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Résumé - Les auteurs ont comparé l’aptitude à germer in vitro du pollen de colza prélevé à la
main sur les fleurs (témoin) à celui récolté par l’abeille domestique. Des résultats obtenus, il ressort

que, par rapport au témoin, le pollen prélevé sur les abeilles (tête, thorax, pelotes) a manifesté une
baisse significative de son pouvoir germinatif (20 à 45% immédiatement après le butinage, 60 à
85% 2 h après). Son activité germinative a cessé en 48 h. A + 7 °C, le taux de germination du pollen
de pelotes s’est maintenu autour de 35% (contre 70% pendant 72 h pour le témoin), et son activité
germinative a cessé en 96 h, contre 264 h environ pour le témoin. Cette perte de l’aptitude à germer
in vitro du pollen de colza récolté par l’abeille semble correspondre à l’effet inhibiteur de leurs sécré-
tions glandulaires, déjà signalé sur du pollen d’autres espèces végétales.
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Summary &mdash; In vitro germination ability of rapeseed (Brvssica napus L.) pollen collected by
honey bees (Apls meNNeM L.). Germination percentage of oilseed rape pollen taken from fora-
ging honey bee was compared with that of pollen hand-collected directly from flowers (1984 and
1985). The aim of the study was to assess the decrease of germination ability and to know whether
it could be a factor limiting the pollination, mainly in the case of F1 hybrid seed production. The
trials concemed : the germination of pollen from bee heads, thoraces and pellets (trial I); the germi-
nation of pollen with respect to the time of presence on the thoraces of honey bees (trial II); the ger-
minafion of pollen pellets stored at various temperatures (trial 111). Germination percentage of pollen
collected by bees was significantly lower than for pollen taken directly from flowers (control) : it
decreased from 20 to 45% just after collecdon and from 60 to 85°/ 2 h later. The difference was
greater for pollen from heads and pollen pellets than for pollen from thoraces (Table 1). Forty-eight
hours after collection, bee pollen germination percentage was virtually zero (Fig. 1). Germination
percentage of pollen from pellets varied appreciably with conservation temperature (Fig. 2) : at
+ 7°C it was maintained at 35% over 48 h (70% over 72 h for controls) and was zero after 96 h, as
compared with 264 h for controls. At + 15°C germination percentage was only 10!° over 48 h (70%
over 24 h and 30% over 48 h for controls) and zero at 72 h for pollen from pellets and controls. At
extreme temperature (-250C and +30°C) germination percentage was zero under the experimental
conditions. The decrease in in vitro germination percentage of pollen collected by honey bees may



be attributed to inhibitory effects of bee glandular secretions. The results do not allow to conclude
about the possible factor limiting the pollination; they have to be proved by studies of in vivo germi-
nation.
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Zusammenfassung - Studien über die In vltro Keimfähigkeit des von der Honigbiene gesam-
melten Rapspollens (Brasslce napus L.). In den Jahren 1984 und 1985 wurde die Fähigkeit zur in
vitro Keimung von Rapspollen (Brassica napus L.) bestimmt, und zwar im Vergleich zwischen hand-
gesammeltem Pollen und von der Honigbiene (Apis mellifera L.) gesammeltem Pollen. Das Ziel der
Untersuchung war, festzustellen, ob der Verlust der Keimfähigkeit durch die Bienenbestäubung her-
vorgerufen wird, oder eine Folge der Produktion von Hybridsamen F1 ist. Die Methoden und Tech-
niken der in vitro-Keimung wurden bereits anderweitig genau beschrieben (Mesquida et al., 1987).
Die Untersuchung umfa&szlig;te folgende Teile : Keimfähigkeif von Pollen des 1. Tages, gesammelt auf
verschiedenen Teilen des Körpers der Honigbiene (Kopf, Brustteil und Pollen-höschen) (Versuch 1);
Keimfähigkeit von Pollen in Abhängigkeit von der Dauer des Verweilens auf dem Brustteil der Biene
(Versuch 11); Keimfähigkeit von Pollen aus Pollenhöschen, die bei verschiedenen Temperaturen
konserviert waren (Versuch 111). Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten eine klare Minderung der
Keimfähigkeit von Pollen, der durch Bienen gesammelt wurde (PoAb) gegenüber Pollen, der von
Hand auf den Blüten gesammelt wurde (Kontrolle) : von 20 bis 45°/ unmittelbar nach der Ernte und
von 60 bis 85% 2 Stunden später. Der Rückgang ist besonders gro&szlig; bei den PoAb vom Kopf und
aus den Pollenhöschen gegenüber dem des Thorax (Tabelle 1). Nach ca. 48 h hat der Pollen seine
gesamte Keimfähigkeit verloren (Fig. 1). Die Keimfähigkeit des Pollens aus Pollenhöschen (PoPel)
varüert stark mit der Temperatur, bei der er gelagert wird (Fig. 2) : bei + 7°C hält sich die Keimfähig-
keit auf 35°/ während 48 h (gegenüber 70% über 72 h bei der Kontrolle) und erreicht 0% nach 96 h
(gegenüber 264 h bei der Kontrolle); bei + 15°C waren nach 24 h und nach 48 h nur noch 10%
keimfähig (gegenüber 70% nach 24 h und 30% nach 48 h bei der Kontrolle), gar keine Keimfähig-
keit zeigt sich mehr nach 72 h sowohl für die PoPel wie für die Kontrolle; bei extremen Temperatu-
ren (-25°C und +30°C) zeigten sowohl die PoPel wie die Kontrolle keinerlei Keimfähigkeit mehr.
Die vorliegende Arbeit bestätigt die inhibitorische Aktion der Bienen auf die Keimfähigkeit des Pol-
lens in vitro, die auch schon von zahlreichen anderen Autoren mit anderen Pflanzenarten nachge-
wiesen wurde. Die Resultate erlauben jedoch nicht, Aussagen über die Faktoren zu machen, die
die Bestäubung limitieren; diese sollten im Zuge von Untersuchungen der Keimfähigkeit in vivo
gemacht werden.
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Introduction

Dans une étude précédente, nous avons
montré que l’aptitude à la germination in
vitro du pollen de colza (Brassica napus
L.) est de courte durée, de l’ordre de 72 h
(Mesquida et al., 1987). Dans la présente
note, nous nous sommes intéressés à
l’étude comparée de la germination in
vitro du pollen de colza prélevé à la main
sur les fleurs et à celle du pollen récolté
par les abeilles domestiques (Apis melli-
fica L.).

Sur d’autres plantes cultivées (Betula
sp.; Papaver sp.; Petunia sp.), des
recherches effectuées par Maurizio (1960)
ont permis de montrer que les sécrétions
acides (pH = 4,8) des glandes hypopha-
ryngiennes des abeilles exercent une

action inhibitrice non négligeable sur le

pouvoir germinatif du pollen frais récolté à
la main. Par la suite, Lukoschus et Keu-
larts (1968) ont localisé la substance inhi-
bitrice de la germination du pollen de
pelotes d’abeilles dans la glande mandi-
bulaire. Elle a été identifiée comme étant



l’acide 10-hydroxy-2-décénoïque (acide
gras contenu dans la gelée royale).

En 1962, sur un certain nombre de

plantes cultivées, dont des choux (Bras-
sica oleracea L.), Kraai a trouvé que les
abeilles ayant séjourné 12 h dans leur
ruche après leur butinage ne sont plus
porteuses sur leur corps de pollen apte à
germer in vitro.

Cependant, Lespinasse et Chevreau

(1984), en utilisant un gène marqueur
chez le pommier (Malus sp.), tendent à
prouver qu’il reste encore sur le corps des
abeilles du pollen capable de germer in
vivo après un séjour de la ruche de 48 h
en chambre froide (+ 5 °C). Hoopingarner
et al. (1984) ont observé de leur côté que
les abeilles étaient susceptibles d’échan-
ger du pollen viable dans la ruche et ainsi
de provoquer des pollinisations croisées
chez le pommier. Pour Okada et al.

(1983), le pollen de pelotes d’abeilles pré-
sente une certaine quantité de pollen apte
à germer encore au 3e et au 4e jour de sa
récolte chez le poirier (Pirus sp.), le pom-
mier et le pêcher (Prunus persica). Mais,
les premiers effets d’inhibition dus aux
abeilles se manifestent clairement dès le
1er jour de la récolte de ces pelotes
(Johansen, 1955; Okada et al., 1983). En
revanche, le stockage au froid des pelotes
de pollen ou du pollen récolté à la main
permet de maintenir plus longtemps la
faculté germinative (Kremer, 1949; Singh
et Boynton, 1949; Griggs et Vansell, 1949;
Firman, 1980; Okada et al., 1981; Filiti et

Montalti, 1982; Klug, 1984; Cerceau-Larri-
val et Challe, 1986).

L’objectif de ce travail est de tenter de
vérifier l’effet inhibiteur que les abeilles
exercent sur l’aptitude à germer du pollen
de colza qu’elles récoltent ou qui se dépo-
se sur différentes parties du corps : tête et
thorax notamment. Il s’agit de savoir si cet
effet inhibiteur peut être un facteur limitant
de la pollinisation, en particulier dans les

dispositifs faisant alterner au champ des
plantes «mâles·> donneuses de pollen et
des plantes «femelles» (mâles stériles)
receveuses de pollen pour la production
de semences hybrides F1.

Nous présentons, dans cet article, les
résultats obtenus en 1984 et 1985.

Matériel et Méthodes

Les échantillons d’abeilles de chaque essai,
porteuses de pelotes de pollen sur leurs pattes
postérieures, ont été prélevés au champ pen-
dant leur butinage en même temps que les
échantillons de fleurs de colza d’hiver (var. «Jet
neuf») et de printemps (var. «Brutor»), au stade
de la déhiscence des anthères, pour constituer
les lots témoins. Ces prélèvements ont été
effectués généralement entre 12 h et 14 h
GMT, c’est-à-dire au moment où se situe,
d’après Williams (1984), le pic de production de
pollen dans la nature.

Mais, bien que le pollen de pelotes
d’abeilles ne participe pas directement à la pol-
linisation pendant le butinage, l’étude a cepen-
dant été étendue à celui-ci. Nous supposons
que ce pollen est identique à celui qu’elles por-
tent sur leur corps et qu’il a été, en tout cas,
récolté au même moment sur les mêmes
fleurs.

Après les prélèvements, les abeilles por-
teuses de pelotes de pollen ont toutes été
anesthésiées au gaz carbonique (C02) pen-
dant quelques minutes dans des sacs en plas-
tique. Elles ont été disposées ensuite dans des
boîtes de Petri fermées et exposées, avant les
mises en germination du pollen de leurs
pelotes, à la température ambiante du labora-
toire, de l’ordre de 18 °C. Nous avons fait subir
ce même traitement aux échantillons de fleurs
qui ont servi de témoin.

Les essais de germination in vitro ont été
effectués sur le milieu alcalin (pH = 8,5) propo-
sé par Roberts et aL (1983). Les taux de germi-
nation sont estimés après 24 h d’incubation du
pollen en étuve à 25 °C en appliquant les tech-
niques de germination in vitro (méthode de la
goutte pendante), les méthodes d’observations
et d’évaluation des taux de germination déjà
décrites par Mesquida et al. (1987).



Nous avons réalisé 3 types d’essais :
- 1 : essai de germination à 6 répétitions effec-
tué sur du pollen du 1 or jour prélevé sur la tête,
le thorax et les pelotes des abeilles, ainsi que
sur les fleurs (témoin) à 2 moments de la jour-
née : l’un immédiatement après les prélève-
ments des échantillons au champ (JO); l’autre 2
h après les prélèvements (JO + 2 h);
- Il : essai de germination à 3 répétitions
effectué le même jour (17 mai à 12 h) sur du
pollen prélevé sur le thorax des abeilles et sur
les fleurs (témoin) pendant 4 jours consécutifs
(du 14 au 17 mai) à la même heure (12 h) et
disposés en boîtes de Petri fermées à la tem-
pérature ambiante du laboratoire. Un échan-
tillon supplémentaire d’abeilles et de fleurs a
été prélevé le 4e jour (17 mai) à 9 h. Les
échantillons ainsi prélevés ont permis d’obtenir
du pollen, dont la durée de présence sur le
corps des abeilles était de : quelques minutes
pour la récolte du 17 mai à 12 h (JO), 3 h pour
la récolte du 17 mai à 9 h, 24 h pour la récolte
du 16 mai, 48 h pour la récolte du 15 mai, 72 h
pour la récolte du 14 mai;
- III : pour effectuer cet essai, tous les échan-
tillons d’abeilles et de fleurs ont été prélevés au
champ le même jour et à la même heure. Ils
ont été ensuite placés, en boîtes de Petri fer-
mées, dans 4 conditions fixes de température :
- 25 °C; + 7 °C; + 15 °C et + 30 °C.

Les mises en germination in vitro, essais à
3 répétitions, du pollen de pelotes et de fleurs

(témoin) ont été effectuées chaque jour à la
même heure (12 h) pendant 12 jours consécu-
tifs.

Toutes les heures sont données en heure
GMT.

Les comparaisons des moyennes des taux
de germination ont été effectuées avec le test
non paramétrique H de Kruskall et Wallis

(1952).

Résultats

Faculté germinative du pollen du 1 er jour
récolté par les abeilles (essai I)

Le pouvoir germinatif du pollen récolté par
les abeilles diminue assez rapidement par
rapport à celui du témoin (Tableau 1).

Immédiatement après le butinage (à
JO), les différences apparaissent déjà
significatives (Tableau 1). Le pollen de la
tête et celui des pelotes prélevés sur les
abeilles présentent les taux les plus bas.
Ils correspondent à près de la moitié (de
l’ordre de 55%) du taux moyen du témoin.



De son côté, le pollen du thorax accuse
aussi un taux de germination inférieur à
celui du témoin (81%), mais la différence
n’est pas significative.

A 2 h du butinage, le Tableau I montre
que l’aptitude à germer du pollen récolté
par les abeilles baisse significativement,
alors qu’elle apparaît plus stable pour le
pollen de fleurs. La diminution du taux de
germination semble cependant plus rapi-
de dans le cas du thorax (de l’ordre de
22% contre 45%, soit une perte de 50%
environ) et des pelotes (de l’ordre de 8%
contre 31%, soit une perte de 75% envi-
ron). Le taux de germination du pollen de
la tête n’a diminué que de 36% seule-
ment.

Evolution dans le temps de la faculté ger-
minative du pollen récolté par les abeilles
(essai 11)

La Figure 1 montre que le pollen récolté
par les abeilles (pollen du thorax) et expo-
sé à la température ambiante du labora-
toire perd son aptitude à germer dans un
temps très court.

Au début du butinage, (à JO), le pollen
récolté par les abeilles subit, comme cela
a été démontré précédemment (Tableau
1), une diminution importante et significati-
ve du taux moyen de germination par rap-
port à celui du témoin (50% contre 80%
pour le témoin). Il régresse ensuite, plus
rapidement d’ailleurs que le témoin, à 3 h
du butinage (de l’ordre de 14% contre
67% pour le témoin, soit une perte de
79%). Entre 3 h et 24 h, le pollen récolté
par les abeilles semble perdre moins vite
son pouvoir germinatif qu’entre 24 h et

48 h. Mais la quantité de pollen qui
demeure apte à germer à 48 h est tout à
fait négligeable (de l’ordre de 0,7% contre
32% pour le témoin). Après 48 h, la facul-
té germinative est pratiquement nulle.

Influence de la température sur la faculté
germinative du pollen de pelotes (essai
III)

La Figure 2 fait apparaître des variations
importantes de l’évolution de l’aptitude à
germer du pollen de pelotes en fonction
des températures de conservation.

A 7 °C, le pollen de pelotes qui semble
accuser une régression brutale dès le
le, jour, conserve ensuite une bonne apti-
tude à germer pendant 2 jours (à 24 h et à
48 h, le taux moyen étant de l’ordre de
35%, Fig. 2A). Le taux de germination
régresse cependant brusquement à 72 h
(de l’ordre de 2%) et cesse toute activité
de germination à partir de 96 h. Le pollen
de fleurs (témoin, Fig. 2B) maintient, en
revanche, une certaine aptitude à germer
pendant 264 h (11 jours) : les taux

moyens de germination, qui sont de
l’ordre de 70% pendant 72 h, diminuent
rapidement ensuite (de l’ordre de 10 à
15% entre 96 h et 168 h et de 1% à
264 h), et toute activité de germination
cesse à 288 h (12 jours).
A 15 °C, les taux de germination sont

peu élevés à 24 h et à 48 h (de l’ordre de
10%) et nuls à 72 h pour le pollen de
pelotes (Fig. 2A), tandis que la courbe
obtenue avec le pollen de fleurs fait appa-



raître un bon taux de germination jusqu’à
48 h. Ce pollen ne germe plus à 72 h
(Fig. 2B).

Aux températures extrêmes (- 25 °C
et + 30 °C), le pollen d’abeilles et de
fleurs n’expriment aucune aptitude à ger-
mer dès le 2e jour (à 24 h) (Fig. 2A et B).

Discussion et Conclusion

Le présent travail apporte une nouvelle
preuve de l’action inhibitrice que les

abeilles exercent sur la germination in
vitro du pollen et confirme les travaux de
nombreux auteurs (plus particulièrement
ceux de : Singh et Boynton, 1949; Johan-
sen, 1955; Maurizio, 1960; Lavie, 1960;
Lukoschus et Keularts, 1968; Okada et
al., 1983; Klug, 1984), qui ont observé le
phénomène sur du pollen d’autres

espèces végétales.
Le présent travail démontre aussi que

cette perte progressive de la faculté ger-
minative du pollen de colza semble se
produire plus ou moins vite selon la partie
du corps de l’abeille sur laquelle il est fixé
et aussi selon les conditions de conserva-
tion. 

’

Variations selon les parties du corps des
abeilles

Dans nos conditions d’expérimentation,
on constate tout d’abord que le pollen fixé
sur la tête, dont on pense qu’il peut être
plus rapidement en contact avec les sub-
stances inhibitrices, perd plus vite sa

faculté germinative que celui fixé sur le
thorax. Mais un équilibre semble s’établir
ensuite où, à 2 h de la récolte, on observe
une perte équivalente de l’aptitude à ger-
mer du pollen de la tête avec celle du tho-
rax. En revanche, la perte de la faculté

germinative du pollen de pelotes est plus
importante que celle du pollen fixé sur le
corps. En moins de 2 h, on enregistre une
perte du pouvoir germinatif du pollen de
pelotes qui est de l’ordre de 85% par rap-
port au pollen de fleurs, alors que, dans le
même temps, celle du pollen du corps
n’est que de l’ordre de 60%.

La perte de la faculté germinative du
pollen de pelotes qui apparaît plus rapide
que celle du pollen logé sur le corps des
abeilles semble corroborer l’hypothèse de
Maurizio (1968). Selon cet auteur, ce pol-
len, plus humecté par l’abeille au moment



de la confection et de la fixation des
pelotes sur ses pattes postérieures rece-
vrait, par conséquent, plus de substances
inhibitrices que celui situé sur le corps, ce
qui expliquerait la différence observée.
L’action inhibitrice serait donc fortement
influencée par la quantité de substances
actives émises par l’insecte lui-même, ce
qui paraît logique, encore que cette hypo-
thèse demanderait à être vérifiée.

Variations selon les conditions de
conservation

L’efficacité des substances inhibitrices et
la vitesse de leur action sur le pollen
récolté par l’abeille peuvent aussi varier
sous l’effet de la température et de l’humi-
dité. Dans notre étude, nous avons vu en
effet que le pollen de pelotes perd plus
rapidement sa faculté germinative à
+ 15 °C qu’à + 7 °C. Mais, à température
égale, des variations s’observent aussi
selon l’espèce végétale considérée. Ainsi,
par exemple, on remarque, à + 7 °C, que
le pollen de pelotes de colza qui accuse
très tôt un effet d’inhibition a cessé toute
activité germinative en moins de 4 jours,
tandis qu’il reste encore, d’après Kremer
(1949), une petite quantité de pollen de
pelotes (de l’ordre de 2%) apte à germer
au 25e jour sur celui du pommier.

A -20 °C, chez le pommier et le poirier,
Klug (1984) note, de son côté, une perte
de la valeur germinative du pollen de
pelotes de l’ordre de 30% en 15 jours par
rapport à celui de fleurs. Sur le pollen de
pelotes prises directement dans les

pièges à pollen des ruches, Johansen
(1955) avait observé une perte de 62% de
sa vitalité en 5 h pour le pommier.

Il est vrai que le pollen de colza récolté
à la main directement sur les fleurs
conserve également moins longtemps sa
faculté germinative que celui du pommier.
Alors que le pollen de colza semble ces-

ser toute activité germinative au 4e jour de
sa récolte (Mesquida et al., 1987), Okada
et al. (1983) obtiennent, dans ce même
temps, des taux de germination encore
très proches de ceux du 1 er jour (en tout
cas > 50%) avec le pollen de pommier, de
poirier et de pêcher.

Pour une plus longue durée de conser-
vation de l’aptitude à germer du pollen à
basses températures (de l’ordre de + 4 °C
à -25 °C), des techniques ont été adop-
tées par différents auteurs (Griggs et Van-
sell, 1949; Johansen, 1955; Dumas,
1982; Filiti et Montalti, 1982; Sakai et al.,
1983; Okada et al., 1983; Cerceau-Larri-
val et Challe, 1986). Elles sont basées
essentiellement sur une déshydratation
préalable. Or les pollens d’abeilles, de
pelotes et de fleurs, utilisés dans nos
essais n’ont pas subi de traitement préa-
lable qui aurait été de nature à modifier
leur activité germinative. C’est d’ailleurs
ce qui explique l’absence de germination
des pollens mis à -25 °C notamment et
aussi à + 30 °C dans nos conditions expé-
rimentales. Car on sait qu’en appliquant
cette technique de la déshydratation,
avec du pollen de pommier, Johansen
(1955), par exemple, a obtenu un bon
taux de germination après un stockage
des pelotes de pollen de plusieurs mois à
- 18 °C. On sait aussi que le pollen de
pommier également (var. «Golden deli-

cious») cueilli à la main sur les fleurs et
stocké au froid (à -25 °C) dans un dessi-
cateur conserve une bonne viabilité (60%)
durant 3 années selon Filiti et Montalti

(1982).
Lorsque le pollen de pelotes, pour le

cas du pommier, est préalablement
déshydraté et rincé avec des solutions de
saccharose, puis stocké à basse tempé-
rature (à -10 °C), son aptitude à germer
est suffisamment bien conservée pour
obtenir, un an après, une efficacité pollini-
satrice manuelle de 90% des fleurs
(Okada et al., 1981).



Incidence sur la pollinisation

Un point reste à discuter : celui de savoir
si l’action inhibitrice que les abeilles exer-
cent sur la germination observée in vitro
du pollen n’agit pas aussi en facteur limi-
tant de la pollinisation des lignées de
colza mâles stériles utilisées en produc-
tion de semences hybrides F1.

Les résultats obtenus dans ce travail
ne permettent pas d’apporter une répon-
se à ce problème. Cependant, dans une
étude antérieure (Mesquida et Renard,
1984), nous avons montré qu’en plein
champ les fleurs de colza se trouvaient
toujours en conditions de pollinisation
saturante. C’est-à-dire que les stigmates
des fleurs visitées par les abeilles étaient
toujours entièrement, ou presque, recou-
verts de pollen. Nous avons montré aussi,
qu’il suffit d’une couverture aux trois

quarts de la surface du stigmate avec du
pollen (soit plusieurs centaines) pour
obtenir une fécondation satisfaisante des
ovules (une trentaine environ). Ainsi,
nous pensons que, même avec un taux
de germination réduit par effet d’inhibition
des sécrétions glandulaires des abeilles
(de l’ordre de 40%), celles-ci déposeront
toujours sur le stigmate des fleurs une
quantité suffisamment importante de pol-
len apte à germer.

1B resterait à vérifier que ces résultats
obtenus avec des tests de germination in
vitro se retrouvent lors d’études in vivo.
En effet, d’après les travaux sur Petunia
de Lukoschus et Keularts (1968), la polli-
nisation des fleurs par l’abeille ne semble-
rait pas influencée par la substance inhi-
bitrice, puisque l’action «pollicide» des
acides gras serait inactivée sur le stigma-
te.

La perte de l’aptitude à germer du pol-
len n’aurait donc pas, dans la pratique,
l’incidence sur la pollinisation que l’on

pourrait craindre du fait de l’action «polli-

cide» des sécrétions des abeilles obser-
vée in vivo. Cela reste à confirmer pour le
colza.
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