











10.

11

14

14.

15

Bien rincer la sonde du sonicateur (éteint) avec un jet fort de saline dans le tube qui a
servi a I’égoutter.

Placer un disque de toile filtrante sur le support en verre fritté¢ du systéme de filtration
et agiter le tube contenant le pollen (ou le passer au bac a ultrasons BRANSON 1510
réglé en mode set sonic, pendant 10 s) afin d’homogénéiser la suspension.

Verser une fraction du contenu du tube sur le filtre (le nombre de fractions, et donc de
filtres, dépend du poids de la pelote avec comme objectif de ne pas avoir plus de 6000
grains de pollen par filtre : Deux sont suffisants lorsque la pelote pése moins de 0,20
mg, mais il en faut 4 pour une pelote entre 0,2 et 1,0 mg et 6 ou plus si le poids de la
pelote est supérieur & 1 mg). Pour partager plus facilement le contenu du tube en 6,
répartir le liquide entre deux tubes KIMBLE et ajouter dans chacun 12 mL de saline,
puis verser le contenu de chaque tube sur 3 filtres).

Déposer une goutte de solution de glycérol sur une lame de microscope, puis poser le
filtre dessus.

Répéter cette opération pour chaque filtre. Sur le dernier, bien rincer le tube vide avec
une pissette de saline, puis ajouter les eaux de ringage de la sonde en ringant le tube.

Aprés avoir mis un nouveau filtre sur le support en verre fritté, mettre la patte dans un
tube KIMBLE avec 12 mL de saline et 100 uL de vert de malachite. Effectuer un
traitement de sonication comme a ’étape 2.

Récupérer le tube contenant la patte postérieure d’abeille et le remplacer par le tube
vide dans lequel la sonde va s’égoutter.

Récupérer la patte a ’aide d’une pince fine, la rincer au-dessus du filtre avec une
pissette de saline, et I’examiner sous une loupe binoculaire pour s’assurer qu’elle est
bien indemne de pollen. Rincer la pince au-dessus du filtre.

. Versez le contenu du tube sur le filtre en le ringant avec de la saline.
13.

Rincer la sonde du sonicateur dans le tube qui a servi a I’égoutter et verser le contenu
du tube sur le filtre.

Nettoyer la sonde pour la sonication suivante en la plagant environ 15 secondes au bac
a ultrasons.

Déposer une goutte de solution de glycérol sur une lame de microscope, puis poser le
filtre dessus.



Résumé

La pollinisation des cultures entomophiles sous abris clos nécessite 1’introduction d’insectes
pollinisateurs. L’abeille domestique peut bien s’adapter a ces milieux et elle est de plus en plus
utilisée. Mais sous abris le pollen se trouve souvent en quantité limitée et les abeilles en récoltent pour
alimenter leur colonie. L’impact de cette récolte peut étre considérable puisque nous avons trouvé
qu’un milligramme de pelote séche récoltée dans un tunnel fermé de melon contenait en moyenne
21400 grains de pollen de cette espéce. Autrement dit, une charge méme trés modeste de 3 mg de
pelotes séches représenterait la disponibilité totale en pollen de 7 fleurs staminées. Nous avons donc
testé I’hypothese que le nourrissement au pollen des colonies qui permet de réduire cette récolte de
pollen pourrait aussi se traduire par une augmentation de leur activité pollinisatrice. Pour cela, deux
colonies d’environ 6300 abeilles ont été installées a des dates différentes, chacune dans un tunnel de
22 m de long sur 8 m de large conduit en ‘abeilleproof” et contenant une culture de melon monoique
en fleurs. Huit jours aprés leur mise en place, les colonies ont été nourries le soir avec 1,2 kg de
pollen. Dés le lendemain et pendant les 4 jours consécutifs de relevés qui ont suivi ce nourrissement,
ce traitement a eu pour effet (i) de diminuer de plus de moitié le nombre de butineuses de pollen, (ii)
de multiplier par quatre I’efficacité pollinisatrice individuelle des butineuses en termes de quantité de
pollen déposée sur les stigmates aprés une seule visite et plus encore en termes de fructification, et (iii)
de multiplier par deux I’activité pollinisatrice des colonies évaluée comme la charge en pollen des
stigmates des fleurs en pollinisation libre. Le nourrissement au pollen des colonies pour la
pollinisation des cultures sous abris clos présente donc un intérét potentiel considérable pour améliorer
la pollinisation chaque fois qu’il y a des risques de manque de pollen, en particulier pour la production
de semences hybrides. L’impact d’un tel traitement sur les colonies et sur leur activité pollinisatrice en
plein air reste cependant & déterminer.

Abstract

The pollination of entomophilous crops under insectproof enclosures requires the introduction
of pollinating insects. Honey bee colonies can adapt well to such confined environments and they are
now used extensively. But pollen is often a limited resource under enclosures and bees collect it to
feed their colonies. The impact of their pollen harvest can be considerable as our results indicate that
one mg of dry pollen pellet foraged in a greenhouse planted only with cantaloupe contained on
average 21400 pollen grains of this species. That is even a modest load of 3 mg of dry pellets would
represent the total amount of pollen available in 7 staminate flowers. We therefore tested the
hypothesis that the pollen feeding of colonies which reportedly reduces their pollen harvest may also
lead to an increase in the pollinating activity of a colony. To do so, two colonies of ca. 6300 bees were
installed each on a separate date in a beeproof 22-m long by 8-m wide plastic greenhouse planted with
monoecious cantaloupe. Eight days after their introduction, the colonies were fed 1.2 kg of pollen. The
very next day and over the consecutive 4 days during which we monitored the situation afterwards,
this feeding (i) reduced the density of pollen foragers by more than half, (ii) multiplied by four the
pollination effectiveness of individual foragers measured as the stigmatic pollen loads after a single
visit and even more so when based on the fruit set of these flowers, and (iii) doubled the pollinating
activity of the colonies (stigmatic pollen loads from open-pollinated flowers). Pollen feeding of
colonies used for pollination in enclosure thus offers great potential to improve pollination whenever
there is a risk of pollen shortage, especially for the production of hybrid seeds. Yet the effect of such a
treatment on the colonies and on their pollinating activity in the open remains to be studied.






