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Résumé — Au cours de I’histoire évolutive des plantes a fleurs, I’apparition des nectaires floraux a permis
de substituer le pollen par du nectar pour attirer les animaux pollinisateurs, permettant de diminuer les cots
de la pollinisation animale liés a la consommation du pollen. Dans les productions de semence hybride des
cultures entomophiles, connaitre le niveau de sécrétion nectarifére des lignées en présence, male fertile (MF)
et male stérile (MS), est important si I’on souhaite maximiser les transferts de pollen entre les deux. Dans cet
article, nous faisons tout d’abord une revue des méthodes qui existent pour mesurer la sécrétion nectarifere,
puis retenons celle qui mesure un taux de sécrétion brut, qui permet d’exprimer une vitesse de sécrétion,
pour I'utiliser sur deux lignées de colza d’hiver (Brassica napus L.), la variété hybride F1 Exocet MF et son
parent MS. Nous montrons que la sécrétion nectarifére du colza est constante sur un intervalle de temps de
6-8 heures durant les heures du jour, que cette sécrétion admet une température optimale se situant entre
20°C et 30°C, et qu’elle est autour de deux fois moindre chez le parent MS par rapport a la lignée F1. Ces
résultats permettent de proposer une méthode de mesure rigoureuse pour comparer la sécrétion nectarifere
entre lignées ou variétés. Nous concluons sur les principales autres variables dont il faudrait tenir compte
pour notamment pouvoir estimer la quantité totale de nectar sécrétée par une surface donnée de culture.

Mots clés : méthode / sécrétion nectarifére / colza / semence hybride / température

Abstract — Measuring nectar secretion: the example of an F1 hybrid and its male sterile parent in
winter oilseed rape (Brassica napus L.). During the evolutionary history of flowering plants, the
appearance of floral nectaries allowed the replacement of pollen by nectar to attract pollinators, allowing
lower costs involved in animal pollination by reducing the consumption of pollen. In the hybrid seed
productions of entomophilous crops, knowing the levels of nectar secretion of the different lines, the male
fertile (MF) and the male sterile (MS) ones, is important to maximize pollen transfers between them. In this
study, we start with a review of current methods used to measure nectar secretion, and choose the one that
provides a gross secretion rate in order to use it on two winter oilseed rape (Brassica napus L.) lines, the
hybrid F1 ‘Exocet’ and its MS parent. We show that oilseed rape has a gross nectar secretion rate that is
constant over a period of 6-8 hours during daylight hours, that it has a thermal optimum included between
20°C and 30 °C, and that the parental MS line secretes about half as much as the hybrid F1 one. These results
enable us to propose a rigorous method to compare nectar secretions between lines and varieties. We
conclude with the main other variables that should be taken into account to estimate the total amount of
nectar produced by a given area of crop.
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1 Introduction

1.1 Origine évolutive des nectaires floraux

Les premicres plantes a fleurs dotées de nectaires floraux sont
apparues au cours du Crétacé il y aenviron 100 millions d’années
(Friis et al., 2011), période qui correspond également a celle de
I’apparition et de la diversification des abeilles (Poinar et
Danforth, 2006 ; Michez et al., 2012 ; Branstetter ef al., 2017),
principal groupe d’animaux pollinisateurs de ces plantes, qui
laisse supposer une co-radiation évolutive passée entre ces deux
groupes (Michez et al., 2012 ; Cappellari et al., 2013).

Un grand nombre de plantes a fleurs actuelles sécrétent du
nectar (Percival, 1961 ; Bernardello, 2007), mais ceci n’est pas
un caractére propre a I’ensemble des Angiospermes: la trés
grande diversité de formes, structures et positions florales des
nectaires laisse supposer de multiples événements d’appari-
tions indépendantes et de disparitions de ce caractére au cours
de I’évolution au sein des différentes lignées évolutives
(Bernardello, 2007). Les nectaires ont par exemple disparu
chez les fleurs du genre Solanum (exemple : la tomate), ou seul
le pollen attire les insectes qui les visitent, alors qu’ils sont
présents dans la plupart des autres genres de la famille des
Solanaceae. De méme, les Poaceae ont perdu leurs nectaires
ancestraux, parallélement a un retour a une pollinisation
abiotique stricte.

1.2 La sécrétion nectarifére florale est-elle forcément
synonyme d’entomophilie ?

Le nectar a ainsi permis de se substituer au pollen dans
I"attraction des insectes pollinisateurs chez un certain nombre
de plantes a fleurs, permettant de diminuer les colits de la
pollinisation entomophile liée a la consommation de pollen par
ces insectes (Takhtajan, 1980). La sécrétion de nectar est donc
la plupart du temps associée a un mode de pollinisation
entomophile, tout au moins partiel, mais ceci n’est pas
systématique : un certain nombre de fleurs de 1’archipel Juan
Fernandez au Chili sont par exemple exclusivement anémo-
philes, du fait de I’absence de visites d’insectes pollinisateurs,
rares sur ces iles, alors qu’elles sécrétent pourtant du nectar
(Anderson et al., 2000a, b, 2001 ; Bernardello et al., 2000,
2001). Les auteurs font I’hypothése que ces especes ont perdu
le caractére entomophile de leurs ancétres continentaux, sans
avoir encore perdu le caractére de sécrétion de nectar.

Ceci est d’autant plus vrai en agriculture, ou la sélection
humaine de certaines variétés a pu conduire a la perte du
caractére entomophile, avec toutefois un maintien de la
sécrétion de nectar (Vaissiere, 1991). Ce n’est donc pas parce
que les fleurs d’une culture produisent du nectar, que les
insectes qui visitent cette culture améliorent forcément son
niveau de pollinisation, et par extension les rendements, de
cette culture.

1.3 La particularité des productions de semence
hybride

Ce n’est en revanche pas le cas des cultures entomophiles
en production de semence hybride qui alternent une lignée
male fertile (MF) avec une lignée male stérile (MS), ou la

lignée MS est celle sur laquelle la semence est récoltée et qui
ne produit pas de pollen : I’autopollinisation y est impossible,
de méme que l’entomophilie s’il n’y a pas de sécrétion
nectarifere. Pierre et Renard (2010) ont évalué le niveau
moyen de dépendance a 1’entomophilie de la production de
semence hybride chez le colza a 90 %. La sécrétion nectarifére
doit donc y étre suffisamment importante pour attirer les
insectes pollinisateurs, notamment par rapport a la production
de nectar des autres plantes nectariféeres présentes potentiel-
lement dans I’environnement de la culture et qui peuvent
entrainer une dilution importante des insectes pollinisateurs
(Garibaldi et al., 2017). Enfin, si I’on souhaite maximiser les
transferts de pollen de la lignée MF vers la lignée MS, Pierre
et al. (1999) ont suggéré que la production de nectar ne devait
pas étre trop disproportionnée entre les deux lignées. Dés lors,
il est fondamental de savoir mesurer correctement la sécrétion
nectarifere d’une espéce, d’une variét¢é ou d’une lignée
données.

1.4 Mesurer la sécrétion nectarifére

11 existe différentes méthodes pour mesurer la quantité de
nectar disponible dans une fleur. Ces différences portent sur le
matériel utilisé, ou sur le traitement de la fleur préalablement a
la mesure. Concernant le matériel, la méthode la plus
couramment choisie est celle utilisant des microcapillaires,
étant simple, rapide et fiable (McKenna et Thomson, 1988 ;
Mesquida et al., 1988). Une méthode de récolte de nectar par
centrifugation des fleurs a été mise au point pour obtenir
rapidement des volumes de nectar suffisamment importants
pour permettre I’analyse des constituants du nectar par
chromatographie (Bosi, 1973). Mais cette méthode fournit
un nectar artificiellement dilué et elle n’est pas exempte de
modifier la composition chimique du nectar par lésion des
tissus de la fleur (Mesquida ef al., 1988). Des méthodes de
lavage et de ringage des fleurs avec de I’eau distillée ont été
proposées pour échantillonner le nectar des fleurs contenant
des petits volumes de nectar inférieurs a 1 L qui sont difficiles
a échantillonner (Mallick, 2000 ; Morrant et al., 2009). Ces
méthodes permettent d’échantillonner plus de nectar que celle
utilisant les microcapillaires dans ce type de fleur, mais la
question de savoir laquelle de ces méthodes refléte le plus
fidélement la quantité de nectar pouvant étre effectivement
extraite par les insectes floricoles lors de leur visite reste posée
(Petit ef al., 2011).

Il existe ensuite différents traitements de la fleur,
préalablement a la mesure de la quantité de nectar, que nous
examinons dans les paragraphes suivants.

1.4.1 Nectar résiduel

Une premiére méthode consiste a mesurer le « nectar résiduel »
(nectar standing crop), c’est-a-dire la quantité de nectar
disponible dans une fleur offerte au libre butinage des insectes
(Kearns et Inouye, 1993 ; Corbet, 2003). Cette mesure, qui a
I’intérét de mettre en évidence la quantit¢é moyenne de nectar
réellement proposée par les fleurs aux insectes a un moment donné,
souffre d’une trés grande variabilité entre fleurs due au hasard de la
durée écoulée entre la mesure et la derniére visite d’insecte, et ne
permet pas de mettre en évidence les paramétres du processus de
sécrétion en lui-méme.
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1.4.2 Taux de sécrétion apparent

Une deuxiéme méthode, la plus classiquement utilisée,
consiste a mesurer le taux de sécrétion apparent. L’échantil-
lonnage s’effectue sur des fleurs ensachées sous tulle au moins
24 heures avant la mesure afin d’empécher le butinage des
fleurs par les insectes (Corbet, 2003). Cette méthode demeure
pour le moment la méthode de référence pour estimer la
quantité de nectar sécrétée par les plantes (exemple: Baude
et al, 2016). Mais cette méthode considére la sécrétion de
nectar comme un processus statique. Or, il a été montré que de
nombreuses plantes, dont le colza, sécrétent du nectar en
continu (Cruden et al., 1983 ; Pacini et Nepi, 2007), et de
surcroit pour certaines d’entre elles, dont le colza encore, un
processus de réabsorption se produit également en continu, de
fagon concomitante au processus de sécrétion (synthese dans
Nepi et Stpiczynska, 2008). Ce processus de réabsorption est
inhibé chez un certain nombre d’espéces lorsque le nectar est
réguliérement retiré de la fleur (Luo et al, 2014), et ce
notamment chez le colza (Burquez et Corbet, 1991). Une fleur
réguliérement butinée par un insecte produit donc plus de
nectar en cumulé qu’une fleur non butinée. Cette méthode peut
donc conduire a des estimations erronées de la quantité totale
de nectar sécrétée par une fleur accessible aux insectes.

1.4.3 Taux de sécrétion brut

Une troisieme méthode, qui mesure le taux de sécrétion
brut, consiste a retirer totalement le nectar d’une fleur a un
instant donné, a I’ensacher sous tulle, puis a mesurer la
quantité de nectar produite aprés un certain intervalle de temps,
a déterminer (Corbet, 2003). Ceci permet d’exprimer une
vitesse de sécrétion nectarifére tout en s’affranchissant des
processus de réabsorption, processus qui sont inhibés lorsque
la fleur est réguliérement butinée. C’est donc cette méthode qui
se révele étre la plus rigoureuse pour estimer des quantités de
nectar sécrétées par des plantes butinées. Cette mesure est
parfois appelée confusément taux de sécrétion net (exemple :
Galetto et Bernardello, 2004).

1.4.4 Convertir le volume en masse de sucres

Enfin un certain nombre d’études ne mesurent que le
volume de nectar sécrété. Or, il a été montré que la
concentration du nectar admet une trés grande variabilité,
due principalement aux variations d’humidité relative atmos-
phérique (Pacini et Nepi, 2007). Il est donc préférable, dans la
mesure du possible, de mesurer simultanément le volume et la
concentration du nectar sécrété par une fleur, puis d’exprimer
la quantité de nectar sécrétée en masse de sucres totaux dissous
(STD) par I’intermédiaire d’une formule combinant ces deux
variables. Deux formules ont été proposées a cet effet, et elles
donnent des résultats quasiment identiques (Cruden et
Hermann, 1983 ; Prys-Jones et Corbet, 2011).

1.5 Les lignées MS sont-elles aussi nectariféres que
les lignées MF ?

D’aprés le ressenti des apiculteurs, les rendements en miels
des colonies d’abeilles melliféres sont moindres lorsqu’elles
sont apportées sur des cultures de production de semence
hybride. Une premiére étude a en effet pour I’instant montré

Fig. 1. Tunnel insectproof abritant les deux lignées de colza male
stérile (les deux rangs de gauche) et F1 Exocet (les deux rangs de
droite) en milieu de floraison. © Stan Chabert / Inra.

que trois lignées MS de colza produisaient de 16 a 70 % de
nectar en volume de moins que leurs homologues isogéniques
MF (Pierre et al., 1999). Mais ces auteurs n’ont pas mesuré la
concentration en STD de leurs échantillons de nectar pour
connaitre les quantités de STD effectivement produites. Ils ont
par ailleurs mesuré le taux de sécrétion apparent, méthode qui
souffre des biais évoqués précédemment.

La température joue enfin un rdéle majeur sur la sécrétion
nectarifére, bien que ce role n’ait été encore que relativement
peu étudié (Pacini et Nepi, 2007 ; Petanidou, 2007).

Nous avons donc mesuré le taux de sécrétion brut de nectar
au premier jour d’anthése de fleurs de colza d’hiver d’une
lignée hybride F1, male fertile, et de son parent MS afin de
tester s’il y a une différence de vitesse de sécrétion brute entre
les deux types de lignées. Nous avons réalisé ces mesures
durant les heures de jour sur une gamme d’intervalles de temps
compris entre le prélévement initial et la mesure s’échelonnant
de 15minutes a 8 heures, ceci pour tester si (i) la sécrétion
nectarifere reprend rapidement aprés un premier prélévement
et si (ii) cette sécrétion est constante tout au long des heures du
jour aprés un premier prélévement. Nous avons également
testé 1’effet de la température en répétant ces mesures sous
tunnel dans différentes conditions de température ambiante
durant les mois d’avril & mai. Enfin nous avons choisi la
méthode utilisant des microcapillaires, adaptée pour le colza
(Mesquida et al., 1988).

2 Matériel et méthodes

Les relevés ont été réalisés au printemps 2017 sous deux
tunnels insectprooflocalisés sur le centre Inra d’Avignon, ceci
afin d’empécher tout butinage des fleurs par les insectes
(Fig. 1). Les tunnels, composés de 4 rangs de 18 m de long, ont
été semés chacun avec deux lignées de colza d’hiver (Brassica
napus L.) : la variété hybride F1 Exocet (male fertile ; Fig. 2A),
obtention Monsanto , et son parent femelle, male stérile
(Fig. 2B). Les deux tunnels ont été semés avec trois semaines
d’écart, le premier le 21 novembre 2016 et le second le
12 décembre 2016, dans le but d’avoir un décalage de floraison
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Fig. 2. (A) Fleurs male fertile F1 de colza d’hiver Exocet au 1" jour d’anthése (a droite) et 2° jour d’anthése (2 gauche). (B) Fleur male stérile,

lignée parentale d’« Exocet», au 1°

et de disposer ainsi d’une floraison plus étendue dans le temps
pour nos mesures. Les plantes étaient arrosées quotidienne-
ment par un systéme de goutte-a-goutte afin d’éviter qu’elles
ne soient en deficit hydrique. La température instantanée était
enregistrée toutes les 2 min 30 par un capteur HOBO  Pro v2
(Onset Computer Corporation, USA).

2.1 Identification de cohortes de fleurs

Nous avons effectué les mesures de taux de sécrétion brut
de nectar a cinq dates, échelonnées entre le 14 avril et le 29 mai
2017, afin de pouvoir échantillonner le nectar sous des
conditions de températures les plus variées possible tout au
long de la floraison du colza (Tab. 1). Ces mesures ont été
réalisées sur des fleurs de méme age, au premier jour d’anthése,
en identifiant une cohorte de fleurs pour chaque date. Pour
identifier une cohorte, nous déposions la veille des relevés
entre 16h00 et 18h00 GMT (heure locale moins deux heures,
proche de l’heuljgg solaire) un premier marqueur de fleur
(Cherry ; Filpack agricole, France) sur 12 hampes florales
choisies au hasard par lignée et par date sur I’ensemble des
plantes, sous le bouton totalement fermé positionné le plus bas
sur la hampe. La floraison du colza est acropétale, c’est-a-dire
qu’elle se réalise de la base de la hampe vers le sommet, mais
pas de fagon stricte, de sorte que 1’on peut trouver des fleurs
épanouies au-dessus de fleurs encore au stade bouton (Fig. 3).
Nous avons donc sectionné toutes les fleurs épanouies situées
au-dessus du bouton marqué en haut du pédoncule (Fig. 3),
pour ne disposer que de boutons fermés au-dessus de notre
marqueur. Nous déposions ensuite le jour des relevés autour de
08h00 GMT un deuxiéme marqueur de fleur sur ces mémes
hampes au-dessus de la fleur épanouie en position la plus
haute. Nous sectionnions alors tous les boutons non épanouis
situés au-dessous de ce deuxiéme marqueur en haut du
pédoncule, de fagon a ne conserver que des fleurs épanouies du
matin entre les deux marqueurs. Cette élimination de fleurs
pouvait avoir pour effet potentiel d’augmenter les flux de séve
vers les fleurs non retirées, mais nous avons considéré ce
potentiel effet comme négligeable. Nous disposions ainsi de 2
a 5 fleurs de méme age par hampe florale (Fig. 4). Pour faciliter
I’organisation des mesures, les fleurs d’'une méme hampe
recevaient le méme traitement, a savoir, tout d’abord un

jour d’anthése. © Taina Lemoine / Inra.

Tableau 1. Températures d’échantillonnage mesurées pour chaque
date de relevés.

Date Température (°C)

Moyenne Minimale Maximale
14.04.2017 24,98 22,07 28,66
25.04.2017 18,9 9,17 25,97
01.05.2017 17,11 12,13 22,12
23.05.2017 30,75 24,27 34,58
29.05.2017 33,43 27,71 35,74

Fig. 3. Hampe florale male fertile de colza dont une fleur épanouie
(fleche blanche a gauche) se situe au-dessus d un bouton encore fermé
(fléche noire a droite). La ligne blanche en pointillés symbolise la
zone ou les fleurs étaient sectionnées, en haut du pédoncule, pour
disposer de fleurs du méme dge dans les cohortes sélectionnées. ©
Taina Lemoine / Inra.

prélévement initial au méme moment, puis une mesure de
sécrétion nectarifére au méme moment. L’heure de préléve-
ment initial était alors notée sur une étiquette a fil attachée
autour de la hampe.
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Fig. 4. Hampe florale de colza avec deux marqueurs de fleur
délimitant une cohorte de deux fleurs male fertile de méme age. ©
Stan Chabert / Inra.

2.2 Mesure du taux de sécrétion brut de nectar

A chaque date de relevé, les prélévements initiaux de
nectar ont été réalisés successivement sur les 12 hampes de
chacune des deux lignées entre 08h00 et 12h00 GMT. Chaque
hampe florale servait ensuite pour une mesure du taux de
sécrétion brut unique, avec un intervalle de temps différent
testé pour chaque hampe. La gamme d’intervalles de temps
testée s’échelonnait de la fagon suivante: 15min, 30 min,
45min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h et 8h-—soit
12 intervalles de temps pour les 12 hampes. Les hampes étant
constituées de 2 a 5 fleurs marquées, nous disposions ainsi de 2
a 5répétitions de mesure par intervalle de temps par lignée et
par date. La premiere hampe florale recevant le traitement de
prélévement initial servait pour la mesure de taux de sécrétion
brut avec le plus grand intervalle de temps (8 heures), puis la
deuxieme hampe recevant le traitement de prélévement initial
servait pour la mesure de taux de sécrétion brut avec
I’intervalle de temps de 7heures, et ainsi de suite jusqu’au
plus petit intervalle de temps (15 minutes). Cette organisation
permettait d’éviter un trop gros décalage de temps entre les
mesures, avec notamment le midi solaire inclus dans tous les
intervalles de temps.

Les récoltes de nectar des prélévements initiaux ont été
réalisées al’aide de microcapillairesde 1 pL, puisde 0.5 pL pour
retirer le nectar résiduel potentiel, cette étape ayant été réalisée
avec précaution pour ne pas endommager les nectaires. Seul le
nectar des deux nectaires latéraux était échantillonné dans
chaque fleur (Fig. 5), ces nectaires produisant 95 % du nectar
sécrété par la fleur (Davis et al., 1986, 1998). Lorsque le nectar
était visqueux, c’est-a-dire dans les situations de fortes
concentrations et de faibles températures (Nicolson et Thorn-
burg, 2007), situations qui intervenaient systématiquement au
moins en fin d’aprés-midi aprés 16h00 GMT, les microcapil-
laires étaient laissés en contact avec les nectaires durant 3 a
5 minutes (Fig. 6). Enfin, pour la valeur de température associée a
chaque mesure de taux de sécrétion brut de nectar, nous avons
calculé lamoyenne de I’ensemble des températures instantanées

Fig. 5. Fleur male fertile de colza d’hiver dont on a retiré les pétales et
sur laquelle on distingue les deux gouttes de nectar situées au niveau
des nectaires latéraux, a la base du pistil et des étamines courtes. ©
Nicolas Cerruti / Terres Inovia.

Fig. 6. Echantillonnage de nectar dans une fleur male fertile de colza a
I’aide d’un microcapillaire. © Stan Chabert / Inra.

enregistrées par le capteur durant la période comprise entre
I’heure (2 5 minutes pres) du prélévement initial et ’heure de la
mesure du taux de sécrétion brut.

La concentration du nectar en STD a été¢ mesurée a 1’aide
de deux réfractométres adaptés pour les petits volumes,
permettant une lecture jusqu’a des volumes de 0,05 L, pour
des gammes de 0-50 et 45-80 % Brix (Eclipse 45-81 et 45-82;
Bellingham & Stanley Ltd, UK). La masse de STD était
ensuite obtenue a 1’aide de la formule de conversion de Cruden
et Hermann (1983):

M =C.(4,6107°.C +9,946-107).V,

ou M est la masse de STD en mg, V le volume de nectar en
wL, et C la concentration du nectar en g de STD pour 100 g de
solution (% Brix).
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Fig. 7. Masse de sucres totaux dissous (STD) sécrétée par fleur pour (A) la lignée hybride F1 et (B) son parent femelle male stérile en fonction du
nombre d’heures écoulées apres le prélévement initial et selon la catégorie de température.

Tableau 2. Vitesses de sécrétion nectarifére brutes estimées par catégorie de température pour chaque lignée.

Lignée Catégorie de Nombre de fleurs Vitesse de sécrétion Intervalle de confiance a 95 %
température (°C) échantillonnées (ng STD . h™1) Borne Borne

inférieure supérieure
F1 <20 73 45,18 40,60 49,76
entre 20 et 30 111 83,48 76,53 90,44
>30 46 30,91 26,27 35,55
MS <20 102 15,66 13,00 18,32
entre 20 et 30 73 50,81 44,94 56,68
>30 55 17,01 12,24 21,77

STD: sucres totaux dissous.

2.3 Analyses statistiques

Le nectar étant sécrété de fagon continue (Pacini et Nepi,
2007), nous avons estimé les pentes, ainsi que les intervalles de
confiance a 95 % associés, de la masse de STD en fonction de
la durée écoulée entre le prélévement initial et la mesure
effectuée a I’aide de mode¢les linéaires mécanistes de la forme
y=4a.x (méthode d’inférence statistique dite des moindres
carrés ; Bolker, 2008), pour chacune des deux lignées (F1 et
MS) et pour chaque catégorie de température (< 20 °C ; entre
20° et 30°C; > 30°C). Deux moyennes dont les intervalles de
conflance & 95% ne se recouvrent pas ne peuvent étre
considérées comme statistiquement identiques, avec une
chance de 5% de se tromper (Nakagawa et Cuthill, 2007).
Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel R, version 3.2.0
(R Core Team, 2015).

3 Résultats

Les températures des relevés ont varié de 9 °C a 36 °C sous
les tunnels (Tab. 1). On peut tout d’abord constater que la
masse de STD contenue dans les fleurs augmentait de facon
constante au cours du temps aprés le prélévement initial de

nectar pour les deux lignées, F1 et MS, et ce dés 15 minutes et
quelle que soit la température d’échantillonnage (Fig. 7). La
vitesse de sécrétion, en masse de STD, est de deux a trois fois plus
forte entre 20 °C et 30 °C qu’en-dessous de 20 °C et qu’au-dessus
de 30 °Cpourles deux lignées (les intervalles de confiance 495 %
ne se chevauchaient pas; Tab. 2). D’autre part, cette vitesse de
sécrétion était moindre pour la lignée MS par rapport a la lignée
F1, etcepourtoutes les plages de température (Tab. 2). La vitesse
desécrétionde lalignée MS équivalaita 61 % decellede lalignée
F1 entre 20°C et 30°C. En-dessous de 20°C, cette vitesse
équivalaita 35 % de celle de lalignée F1, et au-dessus de 30°C a
55% de celle de la lignée F1.

4 Discussion

4.1 L’effet unimodal de la température sur la
sécrétion nectarifére

Pacini et al. (2003) distinguent deux types de nectaires
floraux : ceux dont I’amidon, qui sert de réactif pour la
production de sucres, provient directement de la photosynthése
et qui sécrétent par conséquent du nectar en continu et en
petites quantités lorsque la photosynthése est active, et ceux
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dont 1’amidon est préalablement stocké dans leur paren-
chyme avant sécrétion, et qui peuvent sécréter de grandes
quantités de nectar en trés peu de temps indépendamment de
la photosynthése (ces nectaires peuvent donc par exemple
sécréter la nuit dans le cas de pollinisateurs nocturnes). Le
colza, comme 1’ensemble des Brassicaceae, appartient au
premier type de plante ou il n’y a pas de stockage d’amidon
(Davis et al., 1986, 1998). Or, I’activité photosynthétique des
plantes admet un optimum de température, cet optimum étant
lui-méme dépendant de la température a laquelle les plantes
se sont développées. Les plantes ont ainsi une capacité
d’acclimatation qui leur permet d’adapter leur activité
photosynthétique au climat rencontré (Berry et Bjorkman,
1980; Yamori et al., 2014). Les variations de sécrétion
nectarifére dues a la température s’expliqueraient donc
directement par 1’effet unimodal de la température sur la
photosynthése. De plus, I"optimum thermique observé pour
la sécrétion de nectar pourrait également varier, a I’instar de
la photosynthése, suivant la température de développement
des plantes: ceci a en effet déja été observé par Huber
(1956).

C’est a notre connaissance la troisiéme fois qu’un tel effet
de la température a été mis en évidence sur une vitesse de
sécrétion nectarifeére (Fig. 7 et Tab. 2; Findlay et al., 1971 ;
Nicolson, 1995), confirmant ce qui a déja été observé chez
plusieurs especes sur le taux de sécrétion apparent (Huber,
1956 ; Villarreal et Freeman, 1990; Petanidou et Smets,
1996 ; Pacini et Nepi, 2007 ; Petanidou, 2007 ; Takkis et al.,
2015).

4.2 La lignée MS sécrete deux fois moins vite que la
lignée F1

La lignée MS sécrétait du nectar en moyenne deux fois
moins vite que la lignée F1 sur ’ensemble des températures
(Fig. 7 et Tab. 2). Ces résultats rejoignent en partie les
observations de Mesquida et al. (1991) et de Pierre et al.
(1999) réalisées sur les volumes de nectar sécrétés par des
lignées pures MF et MS avec la mesure du taux de sécrétion
apparent. Cette différence de vitesse de sécrétion peut
s’expliquer en partie par la mise en place du systéme de
stérilit¢ male cytoplasmique: lors de la conception de ce
systéme, les premieres lignées MS obtenues en combinant le
génome nucléaire du colza avec le cytoplasme du radis
Raphanus sativus ont eu pour effet d’altérer le développement
des nectaires (Pelletier et Budar, 2015).

La différence de vitesse de sécrétion demeurant encore
aujourd’hui entre les deux types de lignées peut également
provenir de la différence de taille entre les fleurs, et donc de
taille entre les nectaires. Il a en effet é&t¢ montré chez plusieurs
espéces que la quantité de nectar sécrétée est corrélée
positivement avec la taille des nectaires (Teuber et al.,
1980 ; Dafni et al., 1988 ; Petanidou et al., 2000 ; Galetto et
Bernardello, 2004). C’est 1’idée qui a été proposée par
Sammataro et al. (1985) pour expliquer les différences
d’attractivité entre variétés chez le tournesol. Il serait donc
intéressant de mesurer la taille des nectaires ou des fleurs pour
tester si cette différence de vitesse de sécrétion observée entre
les deux lignées provient effectivement de cette différence de
taille ou non.

4.3 Une méthode rigoureuse pour comparer la
sécrétion nectarifére de différentes lignées ou
variétés

Des lignées MS plus productives en nectar pourraient étre
sélectionnées (Mesquida et al., 1991 ; Pierre et al., 1999), a
I’instar des lignées MF conventionnelles (Kamler, 1984 ;
Davis, 2001). Un certain niveau d’héritabilité pour le caractére
de sécrétion de nectar a en effet ét€ mis en évidence chez
plusieurs especes (Mitchell, 2004 ; Leiss et Klinkhamer, 2005 ;
Kaczorowski et al., 2008). Tout en sachant que la quantité de
nectar sécrétée n’est pas le seul critére pour caractériser
I’attractivité d’une espéce ou d’une lignée : I’accessibilité du
nectar, comme la longueur des fleurons chez le tournesol
(Mallinger et Prasifka, 2017), et la composition en sucres du
nectar (Nicolson, 2007) y contribuent également.

Pour envisager un tel programme de sélection, la méthode
que nous avons utilisée qui mesure le taux de sécrétion brut de
nectar en STD sur des fleurs au 1°" jour d’anthése peut étre
retenue, en veillant a échantillonner le nectar des différentes
lignées dans des conditions environnementales similaires, en
particulier pour la température. L’intervalle de temps a retenir
entre le prélévement initial de nectar et la mesure peut étre de 6
ou 8 heures, avec un prélévement initial qui peut s’effectuer le
matin entre 09h00 et 12h00, heure locale, et une mesure qui
peut s’effectuer jusqu’a 18h00. Ensuite, le nectar devient trés
visqueux et monte tres lentement dans les microcapillaires. La
sécrétion nectarifere est en effet bien constante sur un pas de
temps de 6-8 heures quelle que soit la température (Fig. 7).
Cette sécrétion étant directement dépendante de la photo-
synthese, il est impératif que le prélévement initial de nectar ait
lieu lorsqu’il y a photosynthése, c’est-a-dire durant le jour a
partir du moment ou le rayonnement est suffisant. Au-dela
d’un intervalle de temps de 8 heures entre le prélevement initial
et la mesure, le processus de sécrétion devrait donc a priori
continuer, jusqu’au moment ou le rayonnement devient
limitant pour la photosynthése. Enfin, le prélévement initial
de nectar peut étre réalisé¢ a I’aide de papier Whatman, a la
place de microcapillaires, afin d’étre certain de ne pas
endommager les nectaires (McKenna et Thomson, 1988).

4.4 Perspectives: quels autres facteurs prendre en
compte ?
4.4.1 Age de la fleur et pollinisation

D’autres facteurs sont encore a prendre en compte pour
expliquer la variabilité de la sécrétion nectarifére, avec en
premier lieu 1’dge de la fleur, la sécrétion se réalisant en
continu jusqu’au moment de sa sénescence ou le nectar est peu
a peu réabsorbé (Nepi et Stpiczynska, 2008). C’est un facteur
particuliérement important pour les espéces protogynes ou
protandres, comme le tournesol ou la carotte, ou la sécrétion
peut varier selon la phase sexuelle qui évolue avec 1’age
(Langenberger et Davis, 2002 ; Wist et Davis, 2006, 2008 ;
Varga et al., 2013). 1l faut également tenir compte de I’effet de
la pollinisation, qui peut déclencher précocement le processus
de sénescence de la fleur et du coup interrompre la sécrétion
(Stead, 1992 ; van Doorn, 1997; Rogers, 2006). Avec ces
connaissances, nous pourrions ainsi estimer de fagon précise la
quantité totale de sucres produite par un hectare de culture
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d’une espece et d’une lignée donnée, disponible pour les
abeilles : de premiéres approximations ont été proposées par
Pierre et Emeillat (2009) et Thom et al. (2016). Et a terme
identifier une charge de colonies d’abeilles melliféres par unité
de surface a ne pas dépasser si I’on souhaite éviter que les
colonies ne rentrent trop en compétition les unes avec les autres
pour le nectar.

4.4.2 Humidité du sol

Enfin la teneur en eau du sol apparait comme un dernier
facteur important pour la sécrétion nectarifére. Différentes
études sur espéces sauvages ont montré que la sécrétion de
nectar augmente avec I’humidité du sol (Villarreal et Freeman,
1990 ; Wyatt et al., 1992 ; Carroll et al., 2001 ; Waser et Price,
2016 ; Gallagher et Campbell, 2017). Gillespie et al. (2015) ont
observé une relation similaire en production de semence
hybride d’oignon, mais avec un optimum d’humidité au-dela
duquel la sécrétion diminue. Ceci rejoint le fait que I’activité
photosynthétique des plantes diminue en situation de déficit
hydrique (Chaves et al., 2009), comme en situation d’exces
hydrique (Balakhnina, 2015). Leiss et Klinkhamer (2005) ont
quant a eux montré, a ’instar de Boose (1997), I’existence
d’une interaction génotype-environnement sur la sécrétion
nectarifere : I’effet positif de I’humidité du sol sur la sécrétion
chez la vipérine commune (Echium vulgare) s’observe surtout
pour des génotypes peu nectariféres avec un systéme racinaire
peu développé. A I’inverse, des génotypes trés nectariféres
avec un systéme racinaire bien développé ont une forte
capacité de sécrétion en condition de sol sec comme en
condition de sol humide. Il apparait ainsi que des différences
de sécrétion nectarifére entre lignées ou entre variétés peuvent
ne se révéler que dans certains contextes environnementaux,
par exemple lorsque les plantes sont en condition de stress.
Lindstrom et al. (2017) viennent par exemple de montrer que
I’irrigation permet de compenser 1’effet négatif des méligéthes
sur la sécrétion nectarifére du colza (Kirk er al, 1995;
Krupnick et al., 1999).

Lexique
Anémophilie qualifie une espéce végétale dont la pollinisa-
tion, et par extension la fécondation, dépend en
majorit¢ du vent. Deux procédés peuvent
intervenir : la dispersion du pollen atmosphé-
rique, ou le secouage des fleurs dans le cas de
plantes hermaphrodites

qualifie une espéce végétale dont la pollinisa-
tion, et par extension la fécondation, dépend en
majorité de 1’activité des insectes

fleur hermaphrodite dont la phase male
précede la phase femelle

fleur hermaphrodite dont la phase femelle
précede la phase male

Entomophilie

Protandre

Protogyne
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