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Résumé

La pollinisation par les animaux est essentielle pour la production de 70% des
cultures mondiales. Cette contribution aux rendements des cultures est souvent
associée a la diversité et a 'abondance des pollinisateurs au sein des cultures. Diversité
et abondance des pollinisateurs sont souvent impactées par le paysage qui, en
fonction de sa composition, fournit des quantités de ressources florales qui varient
spatialement et temporellement. Malgré la prédominance des champs cultivés dans
les systemes agricoles, I'impact des facteurs paysagers liés aux champs cultivés reste
assez peu documenté contrairement aux habitats semi-naturels. De plus, le cycle de
vie des pollinisateurs suggere que les effets du paysage peuvent se répercuter d'une
année sur l'autre. L'objectif général de cette these est d'étudier les liens entre effets
des champs cultivés, suivi des pollinisateurs et service de pollinisation des cultures. Ce
travail repose sur l'analyse de réseaux d'interactions plantes-pollinisateurs et le
développement d'une méthode de suivi acoustique des pollinisateurs pour étudier le
service de pollinisation et les mécanismes sous-jacents.

Dans un premier temps, nous avons quantifié la contribution de différentes ressources
florales des champs cultivés de I'année précédente au service de pollinisation du colza.
Nous montrons que le colza dépend en majorité des autres ressources florales plutot
que de lui-méme pour le maintien des espéeces de pollinisateurs délivrant le service de
pollinisation. La contribution de la flore adventice des cultures est au moins aussi
importante que celle provenant des cultures a floraison massive. La majeure partie de
cette contribution provient des adventices présentes au sein des parcelles des
céréales, habituellement négligées dans les études sur le service de pollinisation. Dans
un deuxiéme temps, nous avons cherché a déterminer si le suivi acoustique des
pollinisateurs pouvait étre une méthode permettant d'étudier le service de
pollinisation du tournesol. Nous montrons que 'apprentissage profond semble étre la
méthode d'apprentissage machine la plus efficace pour reconnaitre le son émis par les
pollinisateurs et que la méthode de suivi acoustique des pollinisateurs donne des

informations en adéquation avec la littérature sur la biologie des pollinisateurs. Nous



démontrons également que cette méthode de suivi des pollinisateurs, de par sa
continuité temporelle, permet de s'affranchir de certains biais inhérents aux méthodes
classiques et permet ainsi de mettre en évidence des effets paysagers subtils.

En conclusion, notre travail permet de souligner I'importance des champs cultivés dans
le cadre des études sur le service de pollinisation. Nous démontrons que des
modifications de I'assolement et de pratiques au sein des champs cultivés, y compris
dans les champs dont les cultures ne dépendent pas des pollinisateurs, peuvent avoir
un impact important sur le service de pollinisation des cultures. Bien que de nombreux
développements techniques et méthodologiques restent a mettre au point, nous
montrons que le suivi acoustique est une méthode prometteuse pour le suivi des
pollinisateurs dans le cadre des études sur le service de pollinisation. Enfin, nous
discutons des liens entre les proxys de pollinisation issus des suivis de pollinisateurs et

le service de pollinisation.

Mots clés : Service de pollinisation, Champs cultivés, Ressources florales, Adventices

des cultures, Suivi acoustique passif, Apprentissage profond



Abstract

Animal pollination is essential for the production of 70% of the world's crops. This
contribution to crop yields is often associated with the diversity and abundance of
pollinators within crops. Pollinator diversity and abundance are often impacted by the
landscape, which, depending on its composition, provides spatially and temporally
varying amounts of floral resources. Despite the predominance of cultivated fields in
agricultural systems, the impact of landscape factors related to cultivated fields
remains relatively undocumented, unlike semi-natural habitats. In addition, the life
cycle of pollinators suggests that landscape effects can be carried over from year to
year. The overall objective of this thesis is to investigate the links between cultivated
field effects, pollinator monitoring and crop pollination services. This work is based on
the analysis of plant-pollinator interaction networks and the development of an
acoustic pollinator monitoring method to study the pollination service and the
underlying mechanisms.

First, we quantified the contribution of different floral resources from the
previous year's cultivated fields to the pollination services of oilseed rape. We show
that oilseed rape depends mostly on other floral resources rather than on itself for the
maintenance of pollinator species delivering the pollination services. The contribution
of crop weeds is at least as important as that from mass-flowering crops. Most of this
contribution comes from weeds within cereal fields, which are usually neglected in
pollination services studies. In a second step, we investigated whether acoustic
pollinator monitoring could be a method to study the pollination services of sunflower.
We show that deep learning appears to be the most effective machine learning method
for recognizing the sound emitted by pollinators and that the acoustic pollinator
monitoring method provides information consistent with the literature on pollinator
biology. We also demonstrate that this method of monitoring pollinators, because of
its temporal continuity, allows to get rid of some biases inherent to classical methods
and thus allows to highlight subtle landscape effects.

In conclusion, our work highlights the importance of cultivated fields in



pollination services studies. We demonstrate that changes in cropping patterns and
practices within cultivated fields, including fields where crops are not pollinator-
dependent, can have a significant impact on the pollination services of crops. Although
many technical and methodological developments remain to be developed, we show
that acoustic monitoring is a promising method for monitoring pollinators in pollination
services studies. Finally, we discuss the links between pollination proxies from

pollinator monitoring and pollination services.

Keywords: Pollination services, Cultivated fields, Floral resources, Crop weeds,

Passive acoustic monitoring, Deep learning
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Introduction générale

Actuellement, le monde est confronté a la sixiéme extinction de masse de la
biodiversité (Barnosky et al., 2011; Ceballos et al., 2015; Pimm et al., 2014). L'Union
Internationale pour la Conservation de la Nature a montré qu’au moins 680 espéces
de vertébrés se sont éteintes depuis 1500. Aujourd'hui, ce sont prés de 41 000 espéeces
de plantes et d'animaux qui sont menacées d’extinction, soit 28% des especes
évaluées a 'échelle mondiale (UICN 2022, version 2022.1). L'ensemble des groupes
taxonomiques sont donc concernés par ce déclin, et méme si le niveau de menace
varie selon les groupes, on observe une détérioration progressive de leur état de
conservation sur les dernieres décennies (UICN 2022 et Fig.1a). En observant la
tendance globale des abondances relatives des populations d’espéces sauvages, ce
déclin apparait encore plus alarmant. Entre 1970 et 2018, I'Indice Planéte Vivante
mondial, qui vise a mesurer les changements temporels d'état de la biodiversité par
rapport a 1970, montre un déclin moyen de 69% des populations de vertébrés

sauvages (WWF 2022, Fig.1b).
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Figure 1 - a) Indice Liste rouge pour les groupes taxonomiques qui ont été évalués. Une valeur de 1
signifie que toutes les espéces du groupe taxonomique sont classées dans la catégorie
"Préoccupation mineure”. Une valeur de 0 signifie que I'ensemble des espéces est classé dans la
catégorie "Eteint”. b) Evolution de I'Indice Planéte Vivante mondial de 1970 a 2018. Sources : a)
Union Internationale pour la Conservation de la Nature ; b) WWF/ZSL (2022)


https://www.zotero.org/google-docs/?3ZBUK0

Face au constat de ['érosion massive de la biodiversité, la Plateforme
Intergouvernementale scientifique et politique sur la Biodiversité et les Services
Ecosystémiques (IPBES) a produit en 2019 une évaluation mondiale permettant de
mieux comprendre les tendances de biodiversité, leur impact sur les sociétés et les
causes de ce déclin. La synthése des travaux scientifiques démontre bien que ce déclin
a pour origine les activités humaines. Le facteur ayant le plus d'impact varie en fonction
du type de milieu, mais pour le milieu terrestre, le premier facteur responsable de ce
déclin est le changement d'usage des sols et la fragmentation des habitats (IPBES,
2019). En cause notamment I'expansion des terres agricoles qui occupent environ 40%
du territoire européen, 50% du territoire francais (Chatellier and Delame, 2007; Néron,
2018). Parmi les causes de ce déclin, on trouve également la surexploitation, les
pollutions, l'introduction d'especes envahissantes et le changement climatique
(Maxwell et al., 2016).

Au sein des écosystémes, les especes sont en interaction constante avec le
biotope et les organismes vivants constituant la biocénose. Ces multiples interactions
sont a l'origine de nombreuses fonctions écologiques qui bénéficient a la qualité de
vie de l'espece humaine. Or, par ses activités, |I'espece humaine provoque la
disparition des espéces sauvages et de leurs interactions, entrainant une détérioration
du fonctionnement des écosystémes et donc la perte des services rendus par la nature
dont les sociétés humaines dépendent. En 2005, I'Evaluation des Ecosystémes pour le
Millénaire (MEA 2005) a classé ces services écosystémiques en différentes catégories
selon les bénéfices qu'ils apportent aux sociétés humaines : les services de “support
ou de soutien” assurent le bon fonctionnement de la biosphére et intégrent par
exemple le cycle de la matiere ou de I'eau ; les services “"d’approvisionnement ou de
production” sont les produits issus des écosystemes comme les aliments, les
combustibles et les médicaments ; les services de “régulation” permettent de moduler
les phénomenes naturels comme |'érosion ou la pollinisation ; les services “culturels”

permettant I'enrichissement éducatif et spirituel (Fig.2).
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Figure 2 - Liens entre services écosystémiques et bien-étre humain. Les fleches représentent
les liens courant entre les services écosystémiques et les composantes du bien-&tre humain.
Leur épaisseur représente l'intensité du lien et leur couleur le degré d'intervention possible de
facteurs sociaux-économiques. Source : Evaluation des Ecosystéemes pour le Millénaire (MEA
2005)

L'approche développée par [I'IPBES integre cette notion de services
écosystémiques dans le contexte plus englobant des contributions de la nature aux
populations (Diaz et al.,, 2018). Des travaux de synthése ont montré que ces
contributions de la nature a la qualité de vie humaine sont aujourd’hui directement
menacées par le déclin de la biodiversité (Diaz et al., 2019). Bien que certains ouvrages
techniques humains tentent de remplacer certaines de ces contributions, ils sont bien
souvent imparfaits et colteux (IPBES, 2019) et pour certaines contributions, comme la
production d'oxygene par les plantes, aucun substitut n'existe.

Ainsi, en raison des services que fournit la nature aux sociétés humaines gréce
aux fonctions écologiques générées par les interactions au sein des communautés
d'étre-vivants, il apparait essentiel de protéger la biodiversité (Mace, 2014).
Néanmoins, cette vision reste trés anthropocentrée. Or, ces services sont pour certains

assurés par un petit nombre d'espéces qui ne sont pas menacées (Kleijn et al., 2015).
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Ainsi, I'un des arguments essentiels qui devrait étre pris en considération pour la
conservation de la biodiversité est la valeur intrinseque de chaque espece. Afin de
mettre en place des processus efficaces visant a protéger la biodiversité, il est
nécessaire de comprendre le fonctionnement des écosystemes et donc d'étudier les
fonctions écologiques qui s'y déroulent. Dans la suite de ce travail, nous nous

intéresserons au service et a la fonction écologique de pollinisation.



La fonction écologique de pollinisation

1. La pollinisation

La pollinisation correspond au transfert des grains de pollen des pieces
reproductrices males (les étamines, composées de filets et d'antheres) d'une fleur
jusqu'aux pieces reproductrices femelles (le pistil, composé de l'ovaire, du style et des
stigmates) d'une méme fleur ou d'une autre fleur compatible. Une fois déposé sur le
stigmate, le pollen entre en germination et donne un tube pollinique qui s'allonge le
long du style et qui permet aux deux gamétes méles de rejoindre le sac embryonnaire.
L'un des gametes males féconde alors l'oosphére (gaméte femelle) pour donner
I'embryon et l'autre fusionne avec les noyaux polaires pour donner l'albumen qui
servira de tissu de réserve a I'embryon. Aprés le développement de I'embryon, il en

résulte une graine qui dans certains cas sera protégée par un fruit (Fig.3).
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Figure 3 - Cycle de vie d'une plante a fleur entomogame. Source:
https://www.insectes.org/content/37-ils-pollinisent, consulté le
09/11/2022.

Chez les Angiospermes, 75% des especes sont hermaphrodites (Chapman and
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Reiss, 1992), c'est-a-dire que leurs fleurs possedent a la fois les piéces reproductrices
males et femelles. Pour ces especes, le transfert de pollen peut ainsi se faire au sein
d'une méme fleur, on parle alors d'autopollinisation. Toutefois, il est nécessaire que
ces especes soient auto-compatibles. En effet, pour certaines espéces, il existe des
mécanismes et des adaptations morphologiques ou temporelles pouvant empécher
I'adhésion du grain de pollen ou encore la formation du tube pollinique ce qui entraine
une auto-incompatibilité de ces espéces (Bateman, 1952). Parmi les 25%
d'Angiospermes restants, on pourra trouver des plantes possédant a la fois des fleurs
femelles et des fleurs males sur le méme individu (espéce monoique) ou bien des
especes pour lesquelles les individus seront composés uniquement de fleurs femelles
ou uniquement de fleurs males (espéce dioique).

L'autopollinisation n’étant pas obligatoire, voire impossible pour de
nombreuses espéces de plantes, il existe une autre forme de pollinisation nécessitant
le transfert du pollen entre individus via un vecteur biotique ou abiotique,
I'allopollinisation ou pollinisation croisée. Ce type de pollinisation, favorisant le
brassage génétique, peut faire intervenir une grande diversité de vecteurs. Le pollen
pourra, ainsi, étre transporté par le vent (pollinisation anémophile), I'eau (pollinisation
hydrophile) ou encore par des animaux (pollinisation zoophile). Il a été estimé
qgu’'environ 87,5% des Angiospermes, soit 310 000 espéces, ont recours a la
pollinisation zoophile (Ollerton et al., 2011). L'animal vient généralement se nourrir des
ressources mises a disposition par les fleurs (nectar et/ou pollen) (Willmer, 2011)
transportant alors le pollen avec lui lors de ses déplacements de fleurs en fleurs. Le
nombre d'espéces visitant les fleurs et étant de potentiels pollinisateurs est estimé
entre 130 000 et 300 000 (Buchmann and Nabhan, 1996; Kearns et al., 1998). Parmi
ces especes on trouve essentiellement des insectes mais aussi des oiseaux, des
mammiféres tels que des chauves-souris ou encore quelques espéces de reptiles. En
Europe, la pollinisation zoophile est quasi exclusivement réalisée par les insectes
pollinisateurs.

Certains auteurs considerent que les interactions plantes-pollinisateurs tendent

vers un systeme spécialiste. En effet, les plantes posseédent des traits pouvant étre plus
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ou moins attractifs pour les insectes pollinisateurs (Dafni, 1992; Kearns and Inouye,
1993). Ces traits sont le fruit d'une coévolution plus ou moins étroite entre les plantes
et les pollinisateurs qui a mesure de leur apparition réduisent I'accés a une grande
diversité de pollinisateurs pour sy nourrir. Le cas le plus extréme est celui ol une seule
espéce de pollinisateur ne peut butiner qu’une seule espece de plante. L'exemple le
plus célébre de ce niveau de spécialisation est celui prédit par Darwin (1862) entre
I'orchidée Angraecum sesquipedale et son sphinx Xanthopan morganii preadicta.
Néanmoins, cette vision d'une spécialisation des interactions plantes-pollinisateurs a
été remise en cause par différents auteurs (Ollerton et al., 2009; Waser et al., 1996).
Waser et al., (1996) ont notamment démontré un généralisme important des
interactions plantes-pollinisateurs qui se structurent alors en réseau. Ces réseaux
d’interactions plantes-pollinisateurs sont bipartites (deux compartiments de niveaux
trophiques différents) et constitués de nceuds représentant les plantes et les
pollinisateurs reliés par des liens. Le degré de généralisme d'une espece de
pollinisateur peut ainsi étre évalué par le nombre de liens entre elle et les plantes du

réseau (Bascompte and Jordano, 2007).

2. La pollinisation en tant que service écosystémique

La pollinisation est souvent assimilée a un service de “régulation” (FAO, 2022)
puisqu’en permettant la reproduction des végétaux, elle permet a la fois le maintien
de la diversité végétale et animale, via 'apport de ressources consommées par des
niveaux trophiques supérieurs, mais aussi la structuration des sols et la captation du
CO2. De plus, ces plantes produisent des fruits, des graines ou de la matiere organique
qui peuvent servir a la confection de médicaments, de matériaux de construction,
d'alimentation pour l'espéce humaine, ce qui fait que la pollinisation participe au

service “d'approvisionnement”.

a) Le service de pollinisation dans les milieux agricoles

Dans les milieux agricoles, la pollinisation de 70% des plantes cultivées dépend

des pollinisateurs et représente 35% de la production agricole mondiale annuelle
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(Klein et al., 2007). Cette dépendance aux pollinisateurs varie en fonction de |'espece
cultivée, notamment en fonction de leur tolérance a l'auto-fécondation (Klein et al.,
2007, Fig.4). Il a été estimé que 5 a 8% de la production agricole serait perdue sans le
service de pollinisation (Potts et al., 2016). De plus, I'augmentation croissante des
surfaces cultivées de cultures dépendantes des pollinisateurs depuis le début des
années 1960 (Aizen et al., 2008) a rendu la production agricole mondiale de plus en
plus dépendante des pollinisateurs. Enfin, bien que cette vision soit une vision de
monétarisation de la nature qui divise la communauté scientifique, on estime entre 235
et 577 milliards de dollars la valeur de la production des plantes cultivées dépendantes

des pollinisateurs (Lautenbach et al., 2012).
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Figure 4 - Niveau de dépendance a la zoogamie de 70 cultures (issue
de Klein et al., 2007)

Cette importance du service de pollinisation s'explique par le fait que la
pollinisation permet d'augmenter de maniere importante la production des cultures.
En effet, al'échelle de la plante, la pollinisation permet I'augmentation des rendements
et de la qualité de la production (Bartomeus et al., 2014). Cela peut se traduire par
I'augmentation du nombre de fruits par plante comme pour les cucurbitacées (Knapp
and Osborne, 2019; Wijesinghe et al., 2020), 'augmentation du nombre de graines
comme pour le colza et le tournesol (encadré 1) ou l'augmentation du poids des

graines ou des fruits (Garratt et al., 2014; Wietzke et al., 2018). La qualité de la
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production peut également étre impactée par la pollinisation entomophile. Par

exemple, la pollinisation permet la diminution du nombre de graines vides pour le

sarrasin ou encore l'augmentation de la qualité commerciale des fraises (Bartomeus et

al., 2014; Wietzke et al., 2018). Les facteurs liés a la pollinisation permettant d'expliquer

cette amélioration de la production sont en général I'abondance des pollinisateurs et

la diversité des communautés de pollinisateurs (e.g Garibaldi et al., 2013; Klein et al.,

2003; Lindstrom et al., 2016; Mallinger and Gratton, 2015; Perrot et al., 2019, 2018;

Zou et al., 2017).

Encadré 1

Le colza (Brassica napus L.) et le tournesol
(Helianthus annuus L.) sont deux cultures trés
présentes dans les systémes agricoles européens.
En effet, le colza, cultivé essentiellement pour la
production d’huile alimentaire et plus récemment
pour la production de biocarburants, est la 5e
culture en termes de surface cultivée a I'échelle
européenne et la 4e en France. Le tournesol
quant a lui occupe le 3e rang au niveau européen
et le 5e rang au niveau francais (FAOSTAT, 2020).
Ces deux cultures sont hermaphrodites. Leur taux
d'autopollinisation est trés différent, il se situe
entre 53 et 83% pour le colza (Becker et al., 1992;
Perrot et al.,, 2018) et 35 et 53,5% pour le
tournesol (Javed and Mehdi, 1992; Perrot et al.,
2019; Roumet et al., 2012). Elles sont également
pollinisées par le vent, qui représente entre 3 et
12% des rendements pour le colza (Hudewenz et
al., 2014; Mesquida and Renard, 1982; Perrot et
al., 2018) et un peu plus de 20% pour le tournesol
(Perrot et al.,, 2019). Ces cultures bénéficient
également de la pollinisation par les insectes. Ce
mode de pollinisation permet une augmentation
du rendement du colza entre 10 et 50% (Araneda
Durdn et al., 2010; Bartomeus et al., 2014;
Bommarco et al.,, 2012; Lindstrom et al., 2016;
Perrot et al., 2018; Stanley et al., 2013; Zou et al,,
2017) et du tournesol entre 18 et 100%
(Carvalheiro et al., 2011; Degrandi-Hoffman and
Chambers, 2006; Garibaldi et al., 2016; Greenleaf
and Kremen, 2006; Perrot et al., 2019). Ces deux
cultures sont dites a floraison massive
puisqu’elles fleurissent sur un temps court,
quelques semaines entre mars et mai pour le

colza et quelques semaines en juillet et aolt pour
le tournesol, et fournissent durant cette période
une quantité tres importante de ressources
alimentaires pour les insectes pollinisateurs
(Requier et al., 2015; Rollin et al., 2015; Todd et
al., 2016; Westphal et al.,, 2003). Néanmoins,
malgré le réservoir en ressources important que
représente chacune de ces cultures, les
communautés d'insectes pollinisateurs les visitant
sont trés différentes. En effet, méme si pour ces
deux cultures I'abeille domestique (Apis mellifera
L.) est I'espece de pollinisateur la plus abondante
dans la communauté, elle ne représente que 70 a
80% des visites dans le colza (Bartomeus et al.,
2014; Bommarco et al., 2012; Perrot et al., 2018;
Zou et al., 2017) contre 72 a 97,8% dans le
tournesol (Bartual et al., 2018; Carvalheiro et al.,
2011; Greenleaf and Kremen, 2006). Pour le
colza, les syrphes représentent 10 a 20% des
visites et les abeilles sauvages 5 a 10%. Pour le
tournesol, le reste de la communauté est
composé essentiellement d'abeilles sauvages, de
syrphes ou encore de Lépidoptéres. La plupart
des études ont montré que l'effet des insectes
pollinisateurs sur le rendement du tournesol et du
colza provenait essentiellement de I'abondance
de ces derniers, gu'ils soient gérés ou sauvages
(Bartomeus et al., 2014; Greenleaf and Kremen,
2006; Jauker et al., 2012; Lindstrom et al., 2016;
Perrot et al., 2019, 2018; Zou et al., 2017). Pour
chacune de ces cultures, une seule étude a
montré un effet de la richesse spécifique des
pollinisateurs sur leur rendement (Carvalheiro et
al., 2011; Zou et al., 2017).
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b) Les insectes pollinisateurs des milieux agricoles

Bien que de nombreux groupes taxonomiques permettent la pollinisation des
plantes, les principaux pollinisateurs sont les insectes. Dans les milieux agricoles, les
insectes pollinisateurs les plus étudiés sont les Hyménopteres et les Diptéres. Parmi les
Hyménopteres, ce sont les abeilles qui sont les plus fréquentes (Greenleaf et al., 2007;
Khalifa et al., 2021), la plus connue étant I'abeille domestique ou abeille mellifere (Apis
mellifera L.). Le fait que cette espéce forme de grandes colonies (plusieurs dizaines de
milliers d'individus) et soit généraliste (butine une grande diversité de plantes) fait de
celle-ci un soutien majeur au service de pollinisation (Cunningham et al., 2016; Gallai
etal., 2009; Lindstrom et al., 2016; Perrotetal., 2019). Néanmoins, la présence de cette
espece est fortement liée a l'apiculture, puisque c'est une espece gérée. De
nombreuses abeilles sauvages sont également connues pour étre des pollinisateurs
efficients des cultures comme les bourdons ou les Megachilidae (Garibaldi et al., 2013;
Klein et al., 2007). Contrairement a l|'abeille domestique, la présence de ces
pollinisateurs est dépendante essentiellement du contexte paysager et de la
disponibilité en habitats semi-naturels (Benjamin et al., 2014; Garibaldi et al., 2011;
Nooten and Rehan, 2022). Le deuxiéme groupe le plus commun dans le milieu agricole
est celui des Diptéres (“mouches”). La famille la plus étudiée dans les milieux agricoles
est celle des Syrphidae, mais les Diptéres non Syrphidae sont généralement plus
abondants et divers que les Diptéres Syrphidae et transporteraient plus de 80% du
pollen transporté par I'ensemble des Dipteres (Orford et al.,, 2015). Bien qu'elles
semblent étre de moins bonnes vectrices pour le transport du pollen que les abeilles,
les mouches compenseraient par un grand nombre de visites (Rader et al., 2016) et
seraient ainsi au moins aussi efficaces que les abeilles (Howlett et al., 2017).
Néanmoins, les Diptéres sont encore peu considérés dans les études sur la
pollinisation des cultures et leur importance dans le soutien qu'ils apportent au service
de pollinisation pourrait étre sous-estimée.

Dans les milieux agricoles, toutes ces espéces sont soumises a de nombreuses

contraintes pouvant avoir des conséquences négatives sur leurs populations, sur les
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communautés et par conséquent sur le service de pollinisation. La structure des
réseaux d'interactions plantes-pollinisateurs conditionne leur stabilité et leur
robustesse a la perte d'especes et joue ainsi un réle majeur dans la capacité de
résilience des réseaux aux perturbations environnementales. Dans les réseaux
mutualistes comme les réseaux plantes-pollinisateurs, la diversité spécifique et le
nombre de liens sont un indicateur important de la stabilité. Une autre caractéristique
importante de ces réseaux est I'emboitement (nestedness en anglais). Si les especes
interagissant avec les spécialistes sont une partie des especes interagissant avec les
généralistes alors le réseau est dit emboité (Mariani et al., 2019). Ainsi, si les espéces
spécialistes sont perdues, les espéces généralistes interagissent toujours avec I'autre
niveau trophique. Les réseaux les plus connectés, ayant un grand nombre de liens
entre espéces par rapport au nombre maximum de liens potentiels, sont donc
attendus comme étant ceux ayant une plus forte résilience face aux perturbations
(Thébault and Fontaine, 2010). En revanche, les réseaux faiblement connectés et non
emboités sont fragiles face aux perturbations (Thébault and Fontaine, 2010). Ainsi, les
réseaux d'interactions peuvent étre utilisés comme indicateur des variations

environnementales.

3. Le déclin des pollinisateurs et les facteurs associés au
milieu agricole

Depuis plusieurs dizaines d’années, des études montrent un déclin des
pollinisateurs (Biesmeijer et al., 2006; Kearns et al., 1998; Potts et al., 2010). Ce déclin
n'a pas lieu uniquement dans les zones anthropisées puisque Hallmann et al., (2017)
ont montré une perte de 75% de la biomasse d'insectes dans les zones protégées
allemandes entre 1989 et 2016. Concernant les pollinisateurs, Zattara and Aizen (2021)
ont montré, a partir des données disponibles sur la plateforme GBIF, un fort déclin des
espéces d'abeilles au cours du dernier siecle et plus précisément au cours des 30
derniéres années.

Comme pour I'ensemble de la biodiversité, ce déclin a pour origine les activités
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des sociétés humaines. Les facteurs sont multiples et ils ont pu étre mis en évidence
par différents auteurs ces derniéres années. On retrouve la perte d’habitat liée a la
I'intensification de l'agriculture et a I'urbanisation, les pollutions notamment liées aux
pesticides, les agents pathogénes et les espéces introduites ainsi que le changement
climatique (Potts etal., 2010, 2016; Sanchez-Bayo and Wyckhuys, 2019; Wagner, 2020;

Fig.5). Dans la suite, nous décrirons uniquement les facteurs propres aux milieux

agricoles.
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Figure 5 - Les quatre grandes causes du déclin des taxons majeurs d'insectes
relevés par Sanchez-Bayo and Wychkuys (2019) : les modifications des
habitats incluant la perte d'habitat et de ressources (habitat change), les
pollutions incluant les pesticides (pollution), I'effet des parasites et des
pathogénes, ou des espéces exotiques envahissantes (biological traits), et le
changement climatique global (climate change).

Pour leur survie et leur reproduction, les pollinisateurs ont besoin de deux
ressources essentielles, a savoir des ressources florales (nectar et/ou pollen) ainsi que
des sites de nidification. Cependant chaque espéce de pollinisateur n'a pas les mémes
besoins, en termes de diete alimentaire certaines sont spécialistes (butinage d'une
seule espece de plante) tandis que d’autres sont généralistes et peuvent se nourrir sur
une plus grande diversité de plantes, en termes de sites de nidification certaines

nichent directement au sol, d'autres dans des bois morts ou encore dans des tiges
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creuses. De plus, les besoins peuvent étre différents au sein d'une méme espece, mais
entre stades de développement différents avec des besoins qui peuvent varier entre
les larves et lIimago. Or, au cours de ces derniéres décennies, |'agriculture s'est
intensifiée homogénéisant les paysages agricoles avec de grandes parcelles en
monoculture, réduisant les espaces semi-naturels, tels que les prairies ou encore les
haies et induisant l'utilisation d’herbicides et d'insecticides (Potts et al., 2010, 2016a;
Vanbergen et al., 2013). Tous ces facteurs pésent sur la diversité et 'abondance des
pollinisateurs dans ces milieux en réduisant I'acces aux ressources qui sont vitales pour
les pollinisateurs (Baude et al., 2016; Biesmeijer et al., 2006). En 2019, Timberlake et
al., ont montré que dans les milieux agricoles la phénologie de production de
ressources florales et la phénologie des besoins en ressources de la part des
pollinisateurs pouvaient étre asynchrones, créant ainsi des disettes alimentaires a
certains moments de la saison. Ces moments correspondent aux périodes ou les
cultures a floraison massive ne sont plus en fleur et ou les seules ressources florales
pour les pollinisateurs se trouvent au niveau des éléments semi-naturels ou des

adventices des cultures (Requier, 2013).

a) L'importance des cultures a floraison massive

Comme nous l'avons présenté précédemment avec le colza et le tournesol, les
cultures a floraison massive sont des composantes essentielles des milieux agricoles.
Elles fournissent une quantité de ressources florales trés importante pendant un court
laps de temps (Westphal et al.,, 2003). Ces ressources pourraient alors étre
complémentaires des autres ressources florales comme celles disponibles dans les
habitats semi-naturels qui ont des phénologies de floraison qui peuvent varier. Il a
d'ailleurs été démontré qu’'une couverture élevée du paysage en culture a floraison
massive pouvait améliorer les densités d'abeilles sauvages de I'année suivante (Beyer
et al., 2021; Riedinger et al., 2015). Néanmoins, d'autres études ont montré que ces
cultures pourraient jouer un réle de dilution des densités d'insectes du paysage
(Holzschuh et al., 2016; Montero-Castano et al., 2016; Stanley and Stout, 2014). De

plus, bien que les ressources fournies soient abondantes, ces dernieres peuvent ne
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pas permettre un approvisionnement suffisamment diversifié en termes de composés
métaboliques constituant les nectars et pollens et certaines espéces spécialistes
pourraient ne pas pouvoir profiter de ces derniéres. Enfin, étant donné leur densité,
ces cultures pourraient entrer en compétition avec la flore adventice pourtant
indispensable au maintien des populations de pollinisateurs sauvages (Geslin et al.,

2017).

b) La destruction des habitats

En raison des ressources florales (Baude et al., 2016; Langlois et al., 2020;
Timberlake et al., 2019) et des sites de nidification (Lye et al., 2009) qu'ils offrent, les
habitats semi-naturels sont connus pour avoir des effets positifs sur la diversité et
I'abondance des pollinisateurs sauvages (Carvalheiro et al., 2010; Garibaldi et al,,
2011; Klein et al., 2012; Ricketts et al., 2008). Cependant, au cours du dernier siécle, a
des fins d’optimisation du travail agricole, la tendance a été d’augmenter la taille des
parcelles cultivées au détriment des milieux semi-naturels (Potts et al., 2016b, 2010;
Vanbergen et al., 2013). Ainsi, les pollinisateurs ont perdu des ressources essentielles
a leur survie que ce soit en termes d’habitat ou de ressources alimentaires. Par
exemple, entre 1975 et 1987, l'inventaire forestier national a noté une perte annuelle
de 45 000 km de haies et actuellement ce sont 8500 km qui sont perdues chaque
année, pourtant ces milieux sont connus pour fournir des ressources florales
importantes aux pollinisateurs et pour étre utiles a leur dispersion (Garratt et al., 2017;
Hannon and Sisk, 2009; Morandin and Kremen, 2013; Sardifnas and Kremen, 2015).
Ces habitats se sont également retrouvés plus fragmentés et isolés causant ainsi des

perturbations dans les déplacements des individus ayant des capacités de vol limitées.

c) Les pesticides

L'utilisation d'insecticides ayant pour cibles les insectes ravageurs des cultures
peut avoir un impact sur les pollinisateurs. En effet, bien qu'ils n‘en soient pas la cible
et bien qu'il existe des lois limitant 'épandage de ces produits, et donc leur impact sur

les pollinisateurs, I'exposition a des produits tels que les néonicotinoides (Godfray et
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al., 2014; Wood and Goulson, 2017) peut avoir des effets létaux (Johnson et al., 2010;
Tsvetkov et al., 2017) et sublétaux sur les pollinisateurs (Desneux et al., 2007; Henry et
al., 2012; Wood and Goulson, 2017; Woodcock et al., 2017). Néanmoins, le role de ces
produits dans le déclin généralisé des pollinisateurs est difficile a mesurer par rapport
aux autres facteurs impliqués. Outre lI'utilisation d'insecticides, ['utilisation
d'herbicides, visant a éliminer la flore adventice des cultures, considérée comme
indésirable en raison de |'éventuelle compétition qu’elle peut avoir avec la plante
cultivée (Milberg and Hallgren, 2004), peut nuire aux pollinisateurs sauvages des
cultures qui perdent ainsi une ressource florale essentielle (Bretagnolle and Gaba,

2015; Willmer, 2011).

Au vu des effets des activités humaines sur la disponibilité en ressources florales
dans les milieux agricoles, il est nécessaire de connaitre I'importance des différents
types floraux pour le maintien des communautés de pollinisateurs des cultures et donc
pour le maintien du service de pollinisation des cultures. L'importance des habitats
semi-naturels et des cultures a floraison massive est relativement bien connue, mais
celle de la flore adventice des cultures reste encore assez méconnue. De plus, les
études s'étant intéressées a I'impact de ces facteurs paysagers se déroulent souvent
sur une méme année. Or, le cycle de vie des pollinisateurs suggere que les effets
peuvent se répercuter d'une année sur l'autre, comme cela a pu étre montré dans
quelques études (Beyer et al., 2021; Riedinger et al., 2015; Timberlake et al., 2020). Il
serait donc intéressant d'étudier I'impact de ces facteurs paysagers d'une année sur
I'autre en intégrant la flore adventice des champs cultivés. Pour cela, on peut utiliser
les réseaux d'interactions plantes-pollinisateurs qui peuvent révéler des interactions
indirectes relativement insoupconnées entre des espéces d'un méme niveau
trophique via le partage de partenaires communs (Muller et al., 1999). Pour les réseaux
plantes-pollinisateurs, ce genre d'interactions peut correspondre aux interactions

indirectes entre les plantes via le partage de pollinisateurs communs.
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4. Le suivi des pollinisateurs en milieu agricole

Pour étudier la fonction de pollinisation, les mécanismes permettant son maintien ou
pour évaluer le service qu'elle rend, il est nécessaire d'acquérir une quantité
importante de données. En fonction des questions posées, ces données doivent étre
de différentes natures et impliquent par conséquent la mise en place de protocoles

particuliers.

a) Les méthodes classiques

Dans les milieux agricoles, les études portent le plus souvent sur lI'impact de
facteurs paysagers et locaux sur la présence, |'activité de butinage et la diversité des
pollinisateurs dans les cultures (e.g Carvalheiro et al.,, 2011; Kennedy et al., 2013;
Perrot et al., 2018; Ricketts et al., 2008) ou encore sur |'évaluation du service de
pollinisation (e.g Bartomeus et al., 2014; Garibaldi et al., 2013; Perrot et al., 2018).

Pour I'étude du service de pollinisation, différentes méthodes existent. L'une
d'elles est expérimentale et consiste a bloquer |'acces a tout ou partie de la plante aux
pollinisateurs et a comparer la production de fruits et/ou de graines de cette partie de
la plante n'ayant pas acces a la pollinisation entomophile avec la production d'une
plante dite “contréle” qui était en situation de pollinisation ouverte permettant I'acces
a I'ensemble des pollinisateurs. Une autre méthode consiste a observer directement
les variations de traits propres au rendement (production de graines et/ou de fruits) de
la culture en fonction d'un gradient de pollinisation. Le gradient de pollinisation peut
étre naturel ou étre modifié artificiellement en faisant varier la densité de ruches autour
de certaines parcelles (Lindstréom et al., 2016). La contribution des pollinisateurs est
alors évaluée en comparant la valeur de traits du rendement de parcelles avec une
forte activité de pollinisation avec celles de parcelles ayant une faible activité de
pollinisation. Néanmoins, cette méthode nécessite d'avoir acces a un paysage varié
pour avoir des différences d'activité de pollinisation ou bien a investir dans 'achat et
dans I'entretien de ruches.

La méthode la plus courante consiste a recourir a des proxys de pollinisation.
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Ces études s'intéressent alors aux données d'abondance, de diversité des
communautés ou encore au nombre de visites dans les cultures. Ces méthodes sont
également celles utilisées pour I'étude de I'impact des facteurs paysagers et locaux sur
les communautés de pollinisateurs ainsi que pour les études portant sur les études
portant sur les réseaux d'interactions plantes-pollinisateurs. L'obtention de ces proxys
nécessite toutefois la mise en place de protocoles de suivi des insectes pollinisateurs

dans les parcelles cultivées. Les méthodes classiques consistent généralement a

Q-

piéger ou capturer les insectes. Le protocole des pots pieges (pan traps) consiste
poser des bols colorés (blanc, bleu et jaune) remplis d’eau savonneuse a hauteur de la
culture. Ainsi les insectes tombent dans I'eau savonneuse et se noient. lls peuvent
ensuite étre récoltés et identifiés en laboratoire. La technique du filet fauchoir consiste
a se déplacer le long d’un transect et a capturer I'ensemble des insectes butinant les
fleurs le long de ce transect. Apres leur mort, les individus capturés peuvent eux aussi
étre identifiés en laboratoire. Ces méthodes permettent par conséquent d'obtenir des
données de diversité des communautés de pollinisateurs et d'abondance de chaque
espece. Les captures au filet permettent de construire les réseaux d'interactions
plantes-pollinisateurs qui peuvent par exemple étre utilisés dans le cadre d'études sur
les ressources florales consommées par les pollinisateurs.

Néanmoins, ces méthodes classiques nécessitent trés souvent le sacrifice des
individus afin de pouvoir les déterminer. Il a été estimé qu’en I'espace d'une trentaine
d'années plus de 820 000 abeilles sauvages ont été sacrifiées par les scientifiques
(Montero-Castano et al., 2022) et que 63% des individus capturés par les pots pieges
appartiennent a des espéces non étudiées dans le cadre de la pollinisation (Gonzalez
et al., 2020). Or, dans un contexte de forte médiatisation du déclin des insectes,
I'utilisation de méthodes létales est difficile a défendre auprés du grand public
(Drinkwater et al., 2019). Ces méthodes sont destructives pour la biodiversité, mais
elles sont également trés chronophages (Montgomery et al., 2021). En effet,
I'identification des insectes en laboratoire prend un temps considérable et le nombre
de taxonomistes capables de faire ces déterminations est trés restreint. De plus, le

temps d'identification, mais également celui passé au sein des cultures limitent
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considérablement l'effort d'échantillonnage spatialement et temporellement (van
Klink et al., 2022). Cependant, pour comprendre les effets agissant sur le service de
pollinisation, il est nécessaire de disposer de données avec de fines résolutions
spatiales et temporelles et notamment de données continues couvrant I'ensemble de
la période de floraison des cultures.

Les développements technologiques récents ont permis la mise au point de
nouvelles méthodes de suivi des pollinisateurs (van Klink et al., 2022) qui pour

certaines sont moins destructives et moins chronophages.

b) Les nouvelles méthodes disponibles

Depuis quelques années, de nouvelles méthodes de suivi de la biodiversité ont
été développées. Ces méthodes peuvent faire intervenir des avancées dans le
domaine de la génétique ou encore de l'intelligence artificielle.

Concernant les insectes, ces nouvelles méthodes font l'objet de nouveaux
projets de recherche dont les objectifs sont d’améliorer le suivi et de mieux connaitre
les communautés d'insectes (Lehmann et al., 2021; Wagele et al., 2022).

Parmi ces méthodes on trouve des méthodes moléculaires reposant sur
I'information génétique (Fig.6D). Elles peuvent étre utilisées a différentes fins comme
la découverte de nouvelles espéces (Srivathsan et al., 2021), la détection dans les
milieux d'espéces rares (Doi et al., 2017), envahissantes et nuisibles (Batovska et al.,
2021), ou encore d'évaluer la diversité taxonomique et génétique de communautés
entieres d'insectes (Elbrecht et al., 2018; Thomsen and Sigsgaard, 2019). Elles peuvent
également permettre de mieux caractériser les interactions plantes-pollinisateurs
(Tiusanen et al., 2019) en détectant des interactions qui n'avaient pas pu étre
caractérisées avec les méthodes traditionnelles de suivi. Toutefois, ces méthodes
nécessitent encore aujourd’hui le sacrifice ou la récupération d'une patte des insectes
afin de récolter des séquences ADN ce qui reste un inconvénient majeur. Seules les
méthodes ayant recours a I'’ADN environnemental ne nuisent pas a l'intégrité des
individus puisqu'il est récupéré sur les fleurs.

Parmi les nouvelles méthodes disponibles, on trouve également la surveillance
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radar (Fig.6C). Cette méthode peut permettre de détecter la présence d'insectes et
d'étudier les déplacements des especes sur de grandes fenétres spatiales. La méthode
conventionnelle consiste a utiliser les ondes radio pour détecter les insectes volants
dans l'espace aérien. La puissance des nouveaux radars permet de détecter les
individus volants entre 150 m et 1,2 km du sol (Chapman et al., 2011) et de déterminer
des parametres comme la taille, la vitesse ou encore la trajectoire des individus
(Rhodes et al., 2022). Cette méthode a pour principaux avantages d'avoir un grand
rayon d’action spatial (Bauer et al., 2017), mais également temporel et d'étre non
invasive. De nouvelles évolutions permettent aujourd'hui d’améliorer la détection des
insectes volant a proximité du sol (Rydhmer et al., 2022) ainsi que d’identifier les
especes d'insectes (Brydegaard et al., 2020; Brydegaard and Jansson, 2019; Kirkeby
etal, 2021).

Les deux dernieres méthodes, la vision par ordinateur et le suivi acoustique,
reposent sur la méme évolution technologique a savoir, 'apprentissage machine. La
vision par ordinateur (Fig.6A) consiste a extraire de l'information d'images ou de
vidéos afin de pouvoir collecter automatiquement une identification de I'espece sur
I'image et donc une donnée de présence. Cette méthode peut ainsi permettre de
mesurer |'activité, I'abondance des insectes, dont les pollinisateurs (Bruijning et al.,
2018; Schneider et al., 2022) ou encore d'étudier leurs interactions avec les plantes
(Bjerge et al, 2022). Cette méthode nécessite Iutilisation d‘algorithmes
d'apprentissage comme les réseaux de neurones convolutifs qui sont entrainés sur une
base de données d'images pré-classées et peuvent étre trés performants avec des taux
de précision d'identification au niveau de I'espéce supérieure a 90% pour certains
taxons (Knyshov et al., 2021; Martineau et al., 2017; Spiesman et al., 2021; Valan et al.,
2019). Cette méthode est non |étale et peut permettre de réduire les difficultés liées
au manque de taxonomistes. Néanmoins, cette méthode nécessite une trés grande
quantité de données d'apprentissage pour pouvoir étre performante. En effet, les
réseaux de neurones convolutifs sont peu performants lorsque la base de données de
référence d'une espéce est restreinte (comme les espéces rares ou non décrites) et ont

tendance a surestimer la présence des espéces pour lesquelles la base de données de
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référence est tres fournie. L'autre inconvénient de cette méthode est la consommation
d'énergie de la caméra et le stockage des images/vidéos qui peuvent nécessiter la
mise en place d'une logistique particuliere.

Le suivi acoustique des pollinisateurs (Fig.6B) repose sur le méme principe que
la vision par ordinateur, c'est-a-dire extraire de l'information a partir d’enregistrements
sonores a l'aide d'algorithmes d'apprentissage automatique. Cette méthode a été
d'abord utilisée sur les insectes vocalisant comme les Orthopteres et les cigales
(Jeliazkov et al., 2016; Penone et al., 2013) puis sur les insectes d'eau douce
(Desjonquéres et al., 2020; Gottesman et al., 2020). Depuis quelques années, elle a été
testée sur des insectes volants comme les moustiques (Kiskin et al., 2021) et les
pollinisateurs (voir encadré 2) en utilisant le son émis par leur battement d'ailes pour
les détecter. Comme pour la vision par ordinateur, I'identification spécifique reste
extrémement dépendante de la taille des bases de sons de référence pour les especes.
Néanmoins, cette méthode pourrait permettre de mesurer l'activité des pollinisateurs.
Cette méthode présente plusieurs avantages dont son faible colt, et son caractére non

invasif.

Encadré 2 : Les pollinisateurs et I'acoustique : tour d’horizon des premiéres

applications

Les insectes pollinisateurs ne vocalisant pas,  d’activité des pollinisateurs sans passer par la
leur détection acoustique passe par le son  détermination des  espéces.  Miller-
émis par leurs battements d'ailes (Kawakita Struttmann et al., (2017) ont mis en évidence
and Ichikawa, 2019). Les études de Kawakita  la possibilité d'utiliser le suivi acoustique des
et Ichikawa (2019) et de (Gradisek et al., pollinisateurs dans le cadre de |'étude du

2017) se sont respectivement intéressées a  service de pollinisation. A partir de l'activité
I'identification de trois espéces d'abeilles des bourdons mesurée, ils ont mis en
ainsi que d'une espéce de frelonetacellede  évidence que cette activité a un impact sur la
12 espéces de bourdons. Pour cela, ils ont  production de graines de deux espéces de
mis au point des classificateurs permettant, plantes alpines. Galen et al.,, (2019) se sont
grace a des algorithmes d'apprentissage  quant a eux intéressés a lI'impact de facteurs
machine, de classer automatiquement les  environnementaux comme la luminosité et la
sons émis par les différentes espéeces.  température sur l'activité des pollinisateurs.
Toutefois, a ce jour, ces études sont les Enfin, Heise et al., (2019) ont mis en évidence
seules portant sur l'identification des espéces  qu'il y a des différences entre les sons émis
de pollinisateurs a partir de leur signal  par les bourdons au départ et a l'arrivée du
acoustique. En effet, les autres études se sont  nid permettant ainsi d’étudier la dynamique
essentiellement intéressées au dynamique  de colonies (Heise et al., 2020).
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Figure 6 - Flux de travail, de la collecte des données au produit final, pour chacune des quatre
technologies présentées (issue de van Klink et al., 2022).

Problématique et objectifs

Dans ce contexte, mes travaux de thése consistent a étudier le service de
pollinisation dans les milieux agricoles et les méthodes pour le mesurer. Plus
précisément, je me suis intéressé a I'impact de I'assolement des milieux agricoles sur
le service de pollinisation, ainsi qu’aux capacités du suivi acoustique des pollinisateurs
a constituer une méthode efficace pour estimer le service de pollinisation et étudier
les mécanismes dont il découle. Ces travaux s'appuient sur des données de réseaux
d’interactions et sur des données de suivis acoustique et visuel récoltées au sein de la

Zone Atelier Plaine et Val de Sévre (encadré 3).
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Encadré 3 : Présentation du site d'étude : La Zone Atelier Plaine et Val de Sévre

LTSER Zone Atelier
Plaine & Val de Sévre

FRANCE

Nouvelle A

—

Atelier

LTER FRANCE PLAINE ET VAL DE SEVRE

Figure 7 - Carte de la Zone Atelier Plaine et Val de Sevre. L'utilisation des sols dans la zone est
représentée par différentes couleurs, par exemple les céréales d'hiver en jaune, les bois en brun et les
zones urbaines en gris. Quatre paysages typiques de ces zones sont représentés en bas a gauche de

la figure (issue de Bretagnolle et al., 2018a).

La Zone Atelier “Plaine et Val de Sevre” est
une zone atelier du Centre National de la
Recherche Scientifique depuis 2008 mais la
collecte de données y a commencé en 1994.
Ce site est dédié a I'analyse des trajectoires
de la biodiversité en lien avec les pratiques
agricoles. Elle se situe a I'Ouest de la France
au Sud de la ville de Niort. Sa surface est
d'environ 435 km?, fragmentée en 13 000
parcelles, ayant une surface moyenne de 4 a
5 hectares, partagée entre 450 exploitants.
La surface cultivée s'étend sur environ 87%

de la zone. L'agriculture est principalement
céréaliere et intensive. Le paysage y est tout
de méme relativement varié avec de grandes
zones céréaliéres (grandes parcelles et peu
d’éléments semi-naturels), mais aussi des
zones plus bocageuses (petites parcelles et
une proportion importante d'éléments semi-
naturels). Une partie importante est classée
Natura 2000 ce qui permet de promouvoir
I'agriculture extensive (Bretagnolle et al,
2018a, 2018b).
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En raison du manque d’information concernant I'importance des ressources
florales passées sur le maintien des communautés de pollinisateurs dans les
espaces cultivés, nous nous sommes tout d'abord demandé (i) Quelle est la
contribution des différentes ressources florales de l'année précédente
présentes au sein des espaces cultivés au maintien de la pollinisation du colza
? (Chapitre 1). Cette étude s'appuie sur I'analyse des effets indirects des ressources
florales de I'année passée sur le colza via les pollinisateurs partagés. Ces effets ont
été mesurés a l'aide des réseaux d'interactions plantes-pollinisateurs entre les
ressources florales des espaces cultivés de I'année précédente, les pollinisateurs et
le colza de I'année suivante construits a partir de données de captures au filet
réalisées entre 2015 et 2019. Ce premier chapitre nous a permis de déterminer
quelles étaient les ressources florales passées des espaces cultivés essentielles au
maintien du service de pollinisation du colza.

Par la suite, nous avons cherché a déterminer (ii) Quel est I'algorithme
d’'apprentissage machine le plus efficace pour le suivi acoustique de I'activité
de vol des pollinisateurs? (Chapitre 2). Dans les études portant sur le suivi
acoustique des pollinisateurs (Gradisek et al., 2017; Kawakita and Ichikawa, 2019;
Miller-Struttmann et al., 2017), les algorithmes d‘apprentissage utilisés sont
généralement d’ancienne génération a part pour une de ces études qui utilise les
réseaux de neurones convolutifs (Folliot et al., 2022) connus pour étre tres
performants en écoacoustique (Stowell, 2022). Néanmoins, aucune étude jusqu'’ici
n‘a cherché a comparer l'efficacité de ces algorithmes pour la détection des
pollinisateurs et n'a cherché a démontrer que les données d’'activité de butinage
des pollinisateurs obtenues étaient cohérentes avec la littérature existante sur la
biologie des pollinisateurs. A partir de données acoustiques récoltées en 2020 au
cours de la saison de floraison du tournesol, et a des logiciels d'apprentissage
machine  existants (Tadarida (Bas et al, 2017) et TadariDeep
(https://github.com/YvesBas/TadariDeep)), nous avons comparé ['efficacité des
réseaux de neurones convolutifs et de l'algorithme des foréts aléatoires pour la

détection des sons émis par les pollinisateurs au cours de leur vol. Une fois
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I'algorithme le plus efficace déterminé, nous nous sommes demandé si le suivi
acoustique des pollinisateurs pouvait refléter les connaissances sur la phénologie
d’activité d'Apis mellifera L..

Enfin, nous nous sommes demandé (iii) Quelle méthode de suivi des
pollinisateurs fournit le meilleur proxy de l'activité des pollinisateurs pour
répondre a des questions écologiques ? (Chapitre 3). A partir de données de
comptage d'abeilles domestiques le long de transects de maniere ponctuelle et du
suivi acoustique continu réalisé en 2020 dans des parcelles de tournesol, nous
avons la relation entre les proxys d'activité des pollinisateurs obtenus grace a ces
deux méthodes. Puis nous avons cherché a déterminer si ces proxys étaient
impactés par des effets paysagers. Enfin, nous avons testé les relations entre les
deux proxys de lactivité des pollinisateurs et le service de pollinisation du

tournesol.
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Chapitre 1 : Les adventices des cultures non
fleuries comme contributeurs potentiels a la
pollinisation du colza

Alors que la pollinisation zoophile est essentielle pour la production agricole
mondiale puisque 70% des cultures dépendent des pollinisateurs pour leur
rendement, les changements d'usage des sols dans les milieux agricoles ont
considérablement modifié la disponibilit¢é des ressources florales pour
I'alimentation des pollinisateurs. L'augmentation des surfaces des parcelles a
homogénéisé les types de ressources disponibles en raison des monocultures et
de la réduction des habitats semi-naturels alors que l'utilisation d’herbicides a
drastiquement diminué la présence de la flore adventice au sein des cultures. Des
études ont montré que les ressources florales passées, notamment les cultures a
floraison massive, pouvaient avoir un impact important sur les densités de
pollinisateurs sauvages. Néanmoins, I'importance des ressources issues de la flore
adventice de |'année précédente sur le maintien des pollinisateurs sauvages et leur
effet sur la pollinisation des cultures n'ont jamais été étudiés.

Dans cette étude nous avons quantifié la contribution des différentes
ressources florales présentes dans les espaces cultivés a la pollinisation du colza
I'année suivante. Grace a des captures au filet entre 2015 et 2019, nous avons pu
construire des réseaux d'interactions plantes-pollinisateurs tripartites, composés
des différentes ressources florales passées (année n), du colza (année n+1) et des
espéces de pollinisateurs sauvages ayant visité a la fois les ressources florales
passées et le colza. En modifiant l'indice de Mdiller (Mdaller et al., 1999) pour qu'il
s'adapte au contexte inter-annuel de notre étude, nous avons pu calculer la
contribution de chaque type de ressource florale passée aux effets indirects inter-
annuels potentiels recus par le colza par le biais des pollinisateurs sauvages
partagés (Fig.8). Ainsi, nous avons déterminé que le soutien de la faune
pollinisatrice du colza provenait essentiellement des autres ressources florales que

de lui-méme. Nous avons également constaté que les adventices des cultures
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participaient au moins autant au soutien de la faune pollinisatrice du colza que les
cultures a floraison massive. Enfin, nous avons démontré que la ressource florale
passée participant le plus au soutien de pollinisateurs sauvages du colza était les
adventices des parcelles cultivées en céréales.

Par conséquent, nous constatons que la pollinisation dans les milieux
agricoles peut dépendre fortement d'espaces qui eux ne dépendent pas de la
pollinisation, comme les champs de céréales. Cette étude souligne le fait que les
pratiques agricoles, comme |I'épandage des herbicides, dans les espaces cultivés
ne dépendant pas de la pollinisation animale, peuvent avoir un impact majeur sur
la pollinisation des cultures dépendantes des pollinisateurs.

a) b)
Année n Année n+1

Reproduction

’Adventice:

%

\_'_I

_Effet indireCt_ — Parcelle Par'ce’lle de
inter-annuel \ de colza céréales
|/ ,
Annee n Année n+1

Figure 8 - a) Représentation de I'effet indirect du colza de I'année n sur le colza de I'année n+1 via
une espéce de pollinisateur sauvage partagée entre ces deux cultures. b) Représentation des effets
indirects recus par le colza de I'année n+1 des différentes ressources florales passées (année n) par
le biais d'une communauté de pollinisateurs sauvages partagés.
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Abstract

Pollination is essential for many crops since 70% of the world'’s cultivated plants
depend on pollinators for their production. Floral resources within cultivated areas,
especially those produced by flowering crops such as oilseed rape, are known to
have a positive effect on wild pollinators. Nevertheless, little is known about the
contribution of other floral resources, such as weeds within cultivated areas, in
supporting wild pollinator communities and subsequent pollination services. Here,

we investigate the extent to which oilseed rape pollination benefits from floral
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resources produced within cultivated areas, either crops or associated weeds.
Based on the Miller index, we analyzed, during four pairs of consecutive years, the
potential for inter-annual indirect effects received by oilseed rape through shared
wild pollinators from major crops, and their associated weeds, in a typical French
intensive agricultural landscape. Our results show that most of the support for
oilseed rape pollinating fauna came from alternative types of floral resources than
itself. We also find that weeds support oilseed rape pollination as much as flowering
crops. Finally, we show that weeds growing within cereal fields have a major
contribution to the support of oilseed rape pollination, exceeding the contribution
of other floral resources, except oilseed rape. Our results underline that oilseed
rape pollination benefits from floral resources present within cultivated fields,
whatever the type of crops, including those that do not depend on pollinators for
their pollination. Management practices like herbicide reduction in non-pollinator-
dependent crops such as cereals are thus likely to impact the pollination of
pollinator-dependent crops.

Keywords: Agricultural landscape; Floral resources; Indirect interactions; Muller

index; Plant-pollinator networks; Wild pollinators

Introduction

Animal pollination is essential for human food production. 70% of major
global food crops are affected by pollinators and these crops represent
approximately 35% of annual global food production (Klein et al., 2007). Growing
human demand for pollinator-dependent crops, reflected in a disproportionate
increase in the area of cultivated pollinator-dependent crops since the 1960’s (Aizen
et al., 2008), has led to global agricultural production becoming increasingly
dependent on pollinators and vulnerable to their decline. This decline, caused by
several local and global drivers (Biesmeijer et al., 2006; Potts et al., 2010), impairs
the ecosystem service of pollination (Garibaldi et al., 2013; Hoehn et al., 2008;
Steffan-Dewenter et al., 2005).

The diet of pollinators mainly consists of pollen and nectar. In agricultural
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landscapes, these resources come from different sources, including hedgerows and
woodlands (Timberlake et al., 2019), arable weeds (Bretagnolle and Gaba, 2015)
and mass flowering crops (e.g., oilseed rape, sunflower, or alfalfa), the latter
providing pulses of resource in large quantities for a short period (Westphal et al.,
2003). Since the amount of collected resources is likely to affect the reproduction
success of pollinators (Beyer et al., 2021; Riedinger et al., 2015; Timberlake et al.,
2020; Van der Meersch et al., 2021), the availability of appropriate floral resources
during their flight periods can influence their presence and abundance the
following year. The pollination services delivered to a crop can therefore be
influenced by the floral resources collected in the previous year by the crop’s
pollinator species. Such indirect facilitation of crop pollination services by other
floral resources, flowering in the same year as crops, has been shown with the
pollinating fauna of sunflowers benefiting from weeds (Carvalheiro et al., 2011), with
apple orchards supporting the pollination services of strawberries (Grab et al.,
2017) and might partly explain the positive effect of semi-natural habitats within
farmlands on crop pollination services (Bommarco et al., 2012; Shaw et al., 2020;
Woodcock et al., 2013; Andersson et al., 2014; Garibaldi et al., 2011; Holzschuh et
al., 2012; Kennedy et al., 2013). However, the relative contribution of the various
floral resources present in agricultural landscapes to support the pollinating fauna
of pollinator-dependent crops remains unknown. Here, the various floral resources
could be assimilated into the different crops or the weeds communities associated
with each crop.

The Miillerindex (Mdiller et al., 1999) aims to quantify the potential for indirect
effects from one species to another via shared interacting species. Originally
developed for host-parasitoid interactions, this index has previously been used in
the pollinator context to assess the potential for indirect effects among flowering
plants via shared pollinators (Bergamo et al., 2017; Carvalheiro et al., 2014). For two
plants and a shared pollinator, this index quantifies the potential for indirect
interaction of one plant to the other and is calculated as the contribution of the first

plant to the pollinator’s diet multiplied by the contribution of the pollinator to the
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pollination of the second plant. In the context of pollination services in agricultural
landscapes, summing this index over all pollinator species of a crop allow the
relative contribution of the different floral resources needed to deliver pollination
services to the crop to be quantified. While this index is usually calculated between
co-flowering species, here we propose to address inter-annual indirect interactions
from floral resources in a given year to the pollination of a crop the following year.
Indeed, most insect pollinators have annual life cycles, with the floral resources
available during a year influencing the abundance and composition of the pollinator
community the following year. For instance, Timberlake et al. (2020) observed that
farmland nectar supply during September is a strong predictor of Bombus terrestris
colony density in the following year. Similarly, it was demonstrated that high
coverage of mass flowering crops in past years could enhance wild bee densities
(Beyer et al., 2021; Riedinger et al., 2015).

We aimed to quantify the contribution of the different floral resources
present in an agricultural landscape to the potential for inter-annual indirect effects
received by oilseed rape. For this, we used plant-pollinator interaction data
collected between 2015 and 2019 in 494 fields from the Zone Atelier Plaine & Val
de S'evre, an area located in central-western France where agricultural practices
and biodiversity is monitored (Bretagnolle et al., 2018a). Oilseed rape (Brassica
napus L.) is a flowering crop cultivated for oil that is used for human consumption
and biofuel production. Despite being mainly self-pollinated, Perrot et al., (2018)
showed that in our study area, insect pollination improved oilseed rape yield by
about 37% at the field scale. Nevertheless, there is considerable uncertainty in the
estimates of this contribution with values ranging from 10% to 50%, depending on
the cultivar studied or the yield parameter used (Araneda Duran et al., 2010;
Bartomeus et al., 2014; Bommarco et al., 2012; Lindstrom et al., 2016; Stanley et al.,
2013; Zou et al., 2017). In oilseed rape fields, honeybees (Apis mellifera) are usually
found to be the most abundant flower-visiting insects (70-80%) followed by
hoverflies (10-20%) and wild bees (5-10%) (Bartomeus et al., 2014; Bommarco et
al.,, 2012; Zou et al., 2017; Perrot et al., 2018).
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Using the Miller index, we compared the respective contributions of oilseed
rape and the sum of the contribution of other floral resources to the potential inter-
annual indirect effects received by oilseed rape, to find out whether most of the
support comes from oilseed rape itself or from other resources. We then compared
the contributions of weeds and crops to the effects received by oilseed rape. To
know in more detail the identity of the floral resources producing the most potential
for inter-annual indirect effects on oilseed rape, we further investigated the
contribution of each floral resource to the potential inter-annual indirect effects
received by oilseed rape. Finally, we discuss the respective contributions of
cultivated areas, including crops and weeds, and semi-natural habitats to the

potential inter-annual indirect effects received by oilseed rape.

Material and methods

Site description and fields selection

This study took place in the Long-Term Social-Ecological Research site “Zone
Atelier Plaine & Val de Sevre” located in South-West France. The study site was an
area of 435 km2, 87% of which was cultivated and split into 13,000 fields
(Bretagnolle et al., 2018a). Oilseed rape represented on average 6.9% (from a
minimum of 1.6% in 2019 to a maximum of 9.1% in 2016) of the cultivated area in
the study site.

Each year, different fields were selected for pollinator sampling according to
the method described by Bretagnolle et al. (2018a,b). Within the study area, we
selected each year, 40-60 landscape windows of 1 km2, spaced at least 200 m apart,
and distributed along gradients of semi-natural habitats, meadows, and organically
farmed fields. We further follow the procedure described by Fahrig et al. (2011) to
minimize inter-gradient correlations. These gradients were chosen because they are
known to influence pollinators (Kennedy et al., 2013). Within each window, 3-4

fields growing different crops were selected for pollinator sampling, depending on
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the number of crops grown in the window. Here, we focused on the five main crops
grown in the study site, namely: alfalfa, cereals (wheat and barley), meadows,
oilseed rape and sunflower. These crops represented together approximately 70%

of the area cultivated on the study site each year (Table S.A).

Sampling method

Pollinator sampling was performed annually, from 2015 to 2019. For each
selected field, flower-visiting insects were sampled using sweep nets along three 50
m long and 5 m wide transects. The three transects were positioned at the edge, 20
m from the edge and the center of the field. In 2015 however, only transects at the
edge and the center of the field were carried out. The sampling effort for each
transect was standardized, lasting 10 min, not counting the time needed to process
captured insects. Individuals that could not be identified directly during sampling
were identified in the laboratory and each captured flower-visiting insect was
assigned to the plant species on which it was collected.

As we were interested in the respective roles of crops and their associated
weeds, we grouped the pollinator visits into eight different types of floral resources:
oilseed rape, weeds located within oilseed rape fields, sunflower, weeds within
sunflower fields, alfalfa, weeds within alfalfa fields, weeds within cereal fields, and
weeds within meadows (see Table S.B for details about the weed species list
associated with each crop). As no pollinators were collected on cereal crops or
grasses from meadows during the sampling period, these plants were not
considered as floral resources for pollinators in our study. Each year, the sampling
period extended from April to August. For each crop and associated weeds,
pollinators were captured during the flowering period of the crop. This sampling
period extended from April to the end of May for oilseed rape, from mid-April to
mid-August for alfalfa, from the end of June to mid-August for sunflower, from the
end of April to the end of August for cereal, and from mid-May to mid-August for

meadows.
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Visitation frequencies per square meter of crop fields

The number of fields sampled per crop per year (Table S.C) was not
representative of cultivated areas per crop and per year in our study site. This may
result in an over- or underestimation of the effects of a floral resource relative to the
area it covers in our study site. To account for that, for each crop and associated weeds,
and each year, we first calculated the number of visits of each pollinator species relative
to the total area of transects performed (number of the pollinator species visits per
square meter). Second, variations in the sampling effort among crops and associated
weeds for a given year affect the detection of the least abundant pollinator species,
with an over-representation of these pollinator species in the most sampled crop fields.
To avoid this bias, we defined a detectability threshold per year, which was equal to:
one divided by the area sampled for the crop with the lower sampled area this year.
For a given year, all pollinator species with a number of visits per square meter below
this threshold were discarded from the analysis. This resulted in the exclusion of
approximately 13% of individuals caught over the 5 years of our sampling (740
individuals out of 5815) corresponding to 61% of pollinator species (100 species out

of 165).

Potential for inter-annual indirect effect from floral resources to
oilseed rape pollination

We calculated the potential for inter-annual indirect effect from each floral resource to
oilseed rape via shared pollinators, from one year to the next (Fig.1, Fig. S.A), based
on the Miiller index (Mdller et al., 1999) that we adapted for the inter-annual case. This
index is defined as the relative contribution of a floral resource in the diet of a
pollinator, multiplied by the relative contribution of the pollinator in the pollination of
a focal plant species (the following year, in our case). The contribution to the diet and
the pollination is quantified by the number of flower visits. Summing this index over all
pollinators shared between a floral resource and the focal plant gives the potential for

indirect effect from the floral resource to the focal plant species.

33



Ex} Z2O0M16-2017 2017

a) 2015-2016 2016
- -~ —
"
i 8
E ® £ £s £ W EZ s £ £ 5
E} 2 = Ew3
. 8 0§ zif 33t g : § i3, : g3zif
= @ E = k] ®ERE
2 = T = 2 E2a T 3 = 25z 8 2 GEezi
7 g F 5 8E5 53 ] £ 2 §37 g7 tiicm
4 o o W owSu d<u @ s i Wid W € ddd 44
& ® o
s o a
= o o
<
“ T e
2015 2016 2016 2017
<} 2O1T-201EB 2018 o) zo18-2019 2018
- ~ ™M ’ "
;s
E £ L = 3 Es
; H S - T1g Be2x32
3 £ 3 §8=5 .3 § % 5 gisy pEiasds
= 2 F L ETF Ea 2 @& £ £ ZEGR
F 2 5 $§TE zi § £ % §32i 523%%s
d < uw <45 go 4 o U o<ddd dduz<d
/ )) L
/ 4 '|'I||I||
1
\\\
: 8 :
t
(7]
“ L r
2017 2018 ZO01E 2019
I
500 000

Figure 1. Flower-visitor interaction networks restricted to the pollinator species that were
captured during the year n +1 on oilseed rape flowers accounting for the areas covered
by each floral resource. The width of the links is proportional to the number of visits which
corresponds to the intensity of the interactions between floral resources and pollinators,
taking into account the areas covered by the different floral resources each year. The blue
boxes correspond to the floral resource present in year n, while the green boxes
correspond to the pollinators present in both year n and year n+1. The orange boxes
correspond to pollinator species only presentin year n+1 and the yellow box corresponds
to the oilseed rape of year n+1. The grey links correspond to interactions between floral
resources of year n and pollinator species of year n. The yellow links correspond to
interactions of pollinators of year n+1 (already present the year n) on oilseed rape n+1. The
orange links correspond to interactions between pollinator species only present in year
n+1 and oilseed rape of year n+1.
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The formula is as follows:

l
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Where d;

ln,osrn41

is the value of the potential for the indirect effect of the floral resource

i of the year n on oilseed rape (osr) of the year n + 1 via shared pollinators. a;_\ is the
number of visits of pollinators of the species k on floral resource i the year n per unit of
area of the floral resource i. area; corresponds to the cultivated area of the floral
resource i the year n. m and [ correspond to all floral resource types and all pollinator
species respectively. The first part of the equation corresponds to the proportion of
floral resource i in the diet of the pollinator species k in year n. The second part of the
equation corresponds to the proportion of pollinator visits performed by pollinator
species k on oilseed rape crop in the year n + 1. The potential for inter-annual indirect
effect of each floral resource on oilseed rape was calculated by taking into account the
area of each floral resource within the study site but also per unit area, i.e. with area; =
1.

Honeybees (Apis mellifera) were excluded from the analysis because they
should not propagate inter-annual indirect effects in the same way as wild pollinators.
Indeed, changes in honeybee abundance from one year to the next might be more
affected by beekeeping practices (e.g. winter feeding, colony displacement) than by
the availability of floral resources. However, we also performed the analysis including
honebees as efficient pollinators of oilseed rape. In this case, the visits made by
honeybees were taken into account in the second part of the equation, depicting their
contribution to the pollination of oilseed rape, but not in the first part of the equation
thereby not propagating inter-annual indirect effects. This did not change the results
we present next. Only the strength of the indirect effects was modified by taking into

account honeybees (Fig. S.B).
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Statistical analyses

As sampling was carried out for five consecutive years, we were able to calculate
the potential for inter-annual indirect effects received by oilseed rape from each floral
resource for four couples of consecutive years. For each of these couple of consecutive
years, we regrouped floral resources into different sets, summing their potential for
inter-annual indirect effects, to ask three questions. First, do inter-annual indirect
effects received by oilseed rape mainly come from oilseed rape from the previous year
or from other floral resources? To answer this question, we compared the indirect
effect from oilseed rape to oilseed rape to the sum of indirect effects from all other
floral resources to oilseed rape, this using a two-tailed Student test. Second, we asked
do weeds produce more, or less, potential for inter-annual indirect effects on oilseed
rape pollination than flowering crops? For that, we compared the sum of potential for
inter-annual indirect effects produced by flowering crops, (i.e. oilseed rape, alfalfa and
sunflower), to the sum of potential for inter-annual indirect effects produced by the
weeds present in all crop fields, this using a two-tailed Student test. Third, we asked
does the potential for inter-annual indirect effect provided to oilseed rape pollination
differ among the height type of floral resources? To do so, we performed a linear
model using generalized least squares with the potential for inter-annual indirect
effects as dependent variable and the identity of the floral resource as explanatory
factor comprising height modalities corresponding to the eight types of floral
resources described before. We used the gls function from the nlme package (Pinheiro
et al., 2020). As the homoscedasticity assumption was not met, we modeled
heteroscedasticity as the power of the fitted values using the "weight” argument of the
gls function. The significance of the identity of the type of floral resource was tested
with an ANOVA (Chisq test).

These three tests were performed for both the value of potential for inter-annual
indirect effects calculated accounting for the area covered by each resource as well as
the value per unit area. These two modes of calculation allowed us to better

understand whether particular floral resources were key in producing the potential for
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inter-annual indirect effect on oilseed rape pollination because of the large area
cultivated or because they were intrinsically more attractive to oilseed rape pollinators.

All statistical analyses were performed using R (R Core Team, 2019).

Results

Pollinators are shared among crops and weeds

During the five years of our study, and after applying the detectability threshold,
5075 wild pollinators from 65 species collected from floral resources were considered
in subsequent analyses. Among them, 48.9% were Diptera, 44,9% were Hymenoptera
and 6.2% were Lepidoptera. Meadows were the floral resource in which the most
pollinator species were caught with 31 species (Table 1). Conversely, weeds growing
in oilseed rape fields were the floral resource in which the fewest pollinator species
were caught with 15 species. On oilseed rape flowers, 515 insects from 25 species were
sampled, of which 9 (36%) were exclusively sampled on these flowers. Weeds growing
in oilseed rape fields were the floral resource that shared the most pollinator species
with oilseed rape flowers, with 13 species, while alfalfa and sunflower were the floral
resources sharing the least pollinator species with oilseed rape, with only 6 species.
The sharing of pollinators, that we observed, between oilseed rape and other floral
resources indicates that there is a potential for indirect effects from these different floral

resources on oilseed rape pollination.

The support of oilseed rape pollinators is mainly provided by

floral resources other than oilseed rape

We found a significant difference when comparing the potential for inter-annual
indirect effect produced by oilseed rape to the one produced by all other floral
resources taken together (Table 2). We found the same result when accounting for the
areas covered by each floral resource and considering the potential for indirect
interactions per unit area. Oilseed rape produced significantly less potential for inter-
annual indirect effects (0.53 = 0.15, mean + standard deviation) than the other floral

resources taken together (0.26 = 0.13; Fig. 2a, Fig. S.C.a). This indicated that most of
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the support provided by floral resources within cultivated areas to the pollinating fauna

of oilseed rape the following year came from alternative floral resources to oilseed

rape.
. Number of shared
Abundance per unit .. . .
Floral resource area Species richness species with
oilseed rape
Alfalfa 670 16 6
Weeds within alfalfa fields 1979 25 10
Weeds within cereal fields 867 19 10
Meadows 1626 31 10
Oilseed rape 707 25
Weeds W|th.|n oilseed rape 253 15 13
fields
Sunflower 839 19 6
Weeds W|t.h|n sunflower 202 o8 9
fields

Table 1 - Pollinator abundance per unit area (ha), species richness, and number of shared species with
oilseed rape recorded over the 5 years of sampling for each floral resource.

Test Scale Df T P-value
Oilseed rape vs  Accounting for
other floral the relative 6 2.78 0.032
resources areas covered
Crop vs Weeds by each floral 6 -1.40 0.210
resource
Oilseed rape vs
other floral : 6 3.60 0.011
Unit area
resources
Crop vs Weeds 6 -1.75 0.132

Table 2 - Results of Student tests performed to study the difference of the potential for inter-annual
indirect effects produced by oilseed rape and all other floral resources accounting for the relative areas
covered by each floral resource and per unit area; and the difference of the potential for inter-annual
indirect effects produced by crops and weeds accounting for the relative areas covered by each floral
resource and per unit area.

The support of oilseed rape pollinators provided by weeds and
flowering crops is equivalent

We did not detect a significant difference between the potential for inter-annual
indirect effects produced by flowering crops (0.33 + 0.12) and the one produced by

the flowering weeds growing within crop fields (0.46 = 0.15), although there was a
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tendency for a higher contribution of weeds. The same results were found when
considering the potential for indirect interactions per unit of area and accounting for
the areas covered by each floral resource (Table 2, Fig. 2b, Fig. S.C.b). This indicated
that the contribution of weeds and flowering crops to feed oilseed rape pollinating

fauna was not statistically different.

The dominance of cereal fields makes cereal weeds a key

resource for oilseed rape pollinating fauna

We found a significant effect of the type of floral resource on the potential for inter-
annual indirect effect received by oilseed rape whatever the type of calculation: per
unit area (Chisq = 26.64, df = 7, p = 3.87e-4) and accounting for the areas covered by
each floral resource (Chisq = 36.514, df = 7, p < 0.0001). Accounting for the areas of
each floral resource, weeds growing in cereal fields (0.20 = 0.17) and oilseed rape (0.26
+ 0.13) seemed to be the floral resource producing the strongest potential for inter-
annual indirect effect compared to other floral resources (Fig. 2c). The other floral
resources contributed approximately 3.5 times less to the pollination support of
oilseed rape, except alfalfa with almost no potential for inter-annual indirect effect.
Looking at the potential for inter-annual indirect effect per unit area, the pattern was
different: only oilseed rape seemed to produce a higher potential for inter-annual
indirect effect (0.26 = 0.09) than the other floral resources (Fig. S.C.c). This suggests
that when accounting for the areas of each floral resource, oilseed rape pollination

mainly benefits from weeds growing within cereal fields and oilseed rape flowers.
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Figure 2. Predicted values (mean =

1 standard deviation) of the potential for inter-annual

indirect effects received by oilseed rape flowers accounting for the relative areas covered
by each floral resource: (a) oilseed rape alone vs the alternative types of floral resources
together, (b) weeds vs crops and (c) each floral resource. The type « Alternative »
corresponds to the sum of values of the potential for inter-annual indirect effects produced
each year by all floral resources excepted oilseed rape. In each panel, points correspond
to the predicted potential for inter-annual indirect effects calculated for each successive
pair of years and the error bars to the estimated standard deviations. The different
symbols correspond to the potential for inter-annual indirect effects calculated for each
successive pair of years.
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Discussion

Our analysis brings evidence that pollinators are shared among flowering crops
and also among flowering crops and associated weeds. By quantifying the potential
for inter-annual indirect interactions on the pollination of oilseed rape in a typical
French agricultural landscape, our results further indicate that the insect-pollination of
oilseed rape is mainly supported by alternative floral resources. This reflects that the
main part of the diet of oilseed rape pollinators was made of floral resources other than
oilseed rape in the previous year (Fig. 1). Our results thereby suggest that the
pollination services of oilseed rape is affected by other flowering crops as well as arable
weeds, making crop fields, flowering or not, and associated weeds potential levers for
enhancing pollination services in an agricultural landscape. This is further supported
by recent results showing that crop diversity may have a positive effect on the densities
of some wild pollinator species (Raderschall et al., 2021).

The contribution of arable weeds that we reported is equivalent to that of
flowering crops, which is in line with other studies highlighting arable weeds as
important resources for wild pollinators (Bretagnolle and Gaba, 2015; Carvalheiro et
al., 2011; Holzschuh et al., 2007; Rollin et al., 2013). This result is even more striking as
among the considered crops here, sunflower and oilseed rape, are mass flowering
crops known to provide large amounts of food resources to pollinators and to favor
wild pollinators in rapeseed fields (Holzschuh et al., 2013; Westphal et al., 2003).
Further, the relative contribution of weeds and flowering crops we found might
underestimate weeds’ contribution as we only sampled pollinator visits during the crop
flowering period, and we know that weed resources are particularly needed between
crop flowering peaks (Timberlake et al., 2019).

Detailing the contribution among weeds, we found that weeds growing in cereal
fields made a strong contribution to the inter-annual indirect effects on oilseed rape
pollination, but this pattern vanished when considering the contribution per unit area.
This indicated that their contribution was mainly due to the large area cereal fields

represent in our study site, though such dominance of cereal fields is representative of
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cultivated areas at the scale of France or Europe (FAOSTAT, 2020). This contrasts with
the view that cereals fields are irrelevant to pollinators because cereals are poor
resources for pollinators (Roulston et al., 2000). Our study suggests that cereal weeds
can substantially contribute to the floral resources supporting the pollination fauna of
oilseed rape, and thereby its pollination services. This has consequences for both our
understanding of the functioning of pollination services in agricultural landscapes and
also of the agricultural practices related to pollination services. For instance, practices
favoring flowering weeds, by limiting herbicides, whose positive effect on yields has
not been clearly demonstrated unlike their negative effect on weed flora (Gaba et al.,
2016), and limiting insecticides in cereal fields might benefit pollinators (Holzschuh et
al., 2007) and pollination services of other crops. Cereal organic farming could have a
positive impact on the pollination services of surrounding pollinator-dependent crops,
since it promotes weed diversity in cultivated fields as well as in the margins of
neighboring fields, even those grown conventionally (Henckel et al., 2015). Weeds may
also compete for resources with crops, potentially lowering yield (Milberg and
Hallgren, 2004). If so, innovative crop management such as reduced sowing density
(Sidemo-Holm et al., 2021) or sowing competitive cultivars (Gaba et al., 2018) might be
promoted. In flowering crops, we found that oilseed rape was the crop that generated
the most inter-annual indirect interactions on itself, both per unit area and taking into
account the areas of each floral resource. This is in accordance with previous results
showing that the potential influence of one plant on another via shared pollinators
increases when plants are phylogenetically close (Carvalheiro et al., 2014).

One key limitation of our study is that we did not sample pollinator visits in semi-
natural habitats, preventing us from quantifying their contribution. There is strong
evidence that the visitation frequency of flowering crops by wild pollinators and their
diversity are positively linked to the proximity to semi-natural habitats (Carvalheiro et
al., 2010; Garibaldi et al., 2011; Klein et al., 2012; Ricketts et al., 2008). In addition to
nesting sites, semi-natural areas provide floral resources to wild pollinators in
agricultural landscapes (Rollin et al., 2013; Woodcock et al., 2013). Therefore the

strength of the potential for inter-annual indirect effects received by oilseed rape from
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cultivated areas could be weaker than the one we estimated here if we included the
floral resources provided by these habitats in the analysis. Although nectar production
from semi-natural habitats is likely to be higher than from cultivated areas (Baude et al.,
2016), the area of semi-natural habitats in our study site relative to one of the crop fields
suggests that the contribution of cultivated areas should remain higher than the one of
semi-natural habitat (Appendix A). However, some more work is needed to compare
the contribution of cultivated areas to one of semi-natural areas, for example
accounting for the contribution of semi-natural habitats to other key resources, such as
nesting sites (Lye et al., 2009; Nayak et al., 2015). Another simplifying assumption of
our approach is that all visits are considered equivalent in terms of resources for
pollinators and pollination efficiency. Yet it is well known that flowers from different
species differ in quantity and quality of resources they provide to pollinators (Baude et
al., 2016; Pamminger etal., 2019). Even within crop species, cultivars are not equivalent
in the resources they provided (Ouvrard and Jacquemart, 2019). Similarly, the
pollination efficiency of one oilseed rape visit depends on the identity of the visiting
species (Garibaldi et al., 2011; Jauker et al., 2012; Kremen et al., 2002; Rader et al.,
2016). Accounting for such differences in our framework is possible by weighting visits
by the benefit they provide but would require more data on pollination efficiency (but

see: Woodcock et al., 2013) and nectar production than currently available.

Conclusion

Our results suggest that cultivated areas support oilseed rape pollination by wild
pollinators. To promote the pollination of a given crop, it is therefore necessary to
consider the whole cultivated area and not only the one where the crop of interest is
grown. Our results indicate that it is also essential to promote associated weeds of
crops located in the vicinity of the crop of interest. This could be an interesting lever to
improve pollination services. Finally, our analysis also suggests that agricultural
practices favoring the presence of weed flora, even in pollinator independent crops

like cereals, are beneficial for pollination services.
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Supplementary

Table S.A The cultivated area of each crop in the site Zone Atelier Plaine & Val de Sévre’ for each year
and the corresponding percentage of the total cultivated area of the study site.

Crop field Year Areainha Percentage of the cultivated areas

2015 951 2.7

2016 1109 3.1

Alfalfa 2017 1312 3.7
2018 1524 4.3

2019 1547 4.4

2015 16185 45.3

2016 16439 46

Cereals 2017 15685 441
2018 15090 42.3

2019 15715 443

2015 2865 8

2016 2701 7.6

Meadows 2017 2620 7.4
2018 2674 7.5

2019 2616 7.4

2015 2945 8.2

2016 3256 9.1

Oilseed rape 2017 2827 7.9
2018 2606 7.3

2019 582 1.6

2015 4157 11.6

2016 3479 9.7

Sunflower 2017 3516 9.9
2018 4258 12

2019 4280 12.1
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Table S.B Lists of weed species found in fields of each crop type. A total of 131 weed species were
recorded overall.
Weed species name Alfalfa Cereals Meadows Oilseed Sunflower
rape

Achillea millefolium X X
Agrimonia eupatoria X
Althaea cannabina X
Althaea officinalis
Ammi majus X X X
Anthemis arvensis
Anthemis cotula
Anthriscus caucalis X
Anthriscus sylvestris
Arctium lappa X
Bellis perennis X X X
Borago officinalis
Bryonia dioica X
Bupleurum subovatum X
Carduus crispus X
Carduus nutans
Carduus pycnocephalus
Carduus sp
Carduus tenuiflorus
Centaurea jacea
Centaurea scabiosa
Chaerophyllum temulum
Cichorium intybus X
Cirsium arvense
Cirsium vulgare
Clematis vitalba
Convolvulus arvensis X X X
Convolvulus sepium
Cornus sanguinea X X
Coronilla varia
Crataegus monogyna
Crepis biennis
Crepis capillaris X
Crepis foetida
Crepis sancta X X X
Crepis setosa
Cuscuta epithymum
Cyanus segetum X

X X X X

x
X X X X X
x

X X X X

X X X X
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Dactylis glomerata
Daucus carota
Erodium cicutarium
Eryngium campestre
Falcaria vulgaris
Fallopia convolvulus
Galium aparine
Galium mollugo
Galium verum
Geranium columbinum
Geranium dissectum
Geranium molle
Geranium pusillum
Geranium robertianum
Geranium rotundifolium
Geum urbanum

Helminthotheca
echioides
Hippocrepis comosa

Humulus lupulus
Hypericum perforatum
Hypochaeris radicata
Jacobaea vulgaris
Knautia arvensis
Lamium purpureum
Lapsana communis
Lathyrus pratensis
Lathyrus sylvestris
Legousia speculum
Lepidium campestre
Leucanthemum vulgare
Ligustrum vulgare
Linaria vulgaris
Loncomelos pyrenaicus
Lysimachia arvensis
Malva sylvestris
Matricaria chamomilla
Medicago arabica
Medicago lupulina
Medicago sativa
Mentha suaveolens

X

X X X X
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Mercurialis annua X
Myosotis arvensis
Origanum vulgare
Papaver rhoeas X X
Persicaria maculosa
Phacelia tanacetifolia

Picris hieracioides X X
Pisum sativum
Plantago lanceolata X

Poa trivialis
Potentilla reptans
Ranunculus acris
Ranunculus arvensis
Ranunculus bulbosus
Ranunculus parviflorus
Ranunculus repens
Reseda lutea
Rosa canina
Rubus fruticosus
Rubus idaeus
Salvia pratensis
Sambucus ebulus X
Sambucus nigra X
Scandix pecten
Senecio vulgaris
Sherardia arvensis
Silene latifolia X
Silybum marianum
Sinapis alba
Sinapis arvensis
Sisymbrium officinale
Solanum nigrum
Sonchus asper
Sonchus oleraceus
Stachys annua
Taraxacum ruderale
Thymus serpyllum
Torilis arvensis X X
Tragopogon pratensis
Trifolium campestre
Trifolium dubium

X X X X X X X

X X X X
X
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Trifolium pratense
Trifolium repens

Tripleurospermum
inodorum
Verbena officinalis

Veronica arvensis
Veronica hederifolia
Veronica persica
Viburnum lantana
Vicia cracca
Vicia faba
Viola arvensis
Zea mays

Table S.C Number of fields sampled in each type of floral resource type for each year of our study

Alfalfa
Year (crop &

weeds)
2015 15
2016 12
2017 10
2018 13
2019 12

Cereal
(weeds)
72
58
57
53
32

Meadows
(weeds)

49

11
47
17
18
12

Oilseed rape
(crop &
weeds)

31

41
26
25
25

Sunflower
(crop &
weeds)

33

29
69
24
19
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Figure S.A Flower-visitor interaction network restricted to the pollinator species that were captured
during the year n +1 on oilseed rape flowers per unit area (ha) of each floral resource. The width of the
links is proportional to the number of visits which corresponds to the intensity of the interactions
between floral resources and pollinators, taking into account the mean intensity per unit area of
interactions. The blue boxes correspond to the floral resource present in year n, while the green boxes
correspond to the pollinators present in both year n and year n+1. The orange boxes correspond to
pollinator species only present in year n+1 and the yellow box corresponds to the oilseed rape of year
n+1. The grey links correspond to interactions between floral resources of year n and pollinator species
of year n. The yellow links correspond to interactions of pollinators of year n+1 (already present the year
n) on oilseed rape n+1. The orange links correspond to interactions between pollinator species only
present in year n+1 and oilseed rape of year n+1.
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Figure S.B Alluvial plots describing the distribution of the average of the potential for inter-annual
indirect effects received by oilseed rape (column 3) according to floral resource type (column 1) and the
flora type (column 2): a) accounting for the relative areas covered by each resource type and without
taking into account Apis mellifera as a pollinator of oilseed rape. b) per unit area of each floral resource
type without taking into account Apis mellifera as a pollinator of oilseed rape. c) accounting for the
relative areas covered by each resource type and by accounting for Apis mellifera as a pollinator of
oilseed rape. d) per unit area of each floral resource type by accounting for Apis mellifera as a pollinator
of oilseed rape.
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Figure S.C Predicted values (mean +/- 1 standard deviation) of the potential for inter-annual indirect
effects received by oilseed rape per unit area of each resource type that are produced (a) by oilseed
rape alone vs the other types of floral resources together, (b) type by weeds vs crops and (c) by each
floral resource. The type « Alternative » corresponds to the sum of values of the potential for inter-annual
indirect effects produced each year by all floral resource types excepted oilseed rape. In each panel,
points correspond to the predicted potential for inter-annual indirect effects calculated for each
successive pair of years and the error bars to the estimated standard deviations. The different symbols
correspond to the potential for inter-annual indirect effects calculated for each successive pair of years.
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Appendix A

As pollinator visits were not recorded in semi natural habitats, we cannot
quantify their contribution to oilseed raped pollination through the calculation of
potential for indirect effects. We nonetheless indirectly assessed the contribution of
cultivated areas and semi-natural areas to the support of oilseed rape pollination by
comparing nectar production between cultivated areas and semi-natural habitats. To
do this, we estimated average nectar production of crop fields and semi-natural
habitats from the literature and multiplied it by the areas of each land use in our study
site.

Estimates of nectar production came from Baude et al. (2016) which provides an
assessment of nectar production for different floral habitats in Great Britain. They
indicate that cultivated areas produce on average 6.9 kg of sugars per hectare and per
year However, this estimate is based on the distribution of crops in Great Britain in
2007, which may be different from that observed at our study site. Turning to semi-
natural habitats, we averaged the nectar productions of the following floral habitat:
acid grass, bog, bracken, broadleaf, calcareous grass, conifer, fen, improved grass,
neutral grass and shrub heath. this leads to 52.6 kg of sugars per hectare per year,
hence 7.6 times higher than cultivated areas.

To estimate the area of semi-natural habitats in our study site, we used the 2017
OSO database (Inglada et al., 2017). We summed areas of deciduous forest, coniferous
forest, grassland, woody heath, and meadows that were not included in the “Registre
Parcellaire Graphique” of 2017 (Institut National de l'Information Géographique et
Forestiere, 2017) as they are part of the cultivated areas. We found that the area of
semi-natural habitats in 2017 was 2030 hectares (4.7% of the study site). The cultivated
area, estimated from the “Registre Parcellaire Graphique” of 2017 was 35500 hectares
(81.6% of the study site).

Based on these estimates, cultivated areas produce more than twice the amount
of nectar produced by semi-natural habitats suggesting that the contribution of
cultivated areas to the support of oilseed rape pollinator should remain higher than

the one of semi natural habitat.
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Chapitre 2 : Quantification de I'activité des abeilles dans les champs de tournesol

al'aide du suivi acoustique et de I'apprentissage profond

Dans le contexte du déclin des pollinisateurs que nous connaissons, la nécessité
de connaitre les impacts des facteurs locaux et paysagers sur la présence des
pollinisateurs dans les espaces cultivés, mais également |'estimation du service de
pollinisation rendu par les pollinisateurs est essentielle. Pour cela, les scientifiques ont
recours a des méthodes de capture et de piégeage des pollinisateurs afin d'obtenir
des proxys de la pollinisation tels que I'abondance ou la diversité des communautés
d'insectes pollinisateurs. Néanmoins, ces méthodes sont destructives pour les
pollinisateurs (Gonzalez et al., 2020; Montero-Castafio et al., 2022; Montgomery et al.,
2021) et chronophages, ce qui limite les échelles spatiales et temporelles des études.
Toutefois, les développements technologiques récents ont permis I'émergence de
nouvelles méthodes de suivi des pollinisateurs, notamment le suivi acoustique. La
plupart des études sur le suivi acoustique des pollinisateurs font intervenir des
algorithmes d'apprentissage machine relativement ancien et aucune étude n'a
cherché a déterminer si les méthodes récentes d'apprentissage profond étaient plus
performantes pour détecter les pollinisateurs que les méthodes plus anciennes. De
méme, il n'a pas été démontré que le suivi acoustique des pollinisateurs in natura
permettait d'obtenir une vision réaliste de I'activité des pollinisateurs.

Grace a des enregistrements acoustiques réalisés au cours de la saison de
floraison du tournesol en 2020 (Fig.8a), nous avons déterminé que l'apprentissage
profond, a travers les réseaux de neurones convolutifs, était plus performant que
I'algorithme des foréts aléatoires pour détecter le son émis par les pollinisateurs via
leur battement d'ailes au cours de leur vol (Fig.8b). De plus, nous avons montré que
les données de phénologies d'activité des pollinisateurs étaient similaires aux
connaissances présentes dans la littérature.

Cette étude montre que le suivi acoustique de pollinisateurs pourrait étre une

méthode efficace pour surveiller les services de pollinisation a de grandes échelles
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spatio-temporelles méme si de nombreux développements restent encore nécessaires

a mettre au point pour gagner en preécision.

Figure 9 - a) Dispositif expérimental ayant permis d'enregistrer le son émis par les pollinisateurs. Le
micro, recouvert d'une bonnette de protection pour réduire I'effet du vent, est placé a une vingtaine de
centimetres d'un capitule de tournesol. b) Spectrogramme du son émis par un pollinisateur au cours du

vol via le bruit de ses battements d’ailes.
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Abstract

Since 70% of the world's crops depend on pollinators for production and concerns are
growing regarding their decline, it is essential to implement robust and efficient
monitoring of pollinator activity. However, traditional methods of pollinator monitoring
are generally time-consuming and destructive. With the rise of technology, passive and
non-destructive methods are being developed using computer vision or acoustic
recording coupled with machine learning, offering the possibility to increase the
temporal and spatial coverage of biodiversity and ecosystem functioning monitoring.

Passive acoustic monitoring is a promising method for tracking pollinators. However,
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it has been seldom implemented, most often using fairly old machine learning
methods. Deep learning methods initially used for image analysis start to be used for
acoustic monitoring of various taxa, including flying insects. Here we proposed a
method for quantifying pollinator activity based on the automatic identification of the
sounds producedfields by their beating wings. We tested a random forest to a deep
learning algorithm on acoustic recordings performed within sunflower fields and using
a new open access software dedicated to acoustic biodiversity monitoring named
TadariDeep. First, we showed better performance of deep learning compared to
random forest algorithm for the classification of pollinator flight sounds. Second, we
argued that our deep learning method provides a realistic view of pollinator activity by
comparing acoustic and visual data, as well as by analyzing the daily phenology of
pollinator activity and the impact of temperature on such activity that we found
consistent with the literature. Acoustic monitoring of pollinators using deep learning
therefore appears as a reliable method to quantify and monitor pollinator activity and
might be used to monitor pollination services over large spatial and temporal scales.
Further improvements are however still needed for the species identification of
pollinators.

Keywords: Pollination services, passive acoustic monitoring, convolutional neural

networks, data augmentation

Introduction

Animal pollination is an essential ecological function involved in the
reproduction of 90% of flowering plants, often involving insects (Ollerton et al., 2011).
In agricultural landscapes, 70% of major global food crops benefit from insect
pollination, representing approximately 35% of the annual global food production
(Klein et al., 2007). This makes insect pollination a major ecosystem service that is,
however, impaired by pollinator decline (Biesmeijer et al., 2006; Potts et al., 2010;
Steffan-Dewenter et al., 2005). Because pollinator communities exhibit significant
spatial and temporal variability (Grab et al.,, 2017; Reverté et al., 2019), pollinator

monitoring is important to quantify pollinator activity over time and indirectly assess
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pollination services. Monitoring pollinators is therefore important to quantify pollinator
activity over time and indirectly assess pollination services.

Several methods are used to monitor insect pollinators. The most common ones
consist in capturing insects using pan traps or sweep nets along transects (O'Connor
et al., 2019; Westphal et al., 2008), which are often used to describe the taxonomic
composition of pollinator communities and to identify the interactions they established
with flowering plants. These methods usually involve the killing of caught individuals
and are extremely time-consuming since they require a significant amount of time in
the field and in the laboratory (Montgomery et al., 2021). This high time cost necessarily
leads to monitoring pollinators with limited spatial and temporal resolutions.

Thanks to technological developments, passive and non-destructive methods of
biodiversity monitoring are being developed (van Klink et al., 2022). In particular, bio-
acoustic methods based on automatic sound classification thanks to machine learning
algorithms (Gibb et al., 2019), are already used to study several taxa such as birds (e.g
Kahl et al., 2021; Metcalf et al., 2022), bats (e.g Kerbiriou et al., 2019; Roemer et al.,
2021), and marine mammals (e.g Shiu et al., 2020; Van Uffelen et al., 2017). Regarding
insects, acoustic monitoring has already been developed to study the impact of
anthropogenic pressures on Orthopteran communities (Jeliazkov et al., 2016; Penone
et al., 2013) but also for aquatic insects (Desjonquéres et al., 2020; Gottesman et al.,
2020). Concerning flying insects like pollinators, they can be detected through the
sound emitted by beating their wings while flying (Kawakita and Ichikawa, 2019). Early
studies on pollinator acoustics focused mainly on bumblebees, through the study of
colony dynamics (Heise et al., 2020), sounds emitted by bumblebees, and their
morphological characteristics involved in pollination (Miller-Struttmann et al., 2017).
On the other hand, studies on the specific identification of pollinators are rare, notably,
Gradisek et al., (2017) have implemented an application to identify bumblebee
species. Nevertheless, these studies rely on rather “traditional” machine learning
methods, such as support-vector machine or random forest, to identify and classify the
sounds emitted by pollinators. Since 2016, a new machine learning method relying on

convolutional neural networks has spread in bioacoustic (Stowell, 2022). This method
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achieved breakthroughs in automatic image classification (Hicks et al., 2021; Mohanty
etal., 2016; Weinstein, 2018) and can analyze the spectrograms of recorded sounds in
an analogous way. This emerging method is becoming widespread since it has been
demonstrated that it is more efficient than classical machine learning methods, making
fewer errors in sound classification, and is used for the monitoring of various taxa, such
as birds, marine mammals, bats, fish (Stowell, 2022) and most recently flying insects
(Folliot et al., 2022).

In this context, we aimed at developing a convolutional neural network (CNN)
for the automatic recognition and classification of sounds emitted by pollinators during
their flight to quantify pollinator activity in field conditions. AudioMoth recorders which
are low-cost, small, and low-energy (Hill et al., 2018) were used to perform audio
recording within 30 sunflower fields in France. Sunflower is the most important oil crop
in terms of cultivated area in Europe (FAOSTAT, 2020) and the contribution of insect
pollination to its yield is estimated between 18% and 100% (i.e. doubling the yield)
(Carvalheiro et al., 2011; Degrandi-Hoffman and Chambers, 2006; Garibaldi et al.,
2016; Greenleaf and Kremen, 2006; Perrot et al., 2019). Sunflower is mostly visited and
pollinated by a single species: the honeybee, which represents between 72 to 97.8%
of pollinator visits (Bartual et al., 2018; Carvalheiro et al., 2011; Greenleaf and Kremen,
2006). This makes it a good candidate to monitor the dynamics of pollinator activity,
without necessarily knowing their identity (Rader et al.,, 2016). We compared the
performance of a deep learning method based on convolutional neural networks
trained on spectrograms using the newly developed TadariDeep software
(https://github.com/YvesBas/TadariDeep) with a method based on random forest,
trained on sound events features using the Tadarida software. Finally, to test the
ecological validity of acoustic monitoring, we investigated whether the estimate of
pollinator activity from continuous acoustic monitoring reflects punctual visual
observations of pollinator activity and what is known from the daily activity and the

sensitivity to the temperature of honeybees.
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Material & Methods
a) Site description

In 2020, we selected 30 sunflower fields from the Long-Term Social-Ecological
Research site “Zone Atelier Plaine et Val de Sévre” in South-West France. This research
site is 435 km? large, and composed of 87% of cultivated areas (Bretagnolle et al.,
2018a,b), dominated by cereals and sunflowers, representing roughly 55% and 13% of
the cultivated area, respectively. To promote heterogeneity in pollinator activity
between sunflower fields, they were selected from landscapes with varying densities
of semi-natural habitats, sunflowers and organic fields. Sunflower fields had an average
area of 6 ha. The flowering of these fields was spread out between the beginning of

July and the middle of August and lasted between 2 and 3 weeks for a field.

b) Acoustic records

Experimental device and records pretreatment

In each field, we placed an audiomoth, which is a sound recorder (see Appendix
A For the description and parameters), at 10 to 20 cm, facing a randomly selected
sunflower flower located at approximately 20m from the field edge. The audiomoth
was covered by a windscreen to reduce the wind sound. To cover the period between
sunrise and sunset at our study site over the period July - August, we made continuous
audio recordings between 6 am to 10 pm.

To analyze our records we used the Tadarida toolbox (Bas et al., 2017),
composed of Tadarida-L which allows to detect and label sound events, and Tadarida-
C which allows building classifiers of sound events. To optimize the use of this toolbox,
it was necessary to pre-process our records. We cut them into sub-records of 10 sec
thanks to Kaleidoscope (https://www.wildlifeacoustics.com/products/kaleidoscope-
pro) software and increased 10 times the sampling rate to get a longer Fast Fourier
Transformation size (FFT is fixed in Tadarida-L). Then, Tadarida-L was used to detect
sound events within the 3 705 554 records (Table S1). To train Tadarida-C classifiers to

recognize flying pollinators from other sound events, we built several training datasets.
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For this, we proceeded in several steps:

Step 1: Building the training dataset

Machine learning classifying methods need a training dataset on which the
algorithm learns to classify sound events into predefined categories. Such training
datasets are made of labeled sound events, the labels corresponding to the classes
into which sounds should be classified. To ensure that our training dataset includes
pollinator sound events, we randomly selected the records from 12 out of 291 5-
minutes long observation sessions for which we knew that pollinators were present
(see section C of the material and methods below). Sound events that Tadarida-L
detected within these 375 10-second long records were listened to and labeled using
8 classes still using Tadarida-L. Three of the classes corresponded to pollinators "Apis
mellifera", "Bombus sp.", and "Unidentified pollinator", which we could differentiate
thanks to the visual observations made (see B of the material and methods). Table S2
presents the full list of classes and the number of sound events labeled
correspondingly that constitute the training dataset A. Then from this training dataset,
we used Tadarida-C to build a first classifier based on a random forest algorithm,
hereafter named “random forest-0" (see the "Step4: Classifier training" section for

details).

Step 2: Training dataset enhancement

In order to ensure that all possible sound conditions were represented in our
training dataset, 10% of all records not coupled to the visual observations were
randomly selected. We classified all sound events detected in these records based on
our classifier “random forest-0" and obtained for each record a confidence score for
the "pollinator" class, which corresponds to the sum of confidence scores of “Apis
mellifera”, "Bombus sp.” and “Unidentified pollinator” classes. Higher is this score,
higher the "probability" that the record contains a sound emitted by a pollinator. We
defined six groups for the confidence score for the “pollinator” class (1: 0-0.5; 2: >0.5-

0.6; 3: >0.6-0.7; 4: >0.7-0.8; 5: >0.8-0.9; 6: >0.9). To improve the training dataset, we
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wanted to increase the number of sound events in the “pollinator” class and correct the
main errors made by the classifier “random forest-0” (not a pollinator but a high
confidence score of the "pollinator” class). For this, we conducted a stratified sampling
of the records by sunflower field and “pollinator” confidence score group, with the
number of records sampled increasing with confidence score groups. All of these
records were listened to and all sound events were labeled with Tadarida-L. We
obtained a training dataset B with 17 classes of sounds (see Table S3 to see the list of

classes and the number of sound events we had labeled per class).

Step 3: Data augmentation

Data augmentation consists of artificially increasing the size of the training
dataset thanks to data samples to which a small modification is applied (Stowell, 2022).
Here, our preliminary tests seemed to show that the human voice could be the source
of many classification errors. In order to improve the performance of our classifier in
differentiating between pollinator sounds and human voice, we increased the class of
sounds corresponding to the human voice. To do so, we collected human voice events
from the Common voice Corpus 9.0 database
(https://commonvoice.mozilla.org/fr/datasets) and mixed these events with the events
from the training dataset B. A training dataset C was then created by adding to the
training dataset B, 1700 of these events mixing human voice and sound events from
our recordings in sunflower fields. In the same way, we created training dataset D by
adding 3300 sound events mixing human voice mixing events and sound events from
our recordings to the training dataset C. In the following, we only use the training

datasets B, C, and D (see Fig.1).

Step 4: Classifier training

We compared two different methods of machine learning, i.e. random forest
and convolutional neural networks to classify sound events as either pollinator flying
sound or other sounds emitted in the same frequency band. To do so we used two

softwares: Tadarida-C which allowed us to extract 269 acoustic features for each
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labeled sound event and to train a classifier using a random forest classification and to
train a classifier based on convolutional neural networks we used TadariDeep
(https://github.com/YvesBas/TadariDeep) which is based on computer vision, using
Tensorflow 2.0.0 framework and transfer learning (MobileNet architecture). For this last
method, we optimized batchsize and the number of iterations (nbepochs). For both
methods, we used the three training datasets previously described leading to a total
of 15 classifiers (see Fig.1 and Table S4 for the characteristics of each classifier).

Itis also important to note that between the two softwares, the detection process
isthe same. Nevertheless, with TadariDeep used for the convolutional neural networks,
a filter is applied to limit short sound events with a small amount of information. Thus,
only sound events with a frequency between 50 to 2000 Hz and a duration greater or

equal to 90 ms were taken into account for this method.
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Figure 1: Overview of the datasets and the classifiers. The orange boxes represent the different
components of the training datasets. The green circles represent the random forest classifiers built with
Taradida-C. The blue circles represent the convolutional neural networks classifiers built with
TadariDeep.
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Step 5: Classifiers testing

We tested the effectiveness of the random forest classifiers and convolutional
neural networks on the 8709 unlabeled 10-second recordings for which we also had a
visual observation of the pollinator run. (see section C of the material and methods
below). To be able to make comparable tests between classifiers, all sound events of
these records were classified with the random forest classifier 1 (see Table S4) and we
randomly selected 100 records of 10-seconds per pollinator score group described
above to build a test dataset. Each score group is picked in order to evaluate the
effectiveness of the method at all possible score thresholds. The test dataset then
consisted of 600 records of 10-seconds. We listened to all records of this test dataset
and determined if they contained at least one sound made by a pollinator.

Thanks to the test dataset, we assessed the efficiency of our 15 classifiers to
identify pollinators against other sounds with receiver operator characteristics (ROC)
curves. These curves are generated based on the probability (confidence score) that
the classifier classifies a pollinator sound event as a “pollinator” accounting for the
specificity (inverse of false positive rate) and sensitivity (inverse of false negative rate).
We made a ROC curve for each classifier we created. We calculated the area under the

curve (AUC) which provides a summary of the classifier's performance.

c) Relationship between pollinator activity estimated by audio
recording and visual observations

To test the ecological validity of acoustic monitoring using the convolutional
neural networks method, the following analyses were performed by considering all
sounds with a pollinator confidence score greater or equal to 78.1 as being pollinator
sounds. This confidence score is maximizing both sensitivity and specificity (see red
point on Fig. 2). With this confidence threshold, the average number of pollinator
buzzes per field throughout the season was 4880 +472 and the average number of
pollinator buzzes per day was 197 =10.

To estimate visually pollinator activity in fields with a sound recorder, each of

week three visual observation sessions were organized, taking care to distribute each
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observation at different times of the day. We had a total of 291 observation sessions
coupled with acoustic monitoring. For the observation sessions, the observer was
placed about 50 centimeters from the plant in front of which the sound recorder was
located. For five minutes, every 15 seconds, each insect close (<15 cm) to the sunflower
capitulum was noted. For each pollinator, its guild (honeybee, Bombus, other wild
bees, hoverfly, other Diptera, Coleoptera, other insects) and its position (on the
capitulum or around the capitulum) were noted. Each capitulum was visually surveyed
before, during, and after the flowering period, representing between four and five
weeks of monitoring depending on the field.

To determine if the acoustic method provides results consistent with the ground
truth, we studied the relationship between the pollinator activity measured with
acoustic monitoring and the pollinator activity visually measured. To test the
relationship between these two measures of pollinator activity, we used a generalized
linear model with a negative binomial distribution adapted for count data. We used
the 279 observation sessions of 5 minutes that were not used for the training datasets

(see section “Step 1: Building the training dataset”).

d) Daily activity of pollinators estimated by audio recording

Then we wanted to determine whether the passive acoustic monitoring reflects
what is known about the daily phenology of the honeybee (Apis mellifera) (Eban-
Rothschild and Bloch, 2008; Joshi and Joshi, 2010; Nderitu et al., 2008) and about the
sensitivity to temperature of this species (Blazyte-Cereskiene et al., 2010; Woyke et al.,
2003). For these analyses, we built generalized linear mixed models with a negative
binomial distribution explaining the number of buzzes detected during one hour (we
only used the hours for which we had at least 55 minutes of recording time out of 60),
which reflect pollinator activity, which is considered to be the activity of Apis mellifera
since it is the most abundant pollinator in sunflower. Field identity was considered as a
random effect. To study the daily pollinator's phenology, the "hour” was included in
the model as an explanatory polynomial variable of the fourth degree. To study the

response of pollinator activity to temperature, a second model was built with
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“temperature” as a fourth-order polynomial explanatory variable. For these two
models, the best model was selected on AIC criteria. For temperature data, we used
meteorological data from the “Niort Souché-Aérodrome”
(https://www.infoclimat.fr/observations-meteo/archives/1er/juillet/2020/niort-
souche/07330.html, visited on 27/07/2022), which is a Météo France station
located North from our study site, giving the average temperature per hour, taken
undercover at about 1.5m from the ground.

All statistical analyses were performed using R (R Core Team, 2022). The
residuals of all models were controlled thanks to the package DHarma (Hartig and

Lohse, 2022).

Results

1. Comparison of convolutional neural networks and random

forest classifiers for pollinator acoustic monitoring

Tadarida-L detected sound events in 99.3% (596) of the files while TadariDeep
detected them in 95% (570) of the files. This difference between the two softwares
is explained by the short event filter applied with TadariDeep (minimum duration 90
ms and frequency between 50 to 2000 Hz). To compare the classification accuracy
between the two methods, we considered only the records for which both methods
detected sound events.

In the test dataset, we counted 94 records out of 600 that contained at least one
pollinator sound. Tadarida-L detected sound events for each of them but for the same
reasons as above, TadarariDeep detected sound events corresponding to pollinator
sound for 91 of these records.

ROC curves and their AUC show that, for the random forest method, the best
classifier performance was obtained by the classifier based on the training dataset D,
composed of the labeled sound events (training data set B) and 5000 mixed human
voice sound events (AUC=0.878). For the convolutional neural networks method, the

best performance was also obtained by the classifier based on the training dataset D
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with a batchsize of 16 and 160 iterations (AUC=0.957). The best classifiers based on
the training dataset B, without data augmentation, obtained an AUC of 0.856 and 0.953
for the random forest method and for the convolutional neural networks method
respectively. So for both methods, data augmentation improved the performance of
classifiers very slightly, approximately 2.6% for the random forest method and 0.4% for
the convolutional neural networks method (Fig.2). Comparing the best classifier of
each method, based on their ROC curves and AUCs, we see that the convolutional
neural networks method outperforms the random forest method (Fig.1). Calculating
the average error rate according to the different selection thresholds (1-AUC), we were
able to determine that the error rate of the convolutional neural networks method is
three times lower than that of the random forest method for the classification of

pollinator flight sounds.
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Figure 2: Receiver operating characteristic (ROC) curves between the confidence score of the false-
positive rate (FPR) and the true-positive rate (TPR) for the best classifiers of the random forest method
(grey curves) and the best classifiers of the convolutional neural network method (black curves).
Continuous lines correspond to the best classifiers trained with data augmentation and dashed lines
without data augmentation. The red point corresponds to the threshold selected for the rest of the study
concerning the “pollinator” confidence score (see section C of the material and methods).
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2. Relationship between pollinator activity estimated by audio
recording and visual observations

We found a significant positive non-linear relationship (LR chisq= 16.022, p-value
<0.0001) between the number of buzzes detected by TadariDeep and the number of
honeybees and bumblebees visually observed, during observation sessions (Fig.3).
We see that the number of buzzes is lower than the number of individuals observed
during the five minute sessions, except for some rare cases. The check of raw data
indicates that the two points with more than 15 buzzes detected and 0 individuals

visually observed correspond all to classification errors related to the human voice.
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Figure 3: Relationship between the number of buzzes detected by TadariDeep and the number of
individuals of honeybees and bumblebees visually observed during an observation session. Dots
correspond to field data and to improve the visibility, we have represented them with the geom_jitter
function from the ggplot2 package (Wickham et al., 2022). The line corresponds to the predicted values
of the generalized linear model and the grey ribbon to the standard error.
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3. Daily activity of the honeybee estimated by audio recording

Pollinator activity (probably honeybees activity) varies significantly during day time
(Tab.1). We found a fourth order relationship with the hour of the day, indicating that
pollination activity increases sharply from the sun rising up to 11 am with approximately
19 pollinator-attributed sound events per hour, then more slowly reaches its maximum
around 04 pm with 26 pollinators per hour, to then decreases until sunset (Fig.4a).
Pollinator activity also depends significantly on the temperature (Tab.1). As before, we
found a fourth order relationship with the temperature. Below 10°C, there is no
pollinator. Pollinator activity increases slowly until about 15°C, then progresses to
about 29°C, with about 24 pollinator-attributed sound events per hour. But, there is no
sign of a decline in activity above 30°, but we have a few points (Fig. 4b).
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Figure 4: Relationship between the pollinator activity (number of buzzes detected in one hour by
TadariDeep) and a)the hour of the day and b) the temperature. Lines correspond to the predicted values
of the generalized linear mixed models and the red ribbon to the standard error. Dots correspond to
the field data, i.e. the number of buzzes detected per hour, and to improve the visibility, we represented
them with the geom_jitter function of the ggplot2 package.
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Test Variable Chisqg Df | P-value
Relationship between the hour Hour 273.15 1 <0.0001
of the day and the pollinator Hour? 222.53 1 <0.0001
activity Hour® 201.89 1 <0.0001
Hour* 199.74 1 | <0.0001
Relationship between the Temperature 0.0869 1 0.77
temperature and the pollinator Temperature? 1.1852 1 0.28
activity Temperature® 3.4749 1 0.06
Temperature® 5.2577 1 0.02

Table 1 - Summary statistics of generalized linear mixed models investigating the relationship between
pollinator activity and the hour of the day and between pollinator activity and the temperature. Field
identity is used as a random variable.

Discussion

Convolutional neural networks outperforms random forest classifiers in
acoustic pollinator monitoring

Our study shows that monitoring pollinator activity in sunflower fields through
acoustic records is feasible, reliable, and promising. We tested different models to
automatically identify and quantify sound events emitted by flying pollinators from
other environmental sounds. We demonstrated that convolutional neural networks is a
more powerful machine learning method than random forests for such a task, with
convolutional neural networks three times more reliable than the random forest
method to classify the sounds emitted by pollinators against other sounds. Although
the superiority of convolutional neural networks in terms of performance over other
machine learning algorithms is not always obvious (Garcia et al., 2020), for several taxa
such as birds their superiority is not in doubt (Knight et al., 2017; Marchal et al., 2022).
Here, our results suggest that the convolutional neural networks method would be the
most reliable method for passive acoustic monitoring of pollinator flying activity so far.

Nevertheless, regarding buzz detection, the random forest based method was
able to detect 3.2% more buzz, because of the minimum duration and frequency
interval we imposed for analyzing sound events with the deep learning method.
Further, during the training of our different classifiers, we noticed that the human voice

was often misclassified, reaching high confidence scores for pollinator sound classes,
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and this was despite the data augmentation we carried out. This kind of problem with
the human voice has already been noted for the detection of birds in particular (Stowell
et al., 2019). Here, the human voice errors are only due to the voices of the
experimenters who were close to the sound recorders during the observation sessions.
But outside of these times, it is unlikely that anyone would be 20 meters inside a
sunflower field, so it is likely that there are fewer errors due to human voice outside of
these observation sessions. The human voice data that we used for data augmentation
are records of people in front of their computers near a sound recorder and without
background noise. They are therefore quite different from the human voice recordings
in our data, which were related to conversations of the experimenters during the
observation sessions. This may explain the fact that data augmentation did not lead to
a higher improvement in the performance of the classifiers. It might therefore be
interesting to test the effects of data augmentation with human voice sounds manually
labeled from field records and with a lower Signal Noise Ratio (SNR).

The positive relationship between the number of buzzes and the number of
individuals visually observed suggests that the number of buzzes could be used as a
proxy for pollinator activity. However, the relationship we presented was quite far from
a 1:1 relationship, with fewer buzzes than visually observed individuals, except for a
few outliers presenting much more buzzes than observed individuals. As previously
acknowledged, the outliers appeared to be related to classification errors related to
the human voice. Regarding the fact that we, on average, found fewer buzzes than
observed individuals, the difference in protocols between the two monitoring
methods, continuous for acoustic and punctual for visual, may explain the differences
in activity quantification. If we assume that pollinators land on the flower head at the
beginning of the observation session and remain there throughout the session, there
will be an underestimate of pollinator activity measured with the acoustic method

compared to that measured visually.
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Usage and perspectives

Using the acoustic method, we were able to reconstruct the daily phenology of
the foraging activity of sunflower pollinators, which should be mainly honeybees
(Bartual et al., 2018; Carvalheiro et al., 2011; Greenleaf and Kremen, 2006). We found
that such honeybees activity varied throughout the day and was notably close to 0 at
sunrise and sunset. This is in agreement with Joshi and Joshi, (2010) who determined
that Apis mellifera activity is at its peak in the middle of the day and with the fact that
honeybees sleep at night (Eban-Rothschild and Bloch, 2008). The fact that observe
high pollination activity between 11 am and 04 pm may be explained by the fact that
sunflower nectar production tends to increase during the day between 07 am and 05
pm (Chabert et al., 2020) since honeybees have the ability to remember the time of the
day of the maximum production of nectar and adapt their foraging phenology to that
time (Klein and Seeley, 2011; Silva et al., 2013). Nevertheless, other patterns of daily
phenology of honeybees activity were observed, e.g Yicel and Duman (2005) and
Reyes-Carrillo et al., (2007), and the authors related peaks in bee activity with peaks in
production of floral resources of the species studied. We were also able to
demonstrate that ambient temperature has an impact on honeybees activity. As
demonstrated by Blaiyté—éereékiené et al. (2010) and Woyke et al. (2003), honeybees
are only active from a temperature of about 10°C but unlike them, pollination activity
does not decrease above 30°C but stagnates then increases. This increase is quite
surprising and it is probably necessary to treat it with caution since the number of data
available for temperatures above 30°C is much lower than for temperatures below
30°C. The fact that the honeybees activity stagnates probably comes from a
compromise between the expenditure of energy for the food search and that for the
thermoregulation of its body.

Passive acoustic monitoring of pollinators method could also be used to
estimate the pollination services (van Klink et al., 2022). For this, it could be interesting
first to quantify the link between the number of buzzes and seed production of the
crop. For crops such as sunflowers, where the effect of pollinators on yields depends

primarily on honeybee abundance (Altayeb and Nagi, 2015; Aslan and Yavuksuz, 2010;
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Perrotetal., 2019), a simple measure of pollinator activity could quantify the pollination
services received. Nevertheless, for other crops, such as oilseed rape, the effect of the
pollinator diversity on the yields is known (Bartomeus et al., 2014; Perrot et al., 2018;
Zou et al., 2017), each with its own pollination efficiency (Garibaldi et al., 2011; Jauker
etal., 2012; Kremen et al., 2002; Rader et al., 2016). Therefore, it would be interesting
to think of a way to effectively detect small pollinators that emit lower sound levels than
honeybees or bumblebees, it would probably be necessary to find settings for the
sound recorder or to position it closer to the flower. It could also be interesting to
develop an acoustic identification of pollinator species. This type of identification has
already been performed by Kawakita and Ichikawa (2019) for three bee species and
one hornet species, by Gradisek et al. (2017) for bumblebees, and involved
“traditional” machine learning methods. Considering convolutional neural networks
method performance compared to other machine learning methods, we can think that
it could efficiently identify pollinator species from the sound of their wing beats.
Nevertheless, considering the diversity of pollinators, it will require a lot of work to
obtain a large number of reference sounds per species.

To accurately estimate the pollination service in a field, it would also be
necessary to determine the detection radius of the pollinators around the sound
recorder. Compared to other methods such as transects, which are conducted over a
large area, our method measures pollinator activity at a fixed point in the plot. Yet, the
activity of some pollinator species is known to decrease as the distance from the edge
increases (Hevia et al., 2016). Therefore, it may be interesting to place multiple sound
recorders along a transect from the edge to the centroid at the field to more accurately
estimate pollinator activity within the field.

Although further developments are needed to fully relate passive acoustic
monitoring of wing beats to the diversity and abundance of pollinators within fields as
well as to the pollination services they deliver, such methodology appears very
promising to monitor pollinators and the pollination services in a non-lethal way over

large spatial and temporal scales.
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Supplementary

Appendix A - Setting up the audiomoths

Sample rate: 16 kHz

Gain: Low-Medium

Sleep duration: 5 s
Recording duration: 900 s
Start recording: 6 am

End recording: 10pm
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Field | Theorical number Number of 10s Number of Percentage of
of records of 10s records we have | hours recorded loss
12 152 460 147 220 409 3.5
116 151 740 125 194 348 17.5
376 132 840 131 966 367 0.7
1823 151110 110 758 308 26.7
2187 131 310 130279 362 0.8
2230 143 190 141 997 394 0.8
2939 180 450 179 194 498 0.7
3107 207 180 157 846 438 23.8
3253 148 860 147 657 410 0.8
3271 159 840 118 384 329 25.9
4566 141 840 140 346 390 1.1
5572 171 630 135085 375 21.3
5595 148 680 147 448 410 0.9
5867 192 690 191 389 532 0.7
6223 169 470 145 255 403 14.3
7029 139 860 105 708 293 24.4
7413 156 870 127 159 353 18.9
7507 162 450 144 321 401 1.2
8690 133 380 90 503 251 32.1
9523 99 450 69 789 194 29.8
10106 183510 92117 256 49.8
10486 175 950 105 273 292 40.2
10626 95310 86 702 263 9
12446 145 620 143 887 400 1.2
12473 121770 69 586 193 42.9
13138 138 240 114 444 318 17.2
13253 159 480 158 204 439 0.8
14499 108 360 82 404 229 24
15339 106 650 71567 199 32.9
17019 126 180 93872 261 25.6

Table S1 - Overview of records. The percentage of loss is due to a hard drive problem and sound
recorders that fell to the ground
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Sound event class Number of events
labeled

Apis mellifera 198
Bombus sp. 20
Unidentified pollinator 7
Bird 9
Human voice 201
Car 216
Noise (i.e, mechanical or experimenter 1077
noise)
Wind 124

Table S2 - Number of sound events labeled per class of the first training dataset

Sound event class Number of events
labeled

Apis mellifera 198
Bombus sp. 20
Unidentified pollinator 12651
Bird 734
Turtledove and pigeon 625
Cock 225
Corvidae 32
Dog 85
Sheep 4
Human voice 378
Car 1343
Motorcycle 562
Truck 171
Plane 980
Bell 50
Noise (i.e, mechanical or experimenter 4567
noise)
Wind 1436

Table $3 - Number of sound events labeled per class of the second training dataset
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N° classifier Method used Training set Batchsize

1 Random forest e

2 Random forest 3

3 Random forest 450

4 Convolutional neural networks 2nd 4
5 Convolutional neural networks e 8
6 Convolutional neural networks 2nd 16
7 Convolutional neural networks 2nd 32
8 Convolutional neural networks 3 4
9 Convolutional neural networks ael 8
10 Convolutional neural networks 3 16
11 Convolutional neural networks 3rd 32
12 Convolutional neural networks 4t 4
13 Convolutional neural networks 4 i 8
14 Convolutional neural networks 4t 16
15 Convolutional neural networks Al 32

Table S4 - Description of each classifier tested
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Chapitre 3 : L’acoustique pour améliorer le suivi
des pollinisateurs et la détection de I'influence
du paysage sur leur activité

Pour étudier le service de pollinisation, les scientifiques ont recours a des
proxys. Ces derniers peuvent étre obtenus par des méthodes de piégeage, de capture
ou bien de comptage visuel. Néanmoins, nous avons constaté dans la partie
précédente de ce travail que grace aux avancées technologiques de nouveaux proxys
peuvent étre obtenus. Toutefois, il est nécessaire de tester ces méthodes dans la
nature pour comparer les différents proxys obtenus par différentes méthodes, étudier
leurs réponses aux facteurs paysagers et leur capacité a renseigner sur leservice de
pollinisation.

Grace aux enregistrements acoustiques et aux comptages visuels de
pollinisateurs le long de transects réalisés au cours de la saison de floraison du
tournesol en 2020, nous avons observé que lorsque les périodes de suivi sont
concordantes (le méme jour) ces deux indicateurs sont significativement et
positivement corrélés. A contrario, lorsque les périodes de suivi ne sont plus
concordantes (élargies a la saison), ces proxys d'activité de pollinisateurs n'étaient pas
corrélés sur I'ensemble de la saison. Cela s’explique sans doute par la forte variabilité
spatiale et temporelle de I'activité des pollinisateurs. Nous avons également mis en
évidence l'effet attractif de la densité de tournesol sur I'activité des pollinisateurs avec
les deux proxys. Un effet de dilution des champs de tournesol environnants a
également été détecté grace a la méthode de suivi acoustique. Enfin, nous avons
montré un effet positif des pollinisateurs sur le rendement du tournesol. Toutefois,
nous n‘avons pas été en mesure de mettre en relation ce service de pollinisation avec
NOS Proxys.

Cette étude montre que le suivi acoustique est une méthode prometteuse pour
le suivi des pollinisateurs qui permet d'éviter les problémes liés a I'échantillonnage
discontinu des méthodes classiques. Elle met en évidence des effets importants du

paysage qui ne peuvent pas toujours étre détectés avec les méthodes classiques.
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Abstract

Human food production is dependent on entomophilous pollination with the
abundance or diversity of pollinators playing a key role in improving the yield of many
crops. However, it is known that the presence of pollinators in cultivated areas can be
influenced by many factors, including the landscape. In order to understand the factors
influencing pollinator activity in cultivated areas and to be able to estimate pollination
services, it is necessary to set up monitoring of pollinator activity at a large spatial scale

and fine temporal resolution. Acoustic monitoring could be an effective method for
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this but it needs to be tested against more traditional monitoring methods. In this
study, we compared two proxies of pollinator activity in sunflower fields, namely: the
punctual visual proxy which corresponds to the number of honeybees estimated from
observation sessions performed within fields several times during the flowering
season, and the continuous acoustic proxy which corresponds to the number of
pollinator buzzes detected by continuous passive acoustic monitoring within fields.
Our results first indicate that these indicators were not correlated when averaging over
the entire flowering season. They were however when considering only days during
which both proxies were recorded. Second, we showed that the two proxies were
positively related to the density of sunflower plants within fields and that the continuous
acoustic proxy was further impacted by the number of hives present around the fields,
in interaction with the density of sunflower fields in the landscape. This suggested a
dilution effect since more buzzes were detected where more hives were present, but
this increase was lower within landscapes dominated by sunflower fields. Finally,
thanks to a pollinator exclusion experiment, we showed that pollinators increase
sunflower yield, but we were not able to relate such pollination services to either the
punctual visual proxy nor the continuous visual proxy. Our results suggest that
continuous acoustic monitoring within fields is a promising method to monitor
pollinator activity, allowing to prevent issues regarding the timing of observation
sessions, and thereby highlighting important landscape effects that could not be
detected using observation session data. Surprisingly, however, we did not find a
relationship between our indicator of pollinator activity and the pollination service

received by sunflowers.

Introduction

In agricultural landscapes, 70% of major global food crops, representing 35% of
the annual global food production, are dependent on insect pollinators for their yield
(Klein et al., 2007). The growing human demand for pollinator-dependent crops has
led to a global increase in the area of these crops since the 1960s (Aizen et al., 2008).

Pollination has thus become a major ecosystem service in agricultural ecosystems.
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Nevertheless, pollinator decline observed for several decades (Biesmeijer et al., 2006;
Potts et al., 2010 notably because of intensive agriculture with the destruction and
fragmentation of habitats (Potts et al., 2016, 2010; Vanbergen and Initiative, 2013), and
the use of pesticides, (Desneux et al., 2007; Henry et al., 2012; Johnson et al., 2010;
Tsvetkov et al., 2017; Wood and Goulson, 2017; Woodcock et al., 2017) that could
threaten this ecosystem service.

Monitoring pollinators in the agricultural landscape is thus essential to identify
the drivers influencing pollinator activities and pollination services. Previous studies
showed that semi-natural habitats were good predictors of pollinator diversity and
visitation rate but less so of pollination services (Ricketts et al., 2008), although visitation
rate was shown to be positively related to pollination services (Bartomeus et al., 2014;
Carvalheiro et al., 2011; Garibaldi et al., 2016; Perrot et al., 2019; Woodcock et al.,
2019; Zou et al., 2017). Data on the abundance, diversity, or number of visits of
pollinators in agricultural fields are most often collected using methods such as pan
traps or transects (Westphal et al., 2008). Transects can involve observing and counting
pollinators (Feltham et al., 2015) or capturing and sacrificing them for identification
(Westphal et al.,, 2008). These methods are very time-consuming, reducing the
temporal and spatial scales of the monitoring, and pan traps and transects involving
the capture of insects are destructive for pollinators (Montgomery et al., 2021). Indeed,
Montero-Castafio et al., (2022) determined that in 30 years out of 1426 publications on
wild bees, 536 had involved their sacrifice, for a total of over 800 000 wild bees
sacrificed.

Thanks to technological advancement, new methods of insect monitoring are
being developed (van Klink et al., 2022). One of them is passive acoustic monitoring,
which records and quantifies the sounds made by insects. This approach has proven
to work well for vocalizing insects such as Jeliazkov et al., (2016) and Penone et al,,
(2013) and has recently been extended to flying insects, such as pollinators, by
recording and analyzing the sounds emitted by their wing beats (Kawakita and
Ichikawa, 2019). The first studies on pollinator acoustics focused on the dynamics of

bumblebee colonies (Heise et al., 2020), on the links between the morphological
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characteristics of bumblebees involved in pollination and the sound they emit (Miller-
Struttmann et al., 2017) or on monitoring pollinator activity (Folliot et al., 2022; Galen
etal., 2019; Miller-Struttmann et al., 2017). Two studies on the specific identification of
pollinators were conducted by Gradisek et al., (2017) who implemented an application
to identify bumblebee species and Kawakita and Ichikawa, (2019) who successfully
identified 3 bee species and one hornet species. Monitoring pollinator activity by
acoustic surveys offers the opportunity to increase sampling effort, by increasing both
the number of sampling points and the temporal coverage of the sampling period
(Crochard et al. in prep), and this at no cost to the monitored insects. This makes it a
good candidate to monitor pollination services within agricultural landscapes
compared to more traditional monitoring methods that most often only capture
snapshots of pollinator activity and that may have their sampling effort more strongly
limited by the human workforce.

Sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the main worldwide mass flowering
crops essentially cultivated for oil production and livestock feed. It is a pollinator-
dependent crop whose insect contribution has been estimated between 18% and
100% according to studies (Carvalheiro et al., 2011; Degrandi-Hoffman and Chambers,
2006; Garibaldietal., 2016; Greenleaf and Kremen, 2006; Perrot et al., 2019). Although
the diversity of pollinators can improve yields Carvalheiro et al., (2011), the domestic
honeybee (Apis mellifera L.) dominates the pollinator communities, with between 72
to 97.8% of pollinator visits (Bartual et al., 2018; Carvalheiro et al., 2011; Greenleaf and
Kremen, 2006), and constitutes the main pollinating species of sunflower. Such
dominance of honeybees in the pollinating fauna of sunflowers makes it a good
candidate to start developing acoustic monitoring of pollinators by simplifying the
issue of identifying pollinators.

Here we aimed at comparing passive acoustic monitoring of insect wing beats
and insect counting during observation sessions along transects as indicators of
pollinator activity within sunflower fields. We first tested for a relationship between the
number of insect wing beats detected by acoustic monitoring and the number of

honeybees observed during observation sessions, at both day and extended flowering
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period scales. Second, we investigated whether pollinator activity quantified by the two
methods were affected by landscape factors. Specifically, we tested for effects of the
resource offer, expecting more pollinator activity in large and densely sawn fields
Perrot etal., (2019), and less pollinator activity in landscapes with high sunflower cover
due to the dilution effect (Holzschuh et al., 2016). These effects, whether attractive or
dilutive, could potentially be modulated by the number of hives in the landscape
(Lindstrom et al., 2016), while we expected semi-natural habitats not to influence
pollinator activity as the location of honeybee colonies is primarily determined by
human activities. Finally, we tested for relationships between pollinator activity
quantified by the two methods and the pollination services delivered to sunflowers by
conducting a pollinator exclusion experiment to estimate the insect contribution to

sunflower seed production.

Material and Methods

a) Site description and sunflower fields selection

1. Site description
Pollinator activity survey took place in 20 sunflower fields from the Long-Term Social-
Ecological Research site “Zone Atelier Plaine et Val de Sevre” in South-West France in
2020. This site of 435km? is composed of 87% of cultivated areas (Bretagnolle et al.,
2018) and this area is dominated by cereals and sunflowers, representing 55% and

13% of this area respectively.

2. Sunflower field characteristics

The 20 sunflower fields were selected from landscapes with varying degrees of
semi-natural habitats and sunflower fields so that they exhibit heterogeneity in
pollinator activity. We quantified the area of sunflowers, semi-natural habitats, and the
number of hives in a buffer of 500m around the edges (Table S1). For sunflower areas,
we used the “Registre Parcellaire Graphique” of 2020 based on farmers' declarations

to the Common Agriculture Policy (Institut National de I'Information Géographique et
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Forestiere, 2017), and for areas of semi-natural habitats the OSO land cover maps
(Inglada et al., 2017; https://www.theia-land.fr/ceslist/ces-occupation-des-sols/).
Because the field area on itself could influence pollinator activity, we also measured
the area of each of the 20 sunflower fields (Table S1). All of these spatial analyses were
performed with the R package "sf" (Pebesma et al., 2018). The flowering of these
sunflower fields started at the beginning of July and ended in the middle of August,
with the flowering of each field lasting between 2 and 3 weeks (supplementary figure
S1).

Within each field, we estimated the density of sunflower plants by measuring the
number of sunflower plants in three non-overlapping 1m? quadrats, located a few

meters away from the acoustically monitored plant (see section B1).

B. Monitoring pollinator activity

1. Passive acoustic monitoring

We randomly selected a sunflower plant about 20m from the edge of each field
and we equipped it with a microphone, an audiomoth (Hill et al., 2018). The
microphone was placed about 20 cm in front of the plant’s head and was covered with
a windscreen. The recordings take place each day continuously from 6 am to 10 pm
(see Table S2 for the detail of the number of days of acoustic records per field). We
used a machine learning algorithm to detect pollinator buzzes in records and quantify
their activity. For this, records of 10 seconds were generated by the Kaleidoscope
software (https://www.wildlifeacoustics.com/products/kaleidoscope-pro) and
analyzed by TadariDeep (https://github.com/YvesBas/TadariDeep) with a
convolutional neural networks classifier (Crochard et al., in prep) which determines
whether or not there was an insect wing beating sound during those 10 seconds. This
method provides for each recorded sound event a confidence score that the sound is
indeed that emitted by a pollinator. This implies determining a confidence threshold
to consider a sound event as a sound emitted by a pollinator. Here, we fixed the

threshold to 78.1, which maximizes the sensitivity and specificity of the classifier
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(Crochard et al., in prep). Thus, if at least one sound event in the 10-second record has
a confidence score greater than or equal to this threshold, it is considered to have been

a pollinator sound (insect wings beating) during that period.

2. Visual honeybee counts

In each field, we also counted the number of visits of sunflower plants by
honeybees along a 5-meter wide and 20-meter long transect as a second proxy of
pollinator activity. For each field, the transect began 10 meters from the edge and
ended 30 meters from the edge and it was not timed. The position of the transect was
chosen so that it passes within a few meters of the sunflower plant monitored by the
acoustic method. For each field, visual honeybee counts have been repeated 4 to 6
times during a period that encompasses the sunflower bloom, with some counts

conducted before, during, and after the flowering (supplementary figure S1).

C. Estimating pollinator contribution to sunflower yield

1. Pollinator exclusion experiments
A pollinator exclusion experiment was conducted in each field on three sunflower
plants from the same row (the one acoustically monitored plus two other plants also
located 20 meters from the edge of the field) to estimate the contribution of pollinators
to sunflower yield. Three pollinator exclusion treatments were applied. The plant
acoustically monitored was used as a control with flowers accessible to all pollination
processes. The second plant was bagged with a large mesh (3 mm mesh size), blocking
the pollination by large insects but allowing the pollination by small pollinators, wind,
and self-pollination. The third plant was bagged with a more fine mesh bag (0.6 mm
mesh size), allowing only wind pollination and self-pollination. Sunflower heads were
bagged at the end of the flower bud stage, just before flowering, and removed after
the last flowers faded, to avoid the bag affecting seed formation.

2. Measurement of yield components

We collected 60 sunflower plants in September 2020 just a few days before the crop
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harvest (20 fields * 3 plants). The diameter (in mm) of each collected head plant was
measured. Then each head was stored in an individual bag with the rest of the plant
and left in a heat chamber at 60°C for 48 h. Seeds were removed mechanically from
the heads, and fertilized seeds were separated from the empty ones (threshold of 9 mg
based on expertise) by seed density with a wind machine (Batteuse petites graines,
ATID, France). Fertilized seeds were counted with a seed counter (Contador 2, Pfeuffer,

Germany).

D. Statistical analyses

Is there a relationship between the punctual visual and continuous acoustic
proxy of pollinator activity?

To characterize the relationship between our punctual visual and continuous
acoustic proxies of pollinator activity, we used generalized linear models with a
negative binomial distribution adapted for count data.

We first analyzed the relationship between the average number of buzzes detected per
day during the acoustic recording period (i.e. sum of buzzes divided by the number of
days of acoustic recording) and the average number of honeybees counted per visual
observation session (i.e. sum of honeybees divided by the number of observation
session). For both proxies, the data before, during, and after the flowering period were
used. For all parts of the study, only the days with a minimum of 14 hours of recording
out of the 16 theoretical hours were retained. Because our two methods differ greatly
in their temporal resolution (a continuous period of 12 to 32 days recording for the
acoustic method versus 4-6 distinct observation sessions for the visual honeybee
count, see supplementary figure S1), we then explored the relationship between our
two pollinator activity methods after restricting the time window of the acoustic
recordings to match the days of visual observations. We thus analyzed at a more fine
temporal scale the relationship between the number of buzzes detected during the
day of the visual observation session and the number of honeybees counted during

that session. Since previous studies have shown that honeybee activity varies with the
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time of day (Crochard et al., in prep; Eban-Rothschild and Bloch, 2008; Joshi and Joshi,
2010; Nderitu et al., 2008), we also added the time of day at which the observation
session was conducted as a second-order polynomial explanatory variable. Moreover,

we added the field identity as a random effect.

Is pollinator activity affected by landscape factors?

To identify the factors explaining the differences in pollinator activity among
fields, we analyzed the response of (1) the average number of honeybees per
observation session and (2) the average number of buzzes detected per day to
landscape characteristics. For both pollinator activity indicators, we have restricted the
data to the flowering period of the acoustically monitored sunflower plant. Generalized
linear models with a negative binomial distribution were built to study the response of
these two response variables to the landscape factors (the percentage of sunflowers,
the percentage of semi-natural habitats, and the number of hives surrounding the
field), and more local factors (the field area, the density of sunflower plants within the
field). Since the effect of hive number might be modulated by the percentage of
surrounding sunflowers, by the plant density, and since the effect of plant density might
modulate the effect of the percentage of surrounding sunflowers, we also tested the
interactive effects between these factors by including two-by-two interactions
of previous variables. Since buzzes were recorded from a specific sunflower plant, we
also included the diameter of the sunflower head in the model dedicated to this
acoustic proxy of pollinator activity. Since the head diameter can modulate the effect
of the previous variables, we tested second order interactions between head diameter

and these variables. All variables were centered and scaled.

Do the differences in pollinator activity impact the sunflower yields?

To study the contribution of pollinators to the sunflower yield, we analyzed the
response of the total number of fertilized seeds per plant to the pollinator exclusion
treatment, the head diameter, the pollinator activity proxy, and the interactions

between all of these variables. Field identity was considered as a random effect since
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in each field we had three sunflower plants. Two distinct generalized linear mixed
models with a negative binomial distribution were built by changing only the pollinator
activity proxy (either average buzzes number per day or average honeybee count per
session, both restricted to the flowering period). The variable “head diameter” and the
pollinator activity proxy were centered and scaled.

All statistical analyses were performed using R (R Core Team, 2022). From the
list of models with combination of fixed effects terms and their interactions in the full
model, we selected the best model with the dredge function from the package MuMin
(Bartori, 2022) on the basis of the second-order Akaike Information Criterion
(differences in AlCc < 2). The residuals of all models were controlled thanks to the

package DHarma (Hartig and Lohse, 2022).

Results

In the 20 fields, a total of 111 observation sessions were realized. During these
sessions, 806 honeybees were counted, with a minimum of 0 and a maximum of 65
honeybees counted per session. Using acoustic recording, a total of 106 415 buzzes of
pollinators were detected in 7032 hours of recording. Only 51 observation sessions
were performed at the same time as the acoustic recording sessions since many

observation sessions were conducted before and after the flowering period.

Is there a relationship between the punctual visual and continuous acoustic
proxy of pollinator activity?

When acoustic data and visual honeybee counts were averaged over the full
season, we did not find a significant relationship between the average number of
buzzes detected per day and the average number of honeybees counting per session
of observation, (Chisq=1.1577, p-value=0.2819, Fig. 1a). When acoustic and visual
data were retrieved the same days (by restricting acoustic data to the days of visual
observation session), we found a significant positive non-linear relationship between
the number of buzzes recorded during the day of an observation session and the

number of honeybees counted during this observation session (Chisq=14.485, p-
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value < 0.001, Fig.1b). However, the time of day the observation session was
conducted does not appear to affect this relationship.
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Figure 1 - a) Relationship between the average number of buzzes detected per day before, during, and
after the flowering period and the average number of honeybees counted per observation session
during the same period. b) Relationship between the number of buzzes detected during the day of the
visual observation session and the number of honeybees counted during that session. For a) and b) the
graph on the left represents the data taken into account for the analysis and the graph on the right
represents the relationships between variables. In the graphs on the left, dots represent the dates on
which the observation sessions were carried out. For the right graphs, dots correspond to the acquired
field data. The black line corresponds to the predicted values of the generalized linear model and the
grey ribbon to the standard error.

Is pollinator activity affected by landscape factors?

In the case of the punctual visual proxy of pollinator activity, we only found a
significant effect of sunflower plant density (Chisq=7.28, p-value=0.007) on the
average number of honeybees counted per observation session during the flowering
period. An increase in sunflower plant density was associated with a non-linear increase
in the number of counted honeybees (Fig.2a). However, we did not detect any
significant effects of the landscape factors, neither hives number on the visual proxy of

pollinator activity.

107



In the case of the continuous acoustic proxy of pollinator activity, we found, in
addition to a significant positive effect of sunflower plant density (Fig 2b), a significant
interaction between the number of hives around the field and the percentage of the
sunflowers in the landscape on the average number of buzzes detected per day during
the flowering period (Tab.1). At low levels of sunflowers in the landscape, the acoustic
pollinator activity increases with the number of hives around the field whereas this
trend was not found at higher levels of surrounding sunflowers in the landscape (Fig
2¢).

In other words, when hives were present around the field, the acoustic pollinator
activity decreases as the percentage of the landscape covered by sunflowers
increases whereas when hives were absent from the surrounding landscape, the
acoustic pollinator activity remains at a very low level regardless of the percentage of

sunflowers in the landscape (Fig 2c).

Pollination activity variable Variable Chisq | Df | p-value
used
Punctual visual proxy
Average number of
honeybees counted per
observation session during
the flowering period

Local sunflower plant

ety 7.28 | 1 0.007

Local sunflower plant 6.15 | 1 0.013

density
Number of hives around
Continuous acoustic proxy the field S R
Average number of buzzes Percentage of sunflower in
. . : 0.99 |1 0.32
per day during the flowering | the surrounding landscape
period Number of hives around

the field : Percentage of

sunflower in the
surrounding landscape
Table 1 - Summary statistics of the best generalized linear model investigating the effects of landscape
and local factors on visual (average number of honeybees counted per observation session during the
flowering period) and acoustic proxy (average number of buzzes detected per day during the flowering
period) of pollinator activity. All variables have been normalized prior to running models.

1143 | 1 | <0.001
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Figure 2 - Relationship between a) the punctual visual proxy of pollinator activity (average number of
honeybees counted per observation session during the flowering period) and the local density of
sunflower plants, b) the continuous acoustic proxy of pollinator activity (average number of buzzes
detected per day during the flowering period) and the local density of sunflower plants, c) the
continuous acoustic proxy of pollinator activity (average number of buzzes detected per day during the
flowering period) and the percentage of sunflowers in the surrounding landscape according to the
number of hives around the field. Dots correspond to field data and lines correspond to the predicted
values of the generalized linear models. In ¢) the grey line corresponds to the predicted values without
hive around the field and the orange line corresponds to the predicted values with 15 hives around the
field. The dot color depends on the number of hives around the field.

Do the differences in pollinator activity impact the sunflower yields?

Regardless of the proxy used for pollinator activity (visual or acoustic), we found
that the number of fertilized seeds is significantly impacted by the interaction between
pollinator exclusion treatment and head diameter (Tab.2). This indicates that the effect
of the pollinator exclusion treatment varied significantly with the sunflower head
diameter (Tab.2). For sunflower heads with the largest diameters, the number of
fertilized seeds is higher for the control plants (open pollination) compared to the
bagged plants (pollinators excluded) whereas it was not the case for the smallest

sunflower heads. Actually, the larger the diameter of the head, the greater the
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difference in the number of seeds between the control and the bagged plants (Fig. 3).

Regardless of the proxy used for pollinator activity (visual or acoustic), the
simplified model does not include the interaction between treatment and pollination
activity. This indicates that there is no effect of the number of visits on pollinator

contribution to sunflower yield.
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Figure 3 - Relationship between the total number of fertilized seeds per sunflower plant and the head
diameter according to the pollinator exclusion treatment applied to the sunflower plant. Lines
correspond to the predicted values of the generalized linear models. The grey line corresponds to the
predicted values for sunflower plants bagged with small mesh (large and small pollinators excluded),
the blue line is for sunflower plants bagged with large mesh (only large pollinators excluded) and the
orange is for the control plant (open pollination).
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Response Proxy used as the
P pollinator activity Variable | Chisq | Df | P-value
variable .
variable
Visual proxy Head 13198 1 | <0.0001
Average number of Diameter
honeybees counted per | Treatment | 24.39 | 2 | <0.0001
observation session Head
Total number during the flowering Diameter: | 818 | 2 | 0.017
of fertilized period Treatment
assth | Head 13259 1| <0.0001
plant Acoustic proxy lameter
Average number of Treatment | 23.84 | 2 | <0.0001
buzzes per day during Head
the flowering period Diameter: | 9.34 | 2 | 0.009
Treatment

Table 2 - Summary statistics of the best generalized linear model investigating the effect of pollinators
on the number of fertilized seeds per sunflower plant. The variable Head Diameter has been normalized
prior to running models.

Discussion

In this study, we compared two pollinator activity proxies, a punctual visual
proxy, and a continuous acoustic proxy. We tested their sensitivity to landscape effects
and their relationships with sunflower yields. We determined that the proxy obtained
from acoustic pollinator monitoring is more sensitive to the landscape than that
obtained from visual observations. This is probably due to a better coverage of the
flowering season with the acoustic monitoring which is continuous. Surprisingly, none
of the proxies were related to sunflower yield.

First, we found a positive and significant relationship between the visual and
acoustic proxies when data retrieved from the same day indicating that these two
methods provide concordant information on pollinator activity. Nevertheless, when
averaged for the extended flowering period, the relationship between the two proxies
of pollinator activity vanished. This could be due to the fact that counting sessions are
not representative of the entire phenology of pollinator activity during the season,
unlike acoustic monitoring which is continuous and takes place over longer periods of

time. Indeed, pollinator activity can vary from day to day, for example, due to weather
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or due to the phenology of nectar production in the landscape that varies throughout
the flowering season (Grab et al., 2017). However, these observation sessions are not
necessarily conducted during peak plant flowering, which is often associated with peak
pollinator activity. Indeed, it may be difficult to conduct sessions at peak flowering
when several fields are in flower at the same time. To explore this hypothesis it could
be interesting to develop indices to know if the counting sessions and the passive
acoustic monitoring allowed to cover each period of the sunflower season, the
beginning, the peak, and the end of the flowering period.

As expected, we did not find an effect of the percentage of landscape cover of
semi-natural habitats on pollinator activity whatever the proxy used. This could be
because sunflowers are pollinated almost exclusively by honeybees, which are
managed pollinators whose density depends on the location of hives and not semi-
natural habitats (Bartual et al., 2018; Carvalheiro et al., 2011; Greenleaf and Kremen,
2006; Perrotetal., 2019). Indeed, semi-natural habitats are acknowledged to especially
affect wild pollinators thanks to the floral and nesting resources they provide to them
(Baude et al., 2016; Langlois et al., 2020; Lye et al., 2009; Timberlake et al., 2019). In
contrast, whatever the method used, we determined that the sunflower plant density
positively affects pollinator activity, which is in line with Perrot et al., (2019). A high
density of sunflowers is likely to be highly attractive to pollinators due to a greater
amount of floral resources, as has been found for other plants (Delmas et al., 2016).
Only the passive acoustic monitoring reveals an effect of the number of hives around
the cultivated field in interaction with the percentage of the landscape covered by
sunflowers. This result suggests that when the environment is saturated with
honeybees, they disperse to other sunflower fields. This spillover phenomenon has
already been observed for many mass-flowering crops (Holzschuh et al., 2016; Rollin
etal., 2013; Tscharntke et al., 2012).

We found a difference in seed production between the control (open
pollination) and bagged plants (pollinators excluded) and this difference varied with
sunflower head diameter. This reflects the overall contribution of insects to sunflower

pollination and indicates that the larger the head diameter, the stronger the effect of
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pollinators on seed production. However, this trend is similar whether all pollinators
are excluded (large mesh treatment) or only large pollinators (small mesh treatment),
revealing the main contribution of large pollinators to sunflower pollination. This is in
agreement with other studies that determined that honeybees, which are large
pollinators excluded by the large mesh treatment, are the most efficient pollinators of
sunflowers (Nderitu et al., 2008). Several studies using pollinator exclusion, with
exclusion cages and flower head bagging, or using a pollinator gradient have shown
the positive effect of honeybee abundance on sunflower yields (Altayeb and Nagji,
2015; Aslan and Yavuksuz, 2010; Greenleaf and Kremen, 2006; Perrot et al., 2019).
Therefore, we expected to find a positive effect of pollinator activity on seed
production. Nevertheless, as Hevia et al., (2016), we did not find any effect of pollinator
activity on sunflower seed production, regardless of the method used to calculate the
proxy. This may be explained by non-linear relationships between the number of
pollinator visits and seed production, or by the fact that a low number of visits is
sufficient to generate seed formation and thus additional visits have no effect on

production.

Conclusion

Our results suggest that passive acoustic monitoring is at least as effective as
traditional methods in monitoring pollinator activity if the diversity of pollinators is not
addressed. Continuous monitoring avoids the biases inherent in other methods and
therefore better takes into account the phenology of the crops. Nevertheless, like the
traditional method we used, acoustic monitoring did not show an effect of pollinator
activity on yield. In order to apply this method to other crops, it could be interesting to
develop specific identification of pollinators in order to study the impact of pollinator

diversity on crop yield.
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Supplementary

Percentage di Head f
of semi- Percentage lameter o
Area of | Number f sunf the Local
h f hives natural of sunflower sunflower | sunflower
Field the o habitats in in the
sunflower | around the surroundin plant plant
field (ha) | the field . 9 acoustically | density
surrounding | landscape . d
landscape monitore
(mm)

10626 10,8 0 13,9 11,5 187 3
116 6,7 0 19,3 31,5 185 6
12 13,8 12 9,3 16,5 230 3
12446 2,0 0 24,6 22,9 115 6
13138 2,1 0 8,6 7,0 115 3
13253 14,9 0 19,0 1,3 136 4
14499 2,0 0 24,0 3,6 205 4
17019 2,2 0 4,6 7,7 130 6
2187 5,6 0 26,6 20,4 254 5
2230 34 0 7,8 34,8 185 4
2939 13,8 12 30,5 14,1 298 3
3253 1.1 0 33,1 9,2 152 2
3271 5,3 65 15,9 15,8 145 6
376 9,2 32 5,0 35,7 143 6
4566 15,5 0 8,9 57 148 5
5572 3,2 0 38,3 3,3 242 4
5595 3,6 0 55 0,9 201 3
5867 8,6 0 43,1 1,5 175 4
7507 9,7 3 13,2 7,2 290 5
9523 2,9 0 10,0 21,6 191 5

Table S1 - Landscape and local characteristics of the 20 selected sunflower fields
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Figure S1 - Number of buzzes detected per day in each field. Only days with a minimum of 14 hours of
recordings were taken into account. The red dashed line corresponds to the day the microphone was
set up in the field. Orange lines correspond to the last day for which we were sure that the acoustically
monitored sunflower plant was not yet in bloom and to the first day for which we were sure that it was
deflowered. Blue dots correspond to the days during which visual monitoring of pollinators was carried

outin

the field.
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Number of days of acoustic recording during the
Field Total nun.iber of d?ys of flowering period of the acoustically monitored
acoustic recording plant

10626 15 13
116 21 8
12 24 15
12446 25 15
13138 19 8
13253 27 19
14499 13 13
17019 15 15
2187 22 22
2230 24 8
2939 31 22
3253 25 11
3271 19 7
376 22 22
4566 24 14
5572 23 19
5595 25 14
5867 32 13
7507 25 19
9523 12 12

Table S2 - Detail of number of days acoustic recording for each field
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Discussion générale

Effet de I'assolement des espaces cultivés sur le service
de pollinisation

Les études s'intéressant a I'impact du paysage sur le service de pollinisation se
concentrent en général sur |'effet des milieux se trouvant hors des espaces cultivés, en
particulier les habitats semi-naturels (e.g Andersson et al., 2014; Carvalheiro et al,,
2011; Foldesi et al., 2016; Garratt et al., 2017; Klein et al., 2012; Ricketts et al., 2008).
En revanche, les espaces cultivés sont rarement pris en compte dans ces études (mais
Gaba et al., 2017; Holzschuh et al., 2013). L'un des objectifs de cette these était donc
d'étudier I'impact que peut avoir I'assolement des espaces cultivés sur le service de
pollinisation. Pour cela, nous avons tout d'abord utilisé les réseaux d'interactions
plantes-pollinisateurs (chapitre 1). Classiquement, les réseaux d’interactions sont
utilisés pour étudier les interactions entre les ressources florales et les pollinisateurs au
sein d'une méme année (Carvalheiro et al., 2011). L'originalité de notre travail a donc
été de modifier ces réseaux afin de prendre en compte les dynamiques temporelles
de l'assolement d'une année sur 'autre. Cela nous a permis d'étudier la contribution
des ressources florales passées au service de la pollinisation du colza de I'année
suivante. Nous avons constaté qu'a I'échelle de notre site d'étude, le service de
pollinisation dépendait essentiellement des ressources florales autres que du colza lui-
méme. Cela indique que pour maintenir la pollinisation d'une culture, la conservation
de la diversité des ressources florales est essentielle (Raderschall et al., 2021). De plus,
le fait que la flore adventice des cultures contribue au moins autant au service de
pollinisation du colza que les cultures a floraison massive montre que ces ressources
sont essentielles pour le maintien des pollinisateurs dans les milieux agricoles. On peut
d'ailleurs supposer que leur importance dans le maintien des communautés de
pollinisateurs est d'autant plus grande pour pallier au manque de ressources florales
(Timberlake et al., 2019) lorsque les habitats semi-naturels sont absents du paysage.

La forte contribution de la flore adventice des céréales était liée a la surface importante
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qu'ils occupent au sein de notre site d'étude. Ce résultat plutét surprenant souligne
I'importance de prendre en considération I'ensemble du paysage agricole pour
étudier le service de pollinisation des cultures, méme si les espéces cultivées, comme
les céréales, sont connues pour ne pas fournir de ressources aux pollinisateurs
(Roulston et al., 2000). A surface identique, nous avons déterminé que le colza était le
plus important contributeur au maintien de son propre service de pollinisation.
Toutefois, les effets indirects que nous avons mesuré sont en réalité des potentiels
d'effets indirects, car de nombreuses simplifications ont été réalisées en négligeant par
exemple les différences de ressources en nectar et pollen générées par les différentes
especes de plantes ou encore les différences d'efficacité de pollinisation entre les
espéces de pollinisateurs. De plus, comme nous n'avons pas mesuré les rendements
du colza, les effets que nous avons calculé peuvent étre assimilés a des proxys de |'effet
des ressources florales sur le service de pollinisation du colza. L'étude que nous avons
mené sur le suivi acoustique des pollinisateurs du tournesol (chapitre 3), nous a permis
de mettre en évidence l'effet attractif d'une forte densité de tournesol provenant sans
doute d'une forte disponibilité en ressources florales dans les zones denses (Delmas
et al., 2016). Nous avons également pu mettre en évidence un effet de dilution du
tournesol sur l'activité des pollinisateurs lorsque le paysage environnant la parcelle
avait une densité de tournesol élevée.

L'ensemble de ces résultats montre I'importance d'étudier les effets des espaces
cultivés sur le service de pollinisation. En effet, a l'instar de notre site d'étude, ces
espaces occupent une grande proportion des paysages agricoles et peuvent donc
jouer un rdle essentiel sur le service de pollinisation. Il pourrait étre d'autant plus
important de s'intéresser a ces surfaces qu’elles sont sans doute plus faciles a modifier
que les milieux non cultivés. Les recommandations actuelles visant a favoriser la
pollinisation dans les milieux agricoles consistent souvent a augmenter les surfaces
d’habitats semi-naturels. Or, agir également sur les espaces cultivés pourrait conduire
a des bénéfices importants. En effet, afin d'augmenter I'abondance totale et la diversité
des pollinisateurs a I'échelle du paysage, il pourrait étre intéressant de modifier

I'assolement des cultures de facon a limiter les périodes de disette alimentaire en
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jouant sur la succession des cultures. Un changement de pratique au sein de ces
espaces pourrait également jouer un réle important en faveur de la pollinisation. Outre
la diminution de pesticides dans les parcelles de céréales, des réflexions autour du
travail du sol pourraient étre menées puisque le labourage peut détruire a la fois les
sites de nidification des insectes terricoles, mais aussi la flore adventice dont les
ressources florales sont essentielles au maintien des communautés de pollinisateurs
entre les floraisons des cultures a floraison massive. Concernant les effets indirects
inter-annuels des ressources florales sur le service de pollinisation du colza (chapitre
1), on peut supposer que cultiver du colza dans une zone ou la culture était tres
présente I'année passée pourrait étre bénéfique pour sa pollinisation. Toutefois, il
serait nécessaire de spatialiser cette étude afin de connaitre les effets réels du paysage
proche des parcelles de colza. De plus, dans I'ensemble des espaces cultivés, limiter
I'utilisation des herbicides pourrait étre bénéfique pour le service de pollinisation,
notamment dans les céréales, car I'élimination des adventices dans ces espaces
entraine la disparition de ressources florales pour les pollinisateurs sur une grande part
des paysages agricoles et ne permet pas forcément une amélioration des rendements
(Gaba et al., 2016). Pour éviter les débats sur la compétition de la flore adventice avec
les espéces cultivées, notamment les céréales (Milberg and Hallgren, 2004), la
limitation des herbicides pourrait s'accompagner de nouvelles mesures visant a
réduire cette compétition, comme réduire la densité des semis ou le semis de cultivars
compétitifs (Gaba et al.,, 2018; Sidemo-Holm et al.,, 2021). Néanmoins, afin de
comprendre au mieux limportance de ces espaces par rapport aux zones non
cultivées, il serait intéressant de réaliser des études en prenant en compte a la fois les

espaces cultivés et les espaces non cultivés.

Le suivi acoustique passif : une méthode efficace pour
suivre I'activité des pollinisateurs au sein des cultures

Le deuxieme objectif de ces travaux consistait a évaluer les capacités du suivi
acoustique passif (chapitres 2 et 3) qui présente I'avantage d'étre non létal et moins

chronophage que les méthodes de suivi des pollinisateurs classiques pour étudier le
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service de pollinisation et les mécanismes sous-jacents. En effet, avec la forte
médiatisation du déclin des pollinisateurs, des insectes et de la biodiversité en général,
la question de l'utilisation de méthodes létales pour étudier les communautés de
pollinisateurs pose des questions d'ordre éthique (Drinkwater et al., 2019). On peut se
demander si le sacrifice de plusieurs centaines de milliers d'insectes au cours des 30
derniéres années (Montero-Castafo et al., 2022) dans le cadre d'études scientifiques
est justifié. De plus, comme nous l|'avons décrit précédemment, les méthodes
classiques d’échantillonnage des pollinisateurs sont lourdes a mettre en place et
chronophages que ce soit lors des sessions de récolte des pollinisateurs ou lors de leur
identification par les taxonomistes (Montgomery et al., 2021). Cela limite donc les
échelles spatiales et temporelles des études, alors méme que la compréhension des
mécanismes autour du service de pollinisation nécessite de travailler a de larges
échelles spatiales et a une fine échelle temporelle afin de ne manquer aucune phase
de la phénologie d'activité des pollinisateurs qui varie fortement au cours de la saison.
Les taxonomistes sont peu nombreux et ne sont pas forcément experts de I'ensemble
des taxons capturés au cours des récoltes ce qui signifie qu'une part importante des
individus capturés (avec les pots pieges) est souvent sacrifiée inutilement (Gonzalez et
al.,, 2020). Il semble donc que l'utilisation de méthodes non létales et moins
chronophages puisse étre une solution pour continuer a étudier la pollinisation
entomophile tout en évitant des débats éthiques et en améliorant I'effort
d'échantillonnage des études. Toutefois, ces méthodes nécessitent des
développements importants et une évaluation de leur capacité a étre utilisées dans le
cadre d'études sur la fonction et le service de pollinisation. Pour le suivi acoustique
passif des pollinisateurs, I'une des parties importantes du développement consiste a
utiliser un algorithme d'apprentissage machine qui soit efficace pour la reconnaissance
et la classification des sons émis par les pollinisateurs via le battement de leurs ailes.
Or, aucune comparaison n‘avait encore été faite sur les performances des différents
algorithmes. Nos résultats ont montré que l'utilisation des réseaux de neurones
convolutifs, se basant sur la reconnaissance des spectrogrammes, permet de réduire

de trois fois le taux d'erreur comparé a la méthode des foréts aléatoires (chapitre 2),
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classiquement utilisée dans les études de suivi acoustique des pollinisateurs (Gradisek
etal., 2017). Ce résultat indique également que les pollinisateurs ne font pas exception
et que comme de nombreux autres taxons pour lesquels |'utilisation des réseaux de
neurones convolutifs est devenue la norme (Stowell, 2022), il s'agit de la méthode
permettant de réduire au maximum le risque d’erreur de reconnaissance des sons.
Toutefois, il estimportant de noter que notre systéme d’'étude est relativement simple
puisque nous travaillons dans des milieux ol les communautés de pollinisateurs sont
dominées par Apis mellifera, et avons ainsi considéré que chaque son de pollinisateur
détecté correspondait a cette espece. De plus, nous avons démontré que le suivi
acoustique passif des pollinisateurs permet d'obtenir des informations sur la
phénologie de butinage des pollinisateurs qui semblent cohérentes avec la littérature
existante, notamment au niveau horaire avec une activité élevée entre 11 et 16 heure,
qui correspond globalement a la période de production maximale de nectar par le
tournesol (Chabert et al., 2020). Cela laisse penser que cette méthode permet
d’obtenir un proxy de I'activité des pollinisateurs reflétant relativement bien la réalité.

Pour promouvoir le recours a cette méthode de suivi des pollinisateurs, il est
nécessaire d'étudier les apports qu’elle peut avoir au niveau scientifique et d'évaluer
si elle peut effectivement étre utilisée comme proxy du service de pollinisation. Ainsi,
nous avons montré que sur une large période de temps, les proxys d'activité des
pollinisateurs fournis par le suivi acoustique, et le comptage visuel, n'étaient pas
corrélés. Cela s'explique par le fait que les deux méthodes de suivi se sont déroulées
sur différentes périodes. En effet, lorsque les périodes d’'échantillonnage sont
concordantes, nous avons trouvé une relation positive entre ces deux proxys (chapitre
3). Cela suppose que ces deux méthodes fournissent des informations sur l'activité des
pollinisateurs similaires, mais qu'il existe un biais en raison des différences d'effort
d'échantillonnage. En effet, le comptage visuel ne pouvant pas étre réalisé chaque
jour, cette méthode implique la perte d'information lors de phases importantes de la
phénologie de butinage des pollinisateurs, notamment si le comptage n’est pas réalisé
au moment du pic de floraison de la culture qui est sans doute relié au pic d'activité

des pollinisateurs. Puisqu'il est impossible de suivre plusieurs parcelles en méme
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temps lorsque des observateurs sont impliqués, la météo peut également générer du
bruit dans les données de suivi ponctuel. En revanche, ces probléemes ne se posent
pas avec le suivi acoustique qui peut étre continu et simultané entre les parcelles. Cela
nous a permis de mettre en évidence des effets du paysage sur l'activité de
pollinisateurs impossible a mettre en évidence avec les données de comptage des
pollinisateurs le long de transects (chapitre 3). Ces résultats suggerent que le suivi
acoustique passif et continu des pollinisateurs est une méthode prometteuse pour le
suivi de l'activité des pollinisateurs et pour étudier les facteurs pouvant la faire varier.
L'abondance des pollinisateurs étant souvent décrite comme le facteur explicatif de
I'action positive des pollinisateurs sur le rendement des cultures comme le tournesol
(Altayeb and Nagi, 2015; Aslan and Yavuksuz, 2010; Greenleaf and Kremen, 2006;
Perrot et al., 2019), nous nous attendions a ce que le proxy de lactivité des
pollinisateurs fourni par la méthode de suivi acoustique explique les différences de
rendement entre les parcelles de tournesol suivies. Cela peut peut étre s'expliquer par
des relations non linéaires entre le nombre de visites de pollinisateurs et la production
de graines ou par le fait qu’un faible nombre de visites suffit a engendrer la formation
de graines et donc que les visites supplémentaires n‘ont pas d'effet sur la production.

L'activité des pollinisateurs n’étant pas homogene au sein d'une parcelle (Hevia
et al., 2016), il serait intéressant de déterminer avec précision le rayon de captation
des sons pour améliorer cette méthode de suivi et obtenir des données reflétant
I'activité des pollinisateurs au sein des parcelles de la facon la plus réaliste possible.
Pour promouvoir I'utilisation de cette méthode aupres des scientifiques, I'amélioration
essentielle a mettre en ceuvre reste l'identification taxonomique des individus a partir
de leurs sons. Cela a déja été réalisé sur quelques especes d'abeilles gérées et
sauvages et sur une espece de frelon (Gradisek et al., 2017; Kawakita and Ichikawa,
2019) avec des méthodes d'apprentissage machine anciennes. Nous pouvons donc
penser que les réseaux de neurones convolutifs seront également efficaces pour cela,
d'autant qu'il ont déja permis l'identification d'autres insectes volants, comme les
moustiques (Kiskin et al., 2021). Néanmoins, au vu du nombre d'especes de

pollinisateurs existant, il est peu probable de réussir a obtenir un jeu de données de
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référence exhaustif. De plus, certaines especes émettent des sons de moindre intensité
qu'Apis mellifera, probablement les especes de petite taille, et seront donc plus
difficiles a détecter et nécessiteront la mise en place de protocoles de suivi adaptés. ||
est donc sans doute plus raisonnable de penser qu'il sera possible de différencier de
grands groupes taxonomiques et fonctionnels. Le frein majeur au développement de
cette capacité d'identification restant la disponibilité de données de référence, il est
nécessaire que les scientifiques travaillent en collaboration afin de constituer un jeu de
données de référence important pour une grande diversité de pollinisateurs. Cette
collaboration est également essentielle pour éviter de futurs biais méthodologiques.
Enfin, il sera nécessaire d'assurer la reproductibilité des études en travaillant

notamment sur le stockage des données et des métadonnées associées aux études

(van Klink et al., 2022).

Le service de pollinisation : quelles méthodes pour
I'évaluer ?

La non détection d'un effet de l'activité des pollinisateurs sur le rendement du
tournesol nous a amenés a nous interroger sur les méthodes mises en place pour
étudier le service de pollinisation. En effet, pour démontrer un effet des pollinisateurs
sur le rendement des cultures, deux méthodes expérimentales existent : I'exclusion
des pollinisateurs et les gradients des pollinisateurs. L'exclusion des pollinisateurs
permet, par la mise en place d'un protocole expérimental, de mesurer de facon précise
la contribution des pollinisateurs au rendement des cultures. Les gradients de
pollinisateurs permettent quant a eux d'étudier les variations de traits associés au
rendement le long de ces gradients. Ces méthodes peuvent toutefois étre lourdes a
mettre en place avec par exemple la mise en place de cages d'exclusion des
pollinisateurs ou encore la manutention de ruches pour créer des gradients de
pollinisateurs. Elles peuvent également générer des biais qu'il est nécessaire de
prendre en compte, comme la création d'un microclimat pouvant impacter
négativement le rendement sous les filets d’exclusion des pollinisateurs ou le blocage

par les filets du pollen transféré par le vent (Jacobs et al., 2009; Kunjwal et al., 2014;
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Wragg and Johnson, 2011). Néanmoins, la plupart des études sur le service de
pollinisation ne cherchent pas a le quantifier de maniére directe ou expérimentale.
Noriega et al. (2018) ont déterminé qu’entre 1989 et 2016, moins de 30% des études
sur le service de pollinisation I'ont quantifié directement ou de maniére expérimentale.
En revanche, ils ont déterminé qu’environ 50% des études utilisaient des proxys de
pollinisation, comme I'abondance ou la diversité des pollinisateurs pour quantifier ce
service. On peut donc s'interroger sur ces différences de métriques utilisées en
fonction des différentes études.

Liss et al., (2013) ont déterminé que les différences de métriques utilisées entre
les études sur le service de pollinisation pourraient provenir de la définition de “service
de pollinisation” utilisée par chaque chercheur, aussi influencé par leur discipline de
recherche. Néanmoins, en écologie il me semble que les différences de métriques
utilisées sont dues principalement aux objectifs des études et moins a la définition du
service de pollinisation. En effet, |'utilisation des proxys peut permettre de comprendre
les mécanismes et les espéces impliqués dans le service de pollinisation. Toutefois,
pour comprendre correctement les mécanismes du service de pollinisation, il semble
indispensable de coupler l'utilisation des proxys basés sur les insectes pollinisateurs
avec des mesures quantitatives de |'effet de la pollinisation sur la production agricole.
En effet, I'utilisation seule des proxys de pollinisation pour quantifier le service de
pollinisation pourrait conduire a des erreurs dans l'interprétation des résultats. Par
exemple, bien que de nombreuses études ont montré que la diversité ou I'abondance
des pollinisateurs sont positivement corrélées avec le rendement des cultures (e.g
Garibaldi et al., 2013; Klein et al., 2003; Lindstrom et al., 2016; Mallinger and Gratton,
2015; Perrot et al., 2019, 2018; Zou et al., 2017), et que ces deux proxys sont liés au
paysage, il n‘est pas évident qu'il y ait un lien entre paysage et rendement des cultures
(Ricketts et al., 2008). Cela peut sans doute s'expliquer par le fait que, dans de
nombreux cas, ce n'est pas la communauté de pollinisateurs de la culture qui est
identifiée avec les proxys, mais celle des visiteurs de la culture. Or, I'ensemble des
visiteurs de la culture ne sont pas forcément des pollinisateurs de celle-ci (Chifflet et

al., 2011).
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Perspectives

Notre étude sur les effets indirects des ressources florales passées sur la
pollinisation du colza ne prenait pas en compte les effets indirects potentiels des
habitats semi-naturels. Il pourrait donc étre intéressant de les prendre en compte en
méme temps que les espaces cultivés afin de connaitre plus précisément les
ressources florales les plus impliquées dans le maintien du service de pollinisation du
colza d'une année sur l'autre. De plus, notre étude ne disposant pas de mesure
quantitative des rendements du colza, nous pouvons assimiler les effets indirects des
ressources florales sur le colza comme des proxys de |'effet de ces ressources florales
sur le service de pollinisation du colza. Spatialiser cette étude en se concentrant sur le
paysage environnant des parcelles de colza et en mesurant le rendement du colza
pourrait ainsi permettre de connaitre le véritable effet des ressources florales passées
sur le service de pollinisation des cultures.

Pour ce qui est du développement de l'identification des pollinisateurs a partir
de leur son, l'utilisation de la vision par ordinateur couplée a I'utilisation de capteurs
sonores devrait permettre de constituer des bases de référence de facon non létale.
La derniére réunion du Groupement De Recherche POLLINECO (Pollinisation, réseaux
d'interaction et fonctionnalité des écosystémes) a permis de mettre en relation les
chercheurs francophones souhaitant travailler sur cette thématique ce qui devrait
permettre une évolution plus rapide de la méthode. L'une des solutions pour
augmenter |'acquisition de données pourrait également permettre de mettre en place
un protocole de sciences participatives qui couplerait a la fois la prise de photos des

pollinisateurs, a I'image du SPIPOLL, et I'enregistrement acoustique des pollinisateurs.
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