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1. INTRODUCTION

Le projet de loi européenne sur la restauration de la nature prévoit dans son article 8 I'obligation
d’inverser le déclin des pollinisateurs d’ici a 2030 et de parvenir a des niveaux satisfaisants de
populations de pollinisateurs. Cette obligation est assortie d’'une méthode de surveillance
fondée sur un protocole standardisé développé a I'échelle européenne, le « European Union
Pollinator Monitoring Scheme » (EU PoMS). Ce protocole a comme objectif de pouvoir apprécier
I’abondance et la diversité des espéces d’insectes pollinisateurs au sein de chaque Etat Membre
et de mesurer les tendances d’évolution de leurs populations jusqu’a I’horizon 2050. De plus, les
indicateurs mesurés a partir de ce protocole doivent permettre d’évaluer la réussite des mesures
de restauration mises en place dans le cadre du reglement relatif a la restauration de la nature.
Dans cet objectif, le programme STING (Science and Technology for Pollinating Insects) a été mis
en place en 2019 et a abouti a une premiére proposition de protocole EU PoMS (Potts et al.
2021). Ala suite de cette proposition, le projet pilote SPRING (Strengthening pollinator recovery
through indicators and monitoring) a été lancé dans lequel 27 Etats membres actuels ont testé
divers protocoles et dont les premiers résultats ont été rendus en octobre 2023 (European
Commission 2024). En parallele, la Commission européenne a lancé en novembre 2022 le projet
STING 2, qui a abouti a une deuxieme proposition de protocole EU POMS prenant en compte les
critiques ayant été formulées quant a la premiére version (Potts et al. 2024). A I'échelle
francaise, ce protocole s’inscrit dans la lignée du Plan pollinisateurs (Plan national en faveur des
insectes pollinisateurs et de la pollinisation ; Ministere de la transition écologique & Ministére
de I'agriculture et de I'alimentation 2021), qui vise notamment a améliorer les connaissances
sur les insectes pollinisateurs et le suivi de leurs populations sur la période courant de 2021 a

2026.



A la suite de ces différentes actions, les réflexions sur le protocole EU PoMS a retenir in fine se
poursuivent, avant son adoption par la Commission européenne prévue théoriquement pour la
mi-2025 et sa mise en ceuvre effective a partir de 2026. Une fois mis en ceuvre, des rapportages

réguliers devront &tre réalisés par chaque Etat membre auprés de la Commission européenne.

Le présent rapport formule une analyse critique de la premiere version du protocole EU PoMS,
méme si cette analyse s’applique en partie également a la deuxieme version, publiée pendant
la rédaction du présent document. Dans une premiére partie, les avantages et les inconvénients
des différentes méthodes de collecte de données d’insectes pollinisateurs seront présentées et
une proposition des méthodes a retenir sera formulée. Une discussion sur le plan
d’échantillonnage sera menée dans un second temps. Enfin, une conclusion reprendra de
maniére synthétique ces deux parties et apportera des éléments nécessaires a la bonne mise en

place d’un protocole d’une telle envergure a I'échelle européenne.

2. METHODES DE COLLECTE

2.1. Sciences participatives

2.1.1. Programme SPIPOLL
Au sein du programme SPIPOLL (Suivi Photographique des Insectes POLLinisateurs ; MNHN &
Opie 2024), depuis 2010, plus de 700 000 interactions plantes-insectes ont été observées par
4 129 observateurs, ce qui représente un effort d’échantillonnage de 25 908 heures (Colin
Fontaine, communication personnelle, 22 avril 2024). En plus d’étre I'un des rares a cataloguer
les interactions plantes-insectes, ce programme a I'avantage d’étre relativement peu colteux
(environ 80 000 €/ an actuellement, Grégoire Lois, communication personnelle, 2 juillet 2024),
relativement facile a mettre en ceuvre (protocole de 20 minutes et peu de matériel requis ;

Annexe 3) et il permet une importante couverture taxonomique (couverture de certains groupes



peu couverts par les autres méthodes comme notamment les coléopteres floricoles). De plus,
SPIPOLL est un protocole non létal pour les insectes. Ce point, valable pour I'ensemble des
techniques non-létales présentées ci-aprés, est important a prendre en compte notamment
dans un contexte ol les mémes considérations éthiques pour les invertébrés que pour les
vertébrés concernant les méthodes de collecte émergent au sein de la communauté scientifique
et du grand public (Drinkwater et al. 2019 ; Fischer & Larson 2019). Aussi, le programme SPIPOLL
permet un apprentissage avec une augmentation des compétences naturalistes, ce qui lui vaut
d’étre populaire auprés des bénévoles du grand public. Par ailleurs, les photos prises par les
participants étant validées par un systéme participatif ayant fait ses preuves (Deguines et al.
2018), le biais observateur se trouve réduit, les données qui en ressortent peuvent donc étre
considérées comme fiables et il est possible de revenir sur les identifications a posteriori. Grace
a ce systeme effectif de validation participative (identification validée en quelques jours
seulement ; Colin Fontaine, communication personnelle, 22 avril 2024), ce type de programme
offre également la possibilité de pouvoir facilement augmenter le nombre de suivis au fur et a

mesure des années.

Cependant, le niveau d’identification taxonomique des especes par ce protocole étant variable
(c’est-a-dire allant de I'espéce chez la plupart des Iépidoptéres jusqu’au morphogroupe pour la
majorité des hyménoptéres), les tendances de populations obtenues par cette méthode
pourront, dans certains cas, occulter certains changements (par exemple diminution /
disparition d’espéces spécialistes au profit d’especes généralistes appartenant au méme
morphogroupe). Ce point est a garder a I’esprit, notamment car I'un des objectifs de I'EU PoMS
est d’estimer les tendances des populations de pollinisateurs en fonction des mesures de
restauration mises en place dans chaque Etat membre. De plus, le lieu et la date de
I’échantillonnage étant défini par les participants, il en résulte une non-homogénéité dans le

temps et I'espace des données obtenues, avec notamment une sur-représentation des milieux
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semi-naturels et urbains par rapport au milieu agricole (Desaegher et al. 2023). Par ailleurs, les
participants étant libres de choisir par eux-mémes I'espece de plante sur laquelle ils vont réaliser
le suivi, il peut en découler une représentativité biaisée de la communauté d’insectes liée au
biais sur les plantes échantillonnées (Desaegher et al. 2023). Si ce protocole était retenu dans le
cadre de I'EU PoMS, une stratégie d’échantillonnage plus standardisée devrait donc étre mise
en place (par exemple sélection aléatoire de plusieurs quadrats dans un site donné et application
du protocole sur toutes les fleurs du quadrat en respectant un délai minimal d’attente entre

chaque session pour éviter le biais lié au dérangement des insectes).

Les données obtenues dans le cadre du SPIPOLL peuvent, avec des méthodes statistiques
appropriées, étre utilisées pour étudier la réponse de la diversité et de la composition
spécifiques en insectes pollinisateurs aux variables environnementales (Deguines et al. 2012).
Par exemple, le protocole SPIPOLL a permis de mettre en évidence I'impact de I'urbanisation
(Deguines et al., 2012, 2016) et des jardins privés en ville (Levé et al. 2019) sur les communautés
de certains insectes pollinisateurs. Il a en effet été montré que I'urbanisation croissante des villes
tend a faire diminuer les communautés de coléoptéres, dipteres et |épidoptéres au profit
d’especes plus généralistes d’hyménoptéres (Deguines et al. 2016). Ce programme permet
également d’engager les citoyens dans des démarches de connaissance et de protection des
pollinisateurs. Ce dernier point peut paraitre anecdotique mais la participation de citoyens dans
des programmes de sciences participatives est un levier majeur pour les impliquer dans des
démarches de la protection de la nature (Cosquer et al. 2012). De plus, atteindre I'objectif fixé
par le reglement sur la restauration de la nature d’inverser le déclin des populations de
pollinisateurs ne pourra se faire qu’avec I'implication de I'ensemble de la population, ce qui
inclut le grand public. Sur ce point, seuls les protocoles non Iétaux, comme le SPIPOLL ou son

analogue britannique le FIT Counts (Flower-Insect Timed Counts; voir Encadré 1), nous
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paraissent étre adaptés pour impliquer le grand public, les autres devant étre réservés aux

professionnels et/ou aux amateurs avertis.

Encadré 1 : Comparaison des protocoles SPIPOLL et FIT Counts

Le programme SPIPOLL et son analogue britannique, le FIT Counts (United-Kingdom Centre for
Ecology and Hydrology et al. 2024) sont deux programmes de sciences participatives basés sur
le comptage des insectes floricoles sur une espéce florale donnée. Bien que ces deux
programmes soient relativement identiques en termes de mise en place du protocole, quelques
parameétres changent : (i) la durée du protocole est de 20 minutes pour le SPIPOLL alors qu’elle
n’est que de 10 minutes pour le FIT Counts, (ii) les insectes doivent étre comptés dans un rayon
de 5 metres autour de I'espéce florale choisie dans le SPIPOLL alors gu’ils ne le sont que dans un
quadrat de 50 x 50 centimetres pour le FIT Counts, (iii) I'espece florale est totalement libre dans
le SPIPOLL alors gu’elle doit faire partie d’une liste pré-établie dans le FIT Counts, et enfin, (iv) la
date d’échantillonnage est complétement libre dans le SPIPOLL alors qu’elle est restreinte entre
le 1°" avril et le 30 septembre pour le FIT Counts.

Par ailleurs, en termes de données émises, ces deux programmes différent également sur
plusieurs points. Tout d’abord, le SPIPOLL regroupe les individus de chaque espéce en classes
d’abondance (c’est-a-dire 1 individu, entre 2 et 5 individus ou > 5 individus) alors que le FIT
Counts en fait un dénombrement intégral. Ensuite, le SPIPOLL offre des possibilités
d’identification beaucoup plus poussées que le FIT Counts pour les utilisateurs grace a une clé
d’identification progressive pouvant mener a 616 taxons terminaux (classement en seulement
11 morphogroupes pour le FIT Counts). De plus, tous les insectes sont obligatoirement pris en
photographies dans le SPIPOLL ce qui n’est pas le cas dans le FIT Counts. Enfin, toutes les
identifications faites dans le cadre du SPIPOLL ont besoin d’étre vérifiées par a minima trois

utilisateurs pour étre validées alors qu’aucune validation n’est réalisée dans le FIT Counts. Ainsi,
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a lavue de I'ensemble de ces éléments, le SPIPOLL semble étre plus approprié que le FIT Counts

pour éventuellement intégrer ’'EU PoMS.

2.1.2. Autres programmes de sciences participatives
D’autres programmes de sciences participatives portant sur les insectes pollinisateurs existent
a I'échelle nationale mais ils ne sont pas adaptés a I’'EU PoMS car ils sont centrés sur 1) un seul
type d’habitat (par exemple, I'Observatoire agricole de la biodiversité est uniquement centré sur
le milieu agricole), 2) sur un seul groupe d’especes (par exemple Observatoire des bourdons et
Opérations Papillons) ou 3) sur un seul groupe d’especes dans un seul type d’habitat (par
exemple, le Programme Propage est centré uniquement sur les papillons au sein des espaces
verts urbains). Ainsi, ces restrictions dans leur champ d’application les rendent moins pertinents
gue le programme SPIPOLL pour une surveillance des insectes pollinisateurs dans le cadre de

I'EU PoMS.

Par ailleurs, bien que le protocole eBMS (European Butterfly Monitoring Scheme) et sa
déclinaison francaise, le STERF (Suivi Temporel des Rhopalocéres de France), soient aussi des
programmes de sciences participatives, ceux-ci sont traités dans le paragraphe ci-dessous car ils

sont fondés sur 'utilisation de transects pédestres.

2.2. Transects pédestres

Pour la réalisation de transects, deux méthodes principales peuvent étre utilisées : soit avec une
reconnaissance a vue (qui peut étre faite sans capture ou avec capture au filet a papillons puis
relaché des individus) soit avec capture puis prélevement des individus pour identification. Dans
les deux cas, ces méthodes présentent un biais en faveur des espéces de moyenne et grande

taille, qui sont bien visibles, telles que les bourdons, par rapport aux espéces de petites taille
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moins visibles telles que les Hylaeus (O’Connor et al. 2019 ; Hutchinson et al. 2021). Un biais
observateur dépendant de son habileté a la capture au filet est également a considérer. Ainsi,
contrairement aux autres méthodes de sciences participatives, un budget dédié a la formation
des volontaires a la capture au filet et a la reconnaissance des principales especes (a minima)

est a prendre en compte.

Dans le cas ol un filet a papillon est utilisé pour attraper des papillons, les individus sont
dérangés s’ils sont ensuite relachés, voire tués s’ils sont prélevés, alors que certaines de ces
espéces peuvent étre protégées, ce quiinterdit la capture et la destruction, voire la perturbation
intentionnelle des animaux dans le milieu naturel. Une demande de dérogation especes
protégées doit alors étre émise, ce qui implique des démarches administratives et un temps de
traitement de dossier a considérer avant le déploiement du protocole EU PoMS. Il est a noter
gue parmi les groupes d’insectes pollinisateurs d’intérét de I'EU PoMS, les papillons de jours et
de nuit comptent des especes protégées, mais pas les abeilles et les syrphes, qui ne sont donc
pas concernées par ce sujet (Ministre de I'agriculture et de la péche & Ministre de I'écologie et
du développement durable 2007). Par ailleurs, le filet a papillon étant une méthode de collecte
sélective, les demandes de dérogation espéces protégées pourront ne porter que sur les

papillons de jour avec cette méthode.

2.2.1. Identification sans capture ou avec capture au
filet a papillon puis relaché

La réalisation de transects fondés sur la non-mise a mort des individus présente I'avantage
notable d’étre non létale. Cependant, de nombreuses especes n’étant pas identifiables au
niveau de I'espeéce uniquement a vue, les données récoltées seront regroupées au sein de
morphogroupes pour certains groupes d’especes. En effet, seule une majorité de papillons de

jour (c’est-a-dire Papilionoidea et Zygeanidae, voir Encadré 2), quelques espéces de syrphes et
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guelques espéces d’abeilles pourront étre identifiées a I'espéce a vue. L'essai de cette méthode
dans le cadre du projet SPRING s’est avéré compliquée a mettre ceuvre pour le groupe des
abeilles et des syrphes, notamment pour le classement des spécimens dans les différents
morphogroupes qui étaient pourtant tres larges (communication personnelle d’Arzhvaél Jeusset
basée sur sa propre expérience et les retours de divers autres volontaires francais, 2 mai 2024).
La plupart des espéces de syrphes étaient difficiles a placer dans un morphogroupe, de méme
que les abeilles d’environ 1 centimetre, a cheval entre le morphogroupe « Grandes abeilles de
plus de 10 millimétres » et celui de « Petites abeilles de 3 a 10 millimétres » (voir le détail des
différents morphogroupes dans SPRING consortium 2022). Par ailleurs, les résultats obtenus par
cette méthode risquent d'étre difficilement comparables non seulement entre observateurs
dont les compétences naturalistes sont différentes, mais aussi entre les différents passages,
chaque observateur progressant au fur et 3 mesure des années, surtout au début (Adrien
Perrard, réponse au questionnaire non public sur la mise en ceuvre de I'EU PoMS du Ministere
de I'Ecologie aux membres du Conseil scientifique du Plan pollinisateurs). Ce biais peut étre
réduit (mais pas annulé) par la formation des observateurs de terrain, qui entraine cependant
des colts a prévoir.

De plus, bien que cette méthode reste peu colteuse en termes de matériel, certains frais ne
doivent tout de méme pas étre négligés. C’est le cas notamment des frais liés a I'animation du
réseau (lien avec les bénévoles, suivi financier, restitution des résultats), des frais liés au temps
de terrain par agent et des frais de déplacement. Ainsi, les estimations faites dans le cadre de ce
travail suggerent un colt de mise en ceuvre annuel d’environ 1,5 millions d’euros et ce, hors
frais de formation ou d’animation de réseau (voir Annexe 4). Un autre inconvénient de cette
méthode réside dans I'impossibilité de faire valider par un expert les identifications, les individus
n’étant ici ni photographiés ni conservés. Ainsi, au vu de I'ensemble de ces informations, un

protocole de type SPIPOLL nous parait plus adapté pour le suivi des abeilles et des syrphes car
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la précision taxonomique est meilleure qu’avec un protocole basé sur les transects pour un co(t
équivalent. Par contre, pour les papillons de jour, un protocole de type STERF/eBMS semble étre
préférable notamment car cela permet de pouvoir échantillonner aussi les espéces en vol. La
combinaison de ces deux protocoles (SPIPOLL et STERF/eBMS) permettrait donc de pouvoir
obtenir des tendances de populations au niveau de I'espéce pour les papillons de jour et de

I’espece ou du morphogroupe pour les abeilles et syrphes et ce, avec des méthodes non létales.

Encadré 2 : Programmes eBMS/STERF

L'utilisation de la méthode des transects avec capture puis relaché est utilisée dans des
programmes de sciences participatives depuis de nombreuses années pour le suivi des papillons
de jour. En effet, pour ce groupe d’espéeces, le programme eBMS permet de recueillir des
données selon un protocole standardisé a I'échelle européenne : en 2020, 10 816 transects
étaient en place dans 22 pays européens (Butterfly Conservation Europe & Centre for Ecology
and Hydrology 2025). Sa déclinaison francgaise, le STERF a permis le suivi de 70 sites sur le
territoire national en 2023 (Benofit Fontaine, communication personnelle, 26 avril 2024) et devra
prendre de I'ampleur dans les années a venir afin d’atteindre les préconisations de 'EU PoMS
en termes de nombre de sites a suivre (c’est-a-dire entre 183 et 238, Potts et al. 2021) si 'eBMS
est retenu pour intégrer 'EU PoMS. Etant basé sur la participation de bénévoles avec des
compétences naturalistes élevées, c’est-a-dire capables de reconnaitre a vue la majorité des
especes communes présentes dans leur région, ce protocole présente également |'avantage
d’étre peu onéreux (estimation faite a environ 70 000 € par an actuellement pour la France et
comprenant les salaires ainsi que la maintenance et le fonctionnement de la base de données,

Benoit Fontaine, communication personnelle, 25 avril 2024).
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Pour le suivi des papillons de jour (c’est-a-dire Papilionoidea et Zygeanidae), ce programme est
plus adapté que le SPIPOLL car il permet de capter également les papillons en vol et pas
uniquement ceux qui sont posés sur des fleurs. Conserver un protocole basé sur des techniques
standardisées existantes comme le STERF permettrait de mobiliser les données précédemment
acquises et de compléter les analyses des tendances déja initiées pour le groupe des papillons
de jour. A l'inverse, il est important de bien prendre en compte le risque de rupture de série de
données en cas de remplacement du protocole STERF/eBMS par un protocole différent pour les
papillons de jour dans le EU PoMS. Ces méthodes présentent finalement I'avantage d’étre non
létales, de fournir des données d’abondance des individus au niveau de I'espece et de pouvoir

impliquer des amateurs.

2.2.2. Identification avec capture au filet a papillon
puis prélevement des individus

Dans le cas ou la réalisation des transects se fait avec capture au filet puis mise a mort des
individus, une identification a I'espece est alors possible par envoi des spécimens aux experts
adéquats ou par barcoding (voir Encadré 3), ce qui permet alors de disposer de tendances de

populations plus fines que précédemment pour les abeilles et syrphes.

Encadré 3 : Méthodes d’identification des insectes post-capture

L'utilisation de méthodes de capture prélevant un nombre important de spécimens nécessite de
prévoir un dispositif adapté pour identifier les individus prélevés. Deux cas de figure sont
généralement observés : soit les individus sont envoyés a des experts pour une identification

manuelle soit ceux-ci sont envoyés a un laboratoire pour une identification par barcoding.
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1. Identification manuelle

L'identification manuelle, sous loupe binoculaire, des individus capturés nécessite un niveau
d’expertise trés important et des experts ne sont pas toujours disponibles pour certains groupes.
De méme, le nombre d’individus prélevés pouvant rapidement se trouver trés important, il est
essentiel de s’assurer de la disponibilité d’experts en nombre suffisant en amont du déploiement
d’une étude de grande ampleur afin de ne pas se retrouver avec des délais de traitement des
échantillons et des co(its qui ne respectent pas respectivement les calendriers et budgets fixés.
Il est a noter qu’a I’heure actuelle, les compétences d’identification sont trés limitées voire
absentes pour certains genres d’abeilles et peut-étre de syrphes a I'échelle nationale. Réinvestir
dans des plans de formations de taxonomistes et de naturalistes professionnels de ces groupes
est donc primordial pour assurer la bonne mise en ceuvre d’un réseau de surveillance des
insectes pollinisateurs basé sur cette méthode et ce colt doit étre pris en compte dans
I’estimation finale. Méme si cette méthode n’était pas retenue dans le protocole final EU PoMS,
il serait prudent de réinvestir dans ces compétences a I'échelle nationale étant donné I’enjeu de

ces groupes d’espéces pour la sécurité alimentaire humaine.

2. Utilisation du barcoding

Une fois les individus capturés, ceux-ci peuvent étre envoyé a un laboratoire pour barcoding. Au
préalable, les insectes sont triés par ordre et par classe de taille. Ainsi, des prélevements de
tissus (souvent une patte) seront effectués pour les insectes de grande et moyenne taille (c’est-
a-dire > a 3 millimetres dans I'étude de deWaard et al. 2019) alors que les individus de petite
taille seront entierement mis dans le séquenceur (et ne seront donc pas conservés pour une
réidentification ultérieure). Dans cette méme étude, deWaard et al. 2019 ont estimé le colt de

I'identification d’un individu a 5 $ canadiens (soit 3,35 € au 15 juillet 2024 selon le convertisseur
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de devises Google). Par ailleurs, cette méthode présente I'avantage de pouvoir rapidement
diminuer le délai de traitement des échantillons par rapport a une identification manuelle. Ce
parametre est intéressant a prendre en compte notamment dans le cas ou I'on souhaiterait

augmenter le nombre de sites au fur et a mesure du déploiement de I'EU PoMS.

N. B. : Le metabarcoding est une troisieme fagon d’identifier les spécimens capturés. Il présente
néanmoins l'inconvénient de ne pas pouvoir mesurer d’abondances, ce qui est l'objet du
dispositif EU PoMS. Cette technique n’est donc pas détaillée ici mais sera développée dans le

paragraphe lié a l'utilisation de tentes Malaise.

Le fait de capturer les individus nécessite de pouvoir conserver aprés identification les
spécimens dans des Muséums, dont les espaces de collections sont pour certains déja presque
saturés (Quentin Rome, responsable scientifique des collections de Formicidae et Vespidae du
Muséum national d’Histoire naturelle, communication personnelle, 16 avril 2024). La création
des nouveaux espaces de stockage devra donc étre anticipée le cas échéant ou une partie des
spécimens devra étre détruite aprés identification, auquel cas il ne sera plus possible de réviser
une identification a posteriori. Dans les deux cas (c’est-a-dire identification manuelle ou
barcoding), ces méthodes nécessitent un premier tri en amont des échantillons jusqu’a I'ordre
et cette premiére étape ainsi que le temps passé sur le terrain par agent ne doivent pas étre
oublié dans I'estimation du co(t final d’'une étude basée sur I'une ou I'autre de ces méthodes.
Ainsi, les frais liés a une telle méthode sont donc beaucoup plus élevés que si un relaché est
effectué et incluent a minima en plus : la préparation, le matériel de conservation, I'envoi postal
des spécimens, etc. Dans le cas d’une identification manuelle sous loupe binoculaire dans les
conditions détaillées dans la premiére proposition de protocole du EU PoMS (Potts et al. 2021),
une mise en ceuvre annuelle du dispositif est estimée a environ 2,3 millions d’euros en annexe

4. A cela, s’ajoute potentiellement la création de nouveaux espaces de stockage des spécimens
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prélevés. Ce dernier point concerne surtout les spécimens de syrphes et d’abeilles car, en ce qui
concerne les papillons de jour, ceux-ci sont généralement identifiables a vue et ne sont donc pas
systématiquement prélevés. Le co(t de transects pédestres avec identification par barcoding

n’a pas pu étre évalué dans le cadre de cette étude.

2.3. Coupelles colorées

La méthode des coupelles colorées reste a ce jour une des méthodes les plus utilisées pour
I’étude des communautés d’insectes pollinisateurs pour plusieurs raisons. Tout d’abord, cette
méthode permet une identification des individus capturés jusqu’au niveau de I'espece et, selon
différentes études, elle est I'une des meilleures pour étudier la richesse spécifique du groupe
des abeilles sauvages, ce qui justifie son intégration dans le UK PoMS (United-Kingdom Pollinator
Monitoring Scheme ; Westphal et al. 2008 ; Carvell et al. 2016). Son efficacité est cependant
débattue en raison du biais lié au caractere attracteur des coupelles qui varie selon les especes —
les coupelles attirent en effet beaucoup les abeilles des genres Halictus et Lasioglossum (Hudson
et al. 2019), mais beaucoup moins les bourdons et xylocopes (Baum & Wallen 2011) par exemple
— ce qui biaise les mesures d’abondance relative (Kuhlman et al. 2021). C’est pourquoi cette
méthode est souvent couplée avec les transects pédestres au filet a papillon avec prélevement
des individus. Cette méthode est également une méthode létale, et les mémes arguments
éthiques que précédemment s’appliquent, bien que I'impact sur les populations locales
d’insectes reste faible (Gezon et al. 2015). Une demande de dérogation espéces protégées devra
ici aussi étre émise, avec les inconvénients de démarches administratives et de temps de
traitement de dossier que cela implique. La méthode des coupelles colorées étant non sélective,
c’'est-a-dire que de nombreux ordres d’insectes pourront étre capturés avec celle-ci, les
demandes de dérogation especes protégées inhérentes devront porter sur tous les ordres

d’insectes.
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De plus, des études ont montré que l'attractivité des coupelles colorées pouvait varier en
fonction du paysage environnant (Carvell et al. 2016). En effet, leur attractivité (et donc le
nombre d’individus capturés) aura tendance a diminuer lorsque la ressource florale
environnante augmente ce qui peut amener a des conclusions erronées si I'on ne tient pas
compte de cet environnement floral dans les analyses (Cane et al. 2000 ; Mayer 2005 ; Roulston
et al. 2007 ; Wilson et al. 2008 ; Kuhlman et al. 2021). Ainsi, pour permettre une bonne prise en
compte de ce parameétre dans I'analyse des résultats, il est souhaitable que les personnes qui
posent et relévent les coupelles soient en mesure de caractériser la ressource florale

environnante.

Une fois les coupelles colorées relevées, les individus capturés seront soit envoyés a des experts
pour identification soit a un laboratoire pour barcoding (voir Encadré 3). Dans les deux cas,
méme si cette méthode demeure peu onéreuse a mettre en place en termes de matériel (le prix
d’une coupelle colorée étant tres faible), c’est principalement la méthode employée pour
I'identification des insectes qui fixera son co(t ainsi que la premiére étape de tri et le temps
passé sur le terrain par agent. Les estimations faites a ce sujet suggerent un co(t annuel proche
de 2,7 millions d’euros avec une identification manuelle (voir Annexe 4). Par ailleurs, a I'heure
actuelle, le nombre de spécialistes francais des abeilles et des syrphes est probablement trop
faible pour pouvoir absorber la charge de travail proposée par le protocole avec cette méthode.
Cet avis est assez généralement partagé par les experts francais des pollinisateurs et a
notamment été émis lors des derniéres rencontres d’Apoidea gallica a Dardilly en février 2024
(Arzhvaél Jeusset, communication personnelle, 2 mai 2024) ainsi que par I’Opie (Office pour les
insectes et leur environnement) lors de sa réponse au questionnaire non public sur la mise en
ceuvre de 'EU PoMS du Ministére de I’Ecologie aux membres du Conseil scientifique du Plan
pollinisateurs. De nouveaux spécialistes peuvent étre formés en ce sens, mais cela prendra

probablement plusieurs années avant qu’ils soient pleinement opérationnels pour ces groupes
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dont l'identification est difficile, ce qui semble peu compatible avec le calendrier fixé pour ce
dispositif, dont la mise en application et donc les premiers spécimens a identifier sont prévus
dés 2026 ou 2027. Le co(t d’un piégeage par coupelles colorées puis identification par barcoding
n’a pas pu étre évalué dans le cadre de cette étude. Enfin, comme précédemment, la question
du stockage des insectes capturés se doit d’étre soulevée, et des mesures, telles que la création

de nouveaux espaces de stockage, devront étre prises le cas échéant.

2.4. Pieges Malaise

La mise en place des tentes (ou pieges) Malaise nécessitant un léger savoir-faire, notamment
pour repérer les couloirs de vol des insectes, une courte formation devra étre effectuée par les
personnes novices avec cette méthode. En effet, une mauvaise mise en place peut engendrer
une sous-estimation de la communauté d’insectes pollinisateurs présents et les conclusions qui
en découleront pourront étre biaisées. Cette méthode est également assez onéreuse, le prix
d’une seule tente Malaise pouvant aller d’'une centaine a plusieurs centaines d’euros. Par contre,
les piéges Malaise pouvant étre laissés sur place durant plusieurs jours voire semaines, cette
méthode est peu tributaire des conditions météorologiques contrairement aux méthodes
présentées précédemment.

Suite a la reléve des piéges Malaise, deux options sont réalisables : 1) tri et identification des
individus sous loupe binoculaire ou barcoding ou 2) réalisation de metabarcoding sur I'ensemble
des individus capturés. Dans tous les cas, cette méthode est |étale pour les insectes et les mémes
questions concernant I'éthique et I'exemplarité vis-a-vis du public se posent. De plus, I’utilisation
de piéges Malaises est une méthode non-sélective et des insectes n’étant pas des insectes
d’intérét pour le protocole EU PoMS seront également piégés. Cette non-sélectivité est un
inconvénient si les spécimens non ciblés et capturés ne sont pas valorisés, mais représente un

avantage si ces spécimens sont valorisés dans le cadre d’un programme de surveillance de la

22



biodiversité terrestre plus large que I'EU PoMS, auquel cas cette méthode fournira des données
sur les autres groupes d’especes que les pollinisateurs sans co(t supplémentaire. Suivant le
temps de pose choisi, le nombre d’insectes piégés peut également étre beaucoup plus élevé
avec le piege Malaise qu’avec les autres méthodes et son impact sur les populations d’insectes
reste sous-étudié (bien qu’il soit marginal par rapport a d’autres pression comme la destruction
d’habitats et les pesticides par exemple). La mise en place d’études complémentaires a ce sujet
serait donc a envisager avant un potentiel déploiement a I’échelle européenne. Toutefois, le fait
gue les piéges Malaise capturent un grand nombre d’individus permet d’avoir une probabilité
de détection des espéces plus importante qu’avec les autres méthodes (Geiger et al. 2016). Une
demande de dérogation espéeces protégées devra ici aussi étre émise, avec les inconvénients de
démarches administratives et de temps de traitement de dossier que cela implique. La méthode
des pieéges Malaise étant non sélective, c’est-a-dire que de nombreux ordres d’insectes pourront
étre capturés avec celle-ci, les demandes de dérogation espéces protégées inhérentes devront
porter sur tous les ordres d’insectes.

Il est a également a mentionner, qu’actuellement, ce type d’approche de surveillance fondée
sur des pieges Malaise se développe au niveau international, avec notamment une ambition
collective de développer une telle surveillance sur le long terme (par exemple dans le cadre du
projet BIOSCAN porté par iBOL). Une convergence entre ce type d’initiatives et 'EU PoMS est
donc a réfléchir lors de son déploiement.

Pour conserver les avantages du piege Malaise mais en réduire les inconvénients, la technique
du piege cornet unidirectionnel a été mise au point et pourrait étre retenue pour I'EU PoMS.
Cette méthode permet notamment de réduire le nombre de spécimens piégés et donc le colt

de traitement (Sarthou 2009).
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2.4.1. Tri et identification individuelle des spécimens
Une fois la reléve des pieges Malaise effectuée, deux niveaux d’identification successifs doivent
étre réalisés sur les individus capturés. Le premier est un tri au niveau taxonomique de |'ordre
(par exemple hyménoptére, diptére, |épidoptere) voire de la famille ou du genre et nécessite
une expertise limitée. A la suite de ce premier tri, les échantillons seront soit envoyés aux experts
spécialistes qui effectueront I'identification jusqu’a I'espece soit envoyés pour barcoding (suite

a un prélevement de tissu de chaque spécimen, Crédit photo : Jean Ichter

Figure 1). En effet, si la premiére étape d’identification peut étre réalisable par la personne

relevant le piege Malaise apres une courte formation, il n’en est pas de méme pour la seconde.

Crédit photo : Jean Ichter

Figure 1 : Préparation d’échantillons d’invertébrés en vue d’un barcoding
2.4.1.1. Identification manuelle

Dans le cas ou les spécimens sont envoyés a des experts, il est particulierement important de

s’assurer ici en amont de la disponibilité en spécialistes concernés notamment dd au fait que le
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nombre d’insectes capturés par piege Malaise peut rapidement étre trés conséquent (a savoir
plusieurs centaines d’individus en une semaine de pose, deWaard et al. 2019). Par ailleurs, le
colt pour une identification manuelle posant déja question pour la méthode des coupelles
colorées (olu le nombre de spécimens récoltés est moindre) avec une estimation a plusieurs
millions d’euros, celui-ci serait de facto beaucoup plus élevé avec les tentes Malaise ce qui ne

parait pas réaliste au vu des budgets actuels alloués a la surveillance des pollinisateurs.

2.4.1.2. Identification par barcoding

Dans le cas ou les spécimens sont envoyés pour barcoding, le délai de traitement des
échantillons peut se trouver étre nettement diminué car cette méthode ne dépend pas de la
disponibilité d‘experts naturalistes pour I'identification. Des taxonomistes sont tout de méme
nécessaires dans les cas ol une incertitude taxonomique demeure et doit étre levée, par
exemple pour les spécimens dont le code-barre n’est pas encore en libraire de référence ou pour
ceux dont le code-barre ADN (acide désoxyribonucléique) renvoie a plusieurs especes.
Cependant, les estimations financiéres suggerent un co(t total d’environ 42 millions d’euros par
an (voir Annexe 4), ce qui n’est pas envisageable. A titre d’exemple, lors d’'un programme
national suédois, 73 tentes Malaises ont été déployées pendant trois ans. Le nombre de
spécimens récoltés a été évalué a 15,4 + 2,4 millions et, aprés quinze ans, seul 1 % de ces
spécimens ont pu étre identifiés (colt total de I'étude estimée a 3,1 millions de dollars

ameéricains soit environ 2,9 millions d’euros, Karlsson et al. 2020).

Ainsi, si I'on considére le plan d’échantillonnage actuellement prévu pour le déploiement de I'EU

PoMS, a savoir 238 sites a I’échelle nationale avec une fréquence de 6-10 passages par an, ces
méthodes ne sont actuellement pas réalisables en termes de ressources humaines pour le tri
des échantillons que cela soit pour une identification manuelle ou par barcoding. Des procédés

sont actuellement en cours pour automatiser le processus de tri, voire d’identification, des
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insectes avec des robots (Wiihrl et al. 2022) mais, bien que les résultats paraissent prometteurs,
ils n’en sont actuellement qu’aux étapes de recherche et développement. Cependant, dans les
deux cas, ces méthodes ont l'avantage de procurer une bonne représentativité de la
communauté d’insectes car elles permettent I'obtention de données d’abondance de

I’ensemble des especes présentes.

2.4.2. Identification par metabarcoding des
spécimens

La seconde technique consiste a analyser I'ensemble du contenu du piege par metabarcoding.
Cette méthode est beaucoup moins chronophage en termes d'experts devant étre mis a
disposition mais reste onéreuse, méme si I'augmentation des volumes d’échantillons fait
considérablement diminuer les colts. Les estimations faites dans le cadre de ce travail en se
basant sur un réseau de 238 sites et une fréquence annuelle de 6 passages suggerent un co(t
annuel de mise en ceuvre d’environ 230 000 € (voir Annexe 4). De plus, les protocoles utilisant
du metabarcoding sont de plus en plus souvent non destructifs, I'extraction d’ADN se faisant par
lyse dans un gros volume et les insectes sont ensuite récupérés et conservés ni nécessaire. Enfin,
cette méthode ne demande pas un besoin d’expertise important et une augmentation du
nombre de sites au fur et a mesure de I'étude est facile a mettre en ceuvre. Testée dans le cadre
du protocole-pilote SPRING en Allemagne, Hongrie et Grece, il a été montré que les données
issues de cette méthode étaient assez rapidement disponibles (de I'ordre d’un ou deux mois,
réunion finale du programme SPRING du 23 janvier 2024). Dans le cas ou elle serait utilisée dans
le cadre du protocole EU PoMS, cela impliquerait qu’une base de données compléte de codes-
barres ADN des groupes de pollinisateurs ciblés soit disponible a I’échelle européenne. A I’heure
actuelle, a I’échelle de la France hexagonale et de la Corse, la base de données de codes-barres
ADN est compléte a 92 % pour les |épidoptéres (100 % pour les papillons de jour et 92 % pour

les autres familles de papillons), 91 % pour les hyménoptéres (91 % pour les abeilles), 72 % pour
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les dipteres (87 % pour les syrphes) et seulement a 63 % pour les coléopteres (Lucas Sire,
communication personnelle, 15 avril 2024). Cependant, une dynamique a récemment été lancée
a I'échelle nationale pour la mise en place d’un référentiel public national de séquences ADN
pour l'identification des espéces. Ce contexte actuel favorable en France (et également a
I’échelle européenne) est particulierement prometteur vis-a-vis de la complétion des
bibliotheéques de code-barres ADN. Enfin, a I’heure actuelle des connaissances, I'utilisation du
metabarcoding permet d’estimer uniquement la biomasse des communautés (et non
I’'abondance) et I'obtention de tendances d’abondance de populations est impossible (Liu et al.
2020 ; Le Borgne & Bouget 2024). Ainsi, I'intégration de méthodes fondées sur I'utilisation de
metabarcoding au sein de I'EU PoMS ne peut étre envisagée seule si le choix de mesurer des
tendances d’abondance est maintenu. En outre, il est a noter que les technologies de
séquencage évoluant avec le temps, un risque de biais dans la série temporelle dans le cas d’un

suivi a long terme tel que celui envisagé pour I'EU PoMS est a considérer.

2.5. ADN environnemental de fleurs et
metabarcoding

A la différence du barcoding réalisé sur des tissus ou des spécimens isolés au préalable et du
metabarcoding réalisé sur un mélange de spécimens de plusieurs espéces issues d’un dispositif
de piégeage (on parle dans ce deuxieéme cas d’ADN massal), le barcoding (lorsqu’une seule
espece cible est recherchée) et metabarcoding (lorsque plusieurs especes sont recherchées en
méme temps) de I’ADNe (ADN environnemental) est réalisé avec de I’ADN extrait a partir
d’échantillons environnementaux, comme I'eau, les sols, I'air, la végétation, etc. (Lacoeuilhe et

al. 2024).

La méthode de I’ADNe de fleurs se fondant sur la technique du metabarcoding, elle présente les

mémes avantages (par exemple absence de biais observateur et identification au niveau de
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I'espéce) et inconvénients (par exemple données de présence/absence uniguement et
disponibilité des librairies de référence de codes-barres ADN) que ceux cités au paragraphe
précédent. Cette méthode présente également des inconvénients additionnels. Ici, chaque fleur
est considérée comme un échantillon a part entiere pour le metabarcoding. DG a cette multitude
d’échantillons, cette méthode se révele étre plus onéreuse que lorsque l'on fait du
metabarcoding a partir d’un piégeage par tente Malaise (environ 34 € par flacon d’échantillon,
Rodolphe Rougerie, communication personnelle). Par ailleurs, une fleur peut étre contaminée
par des particules volatiles issues d’insectes qui ne se seraient pas posés sur celle-ci mais qui
auraient été apportées par le vent, biaisant ainsi les résultats (Adrien Perrard, communication
personnelle, 15 novembre 2024). Finalement, un insecte peut se poser sur une fleur sans la
polliniser et cette méthode ne permet donc pas d’informer sur les interactions plantes-

pollinisateurs.

Cette méthode est non |étale pour les insectes puisqu’elle consiste a prélever uniquement des
fleurs, sur lesquelles I'insecte a pu laisser des traces d’ADN avant de s’envoler, et non a capturer
ces insectes. Cependant, en prélevant la fleur, on préléve I'organe reproducteur de la plante et
tous les végétaux ne possedent pas une autre alternative pour se reproduire. Il est également a
noter qu’a notre connaissance, cette option n’a pas été proposée dans le cadre des négociations

du EU PoMS.

2.6. Seaux a LED a papillons de nuit
Dans le cadre de SPRING, des tests ont été effectué aux Pays-Bas avec le systéme de seaux a LED
(diode électroluminescente) tel que décrit en Annexe 3 (Butterfly Conservation Europe & Centre
for Ecology and Hydrology 2024 ; Helmholtz Centre for Environmental Research & United-
Kingdom Centre for Ecology and Hydrology 2023). Ces tests ont permis de mettre en évidence

une bonne précision d’identification des especes capturées par intelligence artificielle. Du fait
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de sa simplicité, c’est actuellement le protocole qui parait le mieux a méme d’intégrer EU PoMS
pour le suivi des papillons de nuit (c’est-a-dire ensemble des lépidoptéres sauf Papilionoidea et
Zygeanidae). Les résultats pouvant fortement varier selon le type de systéme LED utilisé, il est
important que ce systeme soit le méme dans tous les sites et dans le temps afin de ne pas induire
de biais & ce niveau. A I'heure actuelle, les systémes de LED fonctionnant le mieux pour les
papillons de nuit sont les différents modeles de LepiLED mais ceux-ci ont un co(t non négligeable
(entre 400 € et 500 € 'unité). Un autre systeme lumineux semble avoir été utilisé dans le cadre
de ce test, a un co(t probablement moins élevé, mais nous n’avons pas trouvé de précisions a
ce sujet dans la littérature et sur internet. Au co(t du systeme lumineux doit aussi étre ajouté
celui du systéme d’alimentation par batterie. Par ailleurs, comme tout suivi temporel qui repose
sur une technologie relativement récente, celle-ci est susceptible d’évoluer dans le temps, ce
qui peut entrainer un biais dans la série temporelle. En termes d’utilisation, ce type de piege
nécessite une bonne dextérité et une certaine expérience de la part de I'utilisateur car plusieurs
paramétres peuvent influencer la fiabilité du relevé (par exemple heure du relevé et
manipulation tres précautionneuse du piege lors du relevé du lendemain matin pour ne pas
induire de vibrations qui feraient s’échapper les spécimens). De plus, son fonctionnement
reposant sur l'utilisation d’une intelligence artificielle (voir Encadré 4), la question d’une
intelligence artificielle aussi efficace dans tous les pays européens se pose, notamment pour les
pays méditerranéens et les pays alpins qui abritent une richesse spécifique trés largement
supérieure a celle des pays septentrionaux dans lesquels cette méthode a été testée. D’autres
méthodes existent pour étudier les papillons de nuit mais I'objectif de ce paragraphe n’est pas
de les lister de maniére exhaustive. Celui-ci a en effet plutot pour vocation d’étudier la possibilité
d’ajouter un module pour augmenter la couverture taxonomique de I'EU PoMS a ce groupe de

pollinisateurs nocturnes essentiels.
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Encadré 4 : Utilisation de l'intelligence artificielle

Ce paragraphe se concentre sur [l'utilisation de [Iintelligence artificielle utilisant des
photographies pour identifier les insectes pollinisateurs. En effet, d’autres types d’intelligence
artificielle (par exemple, basée sur la bioacoustique) sont également en cours d’étude mais ils

ne seront pas traités ici au vu de leur trés faible niveau de développement a I’heure actuelle.

Les premiers algorithmes pour identifier les espéces a partir de photographies sont déja utilisés
en Europe de I'Ouest, via des applications telles que iNaturalist ou Obsldentify par exemple. ||
est a noter cependant que le niveau de reconnaissance de ces algorithmes est trés variable selon
les groupes d’especes. En effet, un projet mené par iNaturalist montre que les punaises
(hétéropteres) et les papillons de nuit (hétérocéres) sont facilement reconnaissables
contrairement aux |épidopteres (ce qui peut apparaitre comme contre-intuitif). De méme, les
abeilles solitaires et les bourdons sont également tres difficilement identifiables a I’heure
actuelle et les identifications faites sur ces groupes ne peuvent pas étre considérées comme
fiables. Pour étre effective, cette méthode requiert plusieurs centaines d’'images manuellement
validées par espéce, voire plus si différentes formes ou angles de la méme espéece doivent étre
reconnues (par exemple multiples couleurs possibles et dimorphisme sexuel). Par ailleurs, des
ordinateurs puissants ou des clusters informatiques sont généralement requis pour entrainer le
réseau, cependant, une fois que celui-ci est suffisamment entrainé, il ne nécessite plus une
grande capacité de traitement et peut étre exécuté sur un téléphone mobile par exemple. Cette
technologie demeure actuellement a ses balbutiements et n’est pas aujourd’hui capable de
distinguer correctement I'ensemble des taxons d’insectes pollinisateurs (méme a un niveau

d’identification assez large) ce qui la rend inéligible pour I'EU PoMS.
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2.7. Autres méthodes

Les pieéges a appat et pieges a phéromones sont particulierement utiles lors d’'une étude
focalisée sur un groupe d’espéeces uniquement car les appat ou phéromones mises au sein du
piege different selon le groupe d’intérét. Le protocole EU PoMS ayant pour objectif d’étudier
I’ensemble des insectes pollinisateurs, ces méthodes ne peuvent étre utilisées que pour I'ajout

de I'étude d’un groupe d’intérét spécifique a ceux inclus dans I'EU PoMS.

Des modules concernant I'étude des espéces rares et/ou menacées pourront également étre
ajoutés, pour lesquels des méthodes adaptées a chaque espéce devront étre utilisées. En effet,
il est peu probable que ces espéces soient détectées en nombre de spécimens suffisant dans le
cadre du protocole standard qui sera choisi pour pouvoir en dégager des tendances. Ce point a
notamment été discuté lors du 7°™ rassemblement du groupe de travail STING. Les
recommandations (non publiées) qui y ont été faites incluent la prise en compte des évaluations
des Listes rouges et vertes, la date de la derniere donnée d’occurrence et la distribution des
espeéces. Par ailleurs, il est probable que les espéces rares et/ou menacées soient surtout
présentes dans les milieux les mieux préservés, qui sont aussi souvent des espaces protégés. La
contribution des aires protégées francaises dans ces modules sera donc particulierement

attendue et estimable.

3. STRATEGIE
D’ECHANTILLONNAGE

3.1. Choix des sites

D’apres les premiers groupes de travail de 'EU PoMS et les résultats du SPRING, le nombre de
sites d’échantillonnage a déployer a I’échelle du territoire francais serait de 238 sites avec une

fréquence de passage s’étalant entre 6 et 10 visites par an (Potts et al. 2021). Cependant, ce
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nombre n’a pu étre testé ni dans le cadre du projet SPRING ni dans le cadre de ce travail par
manque de temps et de moyens humains disponibles. Ce point est particulierement
dommageable car une stratégie d’échantillonnage mal construite peut conduire a ne pas
pouvoir répondre aux objectifs fixés par I'étude. Dans le cadre de I'EU PoMS, une stratégie
d’échantillonnage non-adaptée pourrait amener a ne pas pouvoir estimer correctement les
tendances de populations des pollinisateurs et, in fine, a ne pas pouvoir statuer sur I'inversion
de la tendance au déclin de ces derniers. A la vue des enjeux ainsi que des moyens humains et
financiers déployés pour I'EU PoMS, c’est un risque qu’il nous semble peu judicieux de prendre.
Ainsi, bien que nous ne soyons pas en mesure de nous prononcer sur la pertinence du nombre
de sites préconisés et sur la fréquence du nombre de visites, une démarche statistique possible
pour dimensionner un dispositif de suivi des pollinisateurs est proposée en Annexe 5, au moins
pour ce qui concerne I’échantillonnage des sites. Par ailleurs, nous insistons sur I'importance de
prendre en compte la possibilité que le suivi de certains sites soit abandonné en cours de
protocole pour divers motifs (coupure budgétaire, démobilisation de volontaires, changement
de fonction de professionnels en charge de suivis, etc.) sans que cela ne remette en question la

robustesse des tendances de population obtenues.

Dans le cadre de I'EU PoMS, I'échantillonnage aléatoire simple stratifié avec allocation
proportionnelle de I'effort d’échantillonnage pourrait facilement étre mis en ceuvre (c’est-a-dire
gu’au sein d’une strate, chaque unité d’échantillonnage a une chance égale d’étre incluse dans
I’échantillon et plus une strate sera représentée sur le territoire, plus elle sera échantillonnée).
Une premiéere variable de stratification concernerait les différentes zones biogéographiques du
territoire (a savoir, alpine, méditerranéenne, atlantique et continentale) et une seconde variable
de stratification concernerait le type d’occupation du sol. En effet, la composition (richesse et
abondance) des pollinisateurs étant trés fortement liée au type d’habitat, prendre en compte ce

facteur dans I'établissement de la stratégie d’échantillonnage est primordial pour obtenir un jeu

32



de données équilibré et éviter une sur-représentation des zones naturelles. Le type d’habitat
dans lequel est situé le site d’échantillonnage pouvant évoluer au cours du temps, ce facteur
devra étre renseigné avant toute nouvelle série d’échantillonnage tout au long de la mise en

place de I'EU PoMS.

Cependant, pour des questions de faisabilité logistique, ce type d’échantillonnage ne peut pas
étre appliqué tel quel. Tout d’abord, certains sites tirés aléatoirement par cette procédure
peuvent étre inaccessibles (par exemple zone militaire, terrain privé pour auquel I'acces serait
refusé dans le cadre de ce protocole, site a fort escarpement, zone inondée de facon
permanente ou temporaire, site a végétation trop dense, etc.) et une étude fonciere et
topographique doit étre menée en amont ou en aval pour tenir compte de ces facteurs. Le
protocole pilote SPRING déléguait cette tache aux bénévoles, ce qui ne nous semble pas viable
pour I'EU PoMS étant donné par exemple la complexité et le niveau d’expertise requis pour
identifier le propriétaire d’'un espace et obtenir I'autorisation Iégale d'y conduire un protocole.
Ensuite, les sites devront étre situés a une distance acceptable du lieu d’habitation ou de travail
de la personne qui conduira I'’échantillonnage des insectes. En effet, si le site se trouve trop
distant géographiquement de I'observateur, le risque que ce site ne soit pas suivi selon la
fréquence de visites définie par le protocole est grand, ce qui générerait sans doute un

important phénomeéne de non-réponse.

Ainsi, la liste de I'ensemble des contraintes en matiére d’objectifs, de faisabilité et de statistique
fait qu’il nous est impossible de pouvoir établir dans le cadre de ce travail une stratégie
d’échantillonnage précise pour 'EU PoMS. Ceci représente un important travail a lui seul qui

demande une expertise dans le domaine.

Une fois la stratégie d’échantillonnage établie, il en résultera une liste de sites sur lesquels

I’échantillonnage des insectes devra étre réalisé. Il sera alors souhaitable que ces sites soient
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suivis par un réseau d’agents permanents (par exemple salariés d’associations naturalistes ou
gestionnaires d’espaces naturels) et non de bénévoles afin de pérenniser les suivis dans le
temps. Par la suite, des sites pourront éventuellement étre ajoutés au fur et a mesure du
développement de I'EU PoMS suivant les mémes conditions que les sites initiaux. Ces nouveaux
sites, qui pourront cette fois étre suivis par des bénévoles, seront des sites additionnels qui
permettront d’améliorer la précision des analyses de tendances de populations, mais la quantité
minimale de données nécessaire pour ces analyses ne reposera pas sur leur participation (voir
Encadré 5). Enfin, afin que les résultats soient comparables entre les pays, cette stratégie
d’échantillonnage doit étre établie a I'échelle européenne et non au sein de chaque Etat

membre (Biodiversa+ 2024).

Encadré 5 : L'implication des bénévoles, un facteur a ne pas négliger

Les bénévoles sont des personnes amatrices, issues du grand public, expertes ou non des
pollinisateurs et non-salariées d’une structure de protection de la nature au sens large. Ces
personnes représentent un enjeu majeur pour la protection de la biodiversité, et par
conséquent, des pollinisateurs (Cosquer et al. 2012). Afin d’assurer la pérennité de leur
participation a des programmes de suivis et de surveillance de la biodiversité, ces programmes
doivent s’assurer de stimuler chez eux un intérét intellectuel. C'est notamment le cas du
programme SPIPOLL qui leur permet de développer leur capacité d’identification au fur et a
mesure du temps mais ¢a ne le serait pas dans le cadre d’un protocole basé sur I'utilisation des
coupelles colorées ou les spécimens seraient envoyés a des experts ou a des laboratoires pour
identification. Ainsi, méme si le choix des sites d’échantillonnage doit étre régi en priorité par
des enjeux statistiques, il est important de garder a |'esprit que ce choix aura des conséquences

sur I'implication potentielle de bénévoles (réticence a s’impliquer dans une zone agricole
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intensive avec présence de trés peu d’insectes par exemple) et, in fine, sur la protection des

pollinisateurs.

3.2. Conditions d’échantillonnage
La composition des communautés de pollinisateurs obtenue par les dispositifs d’échantillonnage
citées dans ce document sont trés souvent liées aux conditions météorologiques. En effet,
I'activité des insectes étant fortement corrélée avec ce facteur, il est important que
I‘échantillonnage des insectes se déroule dans des conditions météorologiques relativement

semblables (standardisation du protocole de terrain).

De nombreux protocoles (par exemple protocole pilote SPRING et protocole STERF) ont déja
établi les conditions météorologiques optimales pour I'échantillonnage des insectes
pollinisateurs et nous préconisons de les conserver pour 'EU PoMS. Ainsi, I‘échantillonnage

devra idéalement étre réalisé dans les conditions suivantes :

- Présence d’une couverture nuageuse d’au maximum 75 % et sans pluie pour les insectes
diurnes ;

- Vent inférieur a 30 kilométres/heure (5 sur I’échelle de Beaufort) sauf dans les régions
habituellement tres venteuses (bords de mer, basse vallée du Rhéne) ou cette limite est
portée a 50 kilometres/heure ;

- Température d’au moins 13 °C si le temps est ensoleillé ou faiblement nuageux ou d’au

moins 17 °C si le temps est nuageux.

4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Suite au constat du déclin des populations d’insectes pollinisateurs a I'échelle européenne, la

Commission Européenne a sollicité, dés 2019, un groupe d’experts pour proposer un schéma de
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suivi biologique des insectes pollinisateurs, ce qui a abouti a une proposition d’EU PoMS (pour
« European Union Pollinator Monitoring Scheme »). Ce schéma préfigure le suivi biologique
prévu pour le projet de reglement de I'Union européenne relatif a la restauration de la nature
(article 8), dont I'objectif est d’apprécier I'abondance et la diversité des pollinisateurs au sein de
chaque Etat membre, de mesurer les tendances d’évolution de leurs populations et par I3,
d’essayer d’apprécier |'effet des mesures prises en faveur des pollinisateurs. Cette proposition
d’EU PoMS s’appuie sur le programme UK PoMS (United-Kingdom Pollinator Monitoring
Scheme) déja en place. Le programme UK PoMS se base sur le couplage de deux protocoles : le
FIT Counts (prise en photo de I'ensemble des insectes se posant sur une espéce précise de fleurs
dans un carré de 50 x 50 centimeétres pendant 15 minutes) et la méthode des coupelles colorées.
La question de l'applicabilité de ce méme programme a |'échelle européenne se pose
néanmoins, notamment dans les régions méditerranéennes et alpines ou le nombre et
I’'abondance des espéces sont bien supérieurs qu’au Royaume-Uni et a la vue du co(t financier

de leur mise en ceuvre (estimation minimale de plus d’'un million d’euros par an, Annexe 4).

Afin d’étudier les alternatives possibles, nous avons analysé, a travers ce document, les
principales méthodes existantes pour la surveillance des communautés d’insectes pollinisateurs
ainsi que leurs avantages et inconvénients majeurs (Tableau 1). Nous avons pu mettre en
évidence qu’aucune méthode se révélait étre parfaite mais que certaines d’entre elles pouvaient
se compléter, notamment en fonction du groupe d’intérét. Pour les abeilles et les syrphes, un
protocole tel que celui déployé dans le cadre du SPIPOLL nous semble étre une piste
particulierement prometteuse. Pour les papillons de jour, nous recommandons la mise en place
d’un protocole tel que le STERF. Ces deux protocoles ont de nombreux avantages. Tout d’abord,
ils permettent d’obtenir des données d’abondance de populations ce qui permet de pouvoir
dégager ensuite des tendances de populations (objectifs central du EU PoMS). Le SPIPOLL

permet en plus de relever des interactions fleurs-pollinisateurs, ce que ne permettent pas les
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autres méthodes (O’Connor et al. 2019 ; Hutchinson et al. 2021). Enfin, ces deux protocoles sont
non létaux ce qui est préférable d’un point de vue éthique et ce qui permet la sensibilisation du
grand public. Cependant, pour le groupe des abeilles et des syrphes, le SPIPOLL ne conduit pas
souvent a une identification jusqu’a I'espece. Ainsi, afin de pallier a ce biais, nous
recommandons d’y associer des piéges Malaises dont les spécimens seront identifiés par
metabarcoding pour une meilleure connaissance de la richesse spécifique présente
(Prendergast et al. 2020). En effet, I'identification manuelle ou le barcoding ne sont ici pas
envisageable a la vue des moyens humains et/ou financiers qu’ils nécessiteraient ; cette
remarque valant également pour la méthode des coupelles colorées (voir Annexe 4 pour
I’estimation des colts des différentes méthodes). Afin d’aider a la décision, nous avons

représenté les principales méthodes figurant dans ce document au sein de la Figure .

Indicateur: Tendances de populations

a I'échelle de I'espéce ou du
Protocole Spipoll morphogroupe

Mise en ceuvre : Colt faible

Indicateur: Tendances de populations
a I'échelle de l'espéce, mais
uniquement pour les papillonsde jour

Transects pédestres avec
identification a vue et/ou reldché pour
les papillons de jour de type
Méthodes/protocoles STERF/eBMS Mise en ceuvre : Colt faible
permettant de mesurer
des abondances

Transects pédestres avec Indicateur: Tendances de populations
préléevement des individus pour les alechellede lespece
abeilles et syrphes Mise en ceuvre : Colit trés élevé /

Ressources humaines actuelles en
experts naturalistes probablement
Coupelles colorées pourles abeilles insuffisantes

Méthodes/protocoles
ne permettant pas de

mesurer des
abondances Mise en ceuvre : Colit moyen

Indicateur: Richesse spécifique (et
Piéges Malaise + metabarcoding biomasse) uniquement

Figure 2 : Arbre décisionnel se basant sur les principaux protocoles et méthodes
utilisés pour le suivi des communautés d'insectes pollinisateurs et pouvant étre
intégrés a 'EU PoMS

Par souci de lisibilité, seules les principaux protocoles et méthodes utilisés pour le suivi des
communautés d’insectes pollinisateurs sont présentés dans cette figure. Les avantages
principaux de chaque méthode sont présentés en vert alors que les inconvénients figurent en
rouge.
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L’'ensemble des méthodes discutées ci-dessus sont des méthodes utilisées pour surveiller les
communautés des trois principaux groupes de pollinisateurs visés par 'EU PoMS, a savoir les
abeilles, les syrphes et les papillons de jour. Cependant, d’autres programmes peuvent s’y
ajouter afin d’établir une surveillance multi taxa a un co(t marginal. Par exemple, des protocoles
s’inspirant du programme LED Moth trap (programme fondé sur linstallation de pieges
lumineux) peuvent étre mis en place afin de pouvoir établir une surveillance des papillons de
nuit, groupe d’especes qui n’est pas couvert par les autres méthodes et pourtant essentiel pour

assurer le service de pollinisation.

Un autre module pouvant s’ajouter a 'EU PoMS concerne les espéces rares et menacées. En
effet, de par leur rareté, de par leur localisation géographique trés restreinte et/ou leur
spécificité vis-a-vis d’un type d’habitat ou d’un type de fleurs, ces espéces nécessitent la mise
en place de protocoles adaptés qui prennent en compte ces particularités. Comme il n’est ni
possible, ni nécessaire de surveiller 'ensemble de ces espéces a I'échelle annuelle, des
intervalles de surveillance doivent étre définis selon des régles claires de priorisation : des
intervalles de surveillance plus court pour les especes a haut risque d’extinction et des
intervalles de surveillance plus long pour les espéeces a faible risque d’extinction (voir la Liste
rouge des especes menacées de I'Union internationale pour la conservation de la nature pour le
statut de conservation des différentes espéces, International Union for Conservation of Nature

2024).

Dans tous les cas, la réussite du déploiement d’un tel programme réside également dans le fait
d’établir une stratégie d’échantillonnage adaptée. Sur ce point, un nombre de sites et une
fréquence de passage ont été suggérés dans la proposition d’EU PoMS (Potts et al. 2021) mais
aucun travail statistique n’a permis de confirmer ou d’infirmer cette suggestion. De la méme

maniére, aucune consigne n’a été donnée quant a la maniére dont ces sites devaient étre
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positionnés. Or, une stratégie d’échantillonnage inadaptée peut conduire a ne pas pouvoir
répondre aux objectifs visés de I'étude, mettant ainsi a mal tout le travail d’échantillonnage des
insectes effectué. Ainsi, a la vue des enjeux et des moyens humains et financiers impliqués dans
I'EU PoMS, I'établissement de la stratégie d’échantillonnage ne doit pas étre négligée et des
moyens humains et financiers doivent étre alloués dans ce but. En ce qui concerne |'accessibilité
du site sur le long terme (c’est-a-dire I'autorisation fonciére), il convient de souligner que,
contrairement a ce qui a été fait dans le cadre du programme pilote SPRING, ce point ne peut
étre laissé a la charge des observateurs qu’ils soient bénévoles ou non. Il est d’ailleurs a noter
gue, dans le cas du UK PoMS, les permissions d’acces aux différents sites sont assurées par la

structure porteuse du projet.

Quelle que soit le protocole retenu, il faudra limiter autant que possible le risque de rupture de
séries de données. Ce risque pourrait survenir en cas de protocole trop lourd a maintenir sur le
long terme ou trop peu stimulant intellectuellement pour des volontaires, ce qui pourrait alors
entrainer des abandons de suivi de sites. Pour éviter les ruptures de séries de données, les
protocoles mis en place durant les premiéres années du dispositif devront étre maintenus
jusqu’a la fin. D’autres protocoles pourront cependant étre ajoutés au dispositif EU POMS en
cours de route, au fur et a mesure que de nouvelles méthodes de suivi feront leurs preuves,
comme par exemple potentiellement I’ADNe de fleurs, I'analyse acoustique des

bourdonnements, l'identification de spécimens photographiés par intelligence artificielle, etc.

Par ailleurs, il est important de rappeler ici la nécessité pour la France de réinvestir dans
plusieurs domaines afin que la mise en ceuvre de I'EU PoMS puisse se dérouler correctement.
Tout d’abord, la formation de taxonomistes et d’experts naturalistes professionnels est
essentielle. A I'heure actuelle, les compétences d’identification sont trés limitées voir absentes

pour certains genres a I'échelle du territoire national et les expertises sont principalement
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réalisées hors temps professionnel. Une telle situation ne serait étre viable lors du déploiement
d’un protocole de I'ampleur de I'EU PoMS et financer des temps de formation dédié a
I'identification des abeilles, syrphes et papillons de jour et de nuit se révele étre plus que
nécessaire. Plus largement, méme si I'identification par des experts n’est pas retenue pour ce
protocole, il demeure risqué pour la France de continuer a ne pas investir dans des spécialistes
dédiés aux insectes pollinisateurs dont notre alimentation dépend. Par ailleurs, la mise a mort
des insectes implique de I'espace pour les stocker. Comme mentionné plus haut, les collections
des différents Muséums nationaux étant proches de la saturation, la création de nouveaux
espaces de stockage serait a prévoir, le cas échéant. Enfin, les méthodes fondées sur le
metabarcoding offrant des résultats prometteurs pour la surveillance des communautés

écologiques, les investissements afin de compléter a 100 % les bibliothéques de codes-barres

ADN a I’échelle nationale sont a maintenir, voire a amplifier.
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Tableau 1 : Caractéristiques des principaux protocoles et méthodes utilisés pour le suivi des insectes pollinisateurs

Méthode Niveau Type de données | Méthode Principaux Niveau Codt (voir Identification | Conservation/ | Disponibilité | Implication |Augmentation| Informations Autres
d’identification | (Abondance versus| |étale biais d’expertise Annexe 4) Stockage des | des données | citoyenne | possible du | interactions
taxonomique |Présence/absence) requis de spécimens nombre de plantes-
I'observateur sites de suivi | pollinisateurs
de terrain en cours de
protocole
Sciences SPIPOLL Espéce (pourla [Proxy Non Choix du site  |Faible Faible Sur Conservation |Quasi Oui Oui Oui Grande
participatives majorité des d’abondances de suivi et des |(validation a |[(environ photographies |des immédiate couverture
papillons de (classes) fleurs selon posteriori) 80 000 €/an) photographies taxonomique
jour) ou affinité de de spécimens
morphogroupe I'observateur
(pour la
majorité des
hyménopteres)
Transects |ldentification a |Espece (pourla |Abondance Non Dextérité de  |Elevé Elevé (environ |Par Non Quasi Oui Oui Non Demande de
pédestres |vue et/ou majorité des I'observateur 1,5 millions observateur de immédiate dérogation
capture au filet [papillons de pour capture d’€/an) terrain espéces
avec relaché jour) ou et sous- protégées
morphogroupe détection des
(pour la petites
majorité des especes
syrphes et
abeilles)
Capture au filet [Espece Abondance Oui Dextérité de  |Faible Elevé (>2 Par experts Oui Tardive Non Non, car Non Disponibilité
et conservation I'observateur millions naturalistes en expertise des
des individus pour capture d’€/an) laboratoire naturaliste experts
et sous- limitée Demande de
détection des dérogation
petites especes
especes protégées
Non estimé ici |Par barcoding |Oui, sauf tres  |Rapide Non Non, car Non Disponibilité
petites espéces nombre de des librairies
spécimens a de référence
barcoder trop publique de
élevé code-barres
ADN
Demande de
dérogation
especes
protégées
Coupelles colorées Espéce Abondance Oui Biais lié au Faible Elevé (>2 Par experts Oui Tardive Non Non, car Non Disponibilité
caractére millions naturalistes en expertise des experts
attracteur des d’€/an) laboratoire naturaliste Demande de
coupelles limitée dérogation
suivant les especes
ressources protégées
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florales
environnantes

Non estimé ici

Par barcoding

Oui, sauf tres
petites especes

Rapide

Non

Non, car
nombre de
spécimens a
barcoder trop
élevé

Non

Disponibilité
des librairies
de référence
publique de
code-barres
ADN
Demande de
dérogation
especes
protégées

Pieges
Malaise

Triet
identification
des individus

Espéce

Abondance

Oui

Quasi
inexistant

Faible

Non estimé
mais tres élevé
(probablement
>42 millions
d’€/an)

Par experts
naturalistes en
laboratoire

Oui

Trés tardive
voire
irréalisable

Non

Non, car
expertise
naturaliste
limitée

Non

Ressources
humaines
insuffisantes
Méthode non
sélective
Grande
couverture
taxonomique
Demande de
dérogation
especes
protégées

Tres élevé (>42
millions
d’€/an)

Par barcoding

Oui, sauf tres
petites espéces

Tardive

Non

Non, car
nombre de
spécimens a
barcoder trop
élevé

Non

Disponibilité
des librairies
de référence
publique de
code-barres
ADN
Méthode
non-sélective
Grande
couverture
taxonomique
Demande de
dérogation
especes
protégées

Metabarcoding

Espéce

Présence/absence
Biomasse

Oui

Quasi
inexistant

Faible

Moyen
(environ
230 000 €/an)

Rapide (1a 2
mois)

Non

Non

Disponibilité
des librairies
de référence
publique de
code-barres
ADN
Méthode
non-sélective
Grande
couverture
taxonomique
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Demande de

dérogation
especes
protégées
ADNe de fleurs et Espéce Présence/absence [Non Contamination|Faible Non estimé ici Non Rapide (1a 2 [Non Oui Oui Disponibilité
metabarcoding Biomasse possible par car dépendant mois) des librairies
des particules du protocole de référence
d’insectes choisi mais publique de

apportées par
le vent

probablement
moyen (environ
34 €/flacon)

code-barres
ADN

Les principaux avantages de chaque méthode sont présentés en vert gras et les avantages secondaires en vert non gras ; les facteurs neutres sont indiqués en noir ; les

principaux inconvénients figurent en rouge gras et les inconvénients moindres en rouge non gras.
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6. ANNEXES

6.1. Annexe 1: Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique
ADNe : ADN environnemental

CDDA : Common Database on Designated Areas

CITES : Convention sur le commerce international des espéces de faune et de flore sauvages menacées

d'extinction

CNRS : Centre national de la recherche scientifique
Compteur BiOM : Compteur de la biodiversité Outre-mer
eBMS : European Butterfly Monitoring Scheme

EU PoMS : European Union Pollinator Monitoring Scheme
FAO : Food and Agricultural Organization

FIT Counts : Flower-Insect Timed Counts

GBIF : Global Biodiversity Information Facility

INPN : Inventaire national du patrimoine naturel

IRD : Institut de recherche pour le développement

LED : diode électroluminescente

MNHN : Muséum national d’Histoire naturelle

OFB : Office frangais de la biodiversité

ONB : Observatoire national de la biodiversité

Opie : Office pour les insectes et leur environnement

p. : pages

PCR : amplification en chaine par polymérase

PNDB : Péle national de données de biodiversité

SI CITES : Systeme d’information de la Convention sur le commerce international des espéeces de faune

et de flore sauvages menacées d'extinction
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SIB : Systéeme d'information sur la biodiversité

SINP : Systeme d'information de I'inventaire du patrimoine naturel

SPIPOLL : Suivi Photographique des Insectes POLLinisateurs

SPRING : Strengthening pollinator recovery through indicators and monitoring
STERF : Suivi temporel des rhopalocéres de France

STING : Science and Technology for Pollinating Insects

UK PoMS : United-Kingdom Pollinator Monitoring Scheme

ZNIEFF : Zone naturelle d'intérét écologique, faunistique et floristique
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6.2. Annexe 2 : Glossaire

(Creer et al. 2016 ; Deiner et al. 2017 ; Liu et al. 2020 ; Le Borgne & Bouget 2024)

ADNe : ADN extrait d’échantillons environnementaux, tels que le sol, I'eau ou I'air, sans isolement

préalable des organismes cibles.

Amplification par PCR : Utilisation de I'amplification en chaine par polymérase (PCR) pour créer de
nombreuses copies d’un fragment d’ADN cible avec une enzyme polymérase. Le fragment est ciblé a

I'aide d’une paire d’amorces (avant et arriére) qui se lient au fragment flanquant d’ADN d’intérét.

Barcoding ADN : Identification taxonomique des espéeces fondée sur la comparaison de la séquence
d’un marqueur ADN obtenue pour un échantillon individuel aux séquences préexistantes dans les
bibliotheques de séquences dites « de référence » pour des spécimens identifiés par des experts. Le
barcoding est mis en ceuvre par le séquengage d’un ou plusieurs marqueur(s) ADN caractérisés par
une forte spécificité au sein d’une espéce et une grande variabilité entre les espéces. Des marqueurs

ADN standards distincts ont été proposés pour les animaux, les champignons et les plantes.

Expert naturaliste : Spécialiste de I'identification et de I'écologie d’un ou plusieurs taxons, qui a la
différence du taxonomiste, ne réalise pas forcément de publications systématiques pour décrire les
taxons. Pour arriver a identifier les spécimens avec certitude, il peut s’appuyer sur des clés de
détermination ou I'observation de spécimens de référence. L'expert naturaliste est aussi appelé

para-taxonomiste.

Marqueur ADN : Tout géne ou fragment d’ADN ciblé dans le séquencgage pour identifier une espece,

un individu ou un génotype.

Metabarcoding ADN : Méthode d’identification taxonomique de plusieurs espéces simultanément,
en utilisant I’ADN extrait a partir d’'un échantillon renfermant plusieurs individus ou a partir d’un
échantillon environnemental. Le ou les marqueurs ciblés pour I'identification des especes sont

séquencés apres amplification par PCR sur une plateforme de séquencage a haut débit.
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Méthode : Une méthode peut étre définie comme un processus logique visant a répondre a un
objectif général (par exemple estimation d’une taille de population) par la collecte organisée de
données. Une méthode mobilise donc une ou plusieurs techniques pour I'acquisition de données sur

le terrain, et peut elle-méme s’inscrire dans le cadre d’un protocole standardisé.

Morphogroupe : Groupe supra-spécifigue d’organismes partageant des caractéristiques
morphologiques (par exemple, les bourdons noirs a cul rouge, morphogroupe qui comprend

plusieurs especes).

Protocole : Il s’agit d’'un plan d’étude détaillé expliqguant comment les données doivent étre

collectées pour répondre a une question scientifique. Il comporte :

- un plan d’échantillonnage qui définit les régles de sélection des unités étudiées ;

- une ou plusieurs techniques et/ou méthodes a appliquer ;

- des regles complémentaires d’application (par exemple une durée, une fréquence ou des

conditions météorologiques).

Un protocole est dit standardisé lorsqu’il est défini précisément dans un document de référence et

applicable par différents opérateurs sur des territoires variés.

Séquengage a haut débit : Technique de séquengage permettant I'analyse simultanée de millions de

fragments d’ADN.

Taxonomiste : Spécialiste de la classification des organismes vivants, dont la fonction consiste
notamment a réaliser des publications systématiques pour décrire les taxons, a la différence de
I’expert naturaliste. Le taxonomiste est souvent amené a produire des clés de détermination lors de
la publication de description de nouvelles espéces ou lors de la révision de genres. Le taxonomiste

est aussi appelé alpha-taxonomiste pour le différencier du para-taxonomiste.

Technique : Une technique désigne I'ensemble des savoir-faire, procédés et outils spécifiques,

mobilisés de maniére logique pour collecter des données associées a un paramétre a observer ou a
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un facteur écologique a prendre en compte. Une technique est définie par rapport a une cible. Dans
le cadre d’un protocole, elle doit étre reproductible dans le temps et I'espace. Le filet a papillon est

un exemple de technique fréquemment utilisé pour I'étude des insectes pollinisateurs.

6.3. Annexe 3: Description des méthodes
de collecte

Programme de sciences participatives SPIPOLL

SPIPOLL est un programme francais de sciences participatives fondé sur le recensement des
interactions entre fleurs et pollinisateurs. Les participants prennent en photo tous les animaux
différents (majoritairement des insectes) qui viennent visiter les fleurs d’une plante librement
choisie sur une période de temps définie (20 minutes), et peuvent noter un indice d’abondance.
lls peuvent ensuite identifier chaque insecte photographié a une résolution taxonomique
variable, de I'espece au morphogroupe, grace a un outil informatique d’aide a la détermination
de 630 taxons terminaux. Il est a noter que le niveau de précision taxonomique de chaque
observation est variable, allant du morphogroupe a l'espece, car la plupart des insectes
pollinisateurs rencontrés en France ne sont pas identifiables au niveau de I'espece a partir de
photographies. Les photographies de la plante et de ses insectes visiteurs sont chargées sur le
site internet du projet, ainsi que la date et le lieu de I’échantillonnage permettant une

disponibilité immédiate des données.
Transects pédestres

La réalisation de transects pédestres se fait généralement selon un protocole standardisé défini
en amont par I'organisme/la structure qui conduit I’étude. Un observateur se déplace a vitesse
constante le long d’un transect dont la longueur a été définie en amont. Il recensera alors

I’'ensemble des insectes présents (identification et comptage). Une largeur fixe sera mesurée de
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chaque c6té et en haut du transect afin de définir un “couloir” d’échantillonnage. Seuls les

insectes présents dans ce couloir seront comptabilisés lors du passage (voir Figure 1).

@Butterfly Conservation Europe

Exemple de transects pouvant étre défini. L’observateur comptabilise uniquement les
insectes situés au maximum a 2,5 metres de chaque c6té du transect et a 5 métres de

hauteur.

Cet échantillonnage peut avoir lieu soit uniquement a vue (papillons de jour uniguement) soit
avec l'aide d’un filet a papillon avec capture des individus. Dans ce dernier cas de figure, les
individus capturés pourront étre soit relachés aprés identification soit mis dans un flacon avec

un coton imbibé de quelques gouttes d’acétate d’éthyle pour une identification ultérieure.

Coupelles colorées

La méthode des coupelles colorées (Kirk 1984) est une méthode d’échantillonnage létale
destinée a I’étude des insectes pollinisateurs dont I'utilisation est de plus en plus fréquente. Elle

consiste en la mise en place de trois coupelles remplies d’eau dans lesquelles on ajoute
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généralement un peu de savon afin de rompre la tension de surface. Ces coupelles sont placées
a hauteur de végétation et sont habituellement de trois couleurs différentes (bleue, jaune et
blanche) afin de représenter une large gamme des longueurs d’onde et de mimer celles arborées
par les fleurs (voir Figure 2). Elles sont laissées ensuite sur site sur un laps de temps défini (allant
généralement de 24 a 48 heures) avant collecte des échantillons. Cette méthode a été reconnue
par la Food and Agricultural Organization (FAO) comme une méthode de collecte de données

pertinente pour I'’étude des communautés d’insectes pollinisateurs (LeBuhn et al. 2016).

Crédit photo : Arzhvaél Jeusset

Coupelles colorées installées sur un site d'échantillonnage
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Pieges Malaise

Un piege Malaise, aussi appelé tente Malaise, est placé sur le terrain perpendiculairement a une
route de vol des insectes (voir Figure 3). Une fois dans la tente, ceux-ci vont étre conduits par
un systeme de tunnel (goulot d’étranglement) a un récipient de collecte dans lequel est mis de

I'alcool et qui est situé au niveau du point le plus haut de la tente.

Crédit photo : Jocelyn Claude

Exemple d'installation d'une tente Malaise

ADN environnemental de fleurs et metabarcoding

Cette méthode consiste a prélever les fleurs d’un ensemble de plantes puis a envoyer
I’échantillon a un laboratoire pour metabarcoding. Les échantillons d’ADN ainsi prélevés seront

amplifiés puis séquencés afin d’obtenir I'identification de I'ensemble des especes ayant été en
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contact avec le matériel prélevé. Avec cette méthode, les insectes ne sont donc pas prélevés, ce

sont uniqguement les fragments d’ADN qu'ils laissent sur les fleurs qui seront identifiés.

Seaux a LED a papillons de nuit

Cette méthode consiste en un seau équipé d’'une lumiere LED alimentée par une batterie
(Butterfly Conservation Europe & Centre for Ecology and Hydrology 2024 ; Helmholtz Centre for
Environmental Research & United-Kingdom Centre for Ecology and Hydrology 2023). Les seaux
sont en plastique blanc, sont fermés et sont équipés avec un systeme de LED sur le dessus du
couvercle et un entonnoir qui piége au fond du seau les insectes, dont notamment les papillons
de nuit attirés par la lumiere. Un détecteur de luminosité détecte quand I'ampoule LED doit étre
allumée, ce qui permet de pouvoir poser le piege a n'importe quel moment de la journée. Une
fois la nuit passée, les observateurs viennent collecter les spécimens. Pour cela, ils ouvrent le
piege puis prennent en photo un a un les individus capturés. Il peut étre nécessaire d’ouvrir le
piege sous une moustiquaire afin de ne pas laisser s’échapper les individus capturés, notamment
si la releve du piége se fait tardivement le matin ou lors d’une journée chaude. Une fois
photographiés, les données sont transférées sur une application de reconnaissance

automatique qui permet leur identification.
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Crédit photo : Jurrién van Deijk

Piege lumineux de type seau a LED pour la surveillance des papillons nocturnes
utilisé dans le cadre du programme LED moth trap

6.4. Annexe 4: Estimations de coits
annuels de mise en ceuvre des différentes
méthodes de suivi

Transects au filet a papillon et coupelles colorées

Fichier ~Excel a télécharger ici, en piéce jointe du présent rapport
<https://hal.science/hal-04929482>

Pieges Malaise

Si tri et barcoding

Nombre d’insectes récoltés sur une base de 2 000 individus par site et par semaine : 238 sites x
29 semaines (début avril a fin octobre) x 2 000 individus = 13 804 000 individus.
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Capacité de tri journaliere d’un technicien de laboratoire : Environ 285 individus, soit 3 plaques
de 95 individus par jour, ce qui est réalisable par un technicien trés efficace (Rodolphe Rougerie,
communication personnelle, 6 mai 2024)

Co(t d’une journée de travail : Environ 300 €
Colit annuel du technicien : (13 804 000/285) x 300 = 14 530 526 euros.

CoGt annuel du séquengage: 13804000 x 2 € (car tres gros volumes a séquencer) =
27 608 000 euros

Total annuel : 14 530 526 + 27 608 000 = 42 138 526 euros.

Si metabarcoding

Nombre de flacons : 238 sites x 29 semaines (début avril a fin octobre) = 6 902 flacons (en
considérant qu’on change les flacons chaque semaine)

Co(t du séquencage d’un flacon (en sous-traitance) : 34 euros

Colit annuel total du séquencage : 6902 x 34 = 234 668 euros
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6.5. Annexe 5: Proposition d’une
démarche statistique possible pour
dimensionner un dispositif de suivi des
pollinisateurs

Proposition rédigée par Philippe Aubry, ingénieur expert-biométricien, OFB :
Le suivi des pollinisateurs tel qu’envisagé concerne essentiellement deux parametres, 'abondance et la
richesse spécifique. Le suivi de I'abondance étant plus contraignant que le suivi de la richesse spécifique,
il convient de dimensionner le dispositif par rapport a I'objectif de suivi de la tendance de I'abondance.
La détection d’une tendance temporelle d’abondance nécessite de disposer d’une chronique de valeurs
d’abondances estimées a laquelle on applique un test de tendance (d’une nature a spécifier). Idéalement
il vaudrait mieux estimer une taille d’effet associée a une mesure d’incertitude, mais en pratique il s’agit
généralement de déterminer la p-value d’un test de tendance. La p-value d’un test peut étre vue comme
la probabilité d’obtenir le résultat observé sous I’hypothese nulle d’absence de tendance. Si la p-value est
tres faible, cela signifie que le résultat observé est peu compatible avec I’'hypothése nulle.
Dans un test statistique, on distingue deux probabilités associées a deux risques d’erreurs :

1) la probabilité alpha, associée au risque de premiére espéce de conclure a la présence d’une

tendance alors qu’il n’y en a pas ;
2) laprobabilité béta, associée au risque de seconde espece de conclure a I'absence d’une tendance
alors qu’il y en a une.

La puissance d’un test statistique est le complément a 1 de la probabilité béta ; c’est donc la probabilité
de détecter une tendance quand elle existe. Le dispositif de suivi doit donc étre dimensionné de fagon a
garantir une puissance statistique suffisante (80 % et davantage) sous peine que I'objectif de détection
de tendance ne puisse pas étre atteint avec les moyens alloués, du moins a I'échelle spatiale requise.
Nous considérons que I'échantillonnage spatial des sites (par exemple, des mailles carrées de 1 kilométre
de co6té) doit s’effectuer sur une base probabiliste, afin de caractériser le biais et la variance
d’échantillonnage sans avoir a effectuer des suppositions quant a la nature de la distribution statistique

des abondances, ou a son éventuelle structure spatiale (tendance et autocorrélation); on parle
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d’inférence basée sur un dispositif (design-based inference) que I'on oppose a une inférence basée sur un
modéle (model-based inference)®.

On définit une stratégie d’échantillonnage comme le couple formé par un dispositif d’échantillonnage
probabiliste et un estimateur (c’est-a-dire une formule qui permet d’estimer I'abondance totale a partir
des données recueillies sur un échantillon de sites). Le dispositif d’échantillonnage probabiliste inclut des
sites dans I’échantillon selon des probabilités connues. Il se distingue ainsi fondamentalement des
approches non-probabilistes, qui peuvent é&tre a I'origine de biais importants?. C'est a partir de la

connaissance des probabilités d’inclusion des sites dans I'échantillon que I'on peut définir un estimateur
du total qui soit sans biais ainsi qu’un estimateur sans biais de sa variance d’échantillonnage (le biais est
défini dans le cadre de la réplication de I’échantillonnage au sens du dispositif employé).

Dans le cadre d’une inférence basée sur un dispositif probabiliste, le dimensionnement d’un programme
de suivi de I'abondance des pollinisateurs nécessite de spécifier :

1) undispositif d’échantillonnage probabiliste (un exemple classique est I'échantillonnage aléatoire
simple stratifié par des catégories d’habitats des pollinisateurs, avec une allocation
proportionnelle de I'effort d’échantillonnage, mais des dispositifs plus complexes peuvent étre
envisagés) ;

2) un estimateur du total ;

3) un estimateur de la variance d’échantillonnage de I'estimateur précédent ;

4) de données dans chaque strate afin de pouvoir rendre compte de la variabilité intra-strate de
I’'abondance ou, le cas échéant, de simuler des populations statistiques fictives.

Un suivi plurispécifique complique I'exercice puisqu’il faut parvenir a détecter une tendance avec une
bonne puissance statistique pour différentes espéces a la fois. Le plus simple est de dimensionner le

dispositif pour une espece jugée essentielle, et pour laquelle on dispose de données. On peut aussi

considérer un groupe d’espéces, en agrégeant les données pour ce groupe.

L 'Voir par exemple : Aubry, P., Francesiaz, C., 2022. On comparing design-based estimation versus
model-based prediction to assess the abundance of biological populations. Ecological Indicators 144,
109394.

2 Voir par exemple : Aubry, P., Francesiaz, C., Guillemain, M., 2024. On the impact of preferential
sampling on ecological status and trend assessment. Ecological Modelling 492, 110707.

3 Voir par exemple : Aubry, P., Quaintenne, G., Dupuy, J., Francesiaz, C., Guillemain, M., Caizergues,
A., 2023. On using stratified two-stage sampling for large-scale multispecies surveys. Ecological
Informatics 77, 102229.
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L’étude de puissance consiste a simuler la variation de I'abondance au cours d’une certaine durée du
programme de suivi (par exemple 10 ans). Il s’agit de contréler la taille de I'effet, c’est-a-dire ici
I'importance de la décroissance (ou de fagon symétrique, de la croissance) de I'abondance au cours du
temps. Pour une stratégie d’échantillonnage fixée, on peut faire varier I'effort d’échantillonnage, c’est-a-
dire la taille de I'’échantillon de sites que I'on peut suivre, mais également la valeur de la probabilité alpha,

pour un test de tendance donné.

Le dispositif génére des échantillons de sites. Pour chaque échantillon, une estimation du total est
effectuée, et la variance d’échantillonnage associée est également estimée. Un méme échantillon peut
étre utilisé tous les ans, ou renouvelé chaque année (il existe également d’autres possibilités, ou
I’échantillon est divisé en une partie fixe et une partie variable, selon différentes modalités). On obtient
donc une série temporelle fictive a laquelle on peut appliquer un certain test de tendance. Idéalement, le
test de tendance doit tenir compte de la variance d’échantillonnage estimée. La p-value du test est
calculée, et une décision est prise par rapport a une certaine valeur de la probabilité alpha (si la p-value
est supérieure ou égale a alpha, on retiendra I'"hypothése nulle d’absence de tendance, et dans le cas
contraire on conclura a la présence d’une tendance). Sachant qu’il existe réellement une tendance
(lorsque la taille d’effet est supérieure a zéro), en répétant le processus d’estimation et de test de la
tendance un grand nombre de fois, on en déduit la puissance statistique associée. Pour une taille d’effet

nulle, on doit retrouver (au moins approximativement) la valeur du risque alpha.

L’exercice peut étre répété pour différents efforts d’échantillonnage, différentes durées du programme
de suivi, différentes stratégies d’échantillonnage, différentes espéces ou groupes d’especes, etc. Ainsi,
des enseignements peuvent étre tirés pour dimensionner convenablement le programme de suivi compte
tenu des objectifs fixés ou, inversement, pour déterminer quels objectifs peuvent étre atteints pour un

dimensionnement fixé (déterminé principalement par son colt de mise en ceuvre).
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RESUME

Le protocole EU PoMS (European Union Pollinator Monitoring Scheme) a pour objectif d’évaluer la
composition des communautés d’insectes pollinisateurs pour établir leurs tendances de population sur le
long terme. Un protocole-pilote a été réalisé et, suite aux premiers résultats, les réflexions sur les
méthodes d’échantillonnage a adopter continuent. Nous mettons en évidence que, contrairement a ce qui
est pressenti, utiliser la méthode des coupelles colorées avec identification des spécimens par des experts
pour échantillonner les pollinisateurs ne parait pas réalisable a la vue des moyens humains et financiers
engendrés (a minima plusieurs millions d’euros par an pour la France). Nous suggérons plutot de
combiner deux protocoles de sciences participatives existants (c’est-a-dire protocole SPIPOLL

pour les insectes floricoles et protocole STERF/eBMS pour les papillons de jour) ainsi que de

poser des pieges Malaise avec identification des spécimens par metabarcoding. Ces

associations permettraient de disposer de tendances de population des insectes

pollinisateurs, d’évaluer la richesse spécifique des communautés et d’impliquer le

grand public, et ce, pour des moyens humains et financiers moindres. Nous

attirons aussi I'attention sur le fait qu’aucune stratégie d’échantillonnage n’a

été établie et que cette étape est cruciale a mettre en ceuvre avant tout

échantillonnage de terrain. Enfin, nous soulignons I'importance pour la

France de réinvestir dans de nombreux domaines, notamment dans le

recrutement et la formation de taxonomistes et d’experts naturalistes

professionnels. Ce point est actuellement un facteur limitant et il est

nécessaire d’'y remédier afin de pouvoir faire face au déclin en

cours du service de pollinisation.

Mots-clés : EU PoMS, analyse critique, insectes pollinisateurs,
protocole d’échantillonnage.

Abstract

The EU PoMS (European Union Pollinator Monitoring Scheme) aims to evaluate the
composition of pollinating insect communities to assess their long-term
population trends. A pilot protocol was carried out and, following the first results,
discussions on the sampling methods to adopt continue. We underline that using
pan traps with identification of specimens by experts to sample pollinators does
not seem feasible in terms of human and financial resources (a minima several
million euros for France). We instead suggest combining two existing
participatory science protocols (id est SPIPOLL protocol for insects requiring
flowers and STERF/eBMS protocol for butterflies) and Malaise traps with
identification of specimens by metabarcoding. These associations would make

it possible to have pollinator population trends, to assess the specific richness

of pollinator communities and to involve citizens, at lower financial costs. We
also highlighted that no sampling strategy has been established while this step

is crucial to define before any field campaign. Finally, we stress the urgent need
for France to reinvest in many areas, particularly in the recruitment and

training of professional taxonomists and naturalist experts. This point is
currently a limiting factor and we have to remediate it to reverse the trend of
declining pollinator population sizes.

Keywords : EU PoMS, critical analysis, pollinating insects, sampling protocols.
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