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INTRODUCTION

Les problemes actuellement rencon-
trés par les abeilles sont révélateurs de
dysfonctionnements environnementaux
et donnent lieu 2 un nombre croissant
de recherches. Dans ce contexte, la
palynologie est un outil des plus per-
formants pour appréhender avec pré-
cision le spectre d’approvisionnement
des insectes dans leur zone de butinage.
Dans le cadre d’études de I'impact des
pratiques agricoles sur les abeilles, nos
recherches portent sur l'alimentation
de I'Abeille domestique (Apis mellifera
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L.). Nous nous intéressons aux espe-
ces « clé » qui fournissent des ressources
polliniques en installant des colonies
sur des sites d’observation. Sur celles-ci,
nous procédons a des prélevements de
pelotes de pollen au moyen de trappes
situées a l'entrée de la ruche au cours
d’une saison apicole.

En lien avec nos besoins de recher-
che, le nombre annuel de nos échanti-
llons de pelotes a doublé, passant de 100
a 200, et a raison de 2 lames par échan-
tillon, le nombre d’analyses annuel s’est
élevé a 400 en 2011. Notre méthode de
comptage étant basée sur un minimum
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de 1000 grains de pollens comptés,
nous avons été rapidement confrontés a
un probleme de temps face au nombre
d’analyses a effectuer. En s’appuyant sur
les références bibliographiques (VERGE-
RON, Ann. Abeille, 7 (4): 349-364. 1964;
LOUVEAUX et al., BeeWorld, 59: 139-157.
1978), nous avons cherché a réduire le
nombre de grains comptés, 'objectif
étant la diminution du temps d’analyse
sachant que nous nous intéressons aux
especes majoritairement butinées par
les abeilles (fréquence > 5%). Pour cela,
nous avons comparé des numérations
sur transects entiers avec des métho-
des de comptage alternatives par sous-
échantillonnage.

MATERIELS ET METHODES

Nous avons travaillé a partir de 10
échantillons de pelotes de pollens récol-
tés sur des sites d’observation situés
dans la plaine de Niort (Deux-Sevres,
France).

Pour chaque échantillon, une goutte
issue d’'une suspension homogene de
pollens (4 g de pollens secs dans 100
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Sens de lecture de I'échantillon

FIGURE 1. Schéma d’une lame.
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ml de sérum physiologique) est séchée,
dégraissée et montée sur lame dans
de la glycérine gélatinée sous lamelle
(18x18 mm). Ensuite, Iidentification et
le comptage s’effectuent sur écran 2
partir d’'un microscope (grossissement
x400) couplé a un logiciel d’imagerie.

Pour chaque lame, le dénombrement
a été effectué au long d’'un transect cen-
tré sur la préparation dont le point de
départ a été précisément localisé pour
les comptages ultérieurs (selon les axes
X et Y de la platine du microscope
[Figure 1], complété par photographie).

Pour mener cette étude, plusieurs
questions se sont imposées. En premier
lieu, est-il possible de déterminer un
mode de lecture alternatif en adéqua-
tion avec nos objectifs? Sur un transect
centré sur la préparation, un « échanti-
llonnage systématique » (non aléatoire),
est-il envisageable ? Ceci nécessite par
ailleurs une vérification préalable: Quel
est le niveau d’homogénéité de la distri-
bution spatiale des pollens par especes
dans les préparations ? Et doit-on échan-
tillonner sur toute la largeur de celles-ci
? L’étude a donc nécessité deux phases
pour vérifier (i) le niveau d’homogénéité
des échantillons, puis (i) I'éventualité
d’'un mode de lecture alternatif.

Phase 1: Quel est le niveau
d’homogénéité des lames ? Ce travail
a ¢té effectué sur 10 échantillons avec
répliquat. Pour chaque lame, nous
avons d’abord procédé a un comptage
exhaustif de chaque espéce présente
sur un transect complet, ensuite frac-
tionné en quatre quarts et dénombrés
de la méme maniere.
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Comparaison entre 1/4

Chi-2 sur espéces a fréquence > 5 %
(Degré de liberté 3)
Taxon P value
type Brassica napus n.s.
type Aesculus hippocastanum n.s.

type Quercus robur n.s.

FIGURE 2. Distribution des pollens dominants dans une préparation homogene
(détails dans le texte).

Des tests du Chi-2 ont été réalisés
sur les especes dominantes (fréquence
> 5%). Le premier test a consisté a
comparer les quarts entre eux, puis le
second le centre et la bordure de la pré-
paration. Avant de présenter les résul-
tats de la phase 1, voici deux exemples
illustrant bien ce que 'on peut obser-
ver. La figure 2 représente la prépara-
tion avec son transect divisé en quarts
(Figure 2, photo en haut a droite). Si on
compare le nombre de grains comptés
(Figure 2, graphique du haut) a son
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expression en pourcentage du total
(Figure 2, graphique du bas), on cons-
tate qu’il y a un plus grand nombre
de grains dans la partie centrale mais
que les concentrations restent homo-
genes sur 'ensemble de la préparation.
Les résultas du test Chi-2 le confirment
puisqu’il n’y a aucune différence signi-
ficative pour chaque taxon.

Le second exemple (Figure 3) per-
met de montrer que cette homogénéité
ne se retrouve pas sur I'ensemble des
préparations. Ici le Colza (Brassica
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napus) est inégalement réparti (Figure
3, graphique du haut) et a engendré une
augmentation des pourcentages chez le
Trefle violet (Trifolium pratense) dans
la deuxiéme partie du transect (Figure
3, graphique du bas). Les statistiques
révelent une différence significative de
concentration des pollens entre quarts
pour le Trefle violet et proche de I'étre
pour le Colza.

L’ensemble des tests Chi-2 a pro-
duit les résultats suivants. La comparai-
son entre quarts a permis de mettre en

évidence des différences significatives
pour quatre préparations, soit 20% de
cas hétérogeénes. La comparaison entre
bordure et centre a fait apparaitre 35%
de préparations hétérogenes. En con-
clusion, ces résultats montrent qu’il est
impératif d’échantillonner sur toute la
largeur de la préparation.

Phase 2: Peut-on déterminer un mode
de lecture alternatif ? Un dénombrement
avec occultation de champs microsco-
piques numériques est-il envisageable ?
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FIGURE 3. Distribution des pollens dominants dans une préparation hétérogéne
(détails dans le texte).
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Cette étude a été réalisée sur les 6 pre-
miers échantillons avec répliquat étudiés
dans la phase 1 en conservant exacte-
ment le méme transect mais cette fois
en ne dénombrant qu’un champ micros-
copique numérique sur trois (Figure 4),
puis un sur quatre et enfin un sur cing.
Un transect complet comprend 50 2 60
champs numériques.

Les résultats des tests Chi-2 sur les
especes majoritaires (fréquence > 5%)
comparant les comptages alternatifs
au transect entier n'ont montré aucune
différence significative en mode 1
champ sur 3. Par contre, il est apparu
une différence significative en mode 1
sur 4, et quatre en mode 1 sur 5 dans
trois préparations.

200 pm

! b\

150 pm

Ay
Champs numériques
occultés

|
Champs numériques
dénombrés

FIGURE 4. Schéma d’un transect avec occultation de deux champs numériques sur trois.

CONCLUSION

La phase 1 a montré que dans
20% des cas, il peut y avoir une hété-
rogénéité partielle des préparations.
L’homogénéité des préparations peut
dépendre de la suspension initiale de
pollens ainsi que du montage sur lame,
notamment la pose de la lamelle sur la
préparation qui est une phase critique
(maitrise du geste). On peut parler alors
d’effet opérateur. Il est donc impératif de
travailler sur 'ensemble d’un transect.

Dans la phase 2, la comparaison des
modes alternatifs au transect intégral
a vérifié une linéarité des résultats de
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dénombrement. Le mode de lecture «un
champ sur trois » a donné les résultats
les plus satisfaisants.

Ce travail nous permet de recon-
sidérer une méthode de travail plus
adaptée a nos besoins que celles dont
nous disposions dans la bibliographie.
Le mode un champ sur trois apparait
suffisamment fiable et nous avons pris
la décision de modifier notre technique
de comptage dont le but est d’estimer
les especes prédominantes butinées par
les abeilles pour leur alimentation polli-
nique. Cette nouvelle méthode nous a
ainsi permis de réduire d’au moins 50%
le temps consacré au dénombrement.
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