les bourdons (Phillips
& Gardiner, 2015 ; Pfister, et al. 2017). En fonction des plantes qu’ils visitent, les pollinisateurs

seront qualifiés de généralistes ou spécialistes (plus d’informations au point 1.2.1.2.).

1.1.2. Choix floraux

Le choix floral des pollinisateurs influence le succes reproductif des plantes (Laverty, 1992 ;
Molina-Montenegro, et al. 2008). Pour ce faire, les plantes doivent étre attractives aux
pollinisateurs (Sih & Baltus, 1987 ; Laverty, 1992 ; Molina-Montenegro, et al. 2008). Cette
sélection dépend principalement de la diversité florale disponible (Clegg & Durbin, 2000 ;
Klinkhamer, et al. 2001 ; Frind, et al. 2010) de la densité florale et de la répartition spatiale de
la plante dans son milieu. Ces deux dernieres sont corrélées au taux de visite (Ghazoul, 2005 ;
Hegland & Boeke, 2006 ; Dauber, et al. 2010 ; Seifan, et al. 2014). Plus le nombre de visites
florales est élevé, et plus cela favorise la fécondation et la propagation de la plante (Pfister, et
al. 2017).

De maniere trés succincte, les animaux et typiquement les abeilles possédent des systemes
sensoriels, visuels et olfactifs (variables selon I’espéce) (Masuhr & Menzel, 1972 ; Gerber &
Smith, 1998 ; Dyer, et al. 2010) leur servant a percevoir les caractéristiques phénotypiques des
plantes (Renoult, et al. 2013). Pour cela, d’autres critéres stratégiques existent pour les attirer :
la période de floraison, la structure de la fleur (couleur, forme, parfum), la récompense florale,
I’abondance des amas de pollen, etc. (Lehrer, et al. 1995 ; Hu, et al. 2008 ; Kulahci, et al. 2008
; Leonard, et al. 2011 ; Wilmer, 2011). Une étude a montré que les bourdons peuvent distinguer
des variantes de coloration chez Centaurea cyanus et sélectionner les fleurs a butiner sur base

d’un schéma chromatique (Eckhart, et al. 2006 ; Renoult, et al. 2013).
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Il faut noter que le régime des pollinisateurs est différent en fonction de leurs besoins nutritifs
(Free, 1993 ; Chaplin-Kramer, et al. 2014). De ce fait, la source de nourriture est variable et
hétérogene, et par adaptation évolutive, cela méne a une divergence florale (Wilson &
Thompson, 1996). Des compétitions florales existent donc sur base de leur capacité a attirer les
pollinisateurs, ce qui désavantage les plantes moins adaptées (Becerra & Lloyd, 1992 ; Yang,
et al. 2011 ; Muchhala & Thomson, 2012). Cependant, la diversité d’espéces florales est
corrélée a celle des pollinisateurs (Friind, et al. 2010).

La pollinisation des animaux est cruciale pour la production de cultures mondiales destinées a
I’alimentation humaine (Mc Gregor, 1976 ; Crane & Walker, 1984 ; Free, 1993 ; Williams,
1994). L’abondance et la diversité des abeilles varient par rapport aux variations naturelles de
I’habitat (Hoehn, et al. 2008) mais constituent des critéres a conserver dans un écosysteme
agricole pour un bon maintien des espéces florales (Ricou, et al. 2014). En effet, la pollinisation
(principalement des abeilles) est responsable d’environ un tiers de la production alimentaire
destinée a I’espéce humaine (O’Toole, 1993 ; Greenleaf & Kremen, 2006 ; Klein, et al. 2007 ;
Eilers, et al. 2011 ; Willmer, 2011). Nonobstant, 1’abondance des abeilles domestiques et
sauvages (Burd, 1994 ; Kearns, et al. 1998 ; Larson & Barrett, 2000 ; Ashman, et al. 2004)
diminue fortement avec les années et met en danger les écosystemes agricoles (Corbet, 1991 ;
Williams, 1994 ; Kearns & Inouye, 1997 ; Allen-Wardell, et al. 1998 ; Klein, et al. 2007).

Une section sera consacrée au déclin des abeilles au point 1.3. (Perturbation du réseau de

pollinisation).

1.1.3. Pollen et nectar

Les ressources florales sont des substances produites par les plantes et indispensables pour
I’alimentation des abeilles. Leurs sources principales de nourriture sont le pollen et le nectar
(Margaroan, et al. 2010). Trés succinctement, le nectar est un liquide sucré, produit a la surface
des nectaires des plantes a fleurs (Gonnet, 1982). Il est particulierement riche en eau mais
comporte également des nutriments comme des acides aminés, des huiles essentielles et des
sucres (fructose, glucose et saccharose dans différentes proportions), des polysaccharides tels
que le glucose et I’amylose, des acides organiques, des enzymes, des vitamines ou des

substances aromatiques (Ziegler, et al. 1968 ; Melin, 2002 ; Nabil, 2010 & Heil, 2011).
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Dans cette étude, nous nous focalisons uniquement sur le pollen qui est une structure assez

complexe par rapport aux autres ressources de nourriture.

1.1.3.1.  Structure du grain de pollen

La structure générale du grain de pollen est la méme pour tous les Angiospermes (Figure 1a)
(Margaroan, et al. 2010). Un grain mesure en moyenne plusieurs dizaines de micrometres de
diametre (Willmer, 2011). 1l se compose de deux couches : une interne (intine) et I’autre externe
(I’exine). Cette microspore a souvent deux noyaux haploides, dont le plus grand est la cellule
végétative qui comprend la deuxieme cellule ou cellule reproductrice (Jalouzot, 1969). Le grain
de pollen (simple ou multiple) (Figure 1b) differe essentiellement par différentes
caractéristiques telles que la couleur, 1’épaisseur, la forme (généralement ronde a ovoide), la
porosité et la taille. Les conditions environnementales, particulierement la qualité du sol,
influencent le nombre de grains, la performance et la taille du pollen (Lau & Stephenson, 1993).
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Figure 1. (a). Structure générale d’un grain de pollen. (b) Schéma théorique d’un grain de pollen (vue en coupe),

grossissement microscopique (x100) de grains de pollen séchés de mais (Zea mays). Photographies anonymes.

1.1.3.2.  Composition chimique

Le pollen est une ressource d’importance capitale pour les abeilles. Une colonie d’ouvrieres
d’Apis mellifera consomme en moyenne entre 3,4 et 4,3 mg de pollen par jour (Crailsheim, et
al. 1992). Tous les pollens ne sont pas equivalents. La composition peut varier entre especes
florales et au sein méme d’une espece en fonction de différents parameétres tels que : I'espece
de la plante, les conditions metéorologiques, le sol sur lequel poussent les plantes ou encore la

saison au cours de laquelle elles se développeront (Pons, 1958 ; Crailsheim, et al. 1992). En
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effet, des études ont montré que certaines conditions abiotiques comme la sécheresse d’un
milieu peuvent entrainer un stress pour la plante qui produirait a ce moment un pollen appauvri
en nutriments (Alqudah, et al. 2010), ce qui conduirait & une production de graines moins élevée
(Young & Stanton, 1990). A contrario, un sol riche en phosphore permet aux plantes qui s’y
développent de produire un pollen enrichi en cet élément chimique, ce qui augmenterait la

capacité de conception des graines (Lau & Stephenson, 1994).

Le pollen est composé de métabolites primaires et secondaires permettant leur développement
et celui de leur descendance (Thorp, 1979 ; Willmer, 2011).

1.1.3.2.1. Métabolites primaires

Le pollen est constitué de toute une série de composants (Roulston & Goodell, 2011). Les
métabolites primaires du pollen consistent en des composés directement impliqués dans le
développement et la physiologie de I’abeille. Les protéines sont un type de nutriments principal
retrouvé dans le pollen. En effet, un régime pauvre en protéines réduit la masse des larves pour
une abeille et affaibli leur immunité (Roger, et al. 2017). Leur taux dans le pollen varie entre
2,5 a 61% (Buchmann, 1986 ; Roulston et al. 2000) composés d’acides aminés. Ensuite, les
lipides avec un taux moyen compris entre 0,8% et 18,9% dans le pollen (Roulston & Cane,
2000), regroupent surtout les acides gras et les stérols (Yang, et al. 2013). Les autres
composants regroupent des sucres (essentiels pour le vol) (Beenakkers, et al. 1984 ; Suarez, et
al. 1996) avec un pourcentage compris entre 30 et 50% (lilika, 1990), de I’amidon (0 a 22%)
(Roulston & Cane, 2000 ; Roulston, et al. 2000), de I’eau avec un taux de 18% (Bogdanov,
2004) et environ 5% de minéraux (Stanley, 1971 ; Loper, et al. 1980).

Ces nutriments favorisent la longévité et la santé des larves et des adultes ainsi que la
productivite de la colonie pour Apis mellifera (Brodschneider & Crailsheim, 2010).
Effectivement, un régime diversifi¢ serait plus adéquat que la consommation d’un pollen
monofloral car cela apporte les différents nutriments requis pour 1’abeille, dilue les toxines,
permet d’éviter d’éventuelles carences alimentaires (Schmidt, et al. 1995) et ameliore le
systéeme immunitaire chez Apis mellifera (Alaux, et al. 2010 ; Nicolson, 2011). Les classes de

nutriments qui vont nous intéresser dans ce cadre sont les acides aminés et les stérols car ils

11
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sont indispensables pour les abeilles et ne peuvent étre fournis en quantité suffisante que par la

ressource de pollen.

1.1.3.2.1.1. Les acides aminés

Premierement, les acides aminés représentent une des fractions les plus importantes a propos
des besoins nutritionnels (De Groot, 1953). En effet, la synthése de protéines en dépend
(Crailsheim, et al. 1992). Les acides aminés aident au développement larvaire (Haydak, 1970 ;
Michener, 2007 ; Altaye, et al. 2010), a la longévité et reproduction des spécimens adultes et
peut aussi jouer un role dans la résistance de maladies (De Groot, 1953 ; Standifer, et al. 1960 ;
Herbert, et al. 1977 ; Iwasaki, et al. 1988 ; Dourmad, et al. 1994 ; Pirk, et al. 2010 ; Helm, et
al. 2017). Parmi les acides aminés (représentation a la Figure 2), nous distinguons les acides
essentiels qui sont indispensables car ils ne peuvent étre synthétisés a partir d’autres
métabolites. Chez 1’abeille domestique, ces acides aminés essentiels sont: I’arginine,
I’histidine, I’isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la thréonine, le
tryptophane et la valine (De Groot, 1953). Comme I’indique leur nom, ils sont essentiels chez
I’organisme pour maintenir une bonne synthése protéique (Behmer 2009). Il a méme été prouvé
que dans le cas ou les abeilles ont le choix entre deux pollens, elles ont tendance a choisir celui

avec le taux en acides aminés essentiels le plus éleve (Cook, et al. 2003).

D S o ¢
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*HaNACOO' *H3N” ~COOr COO" *HaN” ~COO COO”
Glycine (Gly, G) L-alanine (Ala, A) L-Valine (Val, V) L-leucine (Leu, L) L-lsoleucine (lle, 1) *HN'
",
3 O
/(OH IOH ISH E (1 HN
N _
*HaN”  COO" *HaN7 SCOO- *HaN” ~COO" *HaN” ~COO" H* COO0
L-Serine (Ser, S) L-threonine (Thr, T)  L-cysteine (Cys, C) L-Methionine (Met, M) L-proline (Pro, P)
*H3aN“ ~“COO-
L-pyrrolysine (Pyl, O)
COO” CONH2
COO" CONH,
L I SeH
*H3sN” ~COO *HaN” ~COO" *H3aN”™ ~COO" *HaN COO *HzN™ ~COO I

L-aspartic acid (Asp, D)L-asparagine (Asn,N)L-glutamic acid (Glu, E) L-glutamine (GIn, Q) L-lysine (Lys, K) "HaN™ ~COO
L-selenocysteine (Sec, U)

HzN\fNHg*
+H3NJ\)c/oo- *HyN coo *HaN” > COOr *HaN coo *HzN”~COO"

L-arginine (Arg, R) L-histidine (His, H) L-phenylalanine (Phe, F) L-tyrosine (Tyr,Y) L-tryptophan (Trp, W)

Figure 2. Structure chimique des 22 acides aminés protéinogéniques (Espinoza, et al. 2017).
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On consideére qu’un pollen présentant un taux élevé en acides aminés est de bonne qualité
(Vanderplanck, et al. 2014 ; Moerman, et al. 2015). Comme pour la composition du pollen, sa
qualité va dépendre en partie de 1’espéce florale (Hanley, et al. 2008 ; Praz, et al. 2008 ; Haider,
et al. 2013). Par exemple, Sorbus aucuparia et Cytisus scoparius contiennent du 24-
méthylénecholestérol ainsi qu’un taux en acides aminés haut, permettant aux ouvrieres de B.
terrestris de mieux se reproduire (Vanderplanck, et al. 2014). Par contre, le pollen de tournesol
est d’une qualité moindre pour les abeilles car sa teneur en protéines n’est seulement de 15%
(Pernal & Currie, 2000 ; Somerville & Nicol, 2006 ; Nicolson & Human, 2013). Cependant,
certaines plantes comme I’eucalyptus (Eucalyptus globulus) fournissent un pollen avec un taux
protéique relatif a 25% mais déficient pour un acide aminé (isoleucine) ; de la méme maniére,
Yang, et al. (2013) montre que pour 12 variéteés de plantes, la lysine a été dectecté comme
facteur limitant et inférieur au seuil requis par la FAO. Cela apporte a nouveau la preuve qu’un
pollen provenant exclusivement d’une plante n’est pas forcément la solution pour contribuer

aux besoins d’un pollinisateur (Loper & Cohen, 1987 ; Sommerville & Nicol, 2006).

De plus, les larves d’Apis mellifera sont extrémement dépendantes de cette concentration en
acides aminés (Haydak, 1970), des chercheurs ont été jusqu’a affirmer que cette espéce était
capable de réduire sa production de juvéniles pour éviter d’affaiblir la descendance
(Brodschneider & Crailsheim, 2009). D’autres pollinisateurs ont réussi a adopter différentes
stratégies en sélectionnant leurs ressources florales (Vanderplanck, et al. 2014). Si I’on prend
le cas de B. terrestris, des scientifiques ont montré qu’il peut distinguer certains acides aminés
(asparagine, cystéine, lysine, phénylalanine, sérine, etc.) et peut également faire la distinction
entre différentes concentrations en lysine et cela, uniquement grace a des récepteurs situés a
I’apex de ses antennes. Il posséde donc un avantage considérable a pouvoir sélectionner un

pollen de qualité avant de I’ingérer (Ruedenauer, et al. 2019).

De ce fait, il n’est pas étonnant de savoir que les plantes se sont adaptées a la fréquence des
visites au cours de I’évolution (Hanley, et al. 2008). Roulston, et al. (2000) confirme que « la
teneur en protéines peut influer sur le choix de 1’hote floral ». Les plantes étant pollinisées par
des visiteurs floraux contiendraient une teneur en protéines plus élevée. Nonobstant, si le
mutualisme est perturbé par d’éventuels facteurs, cela pourrait alors nuire aux deux

communautés (Hanley, et al. 2008).
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1.1.3.2.1.2. Les stérols

Globalement, les lipides sont nécessaires pour la cire d’abeille (a base d’esters d’acides gras et
d’alcools) (Bogdanov, 2004). Ils contribuent a la survie de la colonie notamment via
I’amélioration de la construction du couvain (Toth, et al. 2005 ; Manning, et al. 2007). Les
stérols sont indispensables pour la synthése des hormones (hormone de mue) et au niveau
cellulaire (expression de genes et constituant membranaires) (Vanderplanck, et al. 2014). Leur
concentration est importante au niveau de la nutrition des bourdons pour le développement de
la colonie (Moerman, et al. 2017). L’abeille domestique obtient ses stérols exclusivement du
pollen. Par ailleurs, les molécules de stérols produites par des ressources florales sont actives
au sein méme du métabolisme de la plante. Il ainsi pu étre démontré que le cholestérol peut étre

métabolisé a partir de phytostérols (Svoboda, et al. 1982).

1.1.3.2.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires se composent de constituants minoritaires : des vitamines (hydro-
et liposolubles) comme I’acide pantothénique, la thiamine ou encore la riboflavine (Roulston
& Cane, 2000; Brodschneider & Crailsheim, 2010), des polyphénols, des pigments
(flavonoides et caroténoides) (Roulston, et al. 2000 ; Margaroan, et al. 2010), de I’azote sous
forme d’¢lectrons libres, des substances bactériostatiques (pour fabriquer éventuellement du
miel, de la gelée royale et d'autres types d'abeilles alimentaires) et du matériel enzymatique
(pour accélérer la croissance du tube pollinique et, par la suite, pour induire le passage de
I'ovaire dans le fruit) (Stanley, 1971 ; Yang, et al. 2013). lls se manifestent également par
I’intermédaire d’agents externes, exclusivement bactéricides et insecticides. Ils permettent a la
plante d’interagir avec son environnement en jouant souvent un role plutot défensif contre les
agents pathogenes et les herbivores (Bennett & Wallsgrove, 1994). Par exemple, le soja posséde
un mécanisme de défense lui permettant daccumuler des phénylpropanoides lorsqu'il est

menacé par des agents pathogenes (Kutchan, 2001).

Il existe d'autres cas, par exemple, le pollen peut étre source de vitamines grace aux bactéries
provenant de 1’acide lactique (Vasquez & Olofsson, 2009). Par ailleurs, il peut y avoir un effet
positif pour les deux acteurs, c’est le cas de la relation entre les plantes toxiques et les insectes
juvéniles (Nicole, 2002). Ces derniers se nourrissent de ces plantes toxiques et stockent des
molécules (alcaloides, glycosides, etc.) qui les protégent par la suite tout au long de leur

développement (Harmel, 2008) ; en contrepartie, ils offrent une meilleure pollinisation aux
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especes végétales (Nicole, 2002). De plus, les grands herbivores évitent les plantes toxiques, ce

qui assure aux insectes juvéniles une double protection a tous les deux (Kutchan, 2001).

1.2. Visiteurs floraux
1.2.1. Diversité

Il existe de nombreuses especes de pollinisateurs, cette diversité comprend en effet une multi-
tude d’espeéces de mammiferes, d’oiseaux, de reptiles ou encore de rongeurs mais surtout un
groupe indispensable constituant les insectes. Nous pouvons distinguer ces derniers en diffe-
rents sous-groupes de pollinisateurs selon leur efficacité : les pollinisateurs majeurs regroupant
principalement les abeilles et les bourdons qui sont tres efficients et les pollinisateurs mineurs
prenant notamment en compte les guépes, les mouches et les papillons avec une activité de
pollinisation minime (Zandonella, et al. 1981 ; Buchmann & Nabhan, 2012). A cela, s’ajoutent
certains insectes floricoles comme les coléoptéres et hémipteres. Si ceux-ci se nourrissent tout
autant de pollen et de nectar, ils vont étre en revanche moins efficaces en termes de pollinisation
par le fait qu’ils transportent peu le pollen (Gosselin, et al. 2014).

Intéressons-nous aux abeilles et aux bourdons qui sont d’une importance capitale au sein de la
plupart des écosystemes.

Les abeilles au sens strict (super-famille des Apoidea) sont trés diverses, on en retrouve pres de
20 000 especes dans le monde, dont 2000 en Europe. Elles se distinguent entre autres sur base
de la classification phylogénétique mais également par différentes caractéristiques telles que le

degré de spécialisation et le mode de vie (nidification, socialité, etc.).

1.2.1.1. Classification phylogénétique

Nous différencions les abeilles en deux grands groupes appelés guildes (Figure 3) : les abeilles
a langue courte (Familles : Andrenidae, Colletidae, Halictidae, etc.) et les abeilles a langue
longue (Familles : Apidae et Megachilidae). Ces groupes peuvent étre associés avec les caté-
gories des espéces florales : les fleurs a corolle courte et ouverte (pour tout type d’insecte en
géneral) et les fleurs a corolle profonde et étroite (destinées aux abeilles a langue longue ou aux
trompes des papillons) (Alcock, 2005 ; Gosselin, et al. 2014). En réalité, une évolution étroite

s’est établie entre les plantes et les pollinisateurs.
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Figure 3. Classification des Apoidea (Danforth, et al. 2013).

1.2.1.2. Abeilles généralistes et spécialistes

La spécialisation d’une espece d’abeille va dépendre essentiellement de son lectisme, ¢’est-a-
dire des sources de pollen dont I’abeille se nourrit. On retrouve des abeilles polylectiques (la
plupart), oligolectiques et monolectiques (Gosselin, et al. 2014).

De maniére simple et générale, les abeilles polylectiques sont genéralistes car elles butinent une
vaste gamme de familles de plantes, par exemple Bombus terrestris Auct (Apidae). Plusieurs
sous-catégories de polylectisme existent en fonction des préférences a certaines familles flo-
rales mais ne seront pas abordees dans ce cadre-ci. A contrario, les espéces oligolectiques et
monolectiques qualifient des abeilles respectivement peu et fortement spécialistes. Les oligo-
lectiques ne butinent a ce moment que certaines familles florales comme Chelestoma distinctum
Stockhert (Megachilidae), quant aux monolectiques, elles ne se nourrissent pratiqguement que
sur une seule espece de plante, comme par exemple Eucera longicornis pollinisant uniqguement
Ophrys fuciflora (Shusheng, et al. 2008 ; Gosselin, et al. 2014).
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Dans une moindre mesure, nous pouvons préciser que le choix des plantes que butinent les
abeilles va dépendre du sexe de I’individu. En effet, les males ont tendance a visiter des plantes
comme les cirses, les centaurées ou encore les épilobes tandis que les femelles des mémes es-
péces préferent les ressources florales des Iégumineuses (surtout les bourdons) (Carvell, et al.
2006 ; Gosselin, et al. 2014).

1.2.1.3. Mode de vie

Sur base de leur socialité, les abeilles se distinguent en abeilles sociales, solitaires et
cleptoparasites. Prés de 400 espéces d’abeilles ont été recensées en Belgique (Rasmont, et al.
2017) dont une cinquantaine sont protégées en Wallonie (Gosselin, et al. 2014). Les abeilles
sociales vivent en colonie régie par une reine, elles reprennent uniquement quelques especes
mais qui n’en sont pas moins abondantes ; parmi les plus étudiées, Apis mellifera (1 sp : I’abeille
des ruches, unique abeille domestique) (Louveaux, et al. 1966). Un des bourdons les plus
communs Bombus terrestris (30 sp. en Belgique) peut également étre repris dans cette catégorie
malgré la phase d’hibernation de son cycle qui est solitaire. 1l nidifie dans le sol en creusant son
terrier. Quant aux abeilles solitaires, ce sont les plus nombreuses (environ 90% des Apoidea).
Elles sont qualifiées de solitaires car il n’y a pas de caste royale, chaque femelle nourrit et éléve
ses larves. Citons Osmia cornuta (Megachilidae), une abeille maconne nidifiant dans des
cavités de murs, de roches ou encore de plantes a tiges creuses (Moritz and Southwick, 1992)
(Gosselin, et al. 2014). Il faut cependant noter que toutes les abeilles ne récoltent pas
nécessairement du pollen et ne sont pas forcément butineuses, elles sont dans ce cas désignées
d’abeilles coucous ou cleptoparasites qui cohabitent avec des especes hotes en pondant leurs
ceufs dans le nid de celles-ci et en consommant leurs réserves de nourriture. Un exemple typique
d’abeille cleptoparasite est Nomada fucata Panzer 1798, hote d’Andrena flavipes (Dufréne, et
al. 2014).

1.2.2. Conservation

La diversité des pollinisateurs est un élément majeur dans un écosysteme. Plus 1’abondance et

la diversité des abeilles sont élevées, plus les interactions entre espéces augmentent en réduisant
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la fonction des espéeces pollinisatrices dominantes et plus la pollinisation du milieu est efficace
(Klein, et al. 2003 ; Brittain, et al. 2012 ; Gosselin, et al. 2014).

Des milieux avec des conditions adéquates et constantes sont optimales pour permettre
I’installation des abeilles dans un habitat afin qu’elles puissent butiner et construire leur nid. En
effet, un environnement dont les conditions sont variables peuvent entrainer des pertes de
biodiversité (Yachi, et al. 1999 ; Loreau, et al. 2003 ; Batary, et al. 2010).

Les agroécosystemes sont présents aux quatre coins de la planete et constituent un moyen
primordial que I’homme possede pour se nourrir (Tallis, et al. 2009 ; Batary, et al. 2010). Nos
cultures européennes dépendent en grande partie de ’apport de services écosystémiques telle
que la pollinisation par les abeilles, soit environ 84% de la pollinisation par les insectes
(Williams, 1994 ; Klein, et al. 2007 ; Tscharntke, et al. 2007 ; Brittain, et al. 2012). Apis
mellifera a été reconnue comme « le pollinisateur le plus rentable des monocultures dans le
monde » ainsi que pour certaines cultures comme les graines (amande) et les noix (Mc Gregor,
1976 ; Southwick & Southwick, 1992 ; Roubik, 2002) tandis que la pollinisation de plantes
comme le bleuet, la cerise et la tomate se réalise plus efficacement grace aux abeilles sauvages
(Javorek, et al. 2002 ; Bosch, et al. 2006 ; Greenleaf & Kremen, 2006). Cela est en fait basé sur
les cultures de 1’époque qui ne prend pas en compte certaines variétés actuelles (Klein, et al.
2007). Une controverse plus récente reconnait les pollinisateurs sauvages comme vitaux pour
la pollinisation des grandes cultures (Garibaldi, et al. 2013), selon Burckle, et al. (2013) ils
seraient environ deux fois plus efficaces que les abeilles domestiques. En réalité, ces dernieres
compléteraient le travail des sauvages mais ne le remplaceraient pas (Garibaldi, et al. 2013).
Par ailleurs, I’interaction entre les deux n’est pas moins intéressante puisqu’il a été prouvé
qu’une compétition entre les abeilles melliferes et sauvages augmente I’efficacité de la

pollinisation chez les tournesols (Gosselin, et al. 2014).

Les milieux ruraux (Figure 4) doivent sans aucun doute contribuer a la conservation de la
biodiversité sur le long terme et €tre favorables a I’abondance de ces especes d’abeilles (Tallis,
et al. 2009 ; Batary, et al. 2010). Par conséquent, améliorer 1’efficacité de la pollinisation
permettrait un meilleur rendement des cultures, sans forcément augmenter la surface des
terrains agricoles (Brittain, et al. 2012). De plus, un paysage diversifié permet de mieux

préserver la biodiversité (Bianchi, et al. 2006).
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Figure 4. Augmentation de I’industrie agroalimentaire dans le monde en 2012 (Hassan, 2014).

Cette prise de conscience a permis de mettre en place une gestion agroenvironnementale pour
conserver la richesse spécifique des pollinisateurs (Kearns, et al. 1983 ; Buchmann & Nabhan,
1996 ; Daily, et al. 1997 ; Allen-Wardell, et al. 1998) sur les terres arables (Kleijn, et al. 2003 ;
Batary, et al. 2010). 1l a été démontré dans Banaszak (1992) et Westphal, et al. (2003) que les
habitats semi-naturels (prairies, talus, haies, bandes fleuries, etc.) permettent d’améliorer
I’abondance et la diversité des pollinisateurs. En effet, les bandes fleuries en milieu agricole
sont prisees par les abeilles car elles servent de sources nutritives et de refuge (Holzschuh, et
al. 2007 ; Batary, et al. 2010).

Par ailleurs, 1’agriculture biologique serait une alternative a petite échelle car elle permet
d’augmenter la biodiversité des pollinisateurs sauvages, contrairement aux pratiques agricoles
intermédiaire et intensive dépendant en grande partie de la pollinisation par Apis mellifera
(Gosselin, et al. 2014).
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1.3. Perturbation du réseau de pollinisation
1.3.1. Facteurs globaux et leur impact sur les ressources florales

Depuis les années 80, un phénomeéne de déclin a été observe chez les abeilles et touche
particulierement les abeilles sauvages spécialistes en termes de perte d’habitat et de choix floral
(Biesmeijer, et al. 2006). Cette crise de biodiversité est liee a la dégradation des services
écosystémiques (Chapin, et al. 2000). Plusieurs facteurs généraux sont impliqués: le
changement climatique (Dupuis & Dumas, 1990), I’introduction d’especes invasives rentrant
en compétition avec les especes indigénes, 1’introduction de parasites et de pathogenes
induisant des maladies (Downey & Winston, 2001) Higes, et al. 2006 ; Meeus, et al. 2011,
Pattemore & Wilcove, 2012), la perte d’habitat et I’'usage de pratiques agricoles modernes via
I’emploi de pesticides (Kearns, et al. 1998 ; Richards, 2001 ; Palmer, et al. 2004 ; Ghazoul,
2005 ; Biesmeijer, et al. 2010 ; Potts, et al. 2010 ; Willmer, 2011, Stevenson, et al. 2015).

La perte d’habitat est une des causes majeures d’appauvrissement de la biodiversité¢ des
communautés d’abeilles sauvages (Kearns, et al. 1998). Elle est due a la destruction et a la
fragmentation des milieux par I’expansion de ['urbanisation mais ¢également par
I’intensification des pratiques agricoles réduisant la fertilité¢ du sol qui comprend le surpaturage,
la mise en place de monocultures et I’utilisation de produits azotés (Willmer 2011; Nicholls &
Altieri 2012 ; Hiilsmann, et al. 2015). Le risque qu’une espéce soit en danger au point de
s’éteindre est notamment lié a son cycle de vie (Bommarco, et al. 2010). Les milieux les plus
affectés par cette diminution de biodiversité sont les paysages ruraux ayant subi des
changements considérables en Europe occidentale et en Amérique du Nord a cause des
modifications de I’utilisation des sols (défrichement, agrandissement de la taille des champs,
emploi démesuré d’intrants agrochimiques) (Robinson & Sutherland, 2002 ; Benton, et al.
2003 ; Hole, et al. 2005 ; Bianchi, et al. 2006 ; Letourneau, et al. 2008). Des chercheurs ont
montré via des cultures réalisées sur 4 continents que les communautés d’abeilles sauvages
étaient fortement impactées par I’intensification de I’agriculture et que le déclin des espéces
florales était étroitement associé au déclin de ces especes pollinisatrices (Biesmeijer, et al.
2006 ; Klein, et al. 2007). Carvell, et al. (2006) prouve cela avec le genre Bombus (Bombus
ssp.) pour lequel un déclin de I’abondance et de la diversité a été décelé suite « aux pertes
d’habitats et a I’intensification agricole propices a leur alimentation et a leur nidification »

(Williams, 1982 ; Rasmont, 1988 ; Buchmann & Nabhan, 1996).
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Il a été prouvé que certains facteurs de déclin, cités précédemment, ont un impact négatif sur le
pollen et le nectar. En effet, des résidus de métaux lourds (Al, Co, Ni, Pb, ...) suite a la pollution
mondiale graduelle, ont été retrouvés en concentrations croissantes chez des plantes comme le
tabac (Nicotiana tabacum) et ont pour conséquence un effet toxique qui engendre une
diminution de la longueur du tube pollinique et une germination insuffisante du pollen (Sawidis,
et al. 1995 ; Tuna, et al. 2002). Des plantes envahissantes (Lythrum salicaria) peuvent entrer
en compétition avec leurs espéces indigénes, ce qui réduit la production quantitative et
qualitative du pollen produit par les especes natives (Brown, et al. 2001 & 2002). Les
scientifiques ont aussi montré gque suite au réchauffement climatique, des températures élevées
pouvaient perturber la fertilité des grains de pollen, notamment chez le riz (Oryza sp.), ce qui
peut dés lors devenir problématique en termes de rendement des cultures (Chakrabarti, et al.
2011 ; Shah, et al. 2011).

1.3.2. Les pesticides et leur impact sur les ressources florales

Les pesticides sont des produits agrochimiques mondialement utilisés depuis ces 70 derniéres
années (Pimentel, et al. 1977 ; Geiger, 2010 ; Gunnell, et al. 2011) grace a leurs effets
protecteurs sur les cultures (Trottier, 1980 ; Kumar, 1991 ; Simon-Delso, et al. 2014). Ils se
composent de toute une gamme de produits répulsifs aux plantes (herbicides), insectes
(insecticides), champignons (fongicides), bactéries (bactéricides), etc. (Johansen, 1977 ; Grube,
etal. 2011 ; Zhang, et al. 2011). Selon Kang, et al. (2010), les herbicides sont les pesticides les
plus utilisés dans le monde, environ 48% de tous les pesticides (Figure 5) (DeNoyelles, et al.
1982 ; Barbash, et al. 2001). Un des herbicides les plus connus est le glyphosate, qui est la
molécule principale du Roundup (Franz, et al. 1997 ; Giesy, et al. 2000 ; Williams, et al. 2000 ;
Nakasu, et al. 2014). La quantité de ces pesticides ne cesse d’augmenter au cours du temps
(Tableau 1) (Wilson & Tisdell, 2001 ; Lansik, et al. 2004 ; Gunnell, et al. 2007 ; Aktar, et al.
2009). D’apres les données de la « Food and Agriculture Organization of the United Nations »
(FAO, base de données "FAOSTAT") plus de 4 millions de tonnes sont achetées tous les ans
depuis 2016, comparés a 3 millions de tonnes en 2001. En ce qui relate la consommation en
Belgique, environ 6000 tonnes par an sont utilisées depuis 2016 pour un usage approximatif de

6,9 kg par hectare et par an.
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Figure 5. Proportion des différents types de pesticides utilisés dans le monde (Kang, et al. 2016).

Tableau 1. Consommation mondiale croissante des différentes gammes de pesticides de 2009 a 2014. QSA :

Quantité de substance active. (Plan Ecophyto I1).

QSA (milliers de kg) — usages agricoles

Fonction 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Herbicide 23553 24 187 26 651 24768 24936/ 27 805
Fongicide 18 247 16 859 14 563 16164 17438 21 168
Insecticides (dont acaricides) 849 865 1011 966 927| 931
Substance de croissance 2 455 2582 2482 2 372 2 254 2 614
Nématicide 2 892 3095 1513 2177, 2 061, 2 515
IAutres (Molluscicides,

rodenticides, activateur végétal,

etc.) 2 975 2 986 2 660 2 888 3172 3 861

Ces substances, utilisées a fortes doses et efficaces pour les plantes cultivées, ne sont pas sans
danger pour les pollinisateurs qui y sont exposés (Tasei, 1996 ; Thompson 2003 ; Desneux, et
al. 2007 ; Pisa, et al. 2017). D’aprés les derniéres régles en vigueur, la loi du Parlement
européen du 16 janvier 2019 interdit [’utilisation et la vente de tout produit
phytopharmaceutique (excepté ceux d’origine naturelle, a faible risque et destinés a
I’agriculture biologique) dans les pays de 1’Union européenne, dont le glyphosate (Alim’agri :
Site du Ministere de I’ Agriculture et de 1’ Alimentation ; Wallonie agriculture SPW : Portail de

I’ Agriculture Wallonne ; Portail Europarl : Site du Parlement européen).

En réalité, les résidus de ces produits agrochimiques sont devenus un probléme

environnemental car étant trés persistants, ils se retrouvent dans les sols et nappes phréatiques
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(Holland, 1994 ; Devillers, et al. 2002 ; Bonmatin, et al. 2015, Tosi, et al. 2017). Par la suite,
ils touchent les ressources nutritives des abeilles et en conséquence, le réseau plantes-
pollinisateurs a différents niveaux (Mullin, et al. 2010 ; Park, et al. 2015). Effectivement, il a
été démontré que ces substances chimiques, en grande partie les insecticides, sont nocifs pour
la faune et la flore (Geiger, et al. 2010). Elles sont mortelles pour les communautés d’abeilles
et diminuent a large échelle leurs populations, autant pour ’abeille melliféere que pour les
sauvages (Kevan, 1975 ; Bernal, 2010). Les pesticides peuvent également avoir des effets
sublétaux a 1’échelle individuelle (Decourtye, 2002 ; Desneux, et al. 2007 ; Mommaerts, et al.
2010 ; Henry, et al. 2012 ; Park, et al. 2015) et modifier le comportement des abeilles
(Thompson 2003 ; Desneux, et al. 2007 ; Cresswell, 2011 ; Gill, 2012 ; Henry, et al. 2012 ;
Schneider, et al. 2012).

Les ¢tudes souvent menées concernent principalement deux groupes d’abeilles bien connus :
les abeilles domestiques et les bourdons. La perte de colonie peut s’expliquer par 1’interaction
de plusieurs types de pesticides ensemble (Pilling, et al. 1993 ; Johnson, et al. 2009). Chez Apis
mellifera, cet effet combinatoire affecte la productivité des ouvrieres de maniere générale et
réduit ’efficacité de collecte du pollen, ce qui justifie que moins de ressources nutritives sont
ramenées a la colonie. Le développement de la couvée pourrait alors s’effectuer de manicre
irréguliere (Gill, et al. 2012 ; Blanken, et al. 2015). Certaines molécules ont été étudiées
individuellement afin de déceler leurs éventuels effets sur les abeilles. C’est le cas de deux
insecticides néonicotinoides, I’imidaclopride et le thiaméthoxame (Kirchner, 1999 ; Decourtye,
2002 ; Colin, et al. 2004 ; Rortais, et al. 2005 ; Girolami, et al. 2009 ; Tosi, et al. 2017). Chez
les bourdons, I’imidaclopride, a des doses réalistes pouvant é&tre retrouvées dans
I’environnement, réduit I’efficacité d’alimentation des ouvriéres et affaibli la production de
reines (Gill, 2012 ; Whitehorn, et al. 2012 ; Feltham, et al. 2014). Le thiaméthoxame a des
effets similaires a propos de diminution de la reproduction en pouvant déja étre actif sur des
micro-colonies de B. terrestris (Dance, et al. 2017), il engendre également des propriétés anti-
nutritionnelles répulsives envers les bourdons et a forte concentration, il réduit la longueur
moyenne des ovocytes terminaux chez les reines de B. lucorum, B. pratorum, B. pascuorum et
B. terrestris (Baron, et al. 2017).

Par ailleurs, la cytologie de certaines plantes peut étre affectée sous I’action de pesticides (di-
et tri-chlorophénol). L’étude a montré que ces derniers touchent a 1’échelle cellulaire la viabilité
du pollen de Vicia faba. En effet, une partie des grains de pollen produits était stérile et certaines

anomalies ont été observées telles que des chromosomes anormaux (Amer & Farah, 1980). Au
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niveau moléculaire, les pesticides (principalement les herbicides) peuvent, une fois administrés
dans le sol, étre absorbés par les racines de la plante. Au cours de leur migration, ils atteignent
les voies métaboliques de la plante et peuvent se convertir en métabolites primaires par des

enzymes effectuant des réactions d’oxygénation (Ladet-Vaquer, 1984 ; Scalla, 2002).

En définitive, encore peu de recherches ont étudi¢ I’impact des pesticides sur la composition
chimique du pollen. A ce jour, nous connaissons 1’extension des pesticides sur le réseau plantes-
pollinisateurs affectant chacune des deux communautés (Pons, 1958 ; Crailsheim, et al. 1992).
Des études se sont aussi focalisées les résidus de pesticides retrouvés en abondance dans les
sols et en dehors de leurs retombées passives, ces études ont prouvé qu’ils modifient leur
qualité. De par le lien établi entre la qualité du sol et les composants du pollen, ces produits
phytosanitaires peuvent perturber la qualité nutritionnelle de ce dernier au niveau des
métabolites primaires. En conséquence, des changements de la composition du pollen peuvent

potentiellement affecter les interactions avec les pollinisateurs.
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I1. Objectifs

Dans le cadre de ce mémaoire, la question énonceée est la suivante : « Les ressources polliniques
des abeilles sont-elles équivalentes dans un milieu agricole conventionnel comparé a un milieu

moins expose aux produits agrochimiques et phytosanitaires ? ».

Pour répondre a cette question, nous évaluons la qualité et la composition nutritionnelle du
pollen en termes d’acides aminés et de stérols dans un milieu comprenant des concentrations
moindres en pesticides et dans une zone rurale, exposée a des concentrations plus élevées en

pesticides.

L’¢tude se focalise essentiellement a I’échelle intraspécifique afin de déceler un éventuel impact
des pesticides sur la quantité et la composition du pollen pour des mémes espéces florales

(sauvages et cultivées) situées dans les deux environnements.

Du pollen frais est donc récolté pour des espéces florales identiques dans la région de Mons
(sans pesticides) et dans celle de Dilbeek (avec pesticides) (Boisdequin, 2017).

Dans un second temps, nous étudions une influence potentielle que peuvent avoir les produits
agrochimiques sur le choix floral des pollinisateurs. Pour ce faire, les visites florales des plantes
sélectionnées sont relevées afin de comparer la fréquence et la diversité des pollinisateurs pour

chacune d’entre elles.

Nos hypothéses sont (i) que suivant ’emploi des pesticides dans I’environnement, les molécules
de produits chimiques se retrouvent dans leur métabolisme enzymatique et les plantes (sauvages
et cultivées) produiraient alors un pollen avec des concentrations variables en acides aminés et
en stérols a I’échelle de I’espece, et (i1) que suivant la qualité des ressources polliniques, certains
pollinisateurs pourraient modifier leurs choix floraux lors du butinage pour continuer a se
procurer un régime nutritionnel complet a leur développement. De cette maniére, nous pourrons
déterminer si malgré I’influence de produits agrochimiques, ces ressources peuvent nourrir de

la méme maniére les pollinisateurs.
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I11. Matériel et méthodes

3.1. Description des zones étudiées

Differents sites ont été sélectionnés en Belgique (Figure 6). Deux zones peu exposees aux
pesticides situées dans la région de Mons et une grande ferme agricole dans laquelle des
produits sont employeés dans la région de Bruxelles. Malgré la distance entre ces deux localités,
elles restent comparables étant donné qu’elles se situent sur le territoire belge, les conditions

climatiques sont donc équivalentes.

-~

Figure 6. Localisation des sites étudiés sur le plateau belge. Photographie anonyme.

3.1.1. Zone peu impactee par les pesticides

A T’heure actuelle, il n’est pas ais¢ de trouver une zone d’étude sans pesticides. Cependant,
certains espaces ont une concentration assez pauvre en produits chimiques. Pour des raisons de
facilité, des sites ont été choisis dans la région montoise : le campus de 1’Université de Mons et

Erbisceul.
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3.1.1.1. Université de Mons

L’Université¢ de Mons a supprimé 1’utilisation de pesticides sur ses campus depuis 2015 et a

instauré 5000 m2 de prés fleuris (Site web UMONS).

Nous nous sommes focalisés sur le campus de la Plaine de Nimy car ses ressources deviennent
de plus en plus nombreuses et diverses (plantes sauvages, hétels a insectes, arbres, etc.). En
plus des prés fleuris, d’autres zones du campus ont été échantillonnées : la serre, le jardin a c6té

de la serre et le village d’abeilles (Figure 7).

Les zones les plus proches pouvant étre traitées aux pesticides sont des champs situés a environ
500 metres du campus universitaire. Grace a cette distance minimale, le butinage les abeilles
domestiques et sauvages dans les champs voisins reste peu probable. L’environnement alentour

est essentiellement urbain et contient également quelques zones de prés.
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Figure 7. Localisation des parcelles étudiées sur le campus de ’UMONS (Google Maps : données
cartographiques 2019).
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3.1.1.2.  Erbisceul

Le lieu précis est un jardin sauvage privé ou aucun pesticide n’est utilis€. Il constitue la propriété

de Monsieur A. Michez (Figure 8).

Le site contient des éléments permettant aux pollinisateurs de s’y installer facilement ; des
ruches d’Apis mellifera, des hotels a insectes, des plantes sauvages, un verger et une serre. Le
site (2760 m?) fournit des ressources florales en quantité quasi suffisante pour les abeilles. Le
jardin est délimité par des arbres, des buissons et des cl6tures, ce qui fait place a des zones
d’ombre. Les endroits les plus proches pouvant étre traitées aux pesticides sont des champs
situés a plusieurs centaines de meétres de la propriété. De la méme maniére que pour le campus
de I'UMONS, cela n’a pratiquement pas d’incidence sur le butinage des abeilles.

L’environnement alentour regroupe essentiellement des prés et des zones boisées.

Figure 8. Localisation de la parcelle étudiée a Erbisoeul (Google Maps : données cartographiques 2019).

3.1.2. Zone exposee aux pesticides

Le site enrichi en pesticides choisi est un milieu agricole se trouvant a Dilbeek, en périphérie
de Bruxelles (Figure 9a), localisé plus précisement sur Wolsemstraat a Sint-Martens-Bodegem.
La propriété est une grande exploitation agricole de 128 ha, détenue par Monsieur S. Zelderloo
qui emploie des doses conventionnelles de produits agrochimiques. La zone a également été
choisie par facilité car de précédentes études y ont été réalisées (notamment le mémoire de J.
Boisdequin). La ferme est mixte, elle comprend approximativement 83 ha de cultures, 40 ha de
prairies et 5 ha de jachére. Le bétail est essentiellement composé de vaches de la race Blanc

Bleu Belge.
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La zone qui nous intéresse le plus sur cette surface agricole est situé sur Lange Veldstraat. C’est
un terrain en friche d’environ 10 000 m? (50m x 200m) reconverti en bande fleurie, localisé sur
la figure ci-dessous (Figure 9b). Elle comporte des fleurs sauvages semées chaque année et est
délimitée par un champ de pommes de terre, une rangée de saules (Salix x-rubens) et des
habitations. Des ruches d’Apis mellifera appartenant a Monsieur F. Schoukens ont été placées

sur le site il y a quelques années pour la production de miel.

L’environnement alentour est essentiellement rural (agriculture biochimique). Quelques routes

et zones d’habitations séparent les champs. Le sol est limoneux et assez sec.

(a)

15 km

Figure 9. Délimitation de la commune de Dilbeek, province du Brabant Flamand (a). Localisation de la parcelle

étudiée a Dilbeek (b) (Google Maps : données cartographiques 2019).

Les champs de I’exploitation ont été traités par des produits phytosanitaires provenant des
entreprises BAESF et BAYER, permettant de lutter essentiellement contre les insectes et les
champignons dans les cultures. Cependant, les informations sur les produits et les

concentrations utilisées n’ont pas pu étre obtenues.

3.2. Sélection des modeles floraux

Des especes florales de différentes familles présentes sur nos stations de Mons et Dilbeek ont
été sélectionnées pour notre étude (Tableau 2 et Figure 10 a-g). Le choix de ces espéces florales
dépend de plusieurs parametres limitants comme leur phénologie, la correspondance des
ressources florales sur les deux sites ou encore la capacité de production du pollen par une

plante ainsi que la facilité a le récolter.
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Tableau 2. Caractéristiques générales des especes florales sélectionnées : nom latin, nom vernaculaire, famille, état de développement, répartition géographique, hauteur de la

plante, couleur florale, inflorescence, période de floraison, facilité de production du pollen et qualité du pollen en teneur polypeptidique et lipidique.

lavande

Espece florale Achillea Centaurea cyanus | Helianthus annuus|Malva sylvestris L.| Papaver rhoeas L. Phacelia Zea mays L. [1753]
millefolium L. Hill [1762] L. [1753] [1753] [1753] tanacetifolia
[1753] Benth. [1837]
Nom Achillée Bleuet Tournesol Grande mauve Coquelicot Phacélie a feuilles Mais
vernaculaire millefeuille de tanaisie
Famille Asteraceae Asteraceae Asteraceae Malvaceae Papaveraceae Boraginaceae Poaceae
Etat de Sauvage Sauvage Cultivée Sauvage Sauvage Non-native Cultivée
développement
Répartition Europe Europe, Orient |Amérique du Nord| Europe, Asie | Europe centrale et |Amérique du Nord| Amérique du Sud
géographique occidentale, méridionale, Asie
Afrique occidentale et
septentrionale | centrale, Afrique
septentrionale
Hauteur de la 20-70 cm 30-80 cm 1,5-4m 30-50 cm 20-60 cm 0,15cm-1,20 m 1-3m
plante
Couleur florale Blanche Bleue Jaune a cceur foncé|  Rose violacé Rouge Bleu mauve a bleu| Inflorescences

males : jaunatre
Infloresecnes

femelles : bordeau
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Inflorescence Petits capitules Capitule Capitule Racéme de cymes | Fleur solitaire | Cyme scorpioide | Fleurs males :
en corymbe unipares panicules
Fleurs femelles :
bractées
Période de Juin — Septembre Mai — Juillet Fin juillet — Juin — Septembre Mai — Juillet Mai — Aodt Juillet — Octobre
floraison Septembre
Facilité de Moyen/difficile Facile/moyen Facile Facile/moyen Difficile Moyen Facile
production du
pollen
Qualité du Faible Moyenne/Elevée Faible
pollen :
Teneur NA 6,73% (Rop, et al. 14,21% NA NA 30,10% (Pernal & |  7,71-14,60%
polypeptidique 2012) Currie, 2000)
Teneur NA NA 5,47% NA NA NA 3,21-7,71%
lipidique
Sources Guffroy, 1930 ; | Bellanger, 2011 ; | Plateau, 1906 ; Wery, 1904 ; Plateau, 1898 ; Pernal & Currie, | Duhautois, 2010 ;
Zhang, et al. Melin, 2011 ; Melin, 2011 ; Melin, 2011 ; Vidal, 1963 ; 2000 ; Tohmé & | Ullah & Farooqi,
1996 ; Couplan, | Couplan, 2012 ; Nicolson & Ouaret, et al. Girault, 1966 ; Tohmé, 2010 ; | 2010 ; Faso & De
2012 Rop, et al. 2012 ; Human, 2013 2018 ; Villeneuve | Couplan, 2012 Melin, 2011 ; Cycle (2012) ;
Mazliak, 2013 (pas de date) Villeneuve (pas de| Deffan, et al.
date) 2015 ; Rhino &
Ratnadass, 2017
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Figure 10. Représentations photographiques des espéces florales étudiées: (a) Achillea

millefolium, (b) Centaurea cyanus, (c) Helianthus annuus, (d) Malva sylvestris, () Papaver
rhoeas, (f) Phacelia tanacetifolia et (g) Zea mays (Clichés pris par moi-méme).
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Ces especes florales sont toutes présentes sur la station de Dilbeek. En revanche, il n’était au
départ pas possible de toutes les étudier & Mons. Nous nous sommes donc arrangés pour le

faire :
- Helianthus annuus a été suivi a Erbisceul ;

- Achillea millefolium, Centaurea cyanus, Malva sylvestris et Papaver rhoeas étaient

présents dans les prés fleuris sur le campus de 'UMONS ;

- Phacelia tanacetifolia (Figure 11) et Zea mays (Figure 12) ont été semés et ont grandi

pendant I’été 2018 dans la serre, le jardin du campus et le village d’abeille.

Figure 11. Semis de Phacélie (Phacelia tanacetifolia) dans le

village d’abeilles.

Figure 12. Semis de Malis (Zea mays) dans la serre.
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3.3. Echantillonnage de terrain

Pour cette etude, les releves ont été effectués du 03 juillet 2018 au 05 octobre 2018 inclus. Du
travail de terrain supplémentaire était prévu de mars a mai 2019 mais n’a pas pu étre réalisé en
raison de conditions météorologiques déplorables. Les sites de ’'UMONS et de Dilbeek ont été
¢chantillonnés 10 fois chacun, le site privé situé a Erbisceul n’a pu étre visité que 3 fois suite a

la période de floraison restreinte et au manque de disponibilité.

3.3.1. Recolte du pollen

Avant toute chose, il est a noter que le pollen de chaque espece florale a été récolté, excepté le

coquelicot.

Parmi toutes les espéces florales étudiées, seul le pollen de mais, tres accessible, est prélevé

directement de la plante sur le terrain.

En ce qui concerne les autres espéces, les tiges sont coupées a leur base et mises en vase sous
forme de bouquets pour permettre aux fleurs de s’ouvrir et de libérer leur pollen. Apres la
déhiscence des étamines, une pince est utilisée pour disposer les fleurs téte vers le bas et on se
sert dun diapason (Figure 13) pour faire vibrer les étamines libérant alors les grains de pollen
récupérés a ce moment sur une plaque de verre. Le pollen est ensuite « nettoyé » a la pince fine
en éliminant les déchets restants (résidus d’étamines, petits insectes, etc.) afin de limiter les

biais lors des pesées des différentes prises d’essai pour les analyses chimiques.

/

Figure 13. Matériel de récolte du pollen.

Apreés cela, le pollen est récupéré dans un microtube Eppendorf de contenance 2 ml (Figure 14).

La quantité a récolter par espéce florale est d’au minimum 120 mg, ce qui correspond a environ
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un tiers rempli du microtube. Le pollen est ensuite conservé a -20°C afin d’éviter toute

détérioration (Margaoan, R. et al. 2010).

Figure 14. Conservation du pollen dans des microtubes.

Aprés avoir déterminé la masse fraiche des différents échantillons de pollen, ceux-ci sont
lyophilisés et pesés a nouveau afin de déterminer la masse séche. Cette étape de lyophilisation
permet d’éliminer toute trace d’eau des échantillons et de travailler sur la matiére seche pour la

suite des analyses (¢élimination du biais massique dii aux molécules d’eau présentes).

3.3.2. Caractérisation du site et de la communauté de visiteurs floraux

Les conditions de collecte des pollinisateurs sont standardisées afin de minimiser les biais.
D’une part, les conditions météorologiques doivent étre les plus propices aux abeilles, pour cela
une température d’au moins 15°C est requise, ainsi qu’un vent faible et pas d’averses (Westphal,
et al. 2008). D’autre part, les ressources florales étant disposées aléatoirement dans le paysage,
des comptages floraux (densité florale déterminée sur 1 x 2 m2) sont établis au préalable afin
de sélectionner une zone représentative de chacune des plantes pour relever les visites des

pollinisateurs.

Les visites florales sont relevées pour chaque espéce de plante durant une période de 20 minutes
a trois moments de la journée (8-11h, 11h30-14h30, 15h-18h) afin de caractériser la
communauté de pollinisateurs des espéces florales sur chacun des sites. Pour étre comptabilisé
comme pollinisateur, I’insecte doit se trouver dans ou sur la fleur et la butiner. Par exemple, un

insecte qui se pose juste sur les pétales n’est pas pris en compte.

Aprés chaque séance de 20 minutes sur une espéce florale, 10 minutes supplémentaires sont
consacrées a la collecte des insectes pollinisant cette méme plante. Cela est uniquement fait

dans le but de soutenir nos résultats de visites florales.
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Les insectes sont capturés au moyen d’un filet a papillon et de petits pots en plastique. Ils sont
par la suite placés dans un congélateur traditionnel (-20°C) pour étre mis & mort. Puis, ils sont
piqués, conservés et répertoriés dans une boite de collection de maniére provisoire sur base des
sites de récolte. Les conditions de collecte (date, coordonnées géographiques, plante héte, etc.)
ont été notées dans le carnet de récolte sur le terrain. Finalement, les insectes sont déterminés,

labellisés et replacés dans la boite a partir de cette identification.

Les insectes sont détermineés le plus précisément possible. Dans un premier temps, différents

supports sont utilisés :

- Audibert (2003). Gaétan du Chatenet. Coléoptéres phytophages d’Europe. Tomes 1 a 3.
(NAP éditions) ;

- Dierl & Ring. Guide des insectes de France et d’Europe. (Delachaux & Niestlé, édition
2013) ;

- Goulet & Huber (1993). Hymenoptera of the World: an identification guide to families ;

- Higgins, Hargreaves & Lhonoré. Guide complet des papillons d’Europe et d’ Afrique du
Nord. (Delachaux & Niestleé) ;

- Leraut. Papillons de nuit d’Europe. Volumes 1 et 4 (NAP éditions) ;

- Rasmont, et al. (2017). Hymenoptera gallica: liste des abeilles sauvages de Belgique,

France, Luxembourg et Suisse. Atlas Hymenoptera, Université de Mons ;

- Rasmont & Terzo. Catalogue et clé des sous-genres et espéces du genre Bombus de
Belgique et du nord de la France (Hymenoptera, Apoidea) (1°® édition 2006 et 2°™®
édition 2017).

Dans un second temps, des spécialistes ont confirmé les identifications. Les abeilles de la
famille des Andrenidae ont été déterminées par M. Drossard, les Megachilidae par M.
Folschweiller, les Halictidae par S. Gadoum. Les Bombus ont éteé verifiés par P. Rasmont et B.
Martinet et les Hylaeus par H. Dathe.
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3.4.  Analyses chimiques

3.4.1. Analyse des acides aminés

L’analyse micro-quantitative des acides aminés est appliquée lorsque de faibles quantités de
pollen sont disponibles, ce qui est souvent le cas du pollen monofloral (Vanderplanck, et al.
2014). Cette analyse comporte 4 étapes et a été effectuée entierement & Gembloux Agro-Bio
Tech — Ulg en collaboration avec Isabelle VVan de Vreken, premier agent spécialisé au

laboratoire Biomasse et technologies vertes.
(1) Préparation des échantillons

Cinq prises d’essai de 3 a 5 mg de pollen sont prélevées pour chaque espéce florale pour
chacune des régions étudiées et disposées séparément dans des tubes de verre avec bouchons a

visser.

Le pollen est filtré¢ par la suite et n’a donc pas spécialement besoin d’étre nettoyé et tri¢
(morceaux de filets, d’anthére, etc.). Cependant, il est toujours intéressant de préparer un pollen

le plus purifié possible.

(2) Hydrolyse

Afin d’effectuer une hydrolyse acide, 1 ml d’une solution HCl est ajouté a chacune des prises
d’essai sous hotte. Les tubes sont ensuite passés sous un flux d’azote pendant 1 minute afin
d’éviter toute oxydation des acides aminés lors de I’hydrolyse. Les tubes, bien fermés, sont
placés a 1’étuve pendant 24 heures & 110°C afin de réaliser la réaction d’hydrolyse qui permet

de fracturer le grain de pollen et de scinder les protéines.

(3) Evaporation et filtration

Apres 24h, les tubes sont retirés de 1’étuve et placés sur glace pour les refroidir pendant 15

minutes.

La solution de chaque tube est évaporée afin de retirer toute trace d’acide. L’évaporation
s’effectue sous vide en chauffant le tube dans un bain marie a 80°C (Figure 15). Les vapeurs
d’acide sont ainsi aspirées et neutralisées. Dées que 1’échantillon est a sec, une solution tampon

est ajoutée (1 ml de tampon citrate pH 2,2).
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Figure 15. Evaporation des tubes sous hotte.

Le tube est ensuite vortexé afin de remettre en solution 1’hydrolysat de pollen. La solution est
ensuite filtrée sur filtre seringue afin d’éviter toute introduction de particules dans le systéme

HPLC. Le filtrat est récupéré dans un vial qui est serti.

Un blanc contenant uniquement du tampon citrate est utilisé comme contréle négatif.

(4) Chromatographie liquide sous haute pression (HPLC)

Le principe de cette méthode est de séparer les acides aminés contenu dans chaque extrait de

base afin de les quantifier (Figure 16).

Le principe de séparation par chromatographie se base sur ’affinité qu’ont les différents
composés a séparer avec la phase stationnaire (gel polaire greffé sur la colonne
chromatographique) et la phase mobile (liquide apolaire ou solvant). Ce cas d’HPLC particulier
suit la méthode de Steine and Moore avec une variation de la phase mobile. Dans notre cas, la
polarité de la phase mobile dépend des propriétés souhaitées pour retenir les différents acides
aminés qui vont interagir plus ou moins forts avec la phase stationnaire. Cette rétention
differentielle des acides aminés au sein de la colonne permet de les séparer. Chaque sortie
d’acides aminés de la colonne est enregistrée par un détecteur sous forme d’un pic dont I’aire
est proportionnelle a la quantité d’acide aminé détecté. L’ensemble de ces pics forment un
chromatogramme sur base duquel il est possible d’identifier (temps de rétention) et de quantifier
(aire d’intégration) chacun des acides aminés présents. Les concentrations sont précisément

établies sur base du standard interne de norleucine.
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Certains acides aminés ne possedent pas de groupement chromophore et ne sont peuvent donc
pas étre détectés par les U.V. Pour cela, une étape préalable de dérivatisation de ces acides
aminés est nécessaire afin qu’ils puissent étre détectés a une certaine longueur d’onde précise
(339 nm) excepté la proline détectée a une longueur d’onde différente (262 nm) car I’atome
d’azote se trouve dans un cycle. Cette étape consiste a « remplacer les atomes d'hydrogéne
actifs sur les groupes fonctionnels polaires OH, NH2 et SH par un fragment non polaire »
(Stenerson, 2011). Parmi les agents les plus utilisés, I’ortho-phthalaldehyde (OPA) est usité
pour traiter les amines primaires comme la leucine et le 9-fluorenylmethylchloroformate

(FMOC) pour les amines secondaires comme la proline.

Sources : Paramas, et al. 2006 ; Colomb, 2010 ; Serre, et al. 2016.
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Figure 16. Processus et appareillage de chromatographie liquide sous haute pression (HPLC) (Walton, 2017).

3.4.2. Analyse des stérols

Cette analyse est réalisée sur base du protocole établie par Vanderplanck, et al. (2011). Ce
protocole comporte 7 étapes. Les étapes relatives a 1’extraction, la purification et la
dérivatisation ont été réalisées a 1’Université de Mons au Laboratoire de Zoologie tandis que
I’étape d’analyse chromatographique a été réalisée a Gembloux Agro-Bio Tech — Ulg en
collaboration avec Steven Macrez, assistant au laboratoire de chimie analytique. Le détail de

chacune des étapes est présenté ci-apres :

(1) Preéparation des échantillons

Vingt milligrammes sont prélevés pour chaque espéce florale pour chacune des régions étudiées
et disposées séparément dans des tubes de verre avec bouchons a visser.

40



S. Palumbo — Variation des quantités des ressources florales des abeilles en milieu agricole — 2018

Le nombre de réplicas varie selon les espéces florales en fonction des disponibilités en pollen.
Quatre réplicas sont effectués pour la plupart, excepté A. millefolium de Dilbeek avec 3 réplicas,
P. tanacetifolia de Mons avec 2 réplicas et C. cyanus de Mons qui n’était pas assez présente sur

le site pour récolter suffisamment de pollen.

(2) Saponification

2,5 ml de KOH méthanolique sont ajoutés dans chacun des tubes placés au bain-marie a 80°C
pendant une heure afin de réaliser une réaction de saponification. Cette réaction a chaud permet
de fracturer les grains de pollen et de générer une fraction insaponifiable insoluble dans I’eau

contenant les stérols sous forme libre (hydrolyse basique).

Aprés refroidissement et addition du standard interne (bétuline éthanolique 0,05 mg/ml) a

raison de 1 ml par échantillon, les solutions sont diluées avec 2,5 ml d’eau MilliQ.

(3) Extraction de ['insaponifiable

Ces solutions hydroalcooliques sont extraites 3 fois avec 5 ml d’éther diéthylique afin de
récupérer la fraction insaponifiable contenant entre autres les stérols, tres peu solubles dans
I’eau et solubles dans les solvants organiques (Figure 17). Cette opération terminée, les extraits
¢thérés sont lavés avec 3 fois 5 ml d’eau MilliQ afin d’éliminer toute trace de la fraction

saponifiable.

Figure 17. Extraction de la phase stérolique grace a de I’éther diéthylique.
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(4) Chromatographie sur couche mince (CCM)

Chaque extrait éthéré est séché par filtration sur Na2SO4 anhydre, concentré sous vide, repris
par 0,5 ml de chloroforme puis fractionné par chromatographie préparative sur couche mince.
L’¢échantillon d’intérét est déposé de fagon linéaire sur la couche de silice avec de part et d’autre
des spots de référence (mélange cholestérol bétuline a forte concentration) déposés a une

distance empéchant toute contamination de 1’échantillon.

Aprés élution (éluant : chloroforme/éther diéthyligue/ammoniaque 90 :10:0,5 v/v/v), les
plaques sont révélées par pulvérisation de 2,7-dichlorofluorescéine a 0,2% dans 1’éthanol suivie
d’un examen sous U.V. (254 nm). Les bandes correspondant aux stérols (Rf = 0,45) sont
récupérés par grattage (Figure 18) et les stérols réextraits trois fois avec respectivement 5 ml, 3
ml et 3 ml de chloroforme. Le solvant est ensuite éliminé une premiere fois par évaporation
sous vide. L’échantillon est repris par 1 ml de chloroforme et filtré sur une bourre de laine de
verre rincée par 0,5 ml de chloroforme. Cette étape de filtration permet 1’élimination des
particules de silice présentes dans 1’échantillon. Le solvant est alors éliminé une seconde fois

par évaporation sous azote. Les stérols obtenus sont silylés.

Figure 18. Chromatographie sur couche mince (CCM). L’encadré rouge représente les bandes correspondant aux

stérols & récupérer.

(5) Sylilation

Afin de pouvoir réaliser une analyse en chromatographie gazeuse, une dérivatisation des stérols
est effectuée pour les rendre volatils et plus stables. La réaction est effectuée pendant 30 minutes
a 90°C en présence de 100 pul d’un mélange 1 :1 v/v de pyridine anhydre (catalyseur) et du
réactif de silylation (BSTFA+1% TMCS: bissilyltrifluorocétamide contenant 1% de
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triméthylchlorosilane). Les échantillons sont évaporés sous azote et repris par 200 ul de n-

hexane. Ils peuvent ensuite étre analysés par chromatographie en phase gazeuse (CPG).

Paralle¢lement a 1’échantillon, des références de cholestérol/bétuline qui permettent de définir
la gamme d’élution (le cholestérol est un stérol tres 1éger et est le premier a sortir de la colonne
de chromatographie, la bétuline est un alcool diterpénique qui sert de standard interne et sort
aprés I’ensemble des composés stéroliques) et d’huile de tournesol (huile de référence dont le

profil phytostérolique est caractérisé et permet de paramétrer les temps de rétention).

(6) Chromatographie gazeuse (GC)

Le principe est a peu prés similaire a I’appareillage HPLC sauf que la phase mobile est un gaz
et non plus un solvant (Figure 19). Toutes les 5 injections, un blanc d’hexane ainsi que les deux
références précédemment citées sont injectés. La colonne choisie ici est apolaire étant donné
que les molécules stéroliques le sont aussi. En effet, si le choix s’était porté sur une colonne
polaire, toutes les molécules auraient tendance a s’échapper en méme temps et directement de

celle-ci et il aurait été compliqué de discerner le pic de chacune d’entre-elles sur le spectre.

Le détecteur est en fin de de colonne. L’échantillon est injecté et les molécules se déplacent
dans la colonne grace a la phase mobile qui est un flux de gaz la parcourant. Le solvant qui ne
présente aucune affinité avec la colonne sort en premier et sature le détecteur. Il est suivi par
les pics de résidus de sylilation (car la réaction est réalisée en exces) puis par les composés
stéroliques dont certains co-éluent, comme la fraction de 24-méthylenecholestérol et de
campestérol. L’identification est basée sur les temps de rétention et la quantification s’effectue
par la méthode du standard interne sur base des aires des différents pics. Il est pratiquement
impossible que deux composés s’échappent en méme temps de la colonne et que les pics se
superposent, car I’appareil est suffisamment précis pour que 1’on puisse détecter chaque type

de molécule un a un sur le spectre.

NB : L’hexane qui est la substance dans laquelle on a resuspendu les stérols de notre pollen,
n’a aucune affinité avec la colonne et par conséquent, n’est pas retenu. C’est pourquoi, un grand

pic est généralement observé au début du spectre, il correspond a I’hexane subitement relargué.
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Figure 19. Processus et appareillage de chromatographie gazeuse (GC) (Van Hoi, 2013).

3.5.  Encodage des données et analyses statistiques

L’ensemble des tests statistiques et des représentations graphiques ont été réalisés a I’aide du

logiciel R Studio 2018, version 1.1.442. (The R Foundation for Statistical Computing).

3.5.1. Etude de la qualité des ressources florales

Afin de comparer les concentrations totales en acides aminés (totaux et essentiels, exprimés en
mg/qg) et en stérols (exprimés en pg/g), des analyses de la variance a deux facteurs croisés (Two-
way ANOVA) ont été réalisées en considérant a la fois I’impact des pesticides (variable facteur
a deux niveaux) et I’impact de I’espece florale (variable facteur a six niveaux) ainsi que
I’interaction entre ces deux facteurs (fonction aov). S’agissant d’un test paramétrique, les
conditions d’application sont préalablement vérifiées, a savoir la normalité de la distribution
des résidus (test de Shapiro, Ho = distribution normale) et I’homoscédasticité (test de Bartlett,
Ho = égalité des variances). Dans le cas de violation de la condition de normalité, les données
ont subi une transformation logarithmique (log(x+1)) ou ont été transformees en rang pour un
équivalent non-paramétrique du test (fonction «rntransform », R-package GenABEL).
Lorsqu’une différence significative est détectée (p-value > 0,05), I'nypothése nulle est rejetée

car sa probabilité d'occurrence est faible et ’analyse est complétée par un test de comparaison

44



S. Palumbo — Variation des quantités des ressources florales des abeilles en milieu agricole — 2018

multiple des moyennes paire par paire (test de Tukey). Les données sont représentées a 1’aide

de graphiques de type « boite de dispersion » (boxplot).

Afin de comparer les profils en acides aminés et en stérols, des analyses multivariées de la
variance par permutation (perMANOVA) sont effectuées sur les abondances relatives des
composes (fonction « adonis », R-package vegan) en utilisant 999 permutations et I’indice de
dissimilarité de Bray-Curtis. La condition d’égalit¢é des matrices de variance-covariance
(fonction « betadisper ») est vérifiee préalablement aux tests qui sont complétés par des
analyses de comparaisons multiples en cas de significativité (fonction « pairwise.adonis »). Les
données sont visualisées a 1’aide de représentations de type positionnement multidimensionnel
non métrique (NMDS) (R-packages ecodist, BiodiversityR et ellipse) également basé sur
I’indice de dissimilarité de Bray-Curtis. Cet indice varie de O (similarité totale) a 1 (maximum
de dissimilarité) : plus les points sont proches et plus la composition chimique (en acides aminés

essentiels ou en stérols) est similaire.

3.5.2. Etude des visites florales

Ce chapitre constitue une étude pilote et présente une série de résultats préliminaires qui devront
étre complétés par des observations plus nombreuses sur un plus grand nombre de sites. Les
analyses statistiques réalisées sont donc exploratoires, voire uniquement descriptives, et ne
permettront pas d’inférer nos observations ni de tirer des conclusions tranchées dans le cas de

cette étude.

La communauté de pollinisateurs (abondance) a été caractérisée pour chacune des espéces
florales dans chacune des conditions (avec et sans pesticides), a la fois a I’échelle des principaux
ordres (i.e. Coleopteres, Diptéres, Hémiptéres, Hyménoptéres, Lépidopteres et Orthoptéres) et
a échelle plus fine pour les Apoidea (au moins jusqu’a la famille). Les données sont représentées
sous forme de graphes en barre horizontaux. Dans le cas des abondances des pollinisateurs de
type Apoidea, des tests appariés ont été réalisés afin d’établir si 1’utilisation de pesticides
influencait le nombre total de visites ainsi que les proportions des visiteurs floraux selon leurs
traits fonctionnels (lectisme, socialité, mode de nidification, longueur de langue), a la fois en
terme d’espéces et d’individus. Le recours a des tests appariés permet de prendre en compte
I’effet « espece florale » en considérant les données mesurées sur une méme espece dans les
deux conditions comme étant appariées/dépendantes. Lorsque les conditions d’application sont

remplies (normalité et homoscédasticité), un test de student apparié (fonction « t.test »,
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argument paired) est appliqué au jeu de données. Dans le cas d’une violation de 1’une des

conditions d’application, une transformation logarithmique est appliquée aux jeux de données.
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V. Résultats

4.1. Caractérisation du profil chimique du pollen

4.1.1. Analyses de la composition stérolique totale du pollen pour

I’ensemble des especes florales étudiées

L’ensemble des pollens floraux possédent une concentration absolue globale en stérols similaire
sur les deux sites (Figure 20). Seul le pollen de Helianthus annuus présente une concentration
en stérols plus élevée sur le site sans pesticides (97,6 mg/g) comparé au site avec pesticides (6,6
mg/g). Cependant, les analyses statistiques n’ont détecté aucune différence significative au
niveau de la condition du site. Les tests, réalisés en excluant le pollen de Helianthus annuus
montrent que les résultats ne varient pas fortement. Le pollen de Zea mays, contient une teneur
en stérols supérieure (36,2 mg/g sans pesticides et 41,5 mg/g avec pesticides) comparée aux
autres especes florales (variant 2,4 a 19,3 mg/g). Le dosage de la composition en stérols de
Centaurea cyanus sur le site sans pesticides n’a pas pu étre mesuré di a la récolte disponible

insuffisante.

Du point de vue de la composition stérolique, les especes florales sont significativement
différentes (Fs,16 = 4.074, p = 0.014). Les concentrations peuvent étre visualisées a I’annexe 1.
Aucun pic de cholesténone n’a été détecté dans le pollen de Malva sylvestris pour les deux sites
mais D’ensemble des stérols se retrouvent généralement dans les espéces florales en
concentrations variables. Le B-sitostérol est un des composants majeurs en termes de fréquence
et d’abondance dans le pollen des especes de plantes étudiées. Le stigmastérol, le d87-
stigmastérol et le d7-avenastérol sont trois composés présents dans tous les pollens mais en
concentrations moins élevées par rapport au B-sitostérol, bien que le d7-stigmastérol et le d7-
avenasterol soient plus abondants dans le pollen d’Helianthus annuus. D’autres stérols peuvent
étre observés, le phytostérol 65-avenastérol est présent en concentration considérable dans les
pollens de Phacelia tanacetifolia et de Zea mays. Les phytostérols 24-
méthylénecholestérol/campestérol ne peuvent pas étre dissociés, cependant, il est possible de

remarquer qu’ils sont bien présents chez Helianthus annuus, Malva sylvestris et Zea mays.

En revanche, aucun effet site ni effet combinatoire entre le site et I’espéce florale n’ont été

détectés.
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Les pourcentages des concentrations en stérols de chaque espece florale sont repris pour les

deux sites dans 1’annexe 2.
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Figure 20. Comparaison des concentrations absolues en stérols (en mg/g) contenu dans le pollen de chacune des
especes florales associées a chaque fois aux sites avec et sans pesticides. Les boites marquées de la méme lettre ne

sont pas significativement différentes entre elles. Tests effectués : ANOVA a deux facteurs et Tukey.

L’analyse multivariée, représentée a la Figure 21, suggere que les Asteraceae (Achillea,
Centaurea et Helianthus) se discriminent par rapport aux autres especes florales par une teneur
en B-sitostérol, &7-avenastérol, &7-stigmastérol et cholestérol prépondérants. En effet,
I’orientation des vecteurs démontrent que Helianthus annuus contient une concentration en 87-
avenastérol plus importante, Centaurea cyanus se caractérise par des taux en 67-avenasterol et
en d7-stigmastérol plus élevés et Achillea millefolium présente un pollen plus riche en f-

sitostérol, en cholestérol et en §7-stigmastérol.

La perMANOVA confirme que des différences significatives existent entre les compositions
stéroliques relatives des différents pollens étudiés (Fs 16 = 4.66, p < 0.001). Le pollen de Malva

sylvestris a tendance a contenir une teneur plus élevée en B-sitostérol et desmostérol. Les autres
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plantes (Phacelia tanacetifolia et Zea Mays) sont, quant a elles, caractérisées par des
concentrations prépondérantes en d5-avenastérol et en stigmastérol. Cependant, la
représentation nMDS ne permet pas de caractériser clairement les pollens des autres especes
analysees (Stress value = 0,15 ; R2 = 0,83).

Sur base de la condition du site, aucune différence significative n’a été détectée.

Espéces florales
© Phacelia tanacetifolia
+ Helianthus annuus
1.0 1.0 v Zea mays
A Centaurea cyanus
: . x Malva sylvestris
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Figure 21. Représentation nMDS a deux axes (espace des individus) basée sur les distances de Bray-Curtis
calculées sur les concentrations relatives des composés stéroliques (ug/g) dans les différents pollens floraux. A
gauche, chaque vecteur représente un composé stérolique indiqué sur le graphe. A droite, chaque symbole
représente un échantillon. La distance entre deux points refléte leur dissimilarité : plus des points sont distants,
plus leur composition stérolique est différente (stress value = 0,15 ; r> = 0,83). L’ellipse verte démontre la
proportion de 87-avenastérol dans le pollen de Helianthus annuus et I’ellipse jaune démontre la proportion de 87-
stigmastérol dans le pollen de Centaurea cyanus.

4.1.2. Analyses de la composition en acides aminés totaux et essentiels du

pollen pour I’ensemble des especes florales étudices

L’analyse des composés en acides aminés du pollen (concentrations absolues) montre des
differences marquantes entre les espéces florales, mais dans ce cas-ci, dépend egalement des
conditions du site. Sur la Figure 22, différents groupes sont distingués : les especes Achillea
millefolium (18,48 mg/g), Malva sylvestris (16,25 mg/g) et Zea mays (17,97 mg/g) comportent

un pollen moins enrichi en acides aminés totaux sur le site sans pesticides ; contrairement a
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Centaurea cyanus, Phacelia tanacetifolia et Helianthus annuus ayant des teneurs plus élevées
(entre 25 et 35 mg/g). De plus, une différence de concentration est clairement visible entre les
sites dans le cas de Helianthus annuus (24 et 32 mg/g), Malva sylvestris (16 et 28 mg/g) et Zea
mays (17 et 31 mg/g) ou le taux d’acides aminés totaux est largement plus élevé sur le site avec

pesticides.

Par ailleurs, toutes les espéces présentent une composition similaire en acides amingés totaux.
Les concentrations peuvent étre visualisées a I’annexe 3. Aucune espece florale n’est déficiente
pour un quelconque acide aminé. La concentration de ces acides amineés est variable chez toutes
les plantes ; cependant, des tendances peuvent étre observées. En effet, dans le cas ou la teneur
en acides aminés est nettement différente entre les deux sites, la proportion de certains acides
aminés sont pratiguement semblables. La concentration de certains acides aminés tels que
I’arginine, la lysine, I’histidine et la tyrosine sont plus élevés (pres de 3 fois supérieure au site
sans pesticides) tandis que des acides aminés comme I’acide glutamique et 1’acide aspartique
se retrouvent en concentration plus faible (2 a 3 fois inférieure compareé au site sans pesticides).
L’analyse de variance a confirmé que la composition en acides aminés totaux varie
significativement en fonction de 1’espéce florale (Fs32 = 16.39, p = 5.09 &), des conditions du
site (F1.32 = 43.22, p = 2.08 &) et également dans le cas d’une association entre la plante et le

site (Fs32 = 6.053, p = 0.000474).
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Figure 22. Comparaison des concentrations absolues en acides aminés totaux en mg/g contenu dans le pollen de
chacune des espéces florales associées a chaque fois aux sites avec et sans pesticides. Les boites marquées de la
méme lettre ne sont pas significativement différentes entre elles. Tests effectués : ANOVA a deux facteurs et

Tukey.

En ce qui concerne la teneur en acides aminés essentiels, les concentrations peuvent étre
visualisées a I’annexe 4. L’ensemble des espéces florales se comporte relativement de la méme
maniere que les acides aminés totaux (concentrations absolues) (Figure 23). Cette teneur est
géneralement plus élevée que celle en acides aminés non essentiels, ce qui est plutét normal
étant donné que 9 des 15 acides aminés étudiés sont essentiels. Lorsque la difference du taux
en acides aminés est plus faible entre les deux sites, la teneur en acides aminés essentiels est
similaire dans les deux échantillons (11 mg/g pour Achillea millefolium et 19 mg/g pour
Phacelia tanacetifolia) alors que dans le cas ou la différence est mieux marquée, le taux en
acides aminés est largement plus élevé sur un site exposé aux pesticides. Par exemple, les acides
aminés essentiels contenus dans le pollen de Malva sylvestris (10 et 20 mg/g) et de Zea mays

(9,8 et 19 mg/g) sont 2 fois plus présents sur le site avec pesticides. Une différence est également
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présente mais toutefois moins marquée pour les pollens de Centaurea cyanus (14 et 17,4 mg/qg)

et Helianthus annuus (15 et 21 mg/qg).

L’analyse de variance a confirmé que la composition en acides aminés varie significativement
en fonction de ’espéce florale (Fs32 = 16.08, p = 6.30 e®), des conditions du site (F1,32 = 68.52,
p = 1.86 €°) et également dans le cas d’une association entre la plante et le site (Fs32 = 8.415,

p=3.63¢").

Les pourcentages des concentrations en acides aminés totaux et essentiels de chaque espéce

florale sont repris pour les deux sites dans 1’annexe 5.

Catégories b
. Zone a agriculture intensive
mmm Zone a agriculture non intensive

C C ab b . *.

]
[==]

-
[Ay]
L

Concentration en AAE (ma/g)

| ™

B
2 ]

Malva sylvestris-
Zea mays-

Achillea millefalium4
Centaurea cyanus
Helianthus annuus

Phacelia tanacetifolia

Figure 23. Comparaison des concentrations absolues en acides aminés essentiels en mg/g contenu dans le pollen
de chacune des espéces florales associées a chaque fois aux sites intensément exposés ou non aux pesticides. Les
boites marquées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes entre elles. Tests effectués : ANOVA

a deux facteurs et Tukey.

L’analyse multivariée (Figure 24) suggére une répartition non homogeéne des échantillons

(concentrations relatives). Deux groupes ont pu étre discriminés. En effet, I’orientation des
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vecteurs démontrent que Centaurea cyanus, Helianthus annuus, Malva sylvestris et Zea mays
peuvent fortement varier selon la condition. Sur un site sans pesticides, elles possédent des
concentrations considérables en arginine, histidine, phenylalanine et tyrosine. Contrairement a
cela, leur équivalent expose aux pesticides est plus riche en acide glutamique, acide aspartique,
alanine, glycine, serine, thréonine et valine. Les especes Achillea millefolium et Phacelia
tanacetifolia ne présentent de différence significative et sont quant a elles regroupées avec le
site exposé aux pesticides, et ce, peu importe leurs conditions.

La perMANOVA confirme ces tendances par un effet plante (Fs32 = 402.24, p < 0.001), un
effet site (F1,32 = 2637.37, p < 0.001) et un effet ou la plante est associée au site (Fs 32 = 316.84,
p < 0.001). Cette représentation nMDS est fiable (Stress value = 0,04 ; R? = 0,994).

Espéces florales
© Phacelia tanacetifolia
+ Helianthus annuus

v Zeamays
A Centaurea cyanus
0.24 x Malva sylvestnis
o Achillea millefolium
Catégories
EE Zone 3 agrculture intensive
o4 EEE Zone 3 agriculture non intensive
His *
Arg
™~ A
g Tyr .
% 0.2 v %1 “ojo 0.1 0.2
Y%
Glu
Ala x %8)
Ser * ?) a4
Asp Wal ’
R*=0,9%4
o] Stress value = 0,037
NMDS 1

Figure 24. Représentation nMDS a deux axes basée (espace des individus) basée sur les distances de Bray-Curtis
calculées sur les quantités relatives des acides aminés (mg/g) dans les différents pollens floraux. A gauche, chaque
vecteur représente un acide aminé indiqué sur le graphe. A droite, chaque symbole représente un échantillon. La
distance entre deux points refléte leur dissimilarité : plus des points sont distants, plus leur composition en acides

aminés est différente (stress value = 0,037 ; R2=0,994).
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4.2. Caractérisation générale des principaux visiteurs floraux

4.2.1. Communautés de visiteurs associés aux plantes

Les visites varient selon les especes de plantes en termes d’abondance et de richesse florale.

Les résultats présentés dans la Figure 25 (a-e) montrent que la diversité des pollinisateurs
visitant les especes florales est équivalente dans les deux types de paysage et provient de ces 6
ordres : Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera et Orthoptera. En termes
de diversité, deux ordres se retrouvent systématiquement sur chacune des plantes, ce sont les
Hymenoptera et les Diptera. L’espéce Achillea millefolium est la plante pollinisée par le plus
grand nombre d’ordres (5). Ensuite, Helianthus annuus et Malva sylvestris présentent 4 ordres
et finalement Centaurea cyanus et Papaver rhoeas ont une diversité de pollinisateurs plus

restreinte avec 3 ordres.

En ce qui concerne la fréquence des pollinisateurs, pour les deux sites confondus, la plante la
plus visitée est Helianthus annuus (1766 visites florales), alors que la moins visitée est Achillea
millefolium (44 visites florales). Centaurea cyanus est visitée 139 fois, Malva sylvestris 169
fois et Papaver rhoeas 91 fois.

La fréquence de visiteurs est plus abondante dans un paysage agricole que sur un site
« biologique » pour Achillea millefolium (visites florales totales : 25 comparé a 19), Centaurea
cyanus (visites florales totales : 78 comparé a 61), Helianthus annuus (visites florales totales :
1206 comparé a 561) et Papaver rhoeas (visites florales totales : 53 comparé a 38) tandis que
I’on observe la tendance inverse pour Malva sylvestris (visites florales totales : 125 compareé a
44).
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(a) Centaurea cyanus (b) Papaver rhoeas (c) Malva sylvestris
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Figure 25. Abondance des ordres de visiteurs pour 100 unités florales lors d’une journée d’étude type visitant (a) Centaurea cyanus & Mons (n=61) et & Dilbeek (n=78) ;
(b) Papaver rhoeas a Mons (n=39) et a Dilbeek (n=53) ; (c) Malva sylvestris & Mons (n=125) et a Dilbeek (n=44) ; (d) Achillea millefolium a Mons (n=17) et a Dilbeek
(n=23) ; (e) Helianthus annuus a Mons (n=560) et a Dilbeek (n=1206) pour 100 inflorescences lors d’une journée d’étude type. L’unité florale est estimée sur une

standardisation de 100 fleurs pour Centaurea cyanus, Malva sylvestris et Papaver rhoeas et 100 inflorescences pour Achillea millefolium et Helianthus annuus.
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4.2.2. Communautés d’abeilles associées aux plantes

422.1. Diversité et intensité des visites florales

Les résultats décrits dans cette section se focalisent sur les visites des pollinisateurs apiformes.
La Figure 26 (a-e) montre que la diversité des abeilles est de maniere générale semblable dans
les deux types de paysage. Il est possible de discerner différentes familles d’abeilles :
Andrenidae, Colletidae, Halictidae, Megachilidae et Apidae reprenant les espéces Apis
mellifera, Bombus lapidarius, Bombus pascuorum, Bombus pratorum et Bombus terrestris qui

ont pu étre identifiées a 1’ceil nu.

En termes de diversité, deux familles se retrouvent systématiquement sur chacune des plantes,
ce sont les Andrenidae et les Apidae. L’espece Achillea millefolium est la plante visitée par le
plus grand nombre de familles, a savoir les 5 présentées ci-dessus. Ensuite, Centaurea cyanus,
Malva sylvestris et Papaver rhoeas présentent 3 familles différentes (Andrenidae, Apidae et
Halictidae) et finalement Helianthus annuus possede une diversité de pollinisateurs plus

restreinte avec seulement 2 familles (Andrenidae et Apidae).

En ce qui concerne la fréquence des pollinisateurs, pour les deux sites confondus, la plante la
plus visitée est Helianthus annuus (2127 visites florales), alors que la moins visitée est Achillea
millefolium (7 visites florales en moyenne). Centaurea cyanus est visitée 94 fois, Malva

sylvestris 162 fois et Papaver rhoeas 68 fois.

La fréquence de visiteurs ne dépend pas directement du paysage, mais essentiellement de
I’espece florale. Trois d’entre elles sont plus abondantes sur le site sans pesticides : Achillea
millefolium (visites florales totales : 5 comparé a 2), Centaurea cyanus (visites florales totales :
50 comparé a 44), Malva sylvestris (visites florales totales : 120 comparé a 42) ; contrairement
a Helianthus annuus (visites florales totales : 1269 comparé a 858) et Papaver rhoeas (visites

florales totales : 35 comparé a 33) plus abondantes dans le paysage agricole.



(a) Centaurea cyanus (b) Papaver rhoeas (c) Malva sylvestris
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Figure 26. Abondance des visiteurs apiformes pour 100 unités florales lors d’une journée d’étude type visitant (a) Centaurea cyanus & Mons (n=50) et a Dilbeek (n=43) ; (b)
Papaver rhoeas a Mons (n=32) et a Dilbeek (n=35) ; (c) Malva sylvestris & Mons (n=120) et a Dilbeek (n=43) ; (d) Achillea millefolium & Mons (n=4,7) et a Dilbeek (n=1,5) ;
(e) Helianthus annuus & Mons (n=857) et a Dilbeek (n=1268). L’ unité florale est estimée sur une standardisation de 100 fleurs pour Centaurea cyanus, Malva sylvestris et

Papaver rhoeas et 100 inflorescences pour Achillea millefolium et Helianthus annuus.
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En analysant de manicre détaillée la diversité des pollinisateurs, on s’apergoit que pour chaque
espece florale, des especes dominent largement dans le groupe des Apidae. Ainsi donc,
Centaurea cyanus est préférentiellement pollinisée par Bombus lapidarius (62% des visites
florales a Mons et 57% a Dilbeek) et Bombus pascuorum (31% des visites florales a Mons et
23% a Dilbeek) sur les deux sites. Deux espéces sont plus abondantes que les autres pour
Papaver rhoeas : B. lapidarius (55% des visites florales a Mons et 50% a Dilbeek) sur les deux
sites et B. terrestris (40% des visites florales) uniquement a Dilbeek. Concernant Malva
sylvestris, 3 pollinisateurs la caractérise principalement, Bombus lapidarius (17% des visites
florales a Mons et 33% a Dilbeek) et Bombus pascuorum (43% des visites florales a Mons et
55% a Dilbeek) sur les deux sites et Apis mellifera (33% des visites florales) uniquement a
Mons. Achillea millefolium présente, quant a elle, une abondance d’Apis mellifera (28% des
visites florales) surtout a Mons et Helianthus annuus accueille essentiellement du Bombus

pascuorum (80% des visites florales a Mons et 62% a Dilbeek) sur les deux sites.

4.2.2.2.  Comparaison des visites florales sur les sites via des traits écologiques

fonctionnels

Le Tableau 3, ci-dessous, représente les traits écologiques choisis avec leurs différents niveaux

pour comparer les visites florales sur les deux sites.

Tableau 3. Ensemble des traits écologiques sélectionné pour différentes espéces et familles d’abeilles. Tableau

établi sur base des spécimens collectés sur le terrain.

Taxons Spécialisation Longueur de Socialité Nidification
langue
Apis mellifera Polylectique Longue Social Au-dessus du sol
En dessous du sol
Andrenidae Polylectique Courte Solitaire En dessous du sol
(Andrena
flavipes)
Bombus Polylectique Longue Social En dessous du sol
lapidarius
Bombus Polylectique Longue Social Au-dessus du sol
pascuorum
Bombus Polylectique Longue Social Au-dessus du sol
pratorum En dessous du sol
Bombus Polylectique Longue Social En dessous du sol
terrestris

U
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Colletidae Oligolectique Courte Solitaire Au-dessus du sol
(Colletes En dessous du sol
daviesanus)
Halictidae
(Lasioglossum
morio, Polylectique Courte Cleptoparasites En dessous du sol
Sphecodes Social
monilicornis,
Sphecodes
pellucidus)
Megachilidae Polylectique Longue Solitaire Au-dessus du sol
(Osmia cornuta)

Le nombre total de visites et ’ensemble des traits écologiques des especes d’abeilles des sites
avec et sans pesticides sont présentées dans le Tableau 4. Les tests appariés effectués montrent
que les especes florales Achillée millefolium, Malva sylvestris et Papaver rhoeas sont visitées
beaucoup plus dans un paysage moins exposé aux pesticides comparé a Centaurea cyanus et
Helianthus annuus qui sont plus visitées dans un paysage agricole. De maniére globale, les tests

appariés permettent de discerner des proportions selon une espéce florale associée a son site.

Les cing espéces florales sont généralement pollinisées par des espéces polylectiques
(proportion minimale de 75%), les résultats sont similaires en terme d’individus (proportion

minimale de 78,2%).

Les especes florales sont peu visitées par des especes solitaires (proportion maximale d’especes
solitaires de 30%), uniquement Achillea millefolium est en visitée en bonne partie par des
especes solitaires (de 41,7 a 50%). Les résultats sont d’autant plus parlants en termes
d’individus. Ils indiquent que ces mémes especes florales attirent moins les pollinisateurs
solitaires, et ce, de maniére considérable (jusqu’a 29,5% pour Papaver rhoeas a Mons et moins
de 5% pour les 3 autres plantes). Par contre, le nombre d’individus solitaires visitant Achillea

millefolium est tres marqué (60% Mons et 65,5% a Dilbeek).

Les cing especes florales sont généralement peu visitées par des espéces nichant au-dessus du
sol (proportion maximale de 37,5%, excepté 100% pour Centaurea cyanus a Mons). Les
résultats varient significativement en termes d’individus ou la proportion d’especes
polylectiques est plus élevée pour Helianthus annuus (proportion minimale de 86,7%) et Malva
sylvestris (proportion minimale de 56,7%). Les données indiquent de maniére significative que
I’ensemble des especes florales sont majoritairement visitées par des espéces nichant au-dessus

du sol a Dilbeek, a I’exception de Malva sylvestris plus visitée a Mons par ce type de
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pollinisateurs et la proportion de Papaver rhoeas équivalente sur les deux sites. Le nombre

d’individus montre également cette tendance.

Finalement, I’ensemble des espéces florales sont généralement pollinisées par des espéces a
langue longue, fortement pour Centaurea cyanus, Helianthus annuus, Malva sylvestris
(proportions allant de 66,7% a 100%) et moins tendancieux pour Papaver rhoeas (proportion
minimale de 60%). Par contre, Achillea millefolium est nettement moins pollinisée par ce type
de pollinisateurs (proportions allant de 40% a 50%). Ces mémes résultats sont observes en

termes d’individus.

Lors de cette étude, peu de différences significatives ont été mises en évidence et montrent
qu’un paysage avec des concentrations en pesticides plus élevées affectent faiblement les traits
écologiques des abeilles. En revanche, le trait des abeilles nichants au-dessus du sol en termes
d’individus est significativement plus important sur le site avec pesticides que sur le site
biologiquement sain (t = -4.0973, df = 4, p-value = 0.01489).

60



S. Palumbo — Variation des quantités des ressources florales des abeilles en milieu agricole — 2018

Tableau 4. Comparaison du nombre de visites florales et de 1’abondance des abeilles selon leurs traits écologiques
a Iéchelle de ’espéce et de I’individu pour les deux sites : spécialisation alimentaire, socialité, nidification,

longueur de la langue.

Zone & agriculture non Zone a agriculture
intensive intensive

Nombre total de visites
Achillea millefolium 175 55
Centaurea cyanus 767 989
Helianthus annuus 1803 2691
Malva sylvestris 5653 1685
Papaver rhoeas 711 492
Statistiques t = 1.2254, df = 4, p-value = 0.2876
Proportions de visiteurs polylectiques en termes d’espéces
Achillea millefolium 75 90
Centaurea cyanus 90 100
Helianthus annuus 100 100
Malva sylvestris 90 100
Papaver rhoeas 90 90
Statistiques t =-2.3333, df = 4, p- value = 0.07996
Proportions de visiteurs polylectiques en termes d’individus
Achillea millefolium 82,3 78,2
Centaurea cyanus 99,7 100,0
Helianthus annuus 100,0 100,0
Malva sylvestris 99,9 100,0
Papaver rhoeas 92,3 97,7
Statistiques t =-0.22544, df = 4, p-value = 0.8327
Proportions de visiteurs solitaires en termes d’espéces
Achillea millefolium 41,7 50,0
Centaurea cyanus 30,0 17,0
Helianthus annuus 25,0 17,0
Malva sylvestris 17,0 0
Papaver rhoeas 30,0 30,0
Statistiques t = 1.3048, df = 4, p-value = 0.262
Proportions de visiteurs solitaires en termes d’individus
Achillea millefolium 60,0 65,5
Centaurea cyanus 4,5 1,2
Helianthus annuus 0,6 0,6
Malva sylvestris 2,7 0
Papaver rhoeas 29,5 9,1
Statistiques t =0.96247, df = 4, p-value = 0.3903
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Proportions de visiteurs nichant au-dessus du sol en termes d’espéces

Achillea millefolium 33,3 30,0
Centaurea cyanus 100,0 33,3
Helianthus annuus 37,5 33,3
Malva sylvestris 25,0 37,5
Papaver rhoeas 10,0 10,0
Statistiques t = 0.74424, df = 4, p-value = 0.4981
Proportions de visiteurs nichant au-dessus du sol en termes d’individus

Achillea millefolium 21,7 78,2
Centaurea cyanus 33,2 100,0
Helianthus annuus 86,7 100,0
Malva sylvestris 56,7 100,0
Papaver rhoeas 3,0 97,7
Statistiques t = -4.0973, df = 4, p-value = 0.01489
Proportions de visiteurs a langue longue en termes d’espéces

Achillea millefolium 50,0 40,0
Centaurea cyanus 80,0 83,3
Helianthus annuus 75,0 83,3
Malva sylvestris 66,7 100,0
Papaver rhoeas 60,0 60,0
Statistiques t =-0.9656, df = 4, p-value = 0.3889
Proportions de visiteurs a langue longue en termes d’individus

Achillea millefolium 36,0 12,7
Centaurea cyanus 95,2 98,8
Helianthus annuus 99,4 99,4
Malva sylvestris 97,2 100,0
Papaver rhoeas 62,7 88,6
Statistiques t =-0.23063, df = 4, p-value = 0.8289
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V. Discussion

5.1. Caractérisation du profil chimique du pollen

5.1.1. Composition en stérols

De maniére générale, aucune variation de la concentration en sterols ne varie entre les deux
sites a 1’exception du pollen d’Helianthus annuus dont la concentration totale en stérols est
beaucoup plus élevée sur un milieu moins exposé a des produits agrochimiques. Cela peut étre
simplement d0 a des biais lors du traitement du pollen en laboratoire. Le pollen de tournesol se
situe en général dans la méme gamme de concentrations que les autres especes florales étudiées
(Takatsuto & Omote, 1989). Bien que certaines études aient établi un lien entre la présence de
pesticides et un état de stress physiologique chez les plantes a fleurs (Amer & Farah 1980),
notre étude indique que la synthése des composes stéroliques ne serait pas affectée. Les
molécules stéroliques étant principalement carbonées, il est possible que 1’utilisation de
produits phytosanitaires azotés, tels que ceux utilisés dans notre site d’étude, impactent
pincipaplement d’autres voies métaboliques. Il est toutfois a noter que d’autres études ont
montré que le glyphosate présent dans le sol pouvait étre métabolisé par la plante, menant a la
formation de résidus entrant dans les voies de synthéses des phosphonolipides (constituants des
graisses lipidiques) (Scalla, et al. 2002). Malheureusement, trés peu de données sont
actuellement publiées, rendant difficile 1’élucidation des mécanismes sous-jacents a 1’effet

observé dans notre étude.

Par contre, I’abondance des stérols est variable selon I’espece florale et I’entomogamie. Les
plantes moins visitées par des insectes phytophages présentent des variations de stérols plus
importantes. Un pollen de la famille des Cucurbitaceae contient essentiellement des stérols en
07 tandis que les pollens de Poaceae et Asteraceae sont plus riches en stérols en 85 (Bernays,
1992). Des molécules essentielles telles que le cholestérol (C27) permettant la construction des
bicouches lipides et la synthése d’hormones stéroides (Adler & Salt, 1986 ; Vanderplanck, et
al. 2014) sont peu abondants dans nos échantillons floraux. A contrario, le B-sitostérol (C29),
présent pour chacune des plantes, constitue le phytostérol le plus commun (Bernays, 1992).

D’autres stérols comme les composés en 65 (C29) et en 67 (C29) sont également souvent
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retrouvés en concentrations importantes dans le pollen. Ces 3 gammes de stérols sont
primordiales dans la survie de chacun des grands ordres entomologiques. En réalité, de
nombreuses recherches ont montré que la plupart des insectes phytophages ne peuvent pas
synthétiser de cholestérol et n’en trouvent pas dans leur alimentation (Adler & Salt, 1986). La
production de cholestérol peut parfois se faire via des voies de désalkylation (substitution d’un
carbone) a partir de stérols en C28 ou en C29. Cependant, tous les insectes ne possédent pas de
voies metaboliques de désalkylation et utilisent du coup des phytostérols a la place du
cholestérol pour synthétiser des hormones de mue alternatives comme la makistérone
(traditionnellement ecdysone en C27 synthétisée via du cholestérol) (Bernays, 1992). Par
exemple, le groupe des Symphytes (Hymenoptera) ou encore les chenilles de Manduca sexta
(Lepidoptera) ont un métabolisme enzymatique leur permettant de traiter les doubles liaisons
par désalkylaton afin de convertir le B-sitostérol en cholestérol, a I’inverse de Trogoderma
granarium (Coleoptera) qui utilise préférentiellement du cholestérol de par son incapacité a
désalkyler les phytostérols. La capacité a utiliser davantage de B-sitostérol que de cholestérol
constituerait méme une stratégie évolutive pour les orthoptéres herbivores (Dadd, 1960)
puisque le cholestérol leur est nécessaire au niveau structural et synthése d’ecdystéroides
(Bernays, 1992). Les stérols en 85 et 87 jouent également un réle principal dans le métabolisme
de certains insectes. Le papillon Heliothis zea (Lepidoptera) peut produire du 24-désalkylstérol,
indispensable a la nutrition et la croissance de ses larves, entre autres a partir de stérols 65 et 67
(Ritter, 1983). Les fourmis (Hymenoptera), quant a elles, peuvent convertir dans une certaine
mesure leurs stérols alimentaires en cholestérol en n’ayant pas besoin d’avoir recours a des
désalkylations (Svoboda & Lusby, 1986) mais évolueraient vers une physiologie a partir de
stérols en 87 provenant de champignons (Ritter, et al. 1982). Cependant, des especes comme
I’abeille domestique, Apis mellifera, posséde un métabolisme restreint ne lui permettant pas de
convertir les phytostérols C28 et C29 en cholestérol (correspondant a moins de 1% des stérols
totaux) (Svoboda & Lusby, 1986). Elle se nourrit plutét de pollen riche en 24-
méthylénecholestérol, indispensable a la construction des pains dans la colonie servant de dép6t
de nourriture ou de couvaison pour les larves (Bernays, 1992). Par ailleurs, certains diptéres
comme Drosophila spp. ont la possibilité d’une part, d’utiliser le cholestérol (parfois remplacer
par de I’ergostérol ou du stigmastérol) (Cooke & Sange, 1970) et d’autre part, de métaboliser
les phytostérols pour produire la makistérone A (hormone de mue) (Bernays, 1992).
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5.1.2. Composition en acides aminés

Contrairement aux stérols, pour la moitié des espéces florales étudiées (Helianthus annuus,
Malva sylvestris et Zea mays), les ressources polliniques des abeilles en terme d’acides aminés
varient selon I’intensité de I’exposition de produits agrochimiques et phytosanitaires du milieu.
Les résultats indiquent que la teneur en acides aminés totaux est plus élevée dans un paysage
agricole. Une explication a cela serait que ce dernier est riche en produits agrochimiques
(engrais mais également pesticides). Il s’aveére que certains de ces derniers contiennent plusieurs
atomes d’azote, pour n’en citer que quelques-uns: D’atrazine (5N), le fipronil (4N),
I’imidaclopride (5N) (Alvey & Crowley, 1995 ; Ting, et al. 2004 ; Zhu, et al. 2004). Le taux
accru d’acides aminés dans le pollen pourrait dés lors s’expliquer par la concentration en azote
plus élevée due a ces produits phytopharmaceutiques qui augmente la synthése d’acides aminés
riche en azote. Ce phénomene a été prouveé avec des engrais qui accroissent le taux en protéines
brutes et en acides aminés totaux chez Zea mays (MacGregor, Taskovitch & Martin, 1961). De
plus, il est probable que les substances chimiques interagiraient avec les composés des
ressources florales (pollen et nectar) en passant par le systeme physiologique de la plante a
partir du sol (Gardener & Gillman, 2003).

L’augmentation du dosage constatée a Dilbeek ne concerne que quelques acides aminés :
arginine, histidine, lysine, phénylalanine, proline et tyrosine. Ceux-ci ont la particularité de
posséder des groupements cycliques et/ou azotés (NH2, etc.) sur leur chaine latérale. Cela
renforce 1’idée des molécules d’azote provenant de fertilisants. D’ailleurs, une étude menée sur
Agrostemma githago (Caryophyllaceae) qui était soumise a différentes concentrations en
engrais. Il a été prouvé que la concentration totale en acides aminés augmente significativement
avec celle en engrais, principalement les concentrations en glutamine (molécule avec 2 azotes)
et en proline (molécule cyclique) (Gardener & Gillman, 2003). De ce fait, nous pouvons
envisager une réponse similaire pour la molécule de tryptophane, n’ayant pas pu étre traitée
dans cette etude, qui est a la fois cyclique et contient deux atomes d’azote. De futures recherches
pourraient étre envisagees afin de confirmer ce cas. Il serait également intéressant de
comprendre comment des structures cycliques (plus stables chimiguement que des molécules
ouvertes) se comportent sous I’influence des produits agrochimiques comparés a d’autres acides

aminés plus petits et plus instables.

De la méme maniere, des acides aminés comme 1’acide aspartique, I’acide glutamique, la sérine

et la thréonine, ne contenant uniquement que la fonction azote de base, ont tendance a diminuer
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sur un milieu traité aux pesticides. L’acide aspartique et la thréonine sont en réalité¢ des acides
aminés essentiels pour les abeilles. De ce fait, sachant que le pollen constitue la principale
ressource en protéines des abeilles (Nicolson, 2011), nous pouvons nous demander si la qualité
nutritionnelle en acides aminés de certaines plantes est meilleure pour la consommation des
abeilles dans un environnement comme Dilbeek. La survie d’une espece d’abeille adaptée a la
pollinisation de quelques plantes uniquement (oligolectique) pourrait en effet étre menacée si
ses ressources sont déficientes pour des acides aminés spécifiques. Dans le cas de ’abeille
mellifére, elle doit idéalement se nourrir d’un mélange polyfloral mais est toute de méme
capable de survivre si un pollen monofloral est tres riche en protéines car sa qualité
nutritionnelle va influencer la physiologie des ouvriéres, notamment face a des parasites comme

Nosema ceranae (Di Pasquale, et al. 2013).

La concentration en acides aminés du pollen des espéces florales Achillea millefolium et
Phacelia tanacetifolia ne différe pas suivant le site. Cela s’explique par le fait que ce sont des
plantes reconnues comme invasives car elles s’adaptent a différents types de sols. Les pesticides

auraient peu d’impact sur elles (Bourdot & Field, 1988 ; Williams & Christian, 2015).

Par contre, la proportion des acides aminés contenus dans le pollen varie selon I’espéce florale
associée a son site. Par exemple, les teneurs en acides aminés totaux d’Achillea millefolium, de
Malva sylvestris et de Zea mays sont moins élevées sur le site sans pesticides. A ces plantes, on
peut corréler une présence plus importante en arginine, histidine, phénylalanine et tyrosine, dont
ces 3 premiers qui sont des acides aminés essentiels pour les abeilles. Ces plantes pourraient
influencer les choix floraux des abeilles. Effectivement, Hanley, et al. (2008) ont montré un
lien entre la qualité du pollen et les visites florales. Parmi les plantes qu’ils ont etudiees, les
espéces pollinisées obligatoirement par les insectes produisent un pollen qui contient plus de
protéines. En outre, une plante visitée par une certaine quantité de bourdons collecteurs produit
un pollen de meilleure qualité. Par conséquent, le pollen d’une espéce florale non profitable a
I’abeille serait moins attractif pour elle d’un point de vue nutritif, ce qui engendrerait une
diminution de visites de cette plante en question et par la suite, un affaiblissement de sa

reproduction.

Comme expliqué plus haut, les pesticides ont un impact sur les facteurs édaphiques comme la
teneur en azote du sol qui est visiblement liée a I’assimilation de I’azote par la plante et a la
synthése des acides aminés. Nonobstant, cela n’affirme en aucun cas de la faible influence des
pesticides et autres produits agrochimiques sur les abeilles en elles-mémes. Les insecticides a

base de néonicotinoides détériorent vraisemblablement le comportement cognitif olfactif d’Apis
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mellifera. Plus précisément, ils affectent la protéine permettant 1’olfaction des abeilles
butineuses, ce qui altere leurs recherches de nourriture (Li, et al. 2016). Au plus un site est
exposé a un grand nombre de pesticides, au plus la qualité du pollen est moindre. Cela a pu déja
se détecter avec des taux en pesticides inférieurs au niveau de DL50 (Colwell, et al. 2017). De
plus, les pesticides peuvent interagir entre eux et gravement affecter 1’efficacité de collecte par
les ouvriéres chez Apis mellifera et également leur productivité générale ainsi que le
développement des couvées (Gill, et al. 2012). Par ailleurs, les intrants azotés pourraient
possiblement influencer le taux des composés secondaires du pollen tels que les alcaloides
(molécules a bases azotées) qui impacteraient en conséquence la toxicité des abeilles (Lucchetti,
2017).

Pour conclure, I’association d’un stress engendré par le manque de potentiels nutriments dans
I’alimentation combiné a une exposition sévere en pesticides peut nuire de maniére non

négligeable a la survie des abeilles (Tosi, et al. 2017).

5.2. Caractérisation des visiteurs floraux

Cette ¢tude pilote n’a pas mis en évidence de différence significative en termes d’abondance et

et de diversité des visites florales entre nos sites.

Malgré les standardisations des visites florales, I’abondance relative de ces derniéres peut varier
pour chacune des plantes selon différents facteurs tels que (i) les variations de croissance d’un
site a ’autre et (ii) la proportion et la répartition de graines de 1’espéce florale en question dans
la banque de graines. En effet, les plantes sont issues d’un mélange de graines de plantes
sauvages et ont été semées lors de I’année 2018 dans des prés fleuris a Mons et a Dilbeek. Les
conditions environnementales sont donc identiques pour chacune des especes florales dans un
milieu (Woodward & Woodward, 1987 ; Machinski & Whitham, 1989). (i) Selon la vitesse a
laguelle elles se développent (conditions phénologiques), elles peuvent acquérir une plus
grande source de lumiére et utiliser en premieres les ressources nutritives pour croitre. (ii) Par
ailleurs, le mélange floral semé ne contient pas forcément la méme proportion de graines pour
chacune des espéces. Par conséquent, un nombre moins élevé de semences pour une espece
freine sa reproduction. Ce qui va attirer les pollinisateurs n’est pas forcément une unité florale
mais un ensemble d’unités florales formant des « patchs floraux » qui & ce moment provoque

un plus grand effet d’attraction sur les pollinisateurs et bénéficient alors d’un plus grand nombre
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de visites florales. Certaines plantes seront donc avantagées par rapport a d’autres (Delmas,

2012 ; Rollin, 2013).

Cependant, des différences d’abondance et de diversité peuvent étre mises en évidence a
I’échelle de I’espece florale. La comparaison des différentes especes florales montre que pour
un méme nombre d’individus (nombre de fleurs approximatif similaire), le taux de visites est
beaucoup plus élevé chez Helianthus annuus. Ce cas s’observe également chez les visiteurs
apiformes. Pour expliquer cela, il faut considérer le fait que méme si des standardisations ont
été effectuées sur toutes les especes florales pour pouvoir les comparer entre elles,
I’inflorescence n’a pas le méme impact d’attraction des visiteurs floraux. De ce fait,
I’inflorescence de Helianthus annuus, étant d’un diamétre supérieur aux autres especes, elle
peut accueillir un plus grand nombre de pollinisateurs a la fois, ce qui augmente 1’efficacité de

sa pollinisation.

En comparant la diversité des visiteurs floraux sur chacune des especes florales, il apparait
qu’elles sont toutes préférentiellement visitées par I’ordre des Hymenoptera, a 1’exception de
Achillea millefolium, visitée profusément par 1’ordre des Diptera et moins abondamment par
les autres ordres (Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, etc.). Si I’on considére uniquement
les abeilles, la plupart des especes florales sont visitées par la famille des Apidae, a I’exception
d’Achillea millefolium visitée en majeure partie par la famille des Andrenidae. De plus, elle
représente la plante visitée par un plus grand nombre de familles (Andrenidae, Apidae,
Colletidae, Halictidae, etc.). Pour expliquer ces résultats, il faut considérer que la morphologie
de la fleur et I’accessibilité des ressources florales sont primordiaux pour les pollinisateurs et
déterminent largement leurs choix floraux (Van Rijn & Wéckers, 2016). Les espéces florales
étudiées ont été choisies de manicre a ne pas étre spécialistes d’un pollinisateur en particulier.
Les fleurs de Centaurea cyanus, Malva sylvestris et Papaver rhoeas ainsi que 1’inflorescence
de Helianthus annuus sont tres colorées, leur structure florale présente une large corolle et est
facilement accessible pour des pollinisateurs comme les abeilles (Ellstrand, et al. 1978 ; Neff
& Simpson, 1990 ; Carreck & Williams, 2002 ; Williams & Christian, 2015 ; Hicks, et al.
2016), ce qui les rend plus attractives pour ce type de pollinisateurs. Achillea millefolium et
Helianthus annuus, quant a elles, sont constituées d’une inflorescence de nombreuses fleurs
permettant aux visiteurs floraux de rester plus longtemps sur ces plantes (Bourdot & Field,
1988 ; Colley & Luna, 2000). Par contre, la corolle blanchatre d’Achillea millefolium est étroite
et tubulaire mais reste accessible a beaucoup d’insectes pollinisateurs notamment grace au

nectar produit par des glandes situées a la base de la corolle (Leppik, 1977 ; Magnarelli, et al.
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1979). Cependant, sur base des extractions de pollen, cette derniére contient des concentrations
en acides aminés et en stérols moins élevées que les autres plantes, ce qui attire moins les
Hymenoptera. Les abeilles visitent d’abord les ressources florales plus nutritives et ne
sélectionnent 1’achillée millefeuille qu’en dernier recours. A propos de sa diversité, Achillea
millefolium étant une plante profitable a divers groupes d’insectes, elle sera plus facilement
pollinisée par un grand nombre d’ordres et de familles entomologiques (Knuth & Muller, 1908 ;
Thomson, 1922).

Parmi les espéces d’abeilles les plus présentes sur les sites de Dilbeek, Erbisoeul et Mons, il est
possible de retrouver essentiellement des bourdons (Bombus lapidarius, Bombus pascuorum et
Bombus terrestris) en quantité importante. Ces espéces sont évidemment courantes en Belgique
(Rasmont, et al. 1993). A Dilbeek, le pré fleuri est d’une surface considérable et gorgé de fleurs
au metre carré. Les abeilles de maniéere générale ont I’embarras du choix et peuvent facilement
se développer, surtout ces espéces de bourdons se nourrissant d’un pollen polyfloral
(Boisdequin, 2017). La station présente des saules, constituant une des premiéres ressources
disponibles au printemps et possédant un pollen hautement riche pour les reines de bourdons
ainsi que des pommiers, pruniers et cerisiers dans le jardin avoisinant le champ. Le site
comporte une multitude d’anciens terriers de rongeurs (lapins et lievres) représentant un
potentiel énorme pour le développement des colonies de bourdons. De plus, les bandes fleuries
semées en bords de champs, en plus de nourrir les pollinisateurs, servent aussi de refuges
(nidification) pour les abeilles solitaires et les guépes (Benz, et al. 2015). Les sites d’Erbisoeul

et Mons présentent des conditions similaires.

Indépendamment des facteurs d’abondance et de diversité, les analyses effectuées dans ce tra-
vail ont montré que les types de sites ne semblent pas favoriser I’un ou I’autre traits écologiques
des visiteurs floraux en termes de lectisme, de socialité, de type de nidification ou de longueur
de langue. Toutefois, afin de valider ces résultats, il faudrait considérer 1I’ensemble de la com-
munauté de pollinisateurs potentiels présente sur les sites, sans se limiter aux visiteurs des es-
peces florales cibles qui sont de surcroit par des espéces d’abeilles communes. Il est également
possible de garder une méthodologie « espéce florale cible » mais qui nécessiterait une prise en
compte d’un nombre plus important de sites différents. Bien que préliminaire, notre étude a
malgré tout permis de déceler une proportion d’individus nichant au-dessus du sol significati-
vement plus importante dans un paysage agricole. Cela renforce 1’idée que les pesticides jouent
un réle capital dans le sol. Les espéces nichants dans la terre seraient plus facilement menacées

da a leur contact plus direct avec ce type de produits. Des études ont déja montré que la position
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des nids d’abeilles dans le paysage agricole est déterminante pour leur survie en fonction de
leur exposition aux pesticides et a I’intensification du travail du sol dans les champs (Winfree,
et al. 2009 ; Williams, et al. 2010 ; Kennedy, et al. 2013). Des produits agrochimiques tels que
les insecticides affectent intensément le lectisme et la socialité des abeilles (Williams, et al.
2010 ; Brittain & Potts, 2011). Cela révele que des mesures de conservation des pollinisateurs
doivent étre mises en place dans ce type de milieu afin de limiter au maximum les conséquences
des pesticides sur les réseaux de pollinisation. Malgré les nombreuses interdictions de 1’utilisa-
tion de certains produits agrochimiques faites au cours de cette derniére décennie, d’autres pro-

duits équivalents arrivent sur le marché et continueront d’impacter notre biosphére.
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V1. Conclusion

Les résultats obtenus lors de cette étude confirment partiellement les variabilités de la quantité

et de la composition chimique du pollen des ressources florales en milieu agricole.

La composition stérolique varie selon I’espece florale. L’ensemble des plantes étudiées présente
une teneur riche en stérols C29, tels que le B-sitostérol et les 67-stérols. Deux Asteraceae,
Centaurea cyanus et Helianthus annuus, semblent respectivement caractérisées par une teneur

importante en §7-stigmastérol et 57-avenastérol.

La concentration et la composition en acides aminés totaux et essentiels varie fortement selon
I’espéce florale, 1I’exposition en pesticides du site et 1’association entre ces deux facteurs. Les
résultats ont montré que les teneurs en acides aminés des especes Helianthus annuus, Malva
sylvestris et Zea mays étaient significativement plus élevées dans un paysage exposé a
I’agriculture biochimique. Selon leur structure chimique azotée, certains acides aminés
essentiels (arginine, histidine, lysine, phenylalanine) et non-essentiels (proline et tyrosine)
présentent une concentration plus abondante sur ce type de milieu, contrairement a d’autres
acides aminés essentiels (acide aspartique et théronine) et non-essentiels (acide glutamique et

sérine) qui ont tendance a diminuer.

Parallélement, 1’étude réalisée sur les visites florales ne met pas en évidence de différence
significative en termes d’abondance et de diversité en considérant I’ensemble des especes
florales cibles. Cependant, si 1’on considere les résultats espece par espece, Achillea
millefolium est préférentiellement visitée par des diptéeres ainsi que des abeilles solitaires de la
famille des Andrenidae, contrairement aux autres especes florales visitées en grande partie par
des Apidae comme Bombus lapidarius et Bombus pascuorum. Par ailleurs, il semblerait que
I’exposition & des pesticides puisse favoriser certains traits fonctionnels de la comunauté
d’abeilles. En effet, la proportion de visiteurs floraux nichants au-dessus du sol est supérieure

dans un milieu agricole comparé a un milieu biologiquement sain.

Ces résultats ont permis de démontrer I’impact des produits agrochimiques sur le pollen des
ressources florales. En effet, ces produits agissent au niveau du sol et leur effet se répercute sur
la quantite et la qualité chimique du pollen produit par la plante, impactant directement les

interactions avec les visiteurs floraux. Une conséquence directe peut également se faire,
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notamment en favorisant certaines abeilles moins exposées aux pesticides de par leurs traits

écologiques.
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V1. Perspectives

Bien que I’étude des pesticides sur la chimie du pollen et le réseau plantes-pollinisateurs s’élargi
de plus en plus depuis ces derniéres années, ce travail peut mener a de nouveaux projets de

recherche.

Tout d’abord, il serait intéressant de poursuivre 1’étude en Belgique sur d’autres exploitations
agricoles que Dilbeek et environnements biologiques similaires que ceux étudiés a Mons. La
variabilité géographique a I’échelle de la commune permettrait une comparaison des sites afin
de confirmer les conséquences des pratiques agricoles sur la qualité du pollen et la composition
des communautés d’abeilles associées, en considérant la diversité de leurs et les traits

écologiques.

L’ajout d’espéces florales dans le jeu de données permettrait également une étude plus
représentative. Il serait possible de voir si la qualité des ressources de familles de plantes, en
particulier celles attirant le plus les abeilles (Asteraceae, Brassicaceae, Fabaceae, Rosaceae,
etc.) est facilement influencée par I’exposition des produits agrochimiques. De la méme
maniére, une différenciation pourrait avoir lieu entre des plantes sauvages et celles issues de
grandes cultures. Des moyens de conservation pourraient étre mises en ceuvre concernant les

especes florales fortement affectées par les pesticides.

En outre, il serait intéressant d’étudier plus finement 1’impact des pesticides au niveau des
réseaux de pollinisation ; c’est-a-dire cibler des especes de pollinisateurs soumis directement et
indirectement aux pesticides, avoir une idée de leur régime alimentaire (souvent polyfloral) afin
de déterminer si des especes ou groupes d’abeilles (sociales, solitaires, etc.) sont plus affectés

que d’autres et si ils ont la possibilité de se procurer I’entiéreté de leurs nutriments essentiels.

Finalement, il serait intéressant d’étudier plus précisément la métabolisation par la plante des
molécules azotées provenant de produits agrochimiques en considérant non seulement les
acides aminés mais également d’autres molécules telles que les alcaloides. Ces changements
dans la qualité des ressources pourraient étre couplés avec des bioessais afin de mesurer

I’impact sur le développement et la survie des abeilles.
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I X. Annexes

Annexe 1 : Comparaison des concentrations absolues en stérols dans le pollen des especes
florales Phacelia tanacetifolia, Helianthus annuus, Zea mays, Centaurea cyanus, Malva

sylvestris et Achillea millefollium pour les deux sites.
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Annexe 2 : Composes stéroliques des pollens floraux. Les proportions individuelles de chacun des composés sont exprimeées en pourcentage de la
composition stérolique totale (moyenne + écart-type), la concentration en stérols totaux est exprimée en mg par g de pollen lyophilisé (moyenne +
écart-type). Les valeurs en vert proviennent du pollen peu exposé aux pesticides et celles en orange du pollen fortement expose aux pesticides. Les

composés stéroliques de Centaurea cyanus n’ont pas pu étre déterminés pour le site peu exposé aux pesticides.

Espéces Achillea millefolium Centaurea cyanus Helianthus  Malva sylvestris Phacelia tanacetifolia Zea mays
Stérols annuus
Cholestérol 128+78 0,5+0,46 8,7+15 2,5 0,8
2,9%0,8 19,7+9,9 0 44+12 1,6 £0,46 0
Desmostérol 1,0+0,6 20+£19 4,2+0,6 53 0,2
2,6 0,5 1,2+0,6 0 3525 2,8 1,2 0,2 +0,05
24-méthylenecholestérol 3621 135+5,8 422 +49 15,0 16,2
+ campesterol 5441 16+0,8 0 30,1 +21,6 34,8 £ 26,7 24,8+ 9,3
Stigmastérol 1,7+0,9 34+33 11,8+9,9 51 6,8
19+172 1,7+0,8 0 18,4 +9,9 5940 2,2+0,8
B-sitostérol 42,4 +249 29,1+£198 209+25 15,0 52,9
45,4 + 36,3 2,3+172 52472 33,6 £26,1 44,0 + 24,3 27,9+21,1
A5-avenastérol 0 38+37 0 50,6 20,1
2625 8,8x44 16,5+ 6,9 7,3x7,2 47,2 = 30,7 35,0 £ 23,6
Cholesténone 0 1,8+1,7 0 2,8 1,1
0 7,3x3,7 0 0 4,8+3,0 7,3x4,7
A7-stigmastérol 38,6 + 26,44 12,4+9.3 122+7,1 3,1 0,8
24,3 £ 20,5 75,6 £ 36,7 22,7+148 128+0,5 13,0+£5,9 14+0,8
A7-avenastérol 0 33,6 25,4 0,1+0,06 0,6 1,0
10,1 +£8,8 54,6 £27,3 66,7 £ 66,3 3231 1,24 +£0,1 2414
Total (mg/g) 8,7+5,7 97,6 +13,1 159+ 7,9 7,7 36,2
4520 24+14 6,6 3,2 19,3+£2,7 58+3,7 52,8 £ 37,4
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Annexe 3 : Comparaison des concentrations absolues en acides aminés totaux (AAT) dans le

pollen des espéces florales Phacelia tanacetifolia, Helianthus annuus, Zea mays, Centaurea

cyanus, Malva sylvestris et Achillea millefollium pour les deux sites.

35

30

25

20

15

10

Concentration en AA (mg/g)

5 I
0

et I N

sospex I N

. |

sans_pes [N IR
et | NN

sans_pes: [N
-y =

=- N
i ¢

s pes [T Y

bl b=
& 2

o i

=4 =

o o

v e

Phacelia Helianthus fea mays Centaurea  Malva sylvestris Achillea
tanacetifolia annuus cyanus millefolium

Espéces florales

HAsp EThr HSer BGu EPro BGl BAla BVal Bille Blew ETyr EPhe B His Elys ®mArg

Annexe 4 : Comparaison des concentrations absolues en acides aminés essentiels (EAA) dans

le pollen des espéces florales Phacelia tanacetifolia, Helianthus annuus, Zea mays, Centaurea

cyanus, Malva sylvestris et Achillea millefollium pour les deux sites.
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Annexe 5: Composés en acides aminés totaux et essentiels des pollens floraux. Les proportions individuelles de chacun des composés sont
exprimées en pourcentage (moyenne * écart-type), la concentration en acides aminés totaux et essentiels est exprimée en mg par g de pollen

lyophilisé (moyenne + écart-type). Les valeurs en vert proviennent du site sans pesticides et celles en orange du site avec pesticides.

Especes Achillea Centaurea cyanus Helianthus Malva sylvestris  Phacelia tanacetifolia ~ Zea mays
Acides aminés millefolium annuus

Alanine 5,8 £ 0,06 59 5,6 £ 0,05 52+0,10 5,4 0,09 6,1 +£0,11
5,7+0,10 2,9+0,01 2,9+0,02 2,9+0,03 5,6+0,01 2,9+0,02

Arginine 51+0,14 53 53%0,14 57+0,11 6,8 + 0,36 55+0,25
50+£0,17 13,3+0,04 13,4 £ 0,06 13,4 £ 0,09 6,8 + 0,20 13,3+ 0,06

Acide aspartique 9,8+0,24 10,0 10,0+ 0,38 10,8 £ 0,27 9,9+0,24 9,8+0,18
10,2 £ 0,29 2,3+0,05 2,2+0,02 2,2 10,05 10,3+0,41 2,2%+0,03
Acide glutamique 125+0,14 11,4 11,3+ 0,02 11,2+ 0,24 11,8 £ 0,09 10,8 £ 0,17
12,4 £ 0,23 3,6 £0,02 3,5+0,02 3,5+0,03 12,0+0,18 3,5+0,03

Glycine 500,04 5,0 55+0,04 4,7+0,09 5,9+0,09 50£0,14
500,11 2,5+0,01 2,5+0,01 2,5+0,02 5,0+ 0,06 2,5%0,02

Histidine 5,6 £ 0,05 0,2 6,9 £ 0,08 3,9+£0,08 4,1+0,31 3,5+ 0,06
530,12 13,2+ 0,04 13,2+ 0,03 13,2 + 0,06 3,9+0,15 13,2 +0,03

Isoleucine 550,37 53 50+£0,21 5,4 +0,53 55+£0,13 4,7+0,22
5,5+0,47 530,05 54+ 0,03 54+ 0,02 55+0,10 54 +0,03

Leucine 7,8+£0,32 7,3 7,8+£0,20 7,6 £0,28 7,8+£0,13 7,2+0,17
750,11 5,6 +0,04 5,7+0,02 550,02 7,5%0,14 5,7+0,02

Lysine 9,6 +£0,71 9,5 8,6 £0,21 15+0,25 7,5+ 0,50 8,4+0,34
9,5+0,23 10,0 £ 0,08 10,1+ 0,04 2,9+0,03 7,0+ 0,08 10,0 £0,04

Phénylalanine 49+0,21 51 54+0,19 9,2+0,23 6,0 £0,41 4,9 0,09
48+0,13 8,3+ 0,09 8,3+0,11 10,1+ 0,13 58+0,16 8,3+0,13
Proline 95+042 12,8 74 +0,11 7,6+217 8,8+1,25 10,4 +0,44
9,7+0,15 145+ 0,07 14,3 + 0,09 143+ 0,15 9,0+£0,15 144+ 0,11
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Sérine 5,6+ 0,10 6,6 52+0,15 650,16 54+0,10 6,8+0,19
57+0,11 2.1+0,02 2,0+0,01 2.1+0,03 5.4 +0,02 2,0 +0,02

Thréonine 480,12 5.1 53+0,11 570,13 53+0,07 580,10
4.8 +0,07 2.2+0,03 22+0,1 2.2 +0,04 5,3+ 0,09 2.2+0,02

Tyrosine 43+0,26 4.9 4.6 £ 0,06 450,12 52+0,38 43+0,38
43+0,17 9,1+ 0,06 9,2 +0,09 9,1+0,12 50+0,21 9,1+0,11

Valine 5,8+ 0,10 5.9 6,1+0,25 6,5+0,21 5,6+0,25 6,8 0,26
6,1+0,18 5,1+ 0,04 5,1+ 0,02 5,1+ 0,02 57 +0,22 5,2 +0,03

Total AAE (mg/g) 10,6 + 0,37 13,9+ 0,74 15,0 + 0,44 9,8+0,35 19,0 + 0,56 10,2+ 0,35
11,1+ 0,41 17,4 + 1,12 21,0 + 1,36 18,9 + 1,22 19,1 + 0,60 20,4 +1,31

Total AAT (mg/g) 18,5+ 0,46 25,9 + 0,81 24,9+ 0,49 16,3+ 0,36 32,5 £ 0,69 18,0 + 0,40
19,3 + 0,49 26,7 +1,18 32,1 +1,42 26,7 +1,18 32,9 £0,73 31,1+1,38
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