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Résumé — La nouvelle méthode proposée ici permet la comparaison de la qualité nutritionnelle de
régimes alimentaires soumis a Bombus terrestris. Elle est basée sur la comparaison de la productivité
de colonies orphelines, de la durée de vie et de la taille des individus males qui en émergent. Afin d’éva-
luer la méthode, certaines colonies orphelines ont regu un régime constitué de sirop de sucre et de pol-
len de colza (22% de protéines) et d’autres de sirop et de pollen de tournesol (13% de protéines). La
productivité des colonies orphelines, Ia taille et la longévité de leur descendance male ont été les
plus grandes dans les colonies nourries avec le pollen de colza, plus riche en protéines. Une méthode
complémentaire destinée a comparer I'appétence des régimes alimentaires est aussi décrite. Les
colonies consomment plus de pollen de colza que de pollen de tournesol.

Bombus terrestris / nutrition / appétence / régime alimentaire / test biologique

INTRODUCTION

Les bourdons ont une grande importance
écologique et économique. lls servent
d’intermédiaires pour la perpétuation de
quantités d’espéces de plantes et la polli-
nisation de nombreuses cultures. Dans la
pollinisation des tomates sous serre, ils se
montrent plus efficaces qu’Apis mellifera L
et que les systémes de vibration mécanique,
ils permettent une nette augmentation pon-
dérale et qualitative de la récolte (De Wael
et al, 1990 ; Navez et Budin, 1990 ; Banda
et Paxton, 1991). Leur utilisation a cette fin

est a l'origine d’une véritable industrie d’éle-
vage des bourdons.

Dans toute pratique d’'élevage P'un des
facteurs essentiels a maitriser est I'alimen-
tation. Actuellement, le seul aliment pro-
téique donnant des résultats satisfaisants
pour Bombus terrestris est le pollen frais,
récolté par I'abeille domestique et congelé.
Rien ne prouve qu'il s’agit la d’'une alimen-
tation optimale pour les bourdons. Il semble
par ailleurs qu’il y ait de grandes disparités,
liees a leurs diverses origines florales, dans
les caractéristiques nutritionnelles de ces
pollens congelés (Stanley et Linskens,
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1974 ; Gilliam et al, 1980 ; Loper et Ber-
del, 1980 ; Mc Caughey et al, 1980 ; Rayner
et Langridge, 1985). Il est donc de premiere
importance de tester leur valeur nutritive.

Déterminer les besoins nutritionnels des
bourdons doit permettre d’améliorer les pra-
tiques d'élevage de B terrestris et de mieux
comprendre les interactions de I'espéece
avec son environnement floristique. Une
telle étude nécessite avant tout la mise au
point de méthodes de test alimentaires
adaptées aux bourdons.

MATERIEL ET METHODES

Régimes alimentaires testés

Deux mélanges de poliens de gualité différente,
fournis par la société des Ruchers du Centre
(France) et conservés par congélation servent
de base aux régimes alimentaires testés. |l s'agit
respectivement d'un melange composé majori-
tairement de polien de coiza (22% de teneur en
protéines) (lot A) et d’autre part de pollen de tour-
nesol (13% de teneur en protéines) (lot B). La
teneur protéinique des mélanges a été évaluée
par la méthode du Micro-Kjeldhal sur la base
d'une estimation de leurs teneurs en azote (Kirk,
1950). La composition floristique des mélanges de
pollens a été déterminée au CARI (Centre api-
cole de recherche et d'information, Louvain-La-

Tableau I. Composition botanique (en % de
grains de pollen) des 2 mélanges étudiés, lot A et
lot B.

Lot A (colza) Lot B (tournesol)

65% Brassicaceae
14% Renonculaceae
12,3% Rosaceae
4% Fabaceae

2,2% Eucalyptus
1,5% Cistaceae
autres 1%

37,6% Asteraceae
26,5% Poaceae
16,3% Taraxacum
13,7% Brassicaceae
3,4% Rosaceae
2,5% Fabaceae

Neuve, Belgique) par identification botanique et
par comptage des grains a 'hémacytomeétre sous
microscope optique (tableau I). Une correction
volumétrique en fonction de la taille moyenne
des pollens en présence a été effectuée mais n'a
pas modifié le rang d’abondance relative des pol-
lens. Pour compléter le régime alimentaire, on
fournit aux bourdons une source de glucides sous
la forme d’une solution de sucre inverti (50%
Poids/Volume) dont le pH a été ajusté a 4,7 par
addition d’acide citrique.

Origine taxonomique des bourdons

Les bourdons utilisés appartiennent a une souche
de B terrestris terrestris (L) originaire du sud-est
de la France (Var).

Conditions d’élevage

Toutes les colonies sont maintenues dans une
salle d'élevage climatisée a une température de
29°C et a une humidité relative de 80%. La piéce
est éclairée en lumiére rouge, ce qui permet
I'observation des colonies sans perturber leur
activité interne.

Les colonies parentales sont nourries a 'aide
d’'une solution & 50% de sucre inverti amenée &
pH 4,7 par 'ajout d’acide citrique ainsi qu'avec
du pollen frais d'origines diverses conservé par
congélation. Les aliments sont renouvelés tous les
2j.

Les colonies orphelines sont placées dans
des boites d’élevage en bois chacune étant divi-
sée en 2 compartiments de mémes dimensions
communiquant entre eux par une ouverture pra-
tiquée dans la plaque de séparation. Cette ouver-
ture est suffisamment grande pour permettre le
libre passage des bourdons d’'un compartiment a
l'autre. L'un des 2 compartiments est couvert par
un cache amovible (compartiment a nidification)
et l'autre par un treillis amovible lesté (comparti-
ment a nourriture). Dans ce dernier comparti-
ment, on place des coupelles a polien de 4 cm de
diameétre et, comme nourrisseurs a sirop, des
piluliers a capsule trouée retournés sur un support
en treillis. Les ouvriéres pondent dans l'autre
compartiment ou a été déposé un morceau de
cire parentale. Le plancher de chaque boite est en
treillis laissant passer les déchets de la colonie qui
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sont ainsi évacués. Ce modéle de boite a été mis
au point par de Jonghe pour des expériences
d’hybridation (de Jonghe, 1982 ; de Jonghe et
Rasmont, 1983).

Test qualitatif de valeur nutritionnelle

Le principe général de la méthode proposée ici
est de constituer de petites colonies orphelines de
B terrestris nourries chacune exclusivement avec
les aliments étudiés. Ainsi séparées de leur reine,
les ouvrieres constituent trés rapidement un cou-
vain constitué uniguement de méles haploides
issus de femelles non fécondées. Les males issus
de telles colonies ayant été exclusivement nour-
ris depuis leur premier stade larvaire au moyen du
régime alimentaire étudié, leur taille, la précocité
de leur émergence et leur durée de vie devraient
refléter la valeur nutritive de celui-ci.

Tous les parameétres biométriques sont mesu-
rés sur un total de 8 colonies orphelines, a rai-
son de 4 colonies par type de régime alimentaire
testé.

Afin de différencier sur les parametres mesu-
rés I'effet de I'appétitivité et de la valeur nutritive
du régime alimentaire testé, nous avons opté
pour un mode d’alimentation rationné. Durant ce
premier test, la nourriture n’est pas fournie ad
fibitum aux colonies orphelines.

Des amas de cocons contenant des nymphes
d’ouvrieres prétes a émerger sont prélevés dans
les colonies et déposés dans une couveuse (tem-
pérature : 33°C, humidité relative : 60%). L'opé-
ration est renouvelée chaque fois que tous les
cocons sont éclos ou quand it Ny a plus eu d’éclo-
sion pendant plusieurs jours.

Aprés I'’émergence de 5 ouvrieres, celles-ci
sont placées dans une boite d’élevage avec un
morceau de cire parentale comme stimulant
social. Elles forment ainsi une colonie orpheline.

On laisse jeQiner ces ouvriéres pendant 1 h
afin qu’elles éliminent les aliments qui pourraient
subsister dans leur tractus digestif. Cette opéra-
tion marque le début du test alimentaire. L'expé-
rience montre que ce délai est suffisant et qu’'un
prolongement de celui-ci augmente fortement la
mortalité.

Au cours du test, des rations pesées et renou-
velées tous les 2 j, sont distribuées aux colonies
orphelines. Les rations sont établies de telle facon
qu’elles soient entierement consommées en 2 j.

Les boites sont permutées tous les jours afin de
régulariser I'effet social entre les colonies orphe-
lines en minimisant Y'effet de bord. Les bourdons
males sont maintenus, avec leurs génitrices, dans
les colonies orphelines dont ils sont issus.

Les parametres observés sur 100 j d’expé-
rience sont :

—la durée de vie de chacun des males ;

- la longueur radiale (LR) de l'aile antérieure
droite de chacun des males morts au cours de
Pexpérience (fig1) (ce dernier paramétre est repré-
sentatif de la taille du bourdon selon Medler,
1962) ;

- la durée de la période précédant 'émergence
des males ;

- le nombre de males émergés ;

—la durée de la période précédant la formation du
premier cocon.

Les males nouveliement émergés sont numé-
rotés a l'aide d'une pastille collée sur le méso-
notum (Kwak, 1987). La distance correspondant
a la longueur radiale (LR) de I'aile antérieure
droite de chaque male est mesurée sous une
loupe binoculaire équipée d'un micrométre ocu-
laire.

Test d’appétence

Cette seconde méthode est indispensable pour
comparer 'appétence pour les régimes alimen-
taires. On évalue celle-ci en mesurant les quan-
tités d’'aliments consommés quotidiennement par
des colonies de bourdons complétes (possédant
une reine) nourries ad libitum.

Fig 1. Dessin de l'aile antérieure droite de Bom-
bus terrestris . LR : « longueur radiale », distance
allant de la base de la veinule de la premiére cel-
lule submarginale jusqu’a Yapex de la cellule
radiale (Medter, 1962).
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Il semble logique que la quantité de nourri-
ture ingérée soit un des facteurs primordiaux qui
puissent déterminer la taille et la productivité
d’'une colonie. Une nourriture plus appétente et
donc consommée en plus grande quantité devrait
— en premiére approximation et sauf en cas d'effet
toxique — permettre I'élevage d’un plus grand
nombre d’individus.

Trois colonies comportant au moins 50
ouvriéres sont utilisées pour cette expérience.

Des coupelles de 6 cm de diameétre conte-
nant chacune 1 des régimes a tester et 1 nour-
risseur rempli de sirop de sucre sont déposées
dans chaque colonie.

Tous les 2 j, on renouvelle les aliments et
lorsgu’on retire les coupelles utilisées, on mesure
la différence de poids frais correspondant & la
quantité d'aliment ingérée. On répéte 6 fois cette
mesure au cours du temps dans chaque colo-
nie.

Les méthodes statistiques employées sont
I'analyse de la variance a 2 critéres ou le test de
¥2. La quantité de résultats chiffrés nous permet
dans tous les cas, sauf pour la date du premier
cocon et le nombre de males émergés, d'utiliser
I'analyse de la variance pour traiter nos résul-
tats. Les 2 critéres sont le type de régime ali-
mentaire et les blocs (colonies) (Dagnelie, 1975a,
b).

RESULTATS

Test qualitatif

Durée de vie des males

Le type de pollen a eu une influence hau-
tement significative (o = 0,001) sur la durée
de vie des méles. C’est avec le mélange a
base de pollen de colza (lot A) que les
durées de vie les plus longues ont été obser-
vées, soit 36,47 + 14,17 j (moyenne + écart-
type) contre 28,81 + 11,25 dans les colo-
nies nourries avec le pollen de tournesol
(tableau Il). En revanche, il n'y a pas de dif-
férences significatives entre les colonies
orphelines ni d'interaction entre alimenta-
tion et colonies.

Taille des bourdons maéles

Le type de pollen a une influence haute-
ment significative (a = 0,001) sur la taille
des bourdons. Les bourdons males sont
plus grands s'ils ont été élevés dans les
colonies orphelines nourries a l'aide du
mélange a base de pollen de colza (lot A),
soit 3,72 + 0,30 mm (moyenne + écart-type)
contre 3,43 + 0,30 mm dans les colonies
nourries avec le mélange riche en pollen
de tournesol (tableau Il). Nous avons éga-
lement observé des différences significa-
tives (a = 0,05) entre les colonies orphe-
lines (blocs). Chaque colonie est en effet
composée d'un trés petit nombre d'ouvriéres
(5) et les différences individuelles sont
importantes. Enfin, on constate une inter-
action significative entre colonies orphelines
(blocs) et pollens.

Durée de la période précédant
I'apparition des premiers cocons
et I'émergence des bourdons méles

D’aprés le test x2 et lanalyse de la variance,
nous avons conclu, pour la date d’appari-
tion du premier cocon, a I'absence de dif-
férence significative entre les 2 types de
pollens. Pour la période précédant I'émer-
gence des bourdons males, nous obser-
vons des différences hautement significa-
tives en fonction du type d’alimentation (o =
0,001). Les bourdons méles ont d'abord
émergé dans les colonies orphelines nour-
ries du mélange a base de pollen de colza
(lot A), soit aprés 52,80 + 15,50 j (moyenne
+ écart type) contre 64,70 + 17,44 dans les
colonies nourries avec le pollen de tourne-
sol (tableau Il).

Nombre de bourdons males émergés
en 100§

Le nombre de bourdons méles émergés en
100 j est trés significativement plus grand
(o = 0,01) lorsque leurs génitrices ont été
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nourries avec le mélange a base de pollen
de colza (lot A), soit de 34,75 + 8,70 contre
24,25 + 8,41 dans les colonies nourries avec
le pollen de tournesol (tableau I1).

Test d’appétence

Les bourdons ont consommé en plus
grande quantité le mélange a base de pol-
ien de colza, 49,41 g en 12 j (= 6 répéti-
tions) contre 27,06 g pour le mélange riche
en pollen de tournesol (tableau lll). Il existe
une différence significative (a = 0,05) entre
colonies (blocs). En revanche, pour ce test,
il W'y a pas d'interaction entre alimentation et
colonies, ce qui signifie que les spécificités
individuelles n’ont pas influencé I'appétit
des colonies.

DISCUSSION

Dans I'abondante littérature consacrée aux
besoins nutritionnels d’Apis mellifera (De
Groot, 1953 ; Haydak et Dietz, 1972 ; Her-
bert et Shimanuki, 1977 ; Herbert et al,
1977 ; Barker et Lehner, 1978, entre autres),
les auteurs suivent le plus souvent la métho-
dologie décrite par De Groot (1953). Ce der-
nier préléve dans des colonies d’abeilles
domestiques des nymphes d’ouvrieres

prétes a émerger, les met a incuber puis
récupere les individus émergés pour les pla-
cer par groupe de 50 dans une cage. Il uti-
lise le développement des glandes hypo-
pharyngiennes et la durée de vie de ces
ouvriéres encagées comme parameétre esti-
mateur de la qualité nutritive des aliments
étudiés. Les glandes hypopharyngiennes
des ouvrieres d’abeilles domestiques pro-
duisent, en partie, la gelée royale destinée
a nourrir les larves et les reines. Le déve-
loppement de ces glandes est de ce fait
étroitement lié a la qualité et a la quantité
de nourriture ingérée.

Un autre parametre souvent utilisé chez
A mellifera est le nombre ou la surface
totale de cellules de couvain operculées,
ce qui caractérise la capacité d'élevage des
larves (Herbert et al, 1980). Celle-ci dépend
également de f'alimentation.

Ces parametres sont inadaptés a I'étude
des effets de la nourriture chez les bour-
dons. Leurs larves ne sont pas nourries par
des secrétions hypopharyngiennes mais
par du pollen, et ce dés leur plus jeune age
(Alford, 1975). Les glandes hypopharyn-
giennes n'ont pas de rdle alimentaire : elles
secretent uniquement des enzymes sali-
vaires et leur taille n’est pas influencée par
la qualité nutritive d’un aliment (Alford,
1975). Il n'est donc pas possible d'utiliser
leur conformation pour estimer la qualité de
I'alimentation.

Tableau lll. Quantité de pollen de tournesol et de colza (g) ingérée par les bourdons dans chaque colo-

nie (bloc).
Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3 Total
Colza Tournesol Colza Tournesol Colza Tournesol Colza Tournesol
Somme (g) 11,48 1,36 25,91 18,25 12,02 7,45 49,41 27,06
Répétitions 6 6 6 6 6
Moyenne (g) 1,91 0,22 4,31 3,04 2 1,24
Ecart type 1,80 0,18 1,92 1,22 0,78 1,21 4,50 2,61
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En ce qui concerne la durée de vie
d’ouvriéres encagees, d’autres problémes
se posent. Au sein d’une colonie de B ter-
restris, il existe une grande hétérogénéite
morphologique parmi les ouvriéres. |l pour-
rait donc y avoir des différences de durée de
vie et de fécondité corrélées a cette hété-
rogénéité, avec le risque de masquer les
possibilités d’estimation du régime alimen-
taire par une importante variabilité statis-
tique.

Enfin, chez B ferrestris, le couvain ne se
présente pas sous forme d'alvéoles facile-
ment dénombrables, ce qui complique ou
interdit la mesure de surface de couvain
operculé.

Il était donc nécessaire de mettre au point
des méthodes nouvelles avant d’aborder
I’étude des besoins nutritionnels de B ter-
restris et des autres Bombinae.

La constitution de colonies orphelines de
B terrestris permet d’effectuer un nombre
important de répétitions. Les ruchettes ont
donné des résultats dans plus de 90% des
cas (24 ruchettes sur 26) ; dans les cas res-
tants, les ouvriéres sont toutes mortes avant
d’avoir pondu.

L'utilisation d’ouvrieres prélevées au
stade nymphal comme fondatrices de colo-
nies orphelines nous a permis de mesurer
les parametres sur une descendance (bour-
dons maéles) nourrie avec le méme régime
alimentaire depuis sa conception.

Malgré les spécificités individuelles de
chaque colonie orpheline utilisée pour ie
test et I'interaction significative observée
entre colonies orphelines et aliments tes-
tés, toutes se sont comportées de la méme
maniere vis-a-vis des régimes alimentaires
proposes. Les différences observées d'une
colonie a l'autre ne masquent pas les dif-
férences entre régimes alimentaires. Des
ruchettes avec seulement 5 ouvriéres sem-
blent donc suffisantes.

Nos résultats démontrent que I'appé-
tence et la qualité nutritionnelle du mélange

de pollens riche en protéines se sont réve-
lées supérieures a celles du mélange de
pollens plus pauvre. Pour tous les para-
meétres biométriques utilisés aux cours du
test qualitatif, les différences sont haute-
ment significatives excepté dans le cas de la
date d’apparition du premier cocon. Sa
mesure nous semble néanmoins pertinente
car elle nous renseigne sur la durée de
I'ensemble des stades larvaires des méles.
Le nombre de males émergés en 100 j est
le parameétre le plus discriminant. L'obser-
vation en est aisée et, contrairement au
parameétre de longévité, il évite de devoir
prolonger expérience au-dela de 100 j.

Les méthodes mises au point au cours
de ce travail semblent donc adaptées a
I’étude des besoins nutritionnels de B ter-
restris puisqu’elles ont permis de mesurer
d'une maniére efficace les différences de
qualité entre 2 régimes alimentaires.
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Summary — New bioassays to evaluate
diet in Bombus terrestris. Traditional
bioassays of nutritional requirements in Apis
mellifera are based on parameters which
cannot be used in Bombus terrestris (ie
hypopharyngeal gland development,
longevity of caged honey bee workers and
the surface of sealed brood). It is then nec-
essary to create an original method to com-
pare nutritional quality of several bumble-
bee diets. The new method proposed here
is based on the evaluation of reproductive
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productivity of queenless colonies and of
the size and longevity of male offspring. For
this experiment, 5 newly emerged worker
bumblebees were kept queenless in small
boxes divided in 2 compartments. The
workers were reared with their offspring and
were fed with test diets and sugar syrup.
Measured parameters were: male longevity;
radial length of male right wings; time before
each male offspring; number of male off-
spring within 100 d; and time before first
cocoon. A complementary method was nec-
essary to compare the palatability of the
bumblebee diets. It is based on compari-
son of the different kinds of feeding by
colonies. As an evaluation of the method-
ology, the authors have tested the nutritional
quality of 2 mixtures of pollens: the first
mainly composed of sunflower (Helianthus
annuus L) pollen (low protein concentration:
13%), and the second of rape (Brassica
napus L var oleifera (Moench) Delile) pollen
(high protein concentration: 22%) (table I).
The longevity of males, the radial length of
their right wings and the productivity of
queenless colonies were greater (respec-
tively, 36.47 £ 14.17 d, 3.72 + 0.30 mm and
34.75 + 8.70 males) in the colonies fed with
rape polien diet than in the colonies fed with
sunflower (respectively, 28.81 + 11.25 d,
3.43 = 0.30 mm and 24.25 + 8.41 males)
(table It). Moreover, colonies of bumblebees
ate more rape pollen (49.41 g) than sun-
flower pollen (27.06 g) (table lil). This new
bioassay showed great differences between
both diets and is thus well suited to study
nutritional requirements of bumblebees.

Bombus terrestris /| nutrition / diet /
palatability

Zusammenfassung — Eine neue
Methode zur Ermittiung der Nahrungs-
qualitat fir Bombus terrestris. Die bei
Honigbienen (blicherweise zur Bestimmung
der Erndhrungserfordernisse benutzten
Parameter (dh die Entwicklung der Hypo-

pharynxdrisen, die Lebensdauer von geka-
figten Arbeiterinnen oder die verdeckelte
Brutflaiche) kénnen bei Bombus terrestris
nicht angewendet werden. Zum Vergleich
der Qualitat verschiedener Hummelnahrung
muf daher eine eigene Methode entwickelt
werden. Die hier vorgestellte Methode
basiert auf der Erfassung der Reprodukti-
onstatigkeit kdniginnenloser Hummelvélker,
und auf der GréBe und Lebensdauer der
mannlichen Nachkommen. Fur dieses Expe-
riment wurden jeweils funf frischgeschllipfte
Hummelarbeiterinnen ohne Kdnigin in klei-
nen, in jeweils zwei Facher unterteilte Kast-
chen untergebracht und dort zusammen mit
ihren Nachkommen mit Testnahrung und
Zuckerwasser gefuttert. Folgende Parame-
ter wurden bestimmt: die Lebensdauer der
Méannchen, die Radialldnge ihres rechten
Filgels, die Zeit bis zum Schlupf jedes ein-
zelnen méannlichen Nachkommens, die
Anzahl méannlicher Nachkommen innerhalb
von 100 Tagen und die Zeit bis zur Ausbil-
dung des ersten Kokons (Abb 1). Diese spe-
ziell fur die Hummeln entwickelte Methode
zur Erfassung der Eignung verschiedener
Erndhrungen wurde durch den Vergleich
zweier Pollenmischungen uberprift. Die
erste Mischung bestand vorwiegend aus
Sonnenblumenpollen (Helianthus annuus
L) mit niedrigem Proteingehalt (13%), die
zweite vorwiegend aus Rapspollen (Bras-
sica napus L var oleifera (Moench) Delile)
mit hohem Proteingehalt (22%) (Tabelle ).
Die Lebensdauer und die L&dnge des Radius
des rechten Flagels der Ménnchen sowie
die Produktivitat der Vélkchen war bei der
Rapspollenfitterung gréBer als bei der Son-
nenblumenpollenfitterung (Lebensdauer:
36,47 + 14,17 bzw 28,81 + 11,25 Tage;
Radius: 3,72 + 0,30 bzw 3,43 + 0,30 mm;
Mannchen: 34,75 + 8,70 bzw 24,25 + 8,41;
Tabelle Il). Dariiberhinaus wurde von den
Vélkchen mehr Rapspollen als Sonnenblu-
menpollen verzehrt (49,41 bzw 27,06 g;
Tabelle 11). Der hier vorgestellte Biotest
zeigte grof3e Unterschiede bei beiden Fut-
terungen und ist daher zur Untersuchung
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der Ern&hrungserfordernisse von Hummeln
gut geeignet.

Bombus terrestris /| Erndhrung / Fitte-
rung / Biotest
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