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Préambule

Je voudrais préciser ici la structure de cette thése, afin que le lecteur s’y retrouve.

L’introduction bibliographique replace 'androdioécie dans son contexte théorique et

biologique.
Le chapitre 1 concerne les études antérieures réalisées sur Phillyrea angustifolia..

J’ai choisi d’intégrer les articles écrits au cours de cette thése au sein du
document (sauf l’article concernant la mise au point des marqueurs
microsatellites, qui constitue 'annexe3), afin que la logique de 'ensemble
soit respectée. Les deux articles constituant les chapitres 2 et 4

respectivement sont précédés d’une introduction en frangais.

Le chapitre 3 est rédigé entiérement en frangais, en suivant la structure d’un futur

article ; cependant, les analyses ne sont pas entiérement achevées.
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Introduction

La diversité du monde vivant s'observe a tous les niveaux, des molécules aux écosystemes;
I'apparition et le maintien d'une telle diversité fait I'objet d'études en biologie évolutive. L'un
des sujets d'étude les plus importants est la diversité des systémes de reproduction’,
particuliérement élevée chez les végétaux, et a laquelle Darwin avait consacré une partie de
son travail (Darwin 1877). L'étude de la signification évolutive de la reproduction sexuée a
fait depuis l'objet de nombreuses études et de synthéses (Williams 1975; Maynard Smith
1978; Stearns 1987; Michod & Levin 1988). Cet attrait s'explique par plusieurs raisons. Tout
d'abord, la valeur sélective correspond au succés reproducteur qui est évidemment étroitement
lié au systeme de reproduction. Le syst¢éme de reproduction est ainsi lui-méme l'un des
facteurs d'évolution des caractéres d'une espéce, puisqu'il conditionne l'ampleur et la
structuration de la diversité génétique de l'espéce, et donc ses potentialités d'adaptation et de
maintien. Ensuite, la diversité des systémes de reproduction concerne 1’ensemble des espéces.
De plus, certaines espéces présentent une diversité au niveau intra-spécifique, le maintien des
différents phénotypes et leurs fréquences relatives faisant appel a divers mécanismes
écologiques et génétiques.

Les systemes de reproduction se divisent en deux grands groupes : reproduction asexuée et
reproduction sexuée. La reproduction asexuée ou clonale ne fait que reproduire de 1'identique
aux mutations pres, alors que la reproduction sexuée permet un brassage de genes d'une
génération a l'autre, par le biais des brassages génétiques inter- et intra-chromosomiques ayant
lieu pendant la méiose. Par reproduction asexuée, un seul parent transmet la totalité de son
génome a son descendant. En revanche, chaque individu issu de reproduction sexuée est le
produit de la fusion de deux gamétes, de tailles différentes (cas de I'anisogamie). Les gameétes
males sont petits et nombreux, souvent mobiles et les gametes femelles sont plus gros, moins
nombreux et souvent immobiles. Ils peuvent étre produits au sein d'un méme individu
(monoécie, ou hermaphrodisme), ou séparément chez des individus différents (dioécie, ou
gonochorisme chez les animaux). Deux parents sont nécessaires, et chaque parent ne transmet
donc que la moitié de son patrimoine génétique a son descendant. A nombre égal de
descendants, une femelle transmet donc deux fois moins bien son génome nucléaire par

reproduction sexuée que par reproduction asexuée, ce qui confére un désavantage a court

! Le terme 'systéme de reproduction’ traduit deux expressions en anglais: 'mating system', terme plutdt employé
pour décrire si les individus se reproduisent par autofécondation ou allofécondation, et 'breeding system', terme
général qui décrit la répartition des phénotypes sexuels (un seul, plusieurs, etc..) et aussi l'autofécondation. C'est

dans ce sens général que nous I'employons ici.



terme a la reproduction sexuée : il s 'agit du colt a la production de méles (Maynard Smith
1971), ou colit de la méiose (Williams 1975; Uyenoyama 1984). Malgré ce fort désavantage a
court terme, la reproduction sexuée est paradoxalement largement répandue (Maynard Smith
1971; Williams 1975). Les explications du maintien du sexe sont de deux ordres : & court
terme (contraintes de développement, physiologiques ou génétiques), et a long terme : les
lignées asexuées disparaissent plus rapidement que les lignées sexuées faute de brassage
génétique, qui permet l'association de mutations favorables et la mise sous silence de
mutations délétéres (avantage de la recombinaison, (Muller 1932)).

Une fagon d'aborder ce probléme est I'étude de l'évolution et du maintien des nombreux
systémes de reproduction qui peuvent coexister a l'intérieur d'une méme famille (par ex. les
Labiées, avec des espéces hermaphrodites et gynodioiques) ou d'un méme genre (par
exemple, Silene avec des especes dioiques et hermaphrodites (Desfeux 1996)), ou au sein
d'une méme espece (par exemple Beta vulgaris ssp. maritima avec des populations

gynodioiques et hermaphrodites; Cuguen et al. 1994).

Cette these s'inscrit dans une longue lignée de théses portant sur la gynodioécie (coexistence
de femelles et d'hermaphrodites au sein d'une population), mais en abordant cette fois le cas
symétrique de l'androdioécie (coexistence de males et d’hermaphrodites au sein d’une
population), et chez une espéce peu étudiée jusque-la, Phillyrea angustifolia.

Je présenterai d'abord les systtmes de reproduction chez les Angiospermes, et leur étude
évolutive, notamment en comparant les modeles de I'évolution et du maintien des deux
systémes mixtes androdioique et gynodioique. Bien que symétriques, ces deux systémes de
reproduction ont des contraintes évolutives différentes. Enfin, je décrirai les espéces
androdioiques existantes en distinguant les espéces fonctionnellement dioiques de celles
fonctionnellement androdioiques.

Dans le chapitre 1, je présenterai en détail l'espéce étudiée, Phillyrea angustifolia, et
exposerai les questions relatives a I’existence d’une androdioécie fonctionnelle chez cette
espece.

Dans les chapitres 2 et 3, je présenterai les principaux résultats expérimentaux de ma thése. Le
chapitre 2 concerne l'estimation du succes reproducteur male et de I'autoincompatibilité chez
Phillyrea angustifolia par des expériences de pollinisations contrlées (article accepté dans
International Journal of Plant Sciences). Il montre que les hermaphrodites sont bien
potentiellement male-fertiles chez cette espece. Le chapitre 3 aborde la question du succes
reproducteur méle en populations naturelles. La premiere partie de ce chapitre est consacrée
aux analyses de paternité, la deuxieéme partie a la mise au point de marqueurs microsatellites

chez cette espece (article sous presse dans Molecular Ecology), et la troisiéme partie a
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Encadré i.1. Différents systemes de reproduction sexuée chez les
Angiospermes d'aprés (Richards 1997)

Une fleur est considérée comme hermaphrodite si elle porte un androcée (étamines) contenant
les grains de pollen ou microspores, futurs gameétophytes méles (haploides), et un gynécée
(pistil), qui comprend le stigmate, le style et I'ovaire contenant les ovules. Chaque ovule
fertile contient un sac embryonnaire ou gamétophyte femelle, chacun avec un oosphére ou
gamete femelle.
Un individu, dont le phénotype sexuel est donné entre crochets ci-dessous, peut porter des
fleurs toutes hermaphrodites (c'est le cas le plus fréquent), uniquement males, femelles, ou
bien a la fois des fleurs males et hermaphrodites, ou femelles et hermaphrodites, ou males et
femelles.
Le systéme de reproduction concerne une population d'individus, et plus généralement une
espéce (mais les proportions des différents phénotypes sexuels peuvent varier entre
populations au sein de l'espéce). Les différents systemes de reproduction des Angiospermes
sont présentés ci-dessous, avec la proportion d'espeéces concernées, en distinguant les

systémes ol un seul phénotype sexuel est présent, des systemes ot deux (bisexués) ou plus de

deux phénotypes sexuels sont présents dans la population.

Un seul phénotype sexuel % Deux phénotypes sexuels ou plus Y%
d'especes d'espéces
Hermaphrodisme [g] 72 Dioécie [@] [d ] 4

Gynomonoécie [gjg;] 2.8 Gynodioécie [gy] [Q ] 7
Andromonoécie [gijl] 1.7 Androdioécie [g] [C}ﬂ] rare

Monoécie [@d’] 5 Subgynodioécie [@] [Q] 27
Subandrodioécie [Q”Q”] i3 2

Polygamie [o”][gijﬁ@” IO 36




I'estimation du succés reproducteur male et des flux de génes au sein d'une petite population
naturelle effectuée par analyse de paternité a l'aide de ces marqueurs hypervariables.

Finalement, dans le chapitre 4, au vu des résultats paradoxaux obtenus chez P. angustifolia
par rapport aux attendus des modéles classiques, j'aborderai des travaux de modélisation sur le
maintien de l'androdioécie, sous l'hypothése d'un lien génétique entre stérilité femelle et

incompatibilité (article soumis a Heredity).

Les systemes de reproduction chez les Angiospermes

La diversité des systémes de reproduction observés chez les plantes a depuis longtemps
fasciné les biologistes (Darwin 1877; Bawa & Beach 1981; Richards 1997). L'encadré i.1
présente les différents systémes de reproduction rencontrés chez les Angiospermes (Richards
1997) qui découlent de la coexistence de un ou plusieurs phénotypes sexuels. La majorité des
especes (72%) sont hermaphrodites (les sexes male et femelle sont présents sur la méme
fleur), une minorité (4%) sont dioiques (individus males et individus femelles). Des taux
élevés d'especes dioiques sont trouvés localement sur des fles (28% a Hawai, 13% en
Nouvelle-Zélande), et chez arbres tropicaux (par ex. 23% dans une station de Costa Rica
(Bawa et al. 1985). Entre ces deux systémes, tous les intermédiaires existent (encadré i.1):
présence de fleurs unisexuées et hermaphrodites au sein d'un individu (andromonoécie,
gynomonoécie), et présence d'individus unisexués coexistant avec des hermaphrodites
(androdioécie, gynodioécie).

I semble trés probable que chez les Angiospermes la forme ancestrale soit I'hermaphrodisme
(Taktajhan 1969). A I’appui de cette these, trois arguments sont avancés. D'une part, il s'agit
du systéme le plus répandu aujourd’hui, méme dans les groupes les plus dérivés de leur
fondateur. Les autres systémes sont rarement prédominants dans une famille ou un ordre, ce
qui suggére leur origine relativement plus récente, et/ou une plus grande instabilité. D’autre
part, l'observation d'organes sexuels vestigiaux dans les fleurs unisexuées indique clairement
leur origine hermaphrodite (Arroyo & Raven 1975; Webb 1979; Delph 1990a). Enfin, des
études phylogénétiques plus récentes sont plutdt en faveur d’un caractere ancestral
hermaphrodite (Donoghue 1989; Sytsma et al. 1991; Graham & Barrett 1995; Weller et al.
1995). Cependant, ces données ne sont pas univoques (Desfeux 1996).

Le passage de la cosexualité a la séparation des sexes est expliquée généralement par deux

facteurs principaux, I'évitement de l'autofécondation et la réallocation des ressources.

L'évitement de 'autofécondation

Chez la plupart des Angiospermes, la présence des sexes male et femelle sur le méme
individu (hermaphrodisme, monoécie) rend l'autofécondation théoriquement possible. Un
9



Encadréi.2. La valeur sélective d'un individu:
définition et probléeme de mesure

La valeur sélective (ou "fitness") est 1'un des concepts majeurs en biologie évolutive (Beatty 1992;
Paul 1992). Aprés sa définition, nous aborderons les différents aspects de sa mesure, dans le cas d'une
plante hermaphrodite.

1. Définition

Darwin n'a pas utilisé directement le terme de 'fitness' mais son concept avec ses deux aspects: survie
et fertilité ““/ use the term Struggle for the Existence in a large and metaphorical sense, including
dependence of one being on another, and including (which is more important) not only the life of the
individual, but success in leaving progeny”" (Darwin 1859).

La valeur sélective absolue d'un génotype (ou individu) donné, dans un environnement donné,
physique (sol, climat) et biotique (compétition intra- et inter-spécifique, des relations de parasitisme et
de prédation), est le produit de la probabilité de survie (jusqu'a I'dge de reproduction) de ce génotype
par le nombre de ses descendants attendus (ou moyen), s'il survit (définition de Maynard Smith
1989, p. 37-38).

Elle a d'abord été définie comme la contribution effective a la descendance; mais afin de tenir compte
des effets du hasard, elle fut ensuite définie comme le nombre moyen de descendants d'un type
d'organisme (dans un environnement donné); et finalement comme la capacité générale (due & toute
une série de traits physiologiques et anatomiques) de laisser des descendants dans un environnement
particulier.

2. Mesure de la valeur sélective (Niklas, 1997, p.19-21).

2.1. Survie

La survie comprend différentes composantes; elle peut étre estimée par la viabilité relative ou survie
différentielle des plantules jusqu'a l'dge de reproduction, la vitesse de développement des plantules; et
la longévité des individus adultes (surtout pour les plantes pérennes). Ce dernier paramétre est
difficilement mesurable.

2.2 Fertilité

Dans le cas d'une plante hermaphrodite, elle concerne les fonctions méle et femelle. Le terme de
fertilité ('fertility’ en anglais) est ambigu, car il peut désigner soit la fertilité potentielle d'un individu
(production de gameétes viables et potentiellement féconds, ovules et/ou pollen), soit sa fertilité

réalisée ou fécondité (production de descendants par voie femelle et/ou par voie male).

"(...) jemploie le terme de lutte pour I'existence dans le sens général et métaphorique, ce qui implique les
relations mutuelles de dépendance des étres organisés, et, ce qui est plus important, non seulement la vie de
l'individu, mais son aptitude ou sa réussite a laisser des descendants.” (trad. Daniel Becquemont, GF).




descendant issu d'autofécondation posséde deux copies du génome de la mere, alors que le
descendant issu d'allofécondation ne posséde qu'une copie du génome de la meére, et une copie
issue du pollen du pére. L'autofécondation confeére un avantage génétique double évident sur
l'allofécondation (Fisher 1941). De plus, en situation de pollen limitant (par exemple dans le
cas de populations a faible densité, ou en situation de colonisation), I'autofécondation permet
d'assurer la reproduction (cas des plantes annuelles autogames, (Baker 1955)). A cet avantage
s'oppose la dépression de consanguinité. L'autofécondation implique la mise sous forme
homozygote de nombreux alleles déléteres présents dans le génome (fardeau génétique)
(Crow & Kimura 1963). C'est pourquoi chez les espéces allogames, les descendants issus
d'autofécondation ont trés généralement une moins bonne valeur sélective par rapport a ceux
issus d'allofécondation. La différence de valeur sélective relative est appelée dépression de
consanguinité.

Du fait de la dépression de consanguinité, le rle de I'évitement de I'autofécondation est I'une
des forces majeures d'évolution des systémes de reproduction. Si la majorité des espéces sont
hermaphrodites, et donc potentiellement autofécondes, la cosexualité n'est pas toujours liée a
l'autogamie. En effet, différents mécanismes limitent l'autofécondation au sein d'une méme
fleur hermaphrodite ou entre fleurs d'un méme individu (geitonogamie) (Bawa & Beach
1981): (1) un décalage temporel des fonctions maéle et femelle (dichogamie): la déhiscence
des antheres précede la réceptivité du stigmate (protandrie) ou l'inverse (protogynie); (2) une
séparation spatiale des anthéres et des stigmates (herkogamie); (3) l'auto-incompatibilité:
mécanisme physiologique empéchant la germination ou la croissance de 'autopollen (systéme
gamétophytique, sporophytique, hétérostylie ou la taille du style et des étamines varie entre
individus; la fécondation ne peut avoir lieu qu'entre morphes différents).

La séparation des sexes au sein d'un méme individu (monoécie) et surtout entre individus (en
particulier si les fonctions male et femelle sont complétement séparées, cas de la dioécie) sont

d'autres moyens pour favoriser 'allogamie.

La réallocation des ressources

Une plante dispose de ressources limitées, qu'elle peut allouer a sa croissance, sa survie ou sa
reproduction, asexuée ou sexuée. La notion d'allocation des ressources est liée au 'trade-off'
anglais (lo1 de compensation de Darwin). La stratégie d'allocation de ressources d'une plante
détermine son phénotype sexuel; elle est soumise a différentes pressions de sélection qui ont
pour conséquence la production d'une seule fonction (male ou femelle), ou des deux fonctions
ainsi que la part allouée a chacune (Charnov et al. 1976). Dans son allocation a la
reproduction sexuée, la plante peut favoriser la fonction male ou la fonction femelle, ce qui

correspond a sa valeur sélective male ou femelle (voir encadré i.2: fertilité potentielle et
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Encadré i.2 (suite)

2.2.1 Mesure de Ia fertilité potentielle (pré-zygotique)
femelle (rarement effectuée dans la littérature): La mesure de la fertilité femelle en terme d'ovules

viables peut étre obtenue a 1’aide de colorant de viabilité.

male (plus fréquemment effectuée dans la littérature):

e quantité et qualité du pollen produit (germinabilité in vitro; coloration);

o efficacité de sa dispersion (disposition des étamines ou des fleurs).

Ces deux premiéres estimations correspondent a la fertilité méle (utilisée dans les modeles) et

concernent la phase de pollinisation. Un troisiéme parameétre concerne la phase post-pollinisation, pré-

zygotique:

o compatibilité >: le nombre de croisements potentiellement compatibles dans une population

donnée (Vekemans et al. 1998).

2.2.2 Mesure de fertilité réalisée, ou fécondité, ou succeés reproducteur (post-zygotique)

femelle (plus fréquemment effectuée dans la littérature): Jusqu'a un passé récent, les biologistes

n'avaient acces qu'a la fécondité femelle, facile a mesurer, car il suffit de compter le nombre de graines

par individu. Cette mesure a souvent servi d'estimation pour la valeur sélective reproductrice totale

d'un individu hermaphrodite.

o nombre d’ovules fécondés, s’il n’y a pas d’autofécondation des hermaphrodites.

e qualité des ovules fécondés, s’il y a autofécondation partielle : dans ce cas, les ovules
autofécondés peuvent €tre moins bons & cause de la dépression de consanguinité.

Dans les modeles, c’est ce qui est appelé ‘avantage femelle en fertilité” (des femelles par rapport aux

hermaphrodites).

maéle (encore rarement effectuée dans la littérature): La mesure de la fécondité mile, ou nombre de

descendants effectivement produits par le pollen d'un individu donné sur différents individus

'receveurs' (meéres des descendants), est devenue accessible grace aux analyses de paternité par

l'utilisation de marqueurs génétiques (enzymatiques, RFLPs, microsatellites; voir chapitre 3; Bertin

1988; Snow & Lewis 1993).

? Chez Eulimnadia texana, et chez Caenorhabditis elegans, deux espéces androdioiques, les hermaphrodites sont
incapables de se croiser entre eux; mais seulement de s'autoféconder. Seuls les males participent a la fécondation
croisée, et l'avantage en fertilité requis pour leur maintien en population peut étre inférieur a deux (Otto et al.

1993).




réalisée). Charmnov a montré que, quel que soit le systéme de reproduction (hermaphrodisme,
monoécie, dioécie), les allocations male et femelle doivent étre équivalentes, chez les
allogames. Les autogames, au contraire, vont avoir tendance a allouer moins a la fonction
male.

Les aspects théoriques de I'évolution de I'hermaphrodisme & la dioécie via des systemes
intermédiaires comme la gynodioécie ou l'androdioécie ont été développés (Lewis 1942;
Charlesworth & Charlesworth 1978; Bawa 1980; Ross 1981; Charlesworth 1984). A la suite
d'une mutation qui confére la stérilité male (ou femelle), un hermaphrodite devient unisexué.
Par réallocation de ses ressources, la plante male stérile (ou femelle stérile) acquiert ainsi un
avantage femelle (ou male) en fertilité. Les individus unisexués coexistent avec les
hermaphrodites (androdioécie ou gynodioécie). Ces systtmes de reproduction mixtes
présentent donc un intérét majeur en biologie évolutive pour analyser I'évolution vers la
dioécie; nous verrons plus loin leurs conditions de maintien. La transition vers la dioécie peut
se faire par la réallocation de ressource d'un sexe a l'autre chez les hermaphrodites, qui se
spécialisent vers la fonction male (ou femelle), favorisant ainsi I'extension de mutations qui
conférent la stérilit¢ femelle (ou male). Par exemple, Hebe subalpina, une espéce
morphologiquement gynodioique présente des individus hermaphrodites qui allouent leur
ressources principalement a la fonction male: dans ce cas, la transition de la gynodioécie & la
dioécie est presque achevée (subdioécie) (Delph 1990b). Cette deuxieme étape permet de

fixer génétiquement la séparation des sexes.

Le déterminisme du sexe

Chez la plupart des espéces d'Angiospermes 'expression du phénotype sexuel est déterminé
par des geénes nucléaires (Bull 1987); chez certaines especes il y a différenciation de
chromosomes sexuels. Cependant, des génes cytoplasmiques peuvent intervenir dans le
déterminisme de la stérilité male, notamment chez les espéces gynodioiques (Couvet et al.
1990).

L'expression du phénotype sexuel peut changer en fonction des conditions écologiques
(qualité du sol, densité de peuplement, pollinisateurs, etc...) et physiologiques de l'individu
(age, taille) chez certaines espéces dioiques (plus de 60 espéces, réf. in Richards 1997). Cette
labilité de I'expression du sexe peut s'observer chez quelques espéces. Par exemple, sous des
conditions environnementales de stress, les individus deviennent plutét méles (par ex. chez
Mercurialis annua pour la forme dioique, chez les Cucurbitacées, généralement monoiques).
Enfin, l'expression du sexe peut aussi étre modulée par une maladie. Un champignon

(Ustilago violacea) dont les spores remplacent le pollen peut induire la formation d'antheres
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chez les femelles de Silene dioica et Silene latifolia, favorisant ainsi la propre dispersion de

ses spores (Westergaard 1958).

Nous allons aborder I'étude de I'androdioécie a la lumiere tout d'abord des travaux théoriques
réalisés sur l'évolution des systémes de reproduction. L'androdioécie est le systéeme
symétrique de la gynodioécie, qui a fait I'objet de nombreuses études. C'est donc par rapport a
ce systtme que nous présenterons les différents aspects théoriques du maintien de

I'androdioécie.
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Encadré i.3. Déterminismes nucléaire et cytoplasmique du sexe

Cas de la gynodioécie Cas de I’androdioécie
1. Génes nucléaires, a hérédité biparentale

pollen K =2

K = avantage en fertilité
des unisexués
D OO0

= Les génes nucléaires sont transmis par voie male (pollen) et par voie femelle
(graines), et sont sélectionnés pour le maintien des deux fonctions, male et femelle.
= Dans le cas d “un déterminisme nucléaire, les unisexués doivent donc¢ avoir un
avantage en fertilité au moins de deux par rapport aux hermaphrodites pour étre
maintenus. = Avantage K>2 nécessaire

2. Génes cvtoplasmiques, a hérédité uniparentale...

...maternelle ...paternelle

.00

graines
Les génes cytoplasmiques a transmission Les génes cytoplasmiques a transmission
maternelle sont K fois mieux transmis par paternelle sont K fois mieux transmis par
les femelles. les males.

= Avantage K>1 nécessaire

=> Sélection pour la stérilité male = Sélection pour la stérilité femelle




Encadré i.3 (suite)

Cas de Ia gynodioécie Cas de Pandrodioécie

Geénes nucléaires, a hérédité biparentale
avec autofécondation des hermaphrodites

K = avantage en fertilité
des unisexués
graines ( )

S=05 S = taux d "autofécondation
des hermaphrodites
= les femelles sont toujours => les males n’ont accés qu’a une partie
allofécondées; I’avantage génétique di des ovules disponibles pour
a 1’autofécondation est réduit. I’allofécondation. Ici, I’avantage de 2

n ’est plus suffisant.

= Avantage K>2 nécessaire = Avantage K>2(1-s) nécessaire

Le maintien des males est plus difficile
que le maintien des femelles




Tableau i.1. Modeéles d'évolution de I'androdioécie. H : hermaphrodite ; M : male ; F : femelle

Déterminisme |Hypothéses Paramétres Conditions pour | Taux de M a I’équilibre (Me) Référence

de départ I'existence de M
Modeéele Pas de « = pollen produit par les H/M o* + f3* > 1 pour Charnov,
phénotypique, contraintes B = ovules produits parles H/F | I'existence d'H 1976
calcul FESS génétiques o*<0.5 pour

Allocations male 'existence de M

et femelle des H Courbe de fitness set

peuvent varier. concavo-convexe.
Un ou plusieurs | Valeur sélective | Ks = viabilité des zygotes M/H Sis=+0, 1-s Lloyd, 1975
locus nucléaires; | identique au sein | Kf = fécondité du pollen M/H 2(1-sd) ) KsKf -2
plusieurs de chaque s = taux d'autofécondation des H | KfKs > ————=  [Sis#0, Me = 1-sd
génotypes pour | phénotype sexue! | d = dépression de consanguinité 1-s KIKs 1-s +Kf 1+s— 2$d _y
un méme 1-sd 1-sd
phénotype Sis=0,

Sisco Me KfKs-2 wroid
is=0, = n i4,
KfKs > 2 Kf(I+Ks)—2 fencadré 4. casd)
Un géne Population infinie | K = avantage male Sisz0, K(1-5s)—2(1-sd) Charlesworth
nucléaire, alléle | Valeur sélective |s = taux d’autofécondation 2(1-sd) Sis20, Me = < 0.5 (encadré i.4, cas 2) {&
de stérilité identique au sein | d = dépression de consanguinite | K > =~ 7 2(K-1)(1-sd) Charlesworth,
dominant ou de chaque 1-s 1978
récessif phénotype sexuel K—-2
sis=0,K>?2 Sis=0, Me = ‘2—6(—_—5 (encadré .4, cas 1)

Un gene Population finie | Avantage male = 5 Inférieur a celui obtenu en modéle panmictique, pop infinie Pannell, 1997
nucléaire, alléle | Valeur sélective | Ovules produits par ies H = 200 {méme valeur asymptotiquement en augmentant I/E)
de stérilité identique au sein | Métapopulation de 2500 sites Equilibre obtenu stable, non dépendant des fréquences initiales.
dominant ou de chaque Nb individus max par sites Si E élevé : alléle dominant persiste a fréquence plus élevée que
récessif phénotype sexuel | K = 50 000 aliele récessif

E = Taux d’extinction

| = Taux d'immigration de
graines.

Générations discrétes

Modéle en iles et en "stepping-
stone'

Si E faible : alléle récessif persiste a fréquence plus élevée que
alléle dominant.




L'androdioécie, symétrique de la gynodioécie: contraintes

théoriques

Les modéles d'évolution et de maintien des systémes mixtes (gynodioécie, androdioécie) sont
fondés sur I'hypothése d'évolution a partir de I'hermaphrodisme considéré systéme ancestral.
Selon les hypothéses formulées concernant le déterminisme du sexe, ils peuvent se classer en
deux catégories: (1) les modéles génétiques, qui font intervenir de fagon explicite le
déterminisme génétique du sexe (nucléaire et en particulier cytoplasmique) et (2) les modéles
phénotypiques, ou le déterminisme du sexe n'intervient pas explicitement, pourvu qu'il soit
nucléaire et sans superdominance. Les résultats des principaux modeles concernant

I'androdioécie sont résumés dans le tableau i.1.

Modeéles génétiques a déterminisme nucléo-cytoplasmique du sexe
(voir encadré i.3)

L'encadré i.3 présente les cas symétriques de la gynodioécie et de l'androdioécie, dans les cas
d'un déterminisme nucléaire ou cytoplasmique du sexe.

Les génes nucléaires sont transmis par voies male et femelle, alors que les génes
cytoplasmiques sont & hérédité en majorité monoparentale. Chez la grande majorité des
Angiospermes, le cytoplasme est transmis essentiellement par voie maternelle. Peu de cas de
transmission uniquement paternelle de genes cytoplasmiques ont été mis en évidence
(Mogensen 1996 et voir revue dans Reboud & Zey 1994). Chez les Gymnospermes, les
mitochondries sont en général a hérédité maternelle et les chloroplastes a hérédité patemnelle.
Dans le cas d'une transmission maternelle, les génes cytoplasmiques sont sélectionnés pour
maximiser la voie femelle: un geéne cytoplasmique qui affaiblit ou supprime la fonction male
de la plante n'est pas désavantagé, et par une réallocation des ressources économisées sur la
voie male, il peut étre sélectionné. Inversement, les génes nucléaires sont sélectionnés pour
maximiser les deux voies de transmission. Cette divergence d'intérét entre génomes nucléaires
et cytoplasmique est un exemple de conflit génétique voir revue dans (Hurst et al. 1996),
appelé conflit nucléo-cytoplasmique (Cosmides & Tooby 1981).

Le déterminisme du sexe de la plupart des espéces gynodioiques est nucléo-cytoplasmique,
faisant intervenir des génes cytoplasmiques de stérilité male, et des génes nucléaires de
restauration de la fertilité male (Kaul 1988; Couvet et al. 1990; Saumitou-Laprade et al.
1994).

Dans le cas symétrique de l'androdioécie, 1l faut envisager une transmission paternelle de

génes de stérilité femelle. Chez les animaux, des cas de masculinisation par des facteurs
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Fe, Me, x: fréquences de femelles, de males e

dans une population d'hermaphrodites

Encadré i.4. Modéle phénotypique : gynodioécie et androdioécie

(d'aprés la thése de Sandrine Maurice (1992), et les modeles détaillés dans le tableau i.1)

Wi, Wh, Wm: valeurs sélectives femelle, hermaphrodite, male.
f, h, m: fréquences de femelles, méles et hermaphrodites dans la population.

t d'unisexués a I'équilibre.

K, Kf, Ks: avantages en fertilité et en viabilité des unisexués.

Sélection de femelles Sélection de males

dans une population d'hermaphrodites

Les hermaphrodites se reprodu

isent par la voie male et femelle

Les femelles ne se reproduisent que par la
voie femelle, d'ou la nécessité d'un avantage
femelle:

AF: production annuelle de graines des
femelles par rapport aux hermaphrodites (en

Les males ne se reproduisent que par la voie
male, d'ou la nécessité d'un avantage méle:

AM: production annuelle et efficacité du
pollen des males par rapport aux

allofécondation totale)

hermaphrodites.

1. Sans autofécondation
h
Wf = AF Wm= .__;.Al\_/l_____
AMm+h
Wh=1+ M Wh=1+ ___h_____
AMm+h
A 'équilibre, Wf = Wh; d'ou A l'équilibre, Wm = Wh; d'ou
.= AF-2 .o AM -2
2(AF-1) 2(AM -1)

Les femelles sont sélectionnées si AF>2

Conclusion: dans les deux cas, la fréquence d'unisexué a
avantage en fertilité (AF ou AM, noté K):

K-2
X=——"
2K -1)

Les males sont sélectionnés si AM>2

I'équilibre (Fe ou Me, notée x) ne dépend que de son

VK, x<50%




transmis par la voie male ont été décrits (Werren et al. 1981; Werren & van der Assem 1986);
mais chez les Angiospermes, ce modéle reste hypothétique, et un déterminisme nucléaire a été
identifié dans les deux seules espéces androdioiques ou le déterminisme du sexe a été étudié
(Pannell 1997b; Wolf et al. 1997).

Dans le cas d'un déterminisme nucléaire, les modeéles phénotypiques permettent de comparer

les différentes contraintes qui s'exercent sur le maintien de la gynodioécie et I'androdioécie.
Modeéles phénotypiques (voir encadre i.4)

Le sex-ratio a I'équilibre

Avec ou sans autofécondation des hermaphrodites, la fréquence d’unisexués ne peut dépasser
50% si ’avantage (male ou femelle) n’est dii qu’a une meilleure fertilité annuelle (encadré 1.4,
cas 1 et 2). Cette valeur de 50% est atteinte asymptotiquement quand I’avantage tend vers
Iinfini. Dans un systéme gynodioique, les hermaphrodites deviennent fonctionnellement
miles (Delph 1990b) et symétriquement, ils deviennent fonctionnellement femelles
(Anderson & Symon 1989) dans un systéme androdioique, ce qui correspond & une dioécie
fonctionnelle ou de la subdioécie. On retrouve ici pour les deux systemes le cas classique de
sélection pour un sex-ratio équilibré.

Par contre, si I’avantage des unisexués est dii en partie a une meilleure survie (encadré i.4, cas
3), les valeurs a 1’équilibre sont changées, et les fréquences d'unisexués peuvent alors

dépasser 50% (pour les adultes, mais pas pour les zygotes) dans les deux systemes.

Sans antofécondation: les contramtes sont identiques entre gynodioécie et androdioécie

Sans autofécondation des hermaphrodites, les modeles sont parfaitement symétriques et les
contraintes sont identiques entre les deux systémes, que 'avantage des unisexués soit exprimé
en fonction de la fertilité, ou de la viabilité. La fréquence des unisexués a l'équilibre est

identique (encadré 1.4, cas 1 et 3).

Avec antofécondation: les contramtes sont différentes entre gynodioécie et androdioécie

En revanche, s’il y a autofécondation des hermaphrodites (s) et dépression de consanguinité
(d) (encadré i.4, cas 2), les pressions de sélection sont différentes pour le maintien d’un
mutant male stérile ou femelle stérile dans une population d'hermaphrodites. On considére ici
que I’autofécondation ne consomme qu’une part négligeable du pollen, et ne diminue donc
pas les potentialités pour ’allofécondation (i.e. pas de "pollen discounting"), et on considere

que le taux d'autofécondation et la dépression de consanguinité sont des parametres fixes.

Cas de la gynodioécie
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Encadré i.4 (suite)
2. Avec autofécondation
s = taux d'autofécondation, d = dépression de consanguinité’
WE= AF Wm = AM.(1-5s).h
AMm+h
f+(1-s)h 1-s).h
Wh:(l—s)+2s(1—d)+AFf+( ) Wh=(1_s)+25(1_d)+~(~s)___
h AM.m +h
A I'équilibre, Wf = Wh; d'ou A I'équilibre, Wm = Wh; d'ou
-2(1-sd -
o= AT —2-s) AM TS
2[AF - (1-sd)] Me = l—sd
2(AM-1)
Les femelles sont sélectionnées si L Al { sélectionnés si AM > 2 1-5s
AF > 2(1 -sd) es males sont sélectionnés si > P

Conclusion: les conditions de sélection ne sont plus symétriques; la sélection de males est plus difficile.

3. Avec différence de fertilité et différence de survie, sans autofécondation

Sf, Sh, Sm: survie I'année suivante des femelles, males et hermaphrodites

ASf: avantage d0 a la survie des femelles par rapport aux hermaphrodites = i— 2? ;
ASm: avantage di a la survie des males par rapport aux hermaphrodites = 1—_—S§h—
—Sm
Wf=AF(1+Sf+Sf2+Sf3+...)=—Ai- Wm = AM.h
1-Sf (AM.m + h)(1 - Sh)

Wh = 1 +AF.f+h= 2 N AFf Wh = 1 N h

1-Sh h(1-Sh) 1-Sh h(1-Sh) 1-Sh  (AM.m+h)(1-Sh)
A I'équilibre, Wf = Wh; d'ou A I'équilibre, Wm = Wh; d'ou

. AFASf -2 Me = AM.ASm -2
AF(1+ ASf) -2 AM(1+ ASm) -2

Les femelles sont sélectionnées si AF.ASf>2 |Les males sont sélectionnés si AM.ASm>2

Conclusion: dans les deux cas, on trouve la fréquence d'unisexués a I'équilibre (Fe ou Me, notée x) en fonction
de leur avantage en survie (ASf ou ASm, notée Ks) et en fertilité (AF ou AM, notée Kf):

KfKs-2 . Kf+2
X = e x>50% si Ks >
Kf(1+Ks)-2 Kf

* Ici, ces deux paramétres sont considérés comme fixes



Les femelles sont de toutes fagons allofécondées ; 1’autofécondation des hermaphrodites ne
modifie pas leur propre valeur sélective. Les hermaphrodites, par contre, voient leur valeur
sélective femelle diminuée & cause de la dépression de consanguinité: les ovules
autofécondés sont moins viables que ceux allofécondés. C'est pourquoi, dés que la dépression

de consanguinité est non nulle, I’autofécondation favorise les femelles.

as de I'androdioécie

La partie des ovules ‘réservée’ a I’autofécondation par les hermaphrodites n’est plus
accessible a 1’allofécondation par les males : cela diminue leur valeur sélective relative.
Cependant, les hermaphrodites également voient leur valeur sélective diminuée a cause de la
dépression de consanguinité. La résultante est que 1’autofécondation défavorise les males,
sauf si la dépression est totale : dans ce cas, les ovules autofécondés sont perdus pour les
males et les hermaphrodites, et les males, s'ils produisent plus de pollen, ont une meilleure
valeur sélective. L'androdioécie est donc plus difficile & maintenir que la gynodioécie.

Nous allons voir en conclusion les principales conséquences de ces contraintes (mode
d'hérédité et évitement de l'autofécondation) sur la stabilit¢é des deux systemes de

reproduction.

Stabilité comparée de la gynodioécie et de l'androdioécie

La gynodioécie, systéme stable ou transitoire

Nous avons vu que les principales contraintes sur le maintien de la gynodioécie sont plus
faibles dans le cas d'un déterminisme nucléo-cytoplasmique, et que l'autofécondation des
hermaphrodites ne rend pas la sélection de mutant male-stérile (femelle) beaucoup plus
difficile. Au contraire, la stérilité male favorisant I’allogamie sera sélectionnée.

Chez les Angiospermes, la gynodioécie représente I'un des systémes les plus fréquents (7%)
(Delannay 1978); de nombreux travaux expérimentaux se sont intéressés a ce systéme, soit
comme un systeme intermédiaire entre I'hermaphrodisme et la dioécie, soit comme systéme
de reproduction stable (Lewis 1942; Charlesworth & Charlesworth 1978; Bawa 1980; Ross
1981; Frank 1989; Atlan 1991; Maurice et al. 1994; Schultz 1994; Ronfort 1995; Pannell
1997a).

D'une part, la gynodioécie a longtemps été décrite comme un systéme transitoire de passage
de 1'hermaphrodisme a la dioécie. L'évolution vers la dioécie peut se faire dés lors que les
locus qui affectent les fonctions male et femelle deviennent liés (Charlesworth &
Charlesworth 1978). D'autre part, le déterminisme nucléo-cytoplasmique du sexe chez la

plupart des Angiospermes gynodioiques sauvages (Kaul 1988; Couvet et al. 1990), a fait
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l'objet de nombreuses études théoriques et expérimentales qui montrent notamment que ce
systéme peut étre maintenu avec des valeurs d'avantage femelle faible (inférieure a deux), et

avec une dynamique a I'échelle de la métapopulation (Couvet et al. 1998).

L'androdioécie, systeme stable ou transitoire ?

L’androdioécie se différencie nettement de la gynodioécie par le déterminisme du sexe et les
contraintes qui lui sont associées. Nous avons vu que la gynodioécie pouvait étre maintenue
grace au déterminisme nucléo-cytoplasmique du sexe, pour lequel les contraintes sont faibles
(un avantage femelle supérieur a un est suffisant au maintien des femelles), méme en cas
d'autofécondation des hermaphrodites. En revanche, un tel déterminisme n'est pas décrit pour
I'androdioécie et dans le cadre d'un déterminisme purement nucléaire, le maintien de
l'androdioécie est soumis a de fortes contraintes. De plus, I'évitement de I’autofécondation ne
peut étre invoqué comme pression de sélection favorisant ’apparition de 1’androdioécie,
contrairement a la gynodioécie, du fait de la plus grande difficulté a sélectionner des maéles
dans une population d’hermaphrodites qui s’autofécondent. Ce sont sans doute ces contraintes

qui sont responsables de la rareté de 1’androdioécie.

Comme dans le cas de la gynodioécie, I’androdioécie a été discutée comme systéme
transitoire de l'évolution de I'hermaphrodisme vers la dioécie (Lloyd 1975: Charlesworth,
1984). 1l existe d'ailleurs des espéces initialement décrites comme morphologiquement
androdioiques, qui se sont révélés étre en fait subdioiques pour diverses raisons (pollen non
viable ou non fonctionnel, anthéres non déhiscentes), ou andromonoiques (Anderson &
Symon 1989 ; Muenchow 1998; Despres & Manicacci’ ).

Cependant, a I’inverse de la gynodioécie, l'androdioécie apparait comme extrémement rare
(Darwin 1877, Yampolsky & Yampolsky 1922): le terme d'androdioécie fut créé par Darwin
alors qu'il n'en connaissait aucun exemple. L'existence méme de ce systéme a été remise en
question (Charlesworth 1984), jusqu'a la description d'une espéce bel et bien

fonctionnellement androdioique, Datisca glomerata, (Liston et al. 1990).

Les especes androdioiques
Actuellement, a ma connaissance, seulement sept espéces d'Angiospermes sont
fonctionnellement androdioiques, c’est a dire chez lesquelles la fertilité male des

hermaphrodites a bien été vérifiée (voir tableau i.2).

*1s the alpine lily L/loydia serotina androdioecious? Soumis.
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Tableau i.2. Principales caractéristiques des espéces Angiospermes fonctionnellement androdioiques.

Espéce Famille Type Répartition' Autofertilité % males en Avantage male’ Déterminisme Référence
biologique s, d? population du sexe
Datisca Datiscacées Herbacée pérenne S-O Etats-Unis s =8a35% 0-24 2.93 (fert.) 2 locus (Liston et al. 1990)
glomerata anémophile d=10.16-0.17 Stérilité fem. (Philbrick & Rieseberg
récessive 1994)
Mercurialis Euphorbiacées Annuelle S Espagne, Autofertile, mais 0-38 4 - 10 (fert.) 1 locus (Pannell 1995; Pannell
annua anémophile Maroc allogame (protogynie) Stérilité fem. 1997b; Panneli 1997¢)
dominante
Schizopepon Cucurbitacées Annuelle Asie orientale Autofertile et 0-283 Non mesuré Pas connu (Akimoto et al. 1999)
bryoniaefolius entomophile fortement endogame
Oxalis suksdorfii  Oxalidées Herbacée pérenne Cote O Etats-Unis Autoincompatible 33 Non mesuré Pas connu (Ornduff 1972)
(tristylie)
Fraxinus ornus ~ Oléacées Arbre Europe centrale et Autofertile 50 Non mesuré Pas connu (Dommée et al. 1999)
entomophile Sud
Fraxinus Oléacées Arbre Japon Fortement autostérile 10 -49.7 8.5-10.4 (fert) Pas connu (Ishida & Hiura 1998)
lanuginosa entomophile 2.7 (féc.)
Phillyrea Oléacées Arbuste Méditerranée Autoincompatible 30-78 1.73 (fert.) Pas connu (Strasberg 1988;
angustifolia anémophile occidentale 2 (féc.) Vassiliadis et al.%)

! Répartition des formes androdioiques de I'espéce.
2 s = taux d'autofécondation, d = dépression de consanguinité.
3 mesuré en fertilité (fert.) ou fécondité (féc.).

* Vassiliadis C, Lepart J, Saumitou-Laprade P, Vernet P Self-incompatibility and male fertilisation success in Phillyrea angustifolia (Oleaceae). International Journal of
Plant Sciences, sous presse.



I faut néanmoins préciser que chez certaines autres especes, la fertilit¢ male des
hermaphrodites n'a pas été vérifiée d'une part (par ex. chez Saxifraga cernua (Molau 1992;
Molau & Prentice 1992), Fuchsia microphylla (Arizmendi et al. 1996), Neobuxbaumia
mezcalaensis (Valiente-Banuet et al. 1997)), et que d'autre part, certaines espéces s'averent
étre & sexe labile (par ex. Lloydia serotina, Manicacci et Despres, comm. pers.). Les
caractéristiques de ces espéces sont données en annexe 1.

La multiplication végétative est le mode de reproduction dominant chez les deux espéces
alpine-arctique Lloydia serotina et Saxifraga cernua. La reproduction sexuée semble limitée
par les conditions environnementales. Chez §. cernua seulement, un avantage male en terme
de production de bulbilles a été mesuré.

L'androdioécie est encore plus rare dans le régne animal, puisqu'elle n'a été décrite que chez
une crevette d'eau douce Eulimnadia texana (Sassaman & Weeks 1993), un nématode
Caenorhabditis elegans (Wood 1988) et un schistosome (Uterotrema burnsi/kreffti)(Platt &
Brooks 1997). Elle est présente également chez un champignon filamenteux (Gibberella
fujikuroi; Leslie & Klein 1996). Les caractéristiques de toutes ces espéces sont données en

annexe 1.

Parmi les sept especes d'Angiospermes androdioiques présentées dans le tableau i.2, seules
trois d'entre elles suivent les prédictions des modeles Datisca glomerata (Liston et al. 1990),
Mercurialis annua (Pannell 1997d) et Fraxinus lanuginosa (Ishida & Hiura 1998). Chez ces
trois especes, les fréquences des males en populations naturelles sont faibles; les avantages
males élevés (en fertilité/fécondité et survie), et les hermaphrodites sont soit auto-
incompatibles (F. lanuginosa, Ishida & Hiura 1998), soit ils sont bien autofertiles, mais
fortement allogames (D. glomerata, Fritsch & Rieseberg 1992 et M. annua, Pannell 19974d).
De plus, pour deux d'entre elles (D. glomerata, Wolf et al. 1997 et M. annua, Pannell 1997b),
le déterminisme du sexe a été étudié et il s'est effectivement avéré nucléaire impliquant un a
deux locus.

Les quatre espéces restantes du tableau 1.2 posent probléme par rapport aux attendus
théoriques: deux herbacées, Schizopepon bryoniaefolius (Akimoto et al. 1999) et Oxalis
suksdorfii (Ornduff 1972); et deux arbres, Fraxinus ornus (Dommeée et al. 1999) et Phillyrea
angustifolia (Lepart & Dommée 1992; Traveset 1994; Vassiliadis et al. sous presse’).

1. Le taux d'autofécondation est trés €levé chez S. bryoniaefolius (Akimoto et al. 1999)

3 Vassiliadis C, Lepart J, Saumitou-Laprade P, Vernet P Self-incompatibility and male
fertilisation success in Phillyrea angustifolia (Oleaceae). International Journal of

Plant Sciences, sous presse.
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2. Les fréquences de males en populations naturelles sont tres élevées chez les espéces
d’arbres : P. angustifolia (Lepart & Dommée 1992) et F. ornus (Dommée et al. 1999).

3. L'avantage maéle n'est mesuré que chez P. angustifolia, mais n'est pas suffisant pour
expliquer les fortes fréquences de méles observés en populations naturelles.

Cependant, diverses explications peuvent étre avancées pour expliquer l'existence de

l'androdioécie chez ces especes:

1. L'autofertilité des hermaphrodites, méme marginale et non significative en présence de
pollen extérieur, leur permet de se reproduire méme en faible densité et de coloniser de
nouveaux sites (F. ornus). La forte autogamie de S. bryoniaefolius est en fait
négativement corrélée a la fréquence des males en population; cette variation fréquence-
dépendante n'est pas prise en compte dans les modéles.

2. Les fortes fréquences de males ne sont observées que chez les especes ligneuses comme
F. lanuginosa (Ishida & Hiura 1998), F. ornus (Dommée et al. 1999), P. angustifolia
(Lepart & Dommée 1992) et P. latifolia (Aronne & Wilcock 1994). Une meilleure
croissance végétative et survie des males par rapport aux hermaphrodites permettrait
d’expliquer en partie ces fortes fréquences; cette hypothése a été avancée chez F.

lanuginosa (Ishida & Hiura 1998) et P. angustifolia (Strasberg 1988).

Origine de | androdioécie

L'androdioécie est théoriquement considérée comme une étape intermédiaire de 1'évolution de
I’hermaphrodisme vers la dioécie (ou la séparation des sexes). Cette hypothése est bien
vérifiée pour certaines des espéces androdioiques étudiées :

Oxalis suksdorfii est clairement issue d'un hermaphrodite tristyle (Ornduff 1972) ; Phillyrea
angustifolia présente des fleurs males avec pistillode, ce qui laisse supposer une origine
hermaphrodite (Lepart & Dommeée 1992; Traveset 1994); et Neobuxbaumia mezcalaensis a
des espéces sceurs hermaphrodites, comme la majeure partie des Cactées (Valiente-Banuet et
al. 1997).

Chez les animaux, 1’androdioécie observée chez Eulimnadia texana (Sassaman & Weeks
1993), Caenorhabditis elegans (Wood 1988) et Uterotrema burnsi/kreffti (Platt & Brooks
1997) est issue d’un état ancestral hermaphrodite autofertile. Les méales ont été produits par
autofécondation des hermaphrodites. Les hermaphrodites, toujours autofertiles, restent
incapables de se croiser entre eux : ils jouent le role de femelle. Les males ont, de ce fait, un
avantage en fertilité par rapport aux hermaphrodites.

Chez Gibberella fujikuroi (Leslie & Klein 1996) les lignées femelle-stériles sont issues de

lignées hermaphrodites autofertiles. Dans ce cas, ces lignées produisent des spores qui
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peuvent jouer le role de gametes males mais aussi de spores végétatives, ce qui leur confére
un avantage en multiplication végétative.

Une origine dioique est pourtant soupgonnée chez d’autres especes.

Chez Mercurialis annua, l'ensemble des espéces sceurs (les 6 autres mercuriales) sont
dioiques, ce qui suggeére fortement une évolution de 1’androdioécie & partir de la dioécie. Chez
Datisca glomerata, une premiere étude phylogénétique montrait également une origine
dioique pour Datisca glomerata (Rieseberg et al. 1992); mais une étude plus récente a remis
en cause cette conclusion, et montré que 1'on ne pouvait trancher clairement entre une origine

hermaphrodite ou dioique (Swensen et al. 1998).

Contramtes de ['androdioéce dans le cadre d'un détermirisme nudéaire du sexe
En résumé, dans la mesure ou toutes les especes décrites (en particulier Phillyrea, Desplanque

1994) présentent trés probablement un déterminisme nucléaire du sexe (D. glomerata et M.

annua (Pannell 1997b; Wolf et al. 1997)), les contraintes liées au maintien des males en

population seront :

1. un avantage male : supérieur & deux (avantage en fertilité seul, ou produit des avantages

en fertilité et survie);

2. pas ou peu d’autofécondation (sauf si elle est associée 2 une tres forte dépression de
consanguinité).

3. un taux de males a I’équilibre inférieurs a 50% (pourvu que 1’avantage méle s’exprime en

terme de fertilité seulement);

Dans le chapitre suivant, nous allons présenter plus en détail le modele biologique de cette

these, Phillyrea angustifolia.
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Chapitre 1

Phillyrea angustifolia, une espéce
androdioique ?



Chapitre 1. Phillyrea angustifolia, une
espece androdioique ?

Généralités sur Phillyrea angustifolia

Position systématique au sein des Oléacées

Les Oléacées forment une famille d'environ 600 espéces réparties en 24 genres, contenant
principalement des arbres et des arbustes, et quelques lianes. Leur distribution géographique
est trés vaste: Eurasie principalement, Afrique, Australie, Amérique. Cette famille existe des
le Miocéne supérieur (présence de pollen fossiles) (Johnson 1957).

La classification présentée est la plus récente (Wallander & Albert 1999), elle fait état de 5
tribus, présentées dans le tableau 1.1. La plupart des genres sont hermaphrodites, mais il
existe une grande variété de systtmes de reproduction, indiqués pour chaque genre entre

L4
parenthéses .

Tableau 1.1. Les 5 tribus d’Oléacées (Wallander & Albert 1999)

Tribus Sous-tribu Genres (systéme de reproduction)
Fontanesieae Fontanesia (H?)
Forsythieae Forsythia (Het), Abeliophyllum (H)
Myxopyrae Myxopyrum (H), Nyctantes, Dimetra
Jasmineae Jasminum (Het), Menodora (H)
QOleeae Syringeae Ligustrum (H), Syringa (H)
Schrebereae  Comoranthus (H?), Schrebera (Het)
Fraxineae Fraxinus (H, P, A)
Oleeae 12 genres ( voir tableau 1.2)

Légende : H: hermaphrodisme; H?: les fleurs ne sont pas deécrites explicitement hermaphrodites ;

Het : hétérostylie ; P : polygamodioecie (présence de fleurs unisexuées), A : androdioécie.

C’est dans la sous-tribu des Oleeae répartie sur ’ensemble du globe que la plus grande
diversité de systémes de reproduction est observée (tableau 1.2): I’androdioécie y a été

décrite dans deux genres, Phillyrea et Osmanthus.

* Les références sont données dans http://www.systbot.gu.se/staff/evawal/welcome.html
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Tableau 1.2. Les genres de la sous-tribu des Oleinés et leur systeme de reproduction.

Genre Systeme de Nombre Répartition géographique
reproduction d'espéces
Chionanthus H 80 Amérique, Afrique, Asie, Australie
Haenianthus H? 3 West Indies
Noronhia H 40 Madagascar, Comores
Olea H, P 1 Méditerranée
40 Afrique du Sud, Asie du Sud, Est de I'Australie,
Nouvelle Calédonie
Forestiera P,D 15 Sud des Etats-Unis, Mexique; West Indies,
Amérique du Sud.
Priogymnanthus  H? 2 Amérique du Sud
Nestegis P,D 4 Nouvelle Zélande
1 Hawar
Notelaea H 9 Australie, Tasmanie
Osmanthus H?, D, A 30 SE Asie, Nouvelle Calédonie, Amérique du Nord
(USA et Mexique)
Phillyrea A 3 Méditerranée
Picconia H? 1 Macaronésie
Hesperelaea H 1 Mexique (1)

Légende : H: hermaphrodisme; H?: les fleurs ne sont pas décrites explicitement hermaphrodites ; P:

polygamodioecie (présence de fleurs unisexuées) ; A: androdioécie; D: dioécie ; T :espéce éteinte.

Le genre Phillyrea

Tournefort en 1719 donna le nom a ce genre d'arbustes méditerranéens, d'apres Dioscoride.
Linné en 1747 le place entre le troene (Ligustrum) et l'olivier (Olea); plusieurs especes de
Phillyrea furent d’ailleurs classées dans ce dernier genre (Sebastian 1956). La premiére
version de Species Plantarum (1753) mentionne deux especes angustifolia et latifolia, mais la
seconde version (1762) en inclut une troisiéme, media, ainsi que diverses variétés. Le statut
taxinomique de ces espéces varie ensuite selon les auteurs; plusieurs incluent media dans
latifolia.

De fait, les distinctions entre ces espéces reposent essentiellement sur des caractéres de
morphologie foliaire, caractéres qui présentent une trés grande variabilité: toutes les formes
intermédiaires peuvent €tre trouvées entre la feuille d'angustifolia et celle de latifolia; un
botaniste a méme décrit 150 sous-especes (Sennen 1935).

Les trois espéces mediterranéennes, angustifolia, latifolia et media sont les plus
communément admises, méme s'il reste trés difficile de distinguer media de latifolia;

I'hypothese d'hybridation a été souvent formulée en se basant sur la morphologie (Clos 1906;
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Regel 1949; Sebastian 1956). Desplanque (1994) en utilisant des marqueurs chloroplastique
(RFLP) a montré que des individus angustifolia et latifolia de la méme région partageaient les
mémes types chloroplastiques, et étaient plus proches entre eux que des individus de la méme
espéce mais de régions différentes (Languedoc, Maroc, Sicile). Ce résultat montre I'existence
de flux de genes entre latifolia et angustifolia. De plus, une expérience préliminaire de
pollinisation croisée entre individus /atifolia (pollen) et angustifolia (hermaphrodite receveur)
a permis d’obtenir des fruits (J. Lepart, comm. pers.).

Le systéme de reproduction de Phillyrea latifolia a été brievement étudié (Aronne & Wilcock
1994) (voir annexe 1). cette espece est morphologiquement androdioique : les hermaphrodites
produisant du pollen normal et viable, mais qui n’a pas été testé en croisements. Les méles
produisent 4.2 fois plus de pollen que les hermaphrodites. Cependant, la trés forte fréquence
de males observée sur la population étudiée pose probléme : on peut se demander s’il ne s’agit
pas d’une espéce subdioique. Des croisements utilisant le pollen d’hermaphrodites

permettraient de vérifier la fertilité male effective des hermaphrodites.

Une étude phylogénétique de la position de Phillyrea au sein des Oléacées pourrait permettre
de déterminer 'origine de I’androdioécie : ce systeme de reproduction a-t-il évolué a partir de
I'hermaphrodisme, ou de la dioécie ? Récemment, la phylogénies des Oléacées a été réalisée a
l'aide de séquences de l'intron rps16 et de la région trmL-F (chloroplastiques) (Wallander &
Albert 1999) (voir figure 1.1A) et a partir de RFLP d'ADN chloroplastique (Besnard et al.,
soumis’) (voir figure 1.1B). Si I’on se place au niveau des principales tribus, les deux
phylogénies sont contradictoires. Selon celle de Wallander, 1’androdioécie est apparue une
fois a partir de ’hermaphrodisme, et la dioécie apparait comme un caractére dérivé (fig. 1A,
les Fraxineae apparaissent comme groupe frére des Oleae). Selon celle de Besnard et al.,
I’androdioécie apparait au moins deux fois. Enfin, les deux phylogénies ne sont pas assez
résolutives au sein de la tribu des Oleeae pour déterminer le groupe frere de Phillyrea et

conclure sur l'origine de I'androdioécie chez Phillyrea.

Ecologie et répartition géographique
Les trois espéces sont circum-méditerranéennes (Fig. 1.2). P. latifolia s’étend sur tout le
bassin méditerranéen, jusque dans sa partie orientale (Grece, Turquie, Israél) (Fig. 1.2A) ,

alors que la répartition de P. angustifolia est restreinte a I'ouest du bassin méditerranéen, du

Portugal jusqu'a l'ex-Yougoslavie (Fig. 1.2B) (Sebastian 1956). En Languedoc, P.

5 Revision of the taxonomy of the genus Olea using molecular approaches. Besnard, G, Green PS et Bervillé, A.

soumis & Plant Systematics and Evolution.
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Figure 1. 3. Buisson de Phillyrea angustifolia en Figure 1.6. Rameaux de P. angustifolia
population naturelle. portant des fruits mirs.

A.x1.5 B. x6
Figure 1.4A et B. Inflorescences hermaphrodites. Sur chaque fleur, le stigmate globuleux est bien
visible entre deux étamines écartées.

A.x1.5 B. x10
Figure 1.5 A et B. Inflorescences males. Vous remarquerez le pistillode réduit entre deux
étamines.



angustifolia se rencontre dans la zone des garrigues, ou il est commun mais rarement
dominant; il est présent de fagon plus ou moins sporadique dans la plaine littorale. En
Camargue, son extension a été observée depuis les années 40; extension due principalement
au changement de mode d'utilisation de la terre, et a la dispersion de ses graines par les

oiseaux (Strasberg 1987; Lepart & Debussche 1991).
Biologie de I'espece

Apparell végératsf; croissance et suruie

P. angustifolia est un arbuste a feuillage persistant (Fig. 1.3) qui peut atteindre 4m de haut. De
nombreux rejets partent d'un lignotuber, et lui conférent une forme de buisson dense et
ramifié. Le lignotuber est un plateau lignifié a la base de la tige principale, a demi enterré,
contenant de nombreux bourgeons dormants, et constituant une zone d'accumulation de
l'amidon, ce qui permet une régénération rapide des parties aériennes apres perturbation
(broutage, incendie) (Strasberg 1988), mais rend tres difficile la détermination précise de I'age
de I'individu.

Les males possédent un plus grand nombre de rameaux et ont une meilleure croissance

végétative, ainsi qu'une plus grande longévité que les hermaphrodites (Strasberg 1988).

Floraison

La floraison est abondante, un méme individu peut porter plusieurs milliers de fleurs. Elle
dure 3 a 4 semaines au sein d'une population, et se déroule en mars-avril. La pollinisation est
anémophile (les fleurs sont sans nectar).

Les rameaux d'un an portent a l'aisselle de chaque feuille une ou deux inflorescences serrées
(Figs. 1.4 et 1.5), de 4 a 9 fleurs de petite taille (2-3 mm), sans nectar, qui s'ouvrent
successivement au sein d'un individu. Les méme individus ne fleurissent pas chaque année
(obs .pers. et (Lepart & Dommée 1992)). Plusieurs botanistes avaient déja observé chez P.
angustifolia des individus males et hermaphrodites (Gerber & Kieffer 1896; Sebastian 1956).
Les fleurs méles et hermaphrodites ont deux étamines de taille identique (fig. 1.4B et 1.5B)
qui contiennent la méme quantité¢ de pollen mais avec une forte variabilité¢ inter-individu
(Lepart & Dommeée 1992). Les males possédent un plus grand nombre d'inflorescences par
rameaux (6.34 vs. 4.66) et les inflorescences males possédent un plus grand nombre de fleurs
en moyenne que les inflorescences hermaphrodites (7.56 vs. 5.96; soit un avantage global en
fertilité de 1.73) (Strasberg 1988). Mais l'architecture des inflorescences est identique et ne
favorise pas la dispersion du pollen pour les males (comme c'est le cas chez la mercuriale

(Pannell 19974d)).
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Tableau 1.3 . Présentation des 32 stations de P. angustifolia du Sud de la France et des 3 stations des Baléares.

Stations du Sud de la France

e FEtudiées en 1988 (Strasberg)
Région station age milieu densité Nind M H total % fleuris %M Binomiale P
Camargue Nord BV Nord 1970 prairie haute <0,2 105 44 37 81 77,14 54,32 0.8129 NS
BV Clairiére 1985 prairie haute 0,73 137 50 52 102 74,45 49,02 0.4606 NS
BV Salant 1970 sansouire 0.4 124 60 49 109 87,90 55,05 0.8749 NS
BV Est 1970 sansouire <0,2 191 75 70 145 75,92 51,72 0.6908 NS
BV Sud 1942 pature 0,28 114 44 52 96 84,21 45,83 0.2376 NS
Relongues 1942 pature <0,2 102 32 61 93 91,18 34,41 0.0017 -
BB llot 1970 sansouire <0,2 135 36 27 63 46,67 57,14 0.8963 NS
BB Sud 1970 <0,2 44 9 14 23 52,27 39,13 0.2024 NS
Cerisiéres 1960 047 131 40 78 118 90,08 33,90 0.0003 e
Lévadon 1 1960 levée de terre 0,56 111 49 60 109 98,20 44 95 0.1691 NS
Lévadon 2 1953 0,36 67 32 35 67 100,00 47,76 0.4036 NS
CF Nord 1978 prairie haute <0,2 102 51 50 101 99,02 50,50 0.5788 NS
CF Grands 1942 prairie haute 0,02 151 88 63 151 100,00 58,28 0.983 NS
CF Centre 1978 prairie haute <0,2 108 50 49 99 91,67 50,51 0.5796 NS
Joncs 1970 discontinue, taches de jonc <0,2 173 72 50 122 70,52 59,02 0.9816 NS
Férigoulet 1942 pature <0,2 124 71 46 117 94,35 60,68 0.9921 NS
Cabane Rouge 1942 discontinue, taches de jonc 0,26 102 47 52 99 97,06 47 47 0.3439 NS
Clos de la Ville 1930 friche 0,9 101 76 22 98 97,03 77,55 1.00E-08 bl
Camargue Sud Dune ilot 1978 dunes <0,2 254 70 82 152 59,84 46,05 0.1862 NS
Dune Haute 1953 dunes <0,2 173 59 109 168 97,11 35,12 7.00E-05 hiad
Dune Creux 1978 dunes 0,65 110 46 49 95 86,36 48,42 0.4188 NS
Dune Basse 1970 dunes - 118 48 52 100 84,75 48,00 0.3822 NS
Dune Plate 1978 dunes - 138 54 50 104 75,36 51,92 0.6879 NS
e FEtudiées successivement en 1985-1986-1987 (Lepart et Dommée, 1992)
Montpellier La Gardiole friche depuis 1970 - 99 53 38 91 91,9 58,2 0.954 NS
Camargue Nord Tour du Valat1 prairie - 149 63 74 137 91,9 46.0 0.196 NS
Port-la-Nouvelle Sainte Lucie fle, avec joncs - 153 61 80 141 92,2 43,3 0.065 NS
e Etudiées en 1997 (Vassiliadis et Lepart)
Camargue Nord Tour du Valat2 prairie - 127 59 57 116 91,3 50,9 0.61 NS
Camargue Sud Salins A petite dune - 20 9 9 18 90,0 50,0 0.593 NS
Camargue Sud Salins B petite dune - 25 12 13 25 100,0 48,0 0.5 NS
Montpellier Grand Travers prairie sableuse - 106 49 56 105 99,1 46,7 0.279 NS
Montpellier La Boissére garrigue, ancien champs - 192 90 83 173 90,1 52,0 0.728 NS
Montpellier Montméze garrigue - 106 28 67 95 89,6 29,5 4.00E-05 o
Total 32 stations 3892 1627 1686 3313 85.123 49.11
Stations des Baléares étudiées par Traveset (1994)
Cabrera Port - 31 10 21 31 100,0 32,3 0.035 NS
Cabrera Cala Gandulf - 31 12 19 31 100,0 38,7 0.141 NS
Majorque Port des Canonge - 34 7 27 34 100,0 20,6 4E-04 *
Total 3 stations - 96 29 67 100,0 30,2 TE-05 0,0060

Légende - age : déterminé par des photos aériennes ; densité : en nombre d’individus par m? ; Nind : nombre total d’individus dans la station ;M : males ; H : hermaphrodites ; Binomiale : test de I’écart par rapport a un
sex-ratio de 1 :1 ; NS : non significatif. Les stations présentant un excés significatif de méles sont indiquées en bleu ; celles présentant un excés significatif d"hermaphrodites sont indiquées en rouge



Les fleurs hermaphrodites (Fig. 1.4) ont un stigmate bien développé, sur un style court,
l'ovaire contient 4 ovules (2 par loges). Elles sont protogynes, bien que la déhiscence des
antheres ait lieu alors que le stigmate est encore réceptif (autopollinisation possible). De plus,
au sein d'une inflorescence, le pollen d'une fleur précoce peut atteindre les stigmates des
fleurs plus tardives (geitonogamie possible au sein d'une inflorescence ou d'un rameau).

Les fleurs males (Fig. 1.5) n'ont qu'un pistillode trés réduit sans stigmate.

Apres fécondation, les fruits se développent jusqu'a leur maturité au mois de septembre: ce
sont de petites drupes noires (Fig. 1.6) (5§ mm), ovoides puis sub-globuleuses a maturité, & une
seule graine (trés rarement deux, obs. pers.), disséminées par les oiseaux en automne-hiver
(Lepart & Debussche 1991).

La floraison est également suivie par une période végétative de croissance des rameaux

jusqu’en été.

L'androdioécie chez Phillyrea angustifolia

La stérilité femelle et sa stabilité

Les fleurs males sont en réalité femelle-stérile : ’ovaire est trés peu développé, et le stigmate
est petit, brun-rougeatre et avorté. La taille du pistil est significativement plus petite chez les
males (Lepart & Dommée 1992) (Fig. 1.5).

Le suivi sur trois ans des individus en populations (Lepart & Dommée 1992) et sur 10 ans des
469 individus issus de croisements plantés au terrain d’expérience du CEFE a Montpellier ont
montré une tres grande stabilité des phénotypes sexuels (Dommée, comm. Pers.).

L’expression du sexe au sein d’un individu a été étudiée dans les populations du sud de la
France, sur 20 males et 23 hermaphrodites. Aucune fleur hermaphrodite n’a été observée sur
les individus males, et seulement deux hermaphrodites de la population de la Gardiole
présentaient plus de 10% de fleurs males (Lepart & Dommée 1992). Dans le sud de
I’Espagne, sur un total de 66 individus, 6 hermaphrodites présentaient de 10 a 50% de fleurs
males ; et 2 males de 10 a 25% de fleurs hermaphrodites (Traveset 1994). La coexistence de
fleurs males et hermaphrodites au sein d’un méme individu suggére une origine
andromonoique. Phillyrea media et latifolia ont été décrits comme andromonoique par

Campbell (Campbell 1922) et Armenise (1956) respectivement.

Les fréquences de stérilité femelle en populations

Les fréquence de males ont été mesurées dans 35 stations présentées dans le tableau 1.3 ; 32
stations ont été étudiées dans le sud de la France par Strasberg (1988), Lepart et Dommée

(1992) et durant ma thése, et trois stations en Espagne dans les Baléares (Traveset, 1994).
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Les fréquences de méiles observées sont différentes entre les Baléares et le Sud de la France.
Dans les populations étudiées aux Baléares, les fréquences de males sont voisines de 30%, et
significativement inférieures a 50% (Gp (1ddl) = 15,46, P<0.0001, test G d'hétérogénéité ou
test de 'goodness of fit' répliqué, voir Sokal & Rohlf, 1995, p. 715-724). Traveset fait
également mention de fréquences semblables (25 a 30 % de maéles) pour des populations
situées sur le continent (Traveset, 1994).

En revanche, dans le sud de la France, sur I’ensemble des populations étudiées les fréquences
de méles ne sont pas significativement différentes de 50% (Gp (1ddl) =1.051, P = 0.305).

Par la suite, nous nous intéressons surtout aux populations du sud de la France, pour estimer
I’hétérogénéité des fréquences de males dans une méme région géographique. L’hétérogénéité
est significative (Gy (31ddl) = 111.84, P < 0.0001, test G d'hétérogénéité ou test de 'goodness
of fit' répliqué, voir Sokal & Rohlf, 1995, p. 715-724). En effet, 4 populations sur 32
présentent un exceés d’hermaphrodites, comme aux Baléares (Relongues, Cerisieres, Dune
Haute et Montmeze, de 29.5 a 35.1% de males) ; et une population présente un exceés de méiles
(Clos de la Ville, 78% de males).

Les stations présentant un exces d’hermaphrodites correspondent a une installation plus ou
moins récente de Phillyrea (Strasberg, 1988). A Relongues, la densité n'a pas augmenté
depuis 1942 sous l'effet du paturage intense par les bovins: & Cerisieres, le groupe de
Phillyrea est isolé sur une levée de terre, au milieu des sansouires ; & Dune haute, sur le
littoral, la station sur le sommet d'une dune correspond aussi a I'un des rares sites d'installation
possible pour cette espéce. Enfin, 8 Montmeéze, la population se situe dans une friche apreés
incendie, et Phillyrea est en compétition avec d’autres especes buissonnantes. Les effets de la
densité ou de I’Age sur ces sex-ratio déséquilibrés ne présentent pas de tendance claire.

La station du Clos de la Ville ot I’on observe un fort exces de males (78%) correspond au
peuplement le plus agé (1930) et le plus dense (presque un individu par m?). Dans ce
peuplement, les males sont aussi significativement plus grands et plus larges que les
hermaphrodites. Cette derniére observation suggere un avantage en croissance végétative et
en survie des males par rapport aux hermaphrodites (Strasberg 1988).

Par ailleurs, des descendances issues de pollinisation libre d'hermaphrodites de la population
de la Gardiole (Lepart & Dommée 1992) ont été plantés sur le terrain d'expérience du CEFE a

Montpellier en 1987 (tableau 1.4). C'est sur une partie de ces individus que j’ai réalisé des
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Tableau 1.4. Sex-ratio des descendances de pollinisations libres d'individus de la population
de la Gardiole (Lepart & Dommée 1992) plantées sur le terrain d'expérience du CEFE en
1987, et (binomiale).

Mére code M H NF morts  Total  %fleuris %M Binomiale P
C1 A 5 10 3 4 22 83,33 33,33 0.092 NS
76 B 12 8 1 1 22 95,24 60,00 0.12 NS
68 Cc 13 7 1 1 22 95,24 65,00 0.074 NS
52 D 8 13 1 0 22 95,45 38,10 0.097 NS
43 E 6 11 5 0 22 77,27 35,29 0.094 NS
78 F 9 11 1 1 22 95,24 45,00 0.16 NS
12 G 6 12 3 1 22 85,71 33,33 0.071 NS
B3 [ 0 2 1 2 5 66,67 0,00 0.25 NS
13 J 6 7 7 2 22 65,00 46,15 0.209 NS
102 K 9 6 4 3 22 78,95 60,00 0.153 NS
49 L 2 1 2 0 60,00 66,67 0.375 NS
46 M 4 1 0 0 100,00 80,00 0.156 NS
50 N 16 4 0 2 22 100,00 80,00 0.005 **
56 0o 1 4 0 0 5 100,00 20,00 0.156 NS
104 12 2 0 8 22 100,00 85,71 0.006 >
40 17 4 0 1 22 100,00 80,95 0.003 **
103 10 3 8 1 22 61,90 76,92 0.035 *
Total 136 106 37 27 306 86,74 56,20 0.008 *

Code: nom de la famille (utilisé dans les expériences de pollinisation contrélées en 1995 et 1996, voir
chapitre 2) ; M : males, H: hermaphrodites, NF : individus non fleuris, Binomiale : test de I'écart par

rapport a un sex-ratio 1 :1.

expériences de pollinisations contrélées en 1995 et 1996 (Chapitre 2). Les sex-ratio des
descendances sont globalement non significativement différents de 1:1 (Gp (1ddl) non
significatif, P = 0.053). Les fréquences ne sont pas homogene (Gy (17ddl)=41,40,
P <0.001). En effet, dans 4 descendances sur 17, le sex-ratio est biaisé en faveur des males.
Une meilleure survie (8 morts dans la descendance de 104) ou une plus grande précocité des

males (8 non fleuris dans la descendance 103) peuvent expliquer en partie ces biais.

L'hérédité du sexe

Des croisements contrdlés ont été réalisés par Jacques Lepart et Bertrand Dommeée, en 1987,
sur 4 hermaphrodites receveurs (croisements par males, par hermaphrodites, et
autofécondations). Les 512 individus vivants résultants de ces croisements sont suivis chaque
année pour leur phénotype sexuel. A ce jour, 469 ont été sexés. Cependant, les génotypes des
individus définis a I’aide de marqueurs microsatellites remettent en cause l'origine de certains
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des descendants. Le génotypage de tous les individus est en cours, et permettra d'établir de
fagon certaine les sex-ratio dans chaque descendance, et donc d'inférer une hypothese sur le
déterminisme du sexe chez P. angustifolia.

Par ailleurs, nous avons vu (encadré i.3, génes cytoplasmiques) qu'une stérilité femelle
cytoplasmique a hérédité paternelle (cas androdioécie) nécessite un avantage male trés faible
(K>1). La recherche de compartiments d'information génétique a hérédité paternelle a donc
été entreprise chez P. angustifolia, ce qui a fait I’objet d’'un DEA (Desplanque 1994). Des
marqueurs RFLP mitochondriaux ont permis d'analyser 26 individus issus de croisements par
hermaphrodite, par male et par autofécondation. Dans tous les cas, la mitochondrie est bien a
transmission maternelle et ne peut pas étre considérée comme agent responsable de la stérilité
femelle. La transmission du chloroplaste, elle, n’a pas pu étre analysée, car les marqueurs
chloroplastiques obtenus par RFLP étaient monomorphes pour les individus des croisements.
Enfin, la transmission d’éventuelles bactéries ou autres compartiments a information
génétique extra-nucléaires n’a pas été analysée (mais aucun signal d'hybridation n'a été obtenu
avec des sondes plasmidiques).

En conclusion, un déterminisme purement nucléaire reste le plus probable.
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Les objectifs de la these

L'androdioécie chez Phillyrea angustifolia est clairement établie morphologiquement.

Cependant, au regard des attendus théoriques des modéles nucléaires chez les espéces

androdioiques, les fréquences de males proches de 50% observées dans la majorité des

populations ¢étudiées du Sud de la France ainsi que le faible avantage male mesuré en fertilité

suggerent que le systéme de reproduction chez cette espéce serait plutot subdioique.

La principale question abordée lors de ma thése est donc d'établir le statut d'androdioique

fonctionnelle chez cette espéce. Dans cette optique, trois parametres du systeme de

reproduction seront particulierement étudiés:

1. la fertilité male des hermaphrodites;

2. le succes reproducteur méle des individus, et donc 1'avantage male en fertilité;

3. le taux d'autofécondation des hermaphrodites.

Ces trois questions seront abordées par deux approches expérimentales :

e pollinisations contrdlées entre individus de méme sexe et de sexe différents (chapitre 2), et

e analyse de paternité a 1’aide de marqueurs microsatellites de descendants issus de
pollinisation libre (chapitre3).

Enfin, les résultats des croisements contrdlés ont suggéré 1’existence d’un lien génétique entre

locus de stérilité femelle et d'incompatibilité. Dans un tel systéme, la fertilité male devient

fréquence-dépendante ce qui rend les conditions de sélection de males moins sévéres. Les

résultats de la modélisation de ce systéme sont présentés dans le chapitre 4.
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Chapitre 2
Auto-1ncompatibilité et succes
reproducteur male chez Phillyrea
angustifolia (Oleaceae)



Chapitre 2. Auto-incompatibilité et succes
reproducteur male chez Phillyrea
angustifolia (Oleaceae)

L’étude réalisée qui fait I’objet de ce chapitre se trouve sous forme d'un manuscrit accepté et
sous presse dans International Journal of Plant Science: Self-incompatibility and male
fertilization success in Phillyrea angustifolia (Oleaceae) (Christine Vassiliadis, Jacques
Lepart, Pierre Saumitou-Laprade, Philippe Vernet). Je présente ici un résumé des principaux

résultats de cet article.

Des études antérieures ont montré un faible avantage male en fertilit¢ mesurée par la
production de fleurs. Afin d'estimer de fagon plus précise la fertilité male et l'auto-
incompatibilité chez cette espéce, nous avons réalisé des pollinisations contrdlées sur un plus
grand nombre d'individus avec du pollen issu de donneurs males, hermaphrodites, et de
l'autopollen. Dans deux expériences, nous avons d'une part observé les croissances de tubes
polliniques (stade pré-zygotique) et d'autre part mesuré le nombre de fruits produits (stade
post-zygotique).
Les principaux résultats obtenus pour les deux expériences sont les suivants :

e Les hermaphrodites produisent du pollen fertile qui se montre efficace au moins en

pollinisation par simple donneur (absence de compétition).
e Les males ont un avantage en fertilité réalisée (ou fécondité) de 1.93 par rapport aux
hermaphrodites; cet avantage s'exprime dés le stade pré-zygotique (1.49).

e Les hermaphrodites sont auto-incompatibles.
L'auto-incompatibilité des hermaphrodites est bien en accord avec les modéles sur le maintien
de I'androdioécie. La fertilit¢ male des hermaphrodites suggeére que 1’androdioécie est
potentiellement fonctionnelle chez P. angustifolia, elle reste 3 démontrer en conditions
naturelles (voir chapitre 3). Le faible avantage male en fertilité estimé ici ne peut expliquer les
fréquences auxquelles les méles sont observés en population (50% dans la majeure partie des
populations du sud de la France). Cependant, trois principaux facteurs peuvent augmenter cet
avantage male : une floraison plus fréquente des males ; un avantage en viabilité ; et une
meilleure aptitude du pollen méle en situation de compétition pollinique (ce qui reste a
évaluer, par analyse de paternité, voir chapitre 3). De plus, la plus forte variance du succes
reproducteur observée chez les hermaphrodites ainsi que la présence de quelques croisements
produisant trés peu de fruits, uniquement entre hermaphrodites, peuvent suggérer une

incompatibilité entre hermaphrodites.
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La nature du systéme d'incompatibilité n'a pas été discutée dans cet article. Plusieurs
arguments nous permettent de penser que le syst¢tme d'incompatibilité chez Phillyrea est tres
probablement gamétophytique. D'abord, les grains de pollen sont binucléés (Armenise, 1957)
comme chez QOlea (Cuevas and Rallo, 1990) ce qui est un trait toujours corrélé au systéme
d'incompatibilité gamétophytique (Brewbaker, 1957; Pandey, 1979); ensuite, il n'y a pas de
dép6t de callose dans les cellules stigmatiques elles-mémes, alors que ce pattern est
généralement observé dans les cas d'incompatibilité sporophytique (Dumas and Knox, 1983),
e.g. (Sniezko and Winiarczyk, 1996) (mais ce seul critére ne peut étre considéré comme le
seul signe de rejet du pollen, puisqu'il y existe des cas de rejet de pollen sans dépdt de callose
sur les papilles stigmatiques (Elleman and Dickinson, 1996) ; enfin, un systéme
gamétophytique a bien été décrit chez Olea europea, une espéce voisine (Brewbaker and

Majumder, 1959; Cuevas, com. pers.) mais non sur des données de croisements.
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Androdioecy is a rare breeding system, in which low male frequency is expected in
populations because males require a strong increase in their fertility to be maintained by
selection. Phillyrea angustifolia L. has previously been reported as possibly functionally
androdioecious. However, 1:1 sex-ratios have been reported and suggest functional dioecy. In
this paper, we compared both pollen tube growth and siring success of male and
hermaphrodite pollen in two single-donor pollination experiments. We verified at both pre-
and post- zygotic levels that hermaphrodites produce functional pollen. Self-incompatibility
was also clearly established. However, pollen from hermaphrodites was less efficient than
male pollen. The probability of a pollen tube growing through the style was higher for male
than for hermaphrodite pollen donors, and males sired twice as many fruits as hermaphrodites.
The twofold male advantage in relative fecundity was mainly due to lower pollen fertility of
hermaphrodites and possible cross-incompatibility among hermaphrodites.

Key-words: androdioecy, male reproductive success, Oleaceae, Phillyrea angustifolia, pollen

tube growth, self-incompatibility
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Introduction

Within the great diversity of breeding systems observed in the Angiosperms, the co-
occurrence of male and hermaphrodite individuals within the same population, termed
androdioecy, is the rarest (Darwin 1877; Yampolsky and Yampolsky 1922). According to
theoretical models based on nuclear inheritance of sex, the extreme rarity of functional
androdioecy (where hermaphrodites are male-fertile) is probably mainly result of (1) the large
fitness gain required for male plants to be maintained by selection and (2) the fact that
androdioecy does not provide an outbreeding advantage, as opposed to gynodioecy (Lloyd
1975). To be maintained in natural populations, male fertility of the male plants must be at
least double that of hermaphrodites, and this increase must be infinite for a 1:1 sex-ratio to
occur, corresponding to functional dioecy (i.e. where morphological hermaphrodites are male-
sterile). An even greater advantage is required in partially self-fertilizing populations if there
is no inbreeding depression, because fewer ovules will be available for outcrossing (Lloyd
1975; Charlesworth and Charlesworth 1978; Charlesworth 1984; Pannell 1997a). Functionally
androdioecious species are thus expected to exhibit low male frequencies in populations, self-
incompatibility (SI) or at least a low selfing rate, and a large male advantage.

At least three androdioecious species exhibit all three traits predicted by theoretical models.

In Datisca glomerata (Datiscaceae), a wind-pollinated perennial herb, the male frequency is
consistently less than 27% in natural populations (Liston et al. 1990). In this species,
hermaphrodites exhibit low selfing rates (Fritsch and Rieseberg 1992), selfed progeny suffer
from inbreeding depression (Rieseberg et al. 1993), and males produce 3.8 times more pollen
than hermaphrodites (Philbrick and Rieseberg 1994). In Fraxinus lanuginosa (Oleaceae), a
wind- and insect-pollinated tree, male frequencies in populations range from 10 to 50%,
hermaphrodites exhibit strong self-sterility (Ishida and Hiura 1998), and the male advantage is
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3-fold in terms of flower production (Hiura and Ishida 1994) and 2.7-fold in terms of seed
production (Ishida and Hiura 1998). In androdioecious populations of Mercurialis annua
(Euphorbiaceae) male frequencies are always less than 30% (Pannell 1997b), hermaphrodites
are self-fertile but protogyny effectively favors outcrossing (Pannell 1997d), and males
produce four to ten times more pollen than hermaphrodites (Pannell 1997c). Nevertheless,
labile males can bear pistillate flowers under certain environmental conditions (Pannell
1997b).

Other species are functionally androdioecious but depart from model expectations. For
example, although male frequencies are less than 28% in natural population of Schizopepon
bryoniaefolius (Cucurbitaceae), an entomophilous annual herb, hermaphrodites are self-
compatible and populations are characterized by an autogamous mating system (Akimoto et
al. 1999). The male advantage has not yet been measured in this species. However,
interestingly, an increase in male frequencies in populations was correlated with a decrease in
inbreeding coefficient (F,) (Akimoto et al. 1999).

As Charlesworth (1984) noted, some species have been described as androdioecious, but in
many cases hermaphrodites were found to be male-sterile (functionally female). In general 1:1
sex-ratios were also described in these species suggesting functional dioecy (e.g. Solanum, see
Anderson and Symon 1989).

The co-occurrence of males and hermaphrodites in equal frequencies, and self-fertility of
hermaphrodites has been described in two species in the Oleaceae, Phillyrea angustifolia and
Fraxinus ornus (Lepart and Dommée 1992; Dommée et al. 1999). In Fraxinus ornus, an
entomophilous tree, a study based on a small number of crosses showed that although male
frequencies are 50%, hermaphrodites produce viable pollen and are self-fertile (Dommeée et al.

1999). In P. angustifolia, a wind-pollinated shrub, preliminary studies realized in natural
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conditions and based on small number of crosses (5 in Lepart and Dommée (1992) and 7 in
Traveset (1994)) suggested that morphologically male plants never set seed while
morphologically hermaphroditic plants produce viable pollen as well as seeds, and are often
self-fertile. In addition, of the few crosses performed, both unsuccessful crosses among
hermaphrodites and self-sterility were observed in some populations, suggesting possible
incompatibility but these results also exhibit a strong variability (Lepart and Dommée 1992;
Traveset 1994).

The aim of this study was to explore in detail the nature of the breeding system of P.
angustifolia, from a natural population in southern France. Several hundred single donor
crosses and self-pollinations were performed to assess the male fertility of hermaphrodites, to
estimate relative male function of hermaphrodites and to extensively investigate the suspected
self-incompatibility in hermaphrodites. We analyzed the germination success of pollen tubes
on stigmas and fruit set in order to (1) determine if hermaphrodite pollen is able to grow
through the pistil and sire seeds, (2) compare the fertilization abilities of male and
hermaphrodite pollen at both pre- and post-zygotic levels, and (3) test the hypothesis that

hermaphrodites are self-incompatible.
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Material and methods

Study species

P. angustifolia L. (Oleaceae) is a wind-pollinated, evergreen shrub, widespread throughout the
western part of the Mediterranean basin and Portugal. It is a common, but rarely dominant
species in the western Mediterranean garrigue formations (Strasberg 1988).

The flowers are tightly clumped in contracted racemes (or inflorescences) bearing four to nine
flowers in the axils of the leaves on the twigs produced during the previous year. In March-
April, flowers open asynchronously within an individual, and flowering occurs over three to
four weeks within a given population. Hermaphrodite flowers are protogynous, although
anther dehiscence occurs while the stigma is still receptive. Within an inflorescence, the
pollen from an early flower can easily reach the stigmas of the latest ones, so protogyny does
not prevent potential geitonogamy. Males and hermaphrodites do not differ in inflorescence
architecture as observed, for example, in Mercurialis annua (Pannell 1997d), therefore males
do not have an advantage over hermaphrodites with respect to pollen dispersal.

The ovary contains four ovules. Fruits are one-seeded drupes, ovoid while young, subglobose
at maturity and are dispersed by birds. This species has a mast flowering process for males
and hermaphrodites (Lepart and Dommée 1992 and pers;. obs.).

Plant material

All pollination experiments were carried out with individuals grown from seeds collected in
1987 from 14 hermaphrodites (labelled families A to N) sampled in a previously studied
population in La Gardiole near Montpellier, Southern France, composed of 91 individuals, 53
males and 38 hermaphrodites (Lepart and Dommée 1992). The seedlings were planted in 1987
in the experimental field at Montpellier, and sexual phenotypes were recorded over several
flowering seasons. No sexual lability was observed on a total of 222 plants (14 to 22
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individuals per family). The mean proportion of males in these families was 0.59 (SE = 0.19,
N = 14, not significantly different from 0.5, (G, (1ddl) not significant, P = 0.053 heterogeneity
G-test, pooled, see Sokal and Rohlf, 1995). The 18 hermaphrodite recipient plants in our
experimental pollinations (see below) were members of families A to J, the 16 hermaphrodite
pollen donors came from families A to F, G, I, J, O, and the 18 male pollen donors from
families A to F, K, L, M, N. Plants from the same family were derived from open-pollination,

are therefore at least half-sibs.

Pollen tube growth experiment

One week before the flowering period, in February 1995, hermaphrodites and males were
chosen in the experimental field (Table 1). On hermaphrodite recipients, twigs were covered
with polyester bags (PBS International™, Scarborough North Yorkshire UK). Anthers were
collected from randomly-chosen open flowers on ten male and eight hermaphrodite pollen
donors (plus the self-pollen donors), and placed in small plastic tubes. To induce anther
dehiscence, tubes were left in an 'air-dryer' with some Silicagel™ crystals for 1 h. Pollen was
deposited on the stigmas of flowers before their own anthers dehisced.

Two to three hermaphrodites and two to four males were selected for crosses with each of the
six pollen recipients, on which two to eleven flowers were pollinated with either male or
hermaphrodite self- or outcross-pollen. A total of 224 flowers were observed: 108 crossed
with male donors, 75 with hermaphrodite donors and 41 selfed (Table 1).

In order to detect and evaluate any family effects, at least one hermaphrodite and one male
pollen donor came from the same family as the recipient, while the other pollen donors came
from different families. We performed preliminary studies which showed that pollen tubes
reach the ovary within three days. Therefore, three days after pollination, flowers were fixed

in formalin-acetic acid-alcohol (FAA 1:1:8) for at least 24 h then rinsed with water and
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soaked in Z-colorant (Jahier et al. 1992) for 30 min at 65°C. The gynoecium of each flower
was then gently crushed and examined with UV epifluorescence microscopy in a drop of
aniline blue solution (Martin 1959; Jahier et al. 1992). Pollen tubes were easily distinguished
from maternal tissues (Fig. 1), but could not be precisely localized. The presence of at least
one pollen tube in the style (Fig. 1C) was used as a criterion for successful pollination in

comparisons among treatments (see Table 2).

Fruit set experiment

Because seed production can be influenced by many factors that occur after the pollen grows
through the stigma, we also measured fruit set. Pollen recipients were randomly chosen
among those plants in the experimental field that were flowering in April 1996. They were not
the same plants that were used in the 1995 study because most did not flower in 1996 (see
Table 3). A few days before the beginning of flowering, one to two twigs per treatment were
randomly selected on each of the 13 recipients. These twigs were bagged except those chosen
for open-pollination, used as a positive control for seed production for each recipient.

Due to their small size, the number of flowers per twig was difficult to count for each
pollination. Therefore, only the number of inflorescences per twig was determined
(mean = 162, SE =15, N=127 twigs); we counted a total of 20,919 inflorescences and
19,541 fruits on 127 twigs (7,394 inflorescences and 5,951 fruits on 48 twigs for pollination
by hermaphrodites, 8,013 inflorescences and 9,778 fruits on 44 twigs for pollination by males,
3,194 inflorescences and 494 fruits on 18 twigs for self-pollinations, and 2,318 inflorescences
and 3,318 fruits on 17 twigs for open-pollinations).

In order to avoid any contamination by cross-pollen, self-pollinated twigs were only allowed
to self within the bags. Due to the large amount of pollen produced by flower and to the high

number of flowers open at the same moment in the bag, self-pollen was not considered as
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limiting. For the outcross pollinations, eight males and eight hermaphrodites were used as
pollen donors (see Table 3). To obtain pollen, two flowering twigs per pollen donor were cut,
placed in paper bags, and stored in a greenhouse protected from any outside source of pollen
for 12 to 24 h. Pollen was collected on a plastic sheet which was placed inside the bag under
the twigs. In order to collect the maximum amount of pollen possible, approximately one
volume of neutral talcum powder was mixed with one volume of pollen from each plant
(Cuevas and Rallo 1990). The same volume of mixture for each pollination measured in a
small pill was then placed in a small pollen dispersing spray gun (INRA, Orléans). The
absence of any talcum effect on pollen viability was previously verified by in_vitro
germinability tests. The pollen was dispersed into the bag around the recipient twigs through a
small hole. Each pollination was repeated at least twice during the flowering time in order to
pollinate as many flowers as possible.

In September, total fruit number was counted on each open-, cross- and self-pollinated twig.
Fruit set was assessed by dividing the number of fruits per twig by the number of
inflorescences present before bagging (Table 3).

To facilitate comparison with other species, the number of flowers per inflorescence was also
estimated on nine hermaphrodite individuals (mean over all individuals = 5.08, range = 4.5-6
according to the individual, n=1516 inflorescences, SD = 1.63). Differences in number of
flowers per inflorescence between and within individuals were observed but this should not
bias our conclusions based on fruit set. First, the differences between individuals were
included in the recipient effect (see below), and second, because twigs were randomly chosen,
the differences between twigs within individuals were randomly distributed among the

different treatments.
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Statistical analyses
Pollen tube growth

Differences in germination success between self- and outcross pollination treatments were
tested using Fisher exact tests (STRUC program in GENEPOP v. 3.1, 1997, Raymond and
Rousset 1995), and global differences between male and hermaphrodite pollination treatments
were tested by a G test for heterogeneity (Sokal and Rohlf 1995).

The presence of a pollen tube (from a pollen donor) in a given style was modeled using
logistic regression with the GENMOD procedure of SAS (v. 6.12) (1995). The model
examined the effects of pollen donor’s sex (two levels: male or hermaphrodite), recipient
identity, the sex*recipient interaction and family type (two levels: within or among families).
Fruit set

The fruit set variable was square-root transformed in order to homogenize the variances. The
various effects were tested using ANOVA models in the MIXED procedure of SAS (v. 6.12)
(1995).

To test the relative fertility according to the effect of the pollen donor’s sex (two levels: male
or hermaphrodite, fixed), the recipient (random) and the pollen donor identity (nested within
sex effect, random), we used a mixed partially-nested ANOVA model.

We performed a complete two-way ANOVA with a recipient effect (random) and a treatment
effect (t, either open- or self-pollination, fixed) to compare fruit set after self- and open-
pollination. The Tukey's Studentized range test was used to compare means for different

treatments (open-, self-, x M, and x H pollinated).
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Results

Pollen tube growth
Male fertility of hermaphrodites

Pollen from hermaphrodites germinated on the stigmas of 37 of the 75 pollinated flowers
(Table 2, column x H). Therefore hermaphrodites produce potentially functional pollen.
Relative pollen fertilities of hermaphrodites and male

Male pollen germinated better than hermaphrodite pollen (Fig. 2): the difference between
male and hermaphrodite donors in the proportion of flowers with a pollen tube in the style
was significant (G test for heterogeneity, P =0.009). Male pollen was 1.49 times more
capable of growing into the style than hermaphrodite pollen, and its germination success rate
was more homogeneous (CV =16.6% vs. 53.6%). The variance in pollen success was
significantly lower among male pollen donors than among hermaphrodite pollen donors (F
test, P =0.004). Pollen tube growth was also significantly influenced by the stylar tissue
(Fisher's exact test, recipient effect, P <0.0001). The logistic regression results showed
significant sex (P <0.0001) and recipient (P <0.0001) effects, but neither the sex*recipient
interaction nor the family effect were significant (P = 0.36 and P = 0.47, respectively).
Self-incompatibility

Both self- and outcross-pollen grains germinated on the stigma surface. However, after self-
pollination, pollen tubes penetrated neither the stigma nor the style (Fig. 1A): only 1 out of 41
selfed flowers showed pollen tubes within the style or the ovary 3 days after pollination
(Table 2, Self column). Conversely, within cross-pollinated flowers (Fig. 1B) pollen tubes
grew along stigmatic transmitting tissues: the difference in pollen tube growth between self-
and cross-pollinated flowers was significant for four of the six recipients (Table 2, both self
vs. X M, and self vs. x H). Self-incompatibility therefore occurred at the pre-zygotic level.
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Generally two bundles of pollen tubes reached the upper end of the style. At this level, a
single pollen tube (rarely two) was able to grow through the style towards the ovary (Fig. 1C).
This is an extreme case of pollen tube attrition. In the ovary, a callose-rich segment at the end

of the pollen tube can usually be seen in contact with the ovule.
Fruit set

Male fertility of hermaphrodites

Hermaphrodites sired seeds on all of the 13 hermaphrodite recipients tested (Table 3), and
thus are potentially male fertile.

Relative male fertilities of hermaphrodites and males, and cross-incompatibility

Male pollen donors sired significantly more fruits (1.93 times on average) than hermaphrodite
pollen donors (Table 4, effect of pollen donor sex). Again, male pollen donors exhibited more
evenly distributed fertilization success than hermaphrodite donors (Fig. 3). In addition, a
significant difference among hermaphrodite recipients was observed (Table 4, recipient
effect). Actually, variation in fruits per inflorescence within families after open-pollination
was high, and the recipient effect was again significant (F,,;, = 5.84, P = 0.0044). Thus, some
recipients were better fruit producers than others in the year of the study. Further, the
interaction between hermaphrodite recipient and donor identity nested within sex (Table 4,
recipient*donor(sex)) was highly significant, demonstrating differences in receptivity of
hermaphrodites according to the donor’s identity.

Self-incompatibility

Self-pollinated twigs set very few fruits compared to the other types of crosses (0.14 fruits per
inflorescence, SE = 0.04, N =18, i.e. 0.028 fruits/flower with 5.08 flowers/inflorescence), that
is to say, eleven times fewer than open-pollinated twigs (1.58 SE =0.22, N = 17; Fig. 3) and

this difference was highly significant (treatment effect, F,,, = 78.54, P <0.0001). Controlled
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pollinations using male pollen were as successful as open-pollinations (paired t test,
P = 0.404). Therefore, the poor performance of self-pollen is not an artifact of the bagging of
the twigs. One hermaphrodite (H.3), however, set only 2.2 times less than by open-
pollination, which suggests that self-incompatibility may not be strict.

Cross-incompatibility

Since we noticed that some crosses had low fruit set and were thus putatively incompatible,
we explored in more detail the recipient*donor(sex) interaction. As there is considerable
difference in fruit set after self-pollination, we have used the value of each fruit set after self-
pollination as a threshold below which crosses are deemed incompatible. Using this threshold,
we found 3 incompatible crosses out of the 49 performed (labelled * in Table 3), all were
H x H crosses. This was not due to a higher relatedness between pollen donors and recipients
in HxH crosses than in MxH crosses. Indeed, the three crosses between siblings,
G.22xG.2, E.12x E.11 and G.1 x G.13, were fully compatible. When the fruit set values
were corrected for the previously mentioned recipient effect (by dividing by open-pollinated
fruit set values), one additional incompatible cross was revealed (Table 3, **). This, again,
involved a hermaphrodite pollen donor. After these incompatible crosses were removed from

the ANOVA analysis on fertility, no change was observed in the different effects tested.
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Discussion

We have established that (1) hermaphrodites are clearly male-fertile; (2) hermaphrodites are
strongly self-incompatible; and (3) male pollen donors were more successful than
hermaphrodite pollen donors. These three results have been demonstrated at both pre- and

postzygotic levels.

1. Male fertility of hermaphrodites

Most hermaphrodites were potentially male-fertile: 80% of hermaphrodite pollen donors
showed pollen tube growth in styles of recipient flowers and 80% successfully produced
seeds, with the best hermaphrodites being as fertile as the males. This result, based on a
substantial number of crosses, confirms the male fertility of hermaphrodites and thus differs
from the earlier work on the same population (Lepart and Dommée, 1992); but confirms
results on others populations (Lepart and Dommeée, 1992; Traveset, 1994).

Two individuals (B.2 and E.11 in Table 1) showed no or very few pollen tube growth in the
styles of the two recipients tested. Male sterility is the most likely cause.

2. Relative male fertility

A male fertility advantage was found at both pre- and post-zygotic stages, such that the
hermaphrodites were half as fertile as males (Table 4, sex effect). The prezygotic male
advantage of 1.49 was reinforced at the fruit set level, where the male advantage rose to 1.93.
The lower male fertility of hermaphrodites can be attributed to two non-mutually exclusive
causes: first, a lower pollen quality of hermaphrodites, and second, unsuccessful crosses more
frequent among hermaphrodites that we will discuss later.

We showed that the hermaphrodites were globally less successful than males in single-donor
pollination. This suggests that hermaphrodites may be much less successful at siring seeds in

natural conditions. Indeed, different pollen donors are likely to compete on stigmas. In this

44



situation, pollen germination and pollen tube growth are likely to be affected. Because the
hermaphrodites are less efficient pollen donors, and because their male fertility has a high
variance, pollen donor competition may decrease the relative male fertility of hermaphrodites
(e.g. see Marshall, 1991) in P, angustifolia.

Strong pollen attrition (Cruzan 1989; Cruzan and Barrett 1996) was observed, which suggests
that pollen competition occurs for access to ovules: after cross-pollination by males or
hermaphrodites, pollen tube bundles converged towards the mid part of the style and
thereafter just one pollen tube grew to reach the ovary (two pollen tubes observed in only 7%
of pistils). This explains the almost exclusive production of single-seeded drupes (rarely two-
seeded, pers. obs.) even though flowers contain four ovules. As far as we know, such strong
attrition has previously been described only in Qlea europea (Bradley and Griggs 1963;
Cuevas et al. 1994b) and Pistacia vera (Martinez-Pallé and Herrero 1998).

In addition, two factors suggest that male relative fitness of hermaphrodites was probably
overestimated in our study. First, males seem to flower more frequently and more abundantly
than hermaphrodites (J. Lepart and C. Vassiliadis, pers.obs.), which would lower the relative
‘male fecundity of hermaphrodites. Second, better survival and vegetative growth of males
have been observed (Lepart and Dommée 1992), which could strongly reduce the relative
hermaphrodite viability.

3. Self-incompatibility

We found that hermaphrodite P. angustifolia individuals in the population studied were self-
incompatible. Almost no self-pollen tubes were found within the style or ovary effectively
preventing fertilization at the pre-zygotic level. We observed pollen tube growth patterns such
as swollen, forked, and coiled tubes, and swollen tube ends (Fig.1) that are indicative of

strong SI (Dumas and Knox 1983) and are similar to those reported in self-incompatible
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varieties of the closely related Qlea europea (Bradley and Griggs 1963; Cuevas and Rallo
1990; Cuevas et al. 1994a). This confirms on a larger number of individuals previous
observations in the ‘La Gardiole’ population (Lepart and Dommée 1992) where self-
pollinations resulted in very low or no fruit set, suggesting strong SI.

Selfing resulted in very few fruits per flower compared to open-pollination: an eleven-fold
difference was observed (2.8% vs. 31%). This low relative fertilization success of self-pollen
is probably mainly due to SI as observed at the pre-zygotic level, but also post-zygotic
phenomenon occurring during the maturation period, as early inbreeding depression and
selective fruit abortion cannot be excluded. The occurrence of self-incompatibility was also
inferred from a weak (5%) fruit:flower ratio in one of two P. angustifolia populations studied
(Traveset 1994). Similar values were obtained in self-incompatible Q. europea varieties,
where the fruit:flower ratio ranged from 0% to 2.8% in selfed twigs, versus 10.5% after cross-
pollination (Bradley and Griggs 1963).

Self-incompatibility of hermaphrodites, or very low outcrossing rates, is one of the conditions
required by model predictions for a species to be functionally androdioecious (Lloyd 1975). It
is interesting to observe that except for the strongly self-sterile Fraxinus lanuginosa (Ishida
and Hiura 1998) and P. angustifolia (this study), most other androdioecious species are self-
fertile. However, in the predominantly selfing Schizopepon bryoniaefolius, the presence of
males reduces the selfing rate (Akimoto et al. 1999), and the other species have high
outcrossing rates: Datisca glomerata suffers a high inbreeding depression (Rieseberg et al.
1993). In Mercurialis annua, and Fraxinus ornus hermaphrodites can still reproduce by self-

fertilization in colonizing or low density populations ( Pannell 1997d; Dommée et al. 1999).
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4. Unsuccessful crosses among hermaphrodites

The substantial number of single-donor cross pollinations allowed us to detect some cases of
unsuccessful pollinations among hermaphrodites only. Both a genetic incompatibility system
and inbreeding depression can lead to unsuccessful crosses. The occurrence of self-
incompatibility at the prezygotic level in this study suggests the existence of a genetic
incompatibility system. Nevertheless, the frequency of incompatible crosses among unrelated
individuals is limited by the number of S-alleles (Vekemans et al. 1998).

Some hermaphrodites had very low siring success (in terms of fruit set) on one recipient, but
high siring success on the other recipient plant on which they were tested (cf. Table 2). This
effect is not due to experimental methods (i.e. bagging effect or age of flowers), since
controlled pollinations using males resulted in a fruit set as high as observed in open-
pollinations. Nor is this siring success variation due to a recipient effect or to flower aging,
since other crosses performed on the same plant at the same time were successful. In addition,
similar contrasting success rates in HxH crosses occurred at the pre-zygotic level (see
Table 1). The high variation of pollen tube germination observed in hermaphrodites, may be
in fact due to cross-incompatibility phenomena.

5. Maintenance of male fertility of hermaphrodites: evolutionary significance of androdioecy
Even if we suppose that males are better competitors for ovules in populations, the question of
the maintenance of the potential male fertility of hermaphrodites still remains. Two elements
may allow the resolution of this paradox. First, male fertility of hermaphrodites may ensure
their reproduction in a hermaphrodite or newly founded population, where there is no
competition with male pollen. This argument would be in agreement with the population
dynamics of P. angustifolia which has been shown to be invading Camargue in the past five

decades (Strasberg, 1988). Nevertheless, in P. angustifolia, this argument is contradicted by
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the strong self-incompatibility observed. Second, long-term evolutionary trends of this mixed
breeding system can be invoked. Self-incompatibility should suggest breakdown of dioecy
rather than an evolution toward dioecy (Charlesworth 1995); but the presence of a relict pistil
in male flowers is compatible with an evolution from hermaphrodism to dioecy, as suggested
by Lepart and Dommée (1992). Thus, the androdioecy observed in P. angustifolia may be
transient and recent, i.e. the lower male fertility of hermaphrodites can be interpreted as a
female-biased functional gender (as defined in Lloyd 1980), and some of them may be already
male-sterile (as we have observed). Indeed, low male frequencies (from 20 to 38%) and
gender inconsistency occur in males and hermaphrodites in Spanish populations (Traveset
1994). Various breeding systems are observed in related genera. Andromonoecy is described
in Qlea species and both hermaphrodism and dioecy are present in the genera close to P..
Unfortunately, the phylogeny of these genera has not yet been resolved (Eva Wallander, pers.

com.), and thus we cannot speculate on any one evolutionary scenario.
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Table 1

Number of Flowers with at least one Pollen Tube in the Style over the Total

Number of Flowers pollinated in the Pollen Tube Growth Experiment

Pollen donors Hermaphrodite recipients

A11 B.8 C.10 D.3 E.2 F.5
Males
A8 7/8 2/4
A12 6/7 317
B.5 6/8 1/4
B.11 4/5 0/1
C5 5/6 4/6
Cc.11 4/5 5/5
D.12 6/7 3/6
D4 3/3 0/3*
E.9 417 3/4
F.1 4/6 5/6
Total: 75/108 23/28 6/16 18/21 12/20 8/13 8/10
Hermaphrodites
A5 717 0/3*
A 3/3 1/4
B.2 o/7*
C.22 3/6
C.8 5/11 3/3
D.5 717 0/3*
E.11 0/5* 1/5
F.11 1/5 6/6
Total: 37/75 10/17 17 15/24 3/6 1/10 7/11
Self: 1/41 o/7* 1/10* 0/6* 0/9* 0/4* 0/5*

Note. * = no pollen tubes observed in any of the flowers' style (see text).
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Table 2

Results of the Fisher Exact Test Analysis of Pollen Tube Growth on six Hermaphrodite

Recipients after the Different Pollination Treatments.

xM x H Self Selfvs.xH Selfvs.xM Selfvs.xH,xM
Hermaphrodite recipients  Pt/tot Pt/tot Pt/tot P P P
A11 23/28 10117  0O/7 0.019 < 0.001* < 0.001*
B.8 6/16 17 110 0.669 0.190 0.330
Cc.10 18/21 15/24 0/6 0.017 0.0003* 0.001*
D.3 12120  3/6 0/9 0.045 0.003* 0.007*
E.2 8/13 1/10 0/4 0.714 0.082 0.021
F.5 810 7/11  0/5 0.033 0.007* 0.031
Total 75/108 37/75 1/41 < 0.001* <0.001* <0.001*

Note. Pt = number of flowers with at least one pollen tube in the style; tot = total number of flowers

observed; x H = flowers crossed with hermaphrodite pollen; x M = with male pollen; Self = selfed

flowers; * = still significant after Bonferroni correction performed on each column.
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Table 3

Mean Number of Fruit per Inflorescence (Number of Twigs) for Each Pollination in the Fruit Set Experiment

Pollen donors

Hermaphrodite recipients

G.2 H3 E.11

1.1 G.22

G.12

E.1 B.12

G.13

A13

Males
K.2
L1
M.1
L.9
N.16
L.21
L1

N.12

0.645 (2) 1.278 (2) 0.752 (2)

0.301 (1) 2.251(2) 0.818(2)

2.171(2)
1.260 (1)
1.185 (2)

1.542 (2)

1.682 (2)

1.975 (2)

0.850 (1)
0.579 (2)
1.805 (2)

1.530 (2)

1.902 (2)

1.539 (2)

1.978 (2)
0.692 (2)
1.069 (2)

3.342 (2)

m

1.545 (2)

m

0.292 (1)

Hermaphrodites
E.12

G.22

11

J.4

D.1

G.1

0.1

D.2

0.108 (2) 2.288 (2) 0.741 (2)

0.714 (2) 0.538 (2) 0.049 (1)*

1.545 (2)
0.340 (2)
0.814 (2)

0.828 (2)

0.724 (2)

1.246 (2)

1.596 (2)
0.882 (1)
0.987 (2)

0.335 (2)**

0.278 (2)

1.542 (2)

0.695 (2)
m
0.447 (2)

2.089 (2)

0.222 (2)

0.119(2)

0.013 (2)

0.032 (2)*

Self-pollination

0.023 (1) 0343 (1)  0.194 (1)

0.062 (1) _ 0.265(2)

0.202 (1)

0171 (1) 0.192 (2)

m

0213(2) _ 0.088 (3)

0.062 (1)

0.033 (2)

Open-pollination

0.851 (1) 0.757 (1) 1.236 (1)

1530 (1) 1.441(2)

2.446 (2)

1187 (1) 2.858 (2)

0.992 (1)

3.186 (1) 1.365 (1)

1.246 (2)

0.732 (1)

Note. Fruit set value after self pollination is used as threshold for cross-incompatibility detection. In order to take into account possible recipient effect, fruit set value in cross-fertilization was

corrected by dividing by open-pollinated fruit set value.* and **: incompatible crosses, without and with correction respectively; m: missing value
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Results of Mixed, Partially Nested Analysis of Variance

Table 4

on the Number of Fruits per Inflorescence

Source df  Mean Squares F P df
Pollen Donor Sex 1 2434 53.75  0.0002 1
Donor(Sex) 11 0.165 1.02 ns 9
Recipient 10 0.053 8.26 0.0011 10
Recipient *Sex 9 0.1669 0.31 ns 7
Recipient *Donor (Sex) 15 0.1703 3.49 0.0007 10
Residual 42 0.0487 36
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Figure legends

Fig. 1. Pollen tube growth (white) within stigma and style of flowers that were fixed nine days

after hand-pollination. Bars: 100 pm

A. Self-pollinated stigma. Self-pollen tubes have emerged from pollen grains and just grown
on the long stigmatic cells (blue). Some are longer and irregular with forked ends, most
are short, curly, and can hardly be distinguished from the stigma cells.

B. Cross-pollinated stigma. Long pollen tubes have grown through the stigma to the style.
They are guided by transmitting tissue bundles converging at the upper end of the style.
Only one (rarely two, 6.2% of total observed cross-pollinated pistils) pollen tube grows to
the ovary, where it reaches one of the four ovules.

C. Cross-pollinated pistil showing pollen tube bundles from the stigma to the style and only
one pollen tube in the style. The pistil was gently crushed in order to remove external,
fluorescent tissues and easily detect polien tubes.

Fig. 2. Proportion of flowers with a pollen tube in the style after cross-pollination with pollen

from hermaphrodites (A) and males (B) performed on two hermaphrodite recipients each

(total of six recipients, see Table 2) The proportion of flowers containing pollen tubes was

significantly higher for male pollen donors (0.70, SD = 0.12, N = 10) than for hermaphrodite

pollen donors (0.47, SD =0.25, N =8, pollen donor’s sex effect, P =0.009). Male donors
were potentially 1.49 times more effective at fertilizing ovules than hermaphrodites.

Fig. 3. Mean fruit sets after different pollination treatments performed on 3 — 4 hermaphrodite

recipients each (total of 13 hermaphrodite recipients, see Table 2), one or two twigs per

treatment per individual. A: H x H crosses; B: M x H crosses.

Fig. 4. Mean number of fruit per inflorescence after different pollination treatments on 13
recipients (see Table 3). Self: self-pollination; x H: (pollinations using) pollen from
hermaphrodite donors; x M: (pollinations using) pollen from male donors; Open: open-
pollination. The difference between the male and hermaphrodite treatments was significant (t-
test, P < 0.05). The mean fruit set for male donors (1.42, SD = 0.78) was not significantly
different from open-pollination treatment (1.58, SD =0.84), but was highly significantly
different from hermaphrodite donors (0.71, SD = 0.64). Male donors were twice as effective

as hermaphrodites ones at siring seeds.
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Chapitre 3
L'estimation du succes reproducteur
male par analyse de paternité en
population naturelle



Chapitre 3. L'estimation du succes
reproducteur male par analyse de paternite
en population naturelle

Généralités sur les analyses de paternité

d'apres (Schnabel 1998)

Chaque descendant issu d’un événement de reproduction sexuée est le produit d’une

fécondation, entre deux gamétes parentaux réalisant les fonctions male et femelle d’un ou

deux individus. Deux types de questions peuvent alors se poser :

1. L’analyse du systéme de reproduction (au sens de ‘mating system’): estimation de
’autofécondation vs. allofécondation. Le modéele de reproduction mixte ou 'mixed mating
model' (Ritland & E1 Kassaby 1985) permet I'estimation du taux d'autofécondation au sein
d'une descendance maternelle.

2. L’identification du pére ou analyse de paternité au sens strict. Deux objectifs principaux
sont généralement visés :

(1) estimer les distances de dispersion des gamétes males : ceci permet de comparer le flux

de genes réalisé avec le flux de géne potentiel. Chez les espéces entomophiles, la courbe de

dispersion potentielle, étudiée par 1’étude du comportement des insectes pollinisateurs ou par
marquage de pollen, est leptokurtique. La courbe de dispersion estimée par des analyses de
paternité s’aveére généralement beaucoup plus plate (ex. Asclepias exaltata, espeéce herbacée
pérenne entomophile Broyles & Wyatt 1991). Cette différence entre dispersion potentielle et
dispersion effective vient notamment du fait que les études de paternité prennent en compte
les événements post-zygotiques (dépression de consanguinité) et de ’carryover’. Chez les
especes anémopbhiles, des méthodes analogues a celle proposée par Ritland (1985) ont été
développées pour estimer le flux de génes entre parcelles et la distance de dispersion du

pollen dans le cas d'arbres anémophiles (modéle de voisinage, voir Adams & Birkes 1989;

Adams et al. 1992). La notion de flux caché de génes (‘cryptic gene flow') a été également

développée (Devlin & Ellstrand 1990a): il s'agit de l'erreur commise en attribuant un pére de

la population étudiée, alors que le pére réel est hors de la population (voir aussi (Schnabel &

Hamrick 1995)). La dispersion a longue distance, ainsi que la dispersion du pollen intra-

population ont été en particulier bien étudiées chez les arbres avec des marqueurs allozymes

(par ex. Boshier et al. 1995, Schnabel & Hamrick 1995; Burczyk et al. 1996; Nason et al.

1996 ; Stacy et al. 1996; Burczyk & Prat 1997) ou avec des microsatellites (Chase et al. 1996;

Dow & Ashley 1996; Dawson et al. 1997; Dow & Ashley 1998; Streiff 1998). L'étude de la
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dispersion du pollen peut étre également abordée a l'intérieur méme d'une parcelle, finesse

que permettent justement les analyses de paternité (par ex. Streiff et al. 1999).

(2) estimer le succés reproducteur male des individus, c’est a dire évaluer la contribution de

chaque male a la descendance, ce que nous allons développer ici.

L’identification du pére qui correspond a I’analyse de paternité au sens strict a fait un bond

en avant ces dix demieres années grace au développement de marqueurs hypervariables

permettant de typer les descendants et d’inférer la paternité en comparant les génotypes des
descendants aux génotypes des péres potentiels (Queller et al. 1993; Chase et al. 1996; Dow

& Ashley 1996).

Un cortége de méthodes statistiques a été développé. Ces méthodes appartiennent a trois types

distincts :

(1) Les méthodes d’exclusions (Chakraborty et al. 1974; Chakraborty et al. 1988) dont le but
est d’exclure les peéres potentiels génétiquement incompatibles avec le descendant.

(2) Les méthodes dites catégoriques basées sur des analyses de maximum de vraisemblance
(Thompson 1975; Thompson 1976; Meagher 1986) qui consistent a attribuer la paternité
au pere potentiel qui a la plus grande vraisemblance.

(3) L’assignation ou attribution fractionnelle de patemnité (Devlin ez al. 1988) qui distribue les
paternités selon la vraisemblance de chaque pére possible.

Nous allons présenter les bases statistiques de ces différentes méthodes.

Méthode d'exclusion

Dans la méthodologie classique, le but est d’exclure autant de péres candidats possibles de la
paternité d'un descendant particulier en utilisant les génotypes multilocus, pour différencier et
éliminer les parents génétiquement incompatibles avec le descendant. Si cette procédure
conduit & un seul male non-exclu, la paternité¢ est assignée a ce male (Chakraborty et al.
1974). Ces méthodes ont été développées dans le cadre des affaires criminelles et les cas
litigieux de paternité en médecine légale. L'efficacité des analyses de paternité dépend de la
probabilité d'exclure les péres potentiels6 sur la seule base de leur génotype multilocus. Cette
probabilité d'exclusion (PE) est fonction du nombre de locus utilisés, du nombre d'alléles et
des fréquences alléliques dans la population pour chaque locus. Elle est une mesure de la

puissance du jeu de marqueurs génétiques pour une analyse de paternité.

® La PE exprime aussi la probabilité qu’un male pris au hasard dans la population soit exclu sachant les
génotypes de la mére et du descendant, la probabilit¢ moyenne qu'un méle soit exclu (pour tous les couples

mere-descendant), ou la proportion attendue de miles exclus.
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nombre d'aliéles équifréquents ¢
par locus

Figure 3.1. Probabilité d'exclusion (PE(C))~"' de tous les males sauf le vrai
peére (N=25 péres potentiels), en fonction du nombre de locus et du nombre
d'alleles équifréquents par locus (voir équation 1dans le texte)



Pour un locus L. donné (Chakraborty et al. 1988; Weir 1996), la PE est donnée par I’équation

suivante:
Ap
\ k
ol a, =Y (p;)
=1

avec p; la fréquence de l'alléle i au locus L, et A le nombre d'alléles observés au locus L.

La valeur maximale de PE est atteinte pour des alleles équi-fréquents (fréquence a = 1/A1)

PE, =1-2a, +a, +3(a,a, —a;)—2(a; —a,)
(Weir 1996) (équation 1) :

PE, =1-2a+a’~5a’ +3a*

Sur m locus non liés, la probabilité d'exclusion globale est:
Mais dans une population avec N males, la probabilité que fous les N-1 males (sauf le vrai

pere) soient exclus est donnée par :
[PEC)]™

La puissance d'analyse est donc d'autant plus faible que le nombre de péres possibles est
grand (voir Fig. 3.1). Le pouvoir d'exclusion est inversement corrélé au nombre de péres
possibles, et donc la taille de la population étudiée. C'est pour cela que les premiéres analyses
ont été réalisées sur des populations expérimentales de petites tailles, ou de petites
populations naturelles (peu de péres candidats).

Cependant, l'exclusion seule peut étre insuffisante pour résoudre de fagon univoque la
paternité dans de nombreux cas, méme en utilisant des marqueurs trés polymorphes (i. e.
méme si la PE est trés élevée (Chakraborty ef al. 1988)). Plusieurs parents génétiquement

compatibles peuvent étre obtenus pour une large proportion de descendants.

Le male le plus vraisemblable ('most-likely")

La méthode du 'most likely' développée par Meagher (1986) sur une population naturelle de
Chamaelirium luteum (herbacée hermaphrodite) sur des données allozymiques, permet de
déterminer le male le plus vraisemblable lorsque plusieurs males pourraient (génétiquement)
étre le pere. Elle est basée sur le calcul de la vraisemblance de paternité pour chacun des
males possibles (ou indice de paternité, dans les analyses humaines), dont le calcul est basé
sur le théoréme de probabilité conditionnelle de Bayes. Cette vraisemblance est le rapport de

la vraisemblance que le méale en question soit le peére (hypothése H1) sur la vraisemblance
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qu’un male pris au hasard soit le pére (hypothése H2), sachant les génotypes observés du trio
mere, descendant, péere putatif (D):

P(DJH,) _ T(E,[E,M;).P(E)P(M,)

L. D) =55 ) = T(E,[F)-P(F) P(M,)

avec Ey: génotype du descendant; F;: génotype de la mere, Mj+: génotype du pere putatif; M;:
génotype de n'importe quel pére possible pris au hasard dans la population; et T: probabilité
de transition mendélienne (probabilité qu'un descendant avec un génotype Ey soit produit par
une mére F; pollinisée par un pere de génotype M;).

Le parent male ayant la vraisemblance maximale est considéré comme étant le pere. La
paternité est assignée au male ayant le plus fort ‘LOD score’ (ratio de logarithme des
vraisemblances), sans probabilité a priori.

Cette méthode présente plusieurs inconvénients. Tout d'abord, elle introduit un biais en faveur
des méiles homozygotes, qui sont toujours choisis comme plus vraisemblables lorsqu'ils sont
compatibles avec le descendant. Leur fertilit¢ est donc surestimée. Devlin et al. (1988)
proposent alors une méthode pour limiter ce biais: la paternité est partagée entre différents
péres, proportionnellement a leurs vraisemblances relatives (voir ’Attribution fractionnelle de
paternité’).

Ensuite, le parent le plus vraisemblable est choisi arbitrairement comme le vrai pére, sans
regarder la vraisemblance des autres males. Marshall et al. (1998) proposent une méthode qui
permet de donner une valeur statistique au choix du pére le plus vraisemblable (voir plus loin
le détail de cette méthode avec I’utilisation du logiciel CERVUS).

Enfin, elle ne permet pas de résoudre les scores égaux: si deux ou plusieurs peres potentiels

ont la méme vraisemblance, la paternité n'est assignée a personne.
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Attribution fractionnelle de paternité

(Devlin et al. 1988; Roeder et al. 1989; Smouse & Meagher 1994).

Méthode d attribution fractionnelle de patemité (Deulin et al. 1988)
Elle permet d'assigner les paternités fractionnelles & tous les males non exclus, en fonction de

leur vraisemblance relative. La probabilité qu'un male M;+ (sur r males potentiels dans la

population, My, ...M,) soit le pere d'un descendant ayant un génotype Ey, d'une mere F;:

T(E|F;, M j»)
T
3 T(E([F;. M)
il
avec T = probabilité de transition mendélienne; Mj» = génotype du male en question (chaque

P(M v

F.Ey) =

male a la méme fertilité a priori).

Cette méme formule peut étre modifiée avec l'introduction d'une probabilité a priori de
paternité pour M; et M, en fonction de paramétres écologiques qui le rendent plus ou moins

probable d'étre pére de Ex (Adams et al. 1992):

_ PEF, M)
> P(E,|M)®,
j=1

avec @ fonction de la fertilité, la distance, la phénologie, etc. ou une combinaison de ces

P(M,

F,E,)

facteurs.

Mais en général, on fait I'hypothése que les probabilités a priori sont identiques pour tous les
péres possibles. Cette méthode présente alors l'inconvénient de systématiquement sous-

estimer la variance du succes reproducteur (Devlin & Ellstrand 1990b).

E stemation par maximumcde vraisemblance de la fertilité male

Cette méthode développée par (Roeder et al. 1989) est également basée sur l'attribution
fractionnelle ; elle permet d'estimer les fertilités males, en s'affranchissant du probléme des
probabilités a priori. La fertilité relative de chaque male est estimée par maximum de
vraisemblance (algorithme itératif, qui ajuste ce parametre, afin d'obtenir une distribution de
génotypes de descendants la plus proche possible de celle observée). Schoen et Stewart
(1986) ont établi cette méthode pour les Gymnospermes (le génotype du gamete femelle est

connu, et donc par déduction celui du pollen). Roeder et al. (1989) proposent un mode¢le plus
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général pour les diploides dépourvus de structures mégagamétophytiques propres aux
Gymnospermes; il faut un nombre de descendants supérieur au nombre de peres potentiels a

estimer; et chaque pére possible doit avoir un génotype multilocus (diploide) unique.

Analyse de paternité chez Phillyrea angustifolia

Introduction

L'androdioécie - coexistence de males et d'hermaphrodites dans les populations naturelles -

est un systéme rare; trés peu d'espéces ont été étudiées a ce jour (sept especes, voir

Introduction, les espéces androdioiques). La rareté de ce systéme est due sans doute en partie

aux conditions de maintien des maéles en population (voir Introduction) :

e un avantage male supérieur & deux (avantage en fertilité seul, ou produit des avantages en
fertilité et survie) par rapport aux hermaphrodites;

e pas ou peu d’autofécondation (sauf si elle est associée a une tres forte dépression de
consanguinité);

e et sous un déterminisme nucléaire, des taux de males & I’équilibre inférieurs a 50%
(pourvu que I’avantage male s’exprime en terme de fertilité seulement).

Peu d'espéces suivent ces conditions (Datisca glomerata (Liston et al. 1990), Mercurialis

annua (Pannell 1997d), Fraxinus lanuginosa (Ishida & Hiura 1998)).

Phillyrea  angustifolia, arbuste méditerranéen anémophile, est potenticllement

fonctionnellement androdioique (Lepart & Dommée 1992; Traveset 1994). Cependant, les

fréquences de males observées en populations naturelles sont voisines de 50% (voir Chapitre

1), ce qui laisse supposer une subdioécie (non-fonctionnalit¢é de la voie male des

hermaphrodites).

Des estimations du succes reproducteur des hermaphrodites par la voie male ont été obtenues

(résultats présentés dans le Chapitre 2, Vassiliadis et al. accepté) par des mesures de

production de fruits apres pollinisations contrélées. Ces mesures ont montré notamment

I’autoincompatibilité des hermaphrodites, la fonctionnalit¢ du pollen produit par les

hermaphrodites et un succés reproducteur des males double par rapport a celui des

hermaphrodites.

Comment expliquer alors le maintien de la fertilité male des hermaphrodites observée dans

nos croisements ? Les pollinisations ont été réalisées avec un seul donneur de pollen pour

chaque rameau. Nos estimations de succes reproducteur male ne tenaient donc pas compte des

éventuels effets de compétition pollinique entre males et hermaphrodites. Et nous ne pouvons

donc pas affirmer qu'en population naturelle, la fonction male des hermaphrodites n’est pas
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Figure 3.2. Localisation en Camargue (ci-
contre) des deux populations des Salins A
et B et des autres peuplements de
Phillyrea angustifolia les plus proches

numérotés de 1 a 6 (ci-dessous).
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cryptique. Une estimation du succés reproducteur male réalisé en conditions naturelles par
analyse de paternité est donc cruciale pour confirmer (ou infirmer) le statut androdioique de
Phillyrea angustifolia.

Pour mener a bien ces analyses, nous avons développé des marqueurs microsatellites. Ces
marqueurs font l'objet depuis plusieurs années de l'attention croissante des biologistes des
populations, qui voient en eux un outil idéal permettant notamment 1'é¢tude de flux de génes et
de succes reproducteur male en population (par ex. Jarne & Lagoda 1996).

Dans cette étude, nous avons donc analysé des descendances issues d'une population
relativement isolée et de petite taille a I'aide de deux locus microsatellites (Saumitou-Laprade
et al. 1999b), afin d'estimer en conditions naturelles et donc de compétition (1) la fertilité
male des hermaphrodites, (2) I'avantage male ou succes reproducteur relatif des males, et (3)
I'importance relative du phénotype sexuel et de la distance du donneur de pollen dans le
succes reproducteur maéle. De plus cette étude nous permettra d'estimer le taux

d'autofécondation des hermaphrodites.

Matériel et méthodes

Matériel biologigque

La distribution de Phillyrea angustifolia s’étend considérablement en Camargue depuis ces
cinquante derniéres années (Strasberg 1988). Dans cette zone, deux types de populations sont
rencontrées : (i) de grandes populations continues de plusieurs centaines d’individus, et (ii) de
petites populations (quelques dizaines d’individus) limitées en surface car colonisant des
zones d’étangs avec cordons littoraux ou les seuls habitats disponibles sont de petites surfaces
dunaires.

Afin de rendre plus robuste ’analyse de paternité, nous avons choisi de travailler sur une
petite population au nombre de péres potentiels limité. La localisation de cette population
appelée B est présentée sur la figure 3.2, qui indique de plus les positions des six peuplements
de P. angustifolia les plus proches, ainsi que d’une population (appelée A) de 22 individus
située a 330 m au Nord. Les peuplements les plus importants sont situés a 1,4 km au Nord de
B (1: env. 500 ind.) et & 780 m au Sud (6). Les peuplements plus proches sont moins denses
(3, env. 30 ind.; 4, env. 10 ind.; 5, env. 50 ind.). En outre, quelques individus se situent a env.
50 m a I'Est de B.

La population B est composée de 25 individus adultes, se répartissant en 11 males, 13
hermaphrodites et un individu non sexé (soit 45,8% de males dans cette population). La

cartographie des individus de la population B est présentée en figure 3.3. La cartographie
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précise des individus nous permet de calculer les distances entre les couples possibles
d’individus donneurs et receveurs.

Les 13 hermaphrodites présents dans la population ont fructifié au cours de I’année 1997.
Pour chacun d’entre eux, entre 60 et 250 fruits (chaque fruit ne contient qu'une graine) ont été
récoltés, si possible dans les quatre directions Nord, Sud, Est et Ouest. Nous avons choisi de
maximiser le nombre de descendants par mére a analyser (une centaine de descendants par
meére) afin d’avoir la meilleure représentation possible des péres ayant pollinisé une mere
donnée. Le tableau 3.1 présente pour chacun des individus hermaphrodite le nombre de fruits
récoltés ainsi que le nombre de descendants pour lesquels ’ADN a été extrait en vue de

’analyse de paternitée.

Tableau 3.1: Descendants récoltés sur les hermaphrodites de la population B, dans différentes

directions.
N S E O Total récolté Total extrait

B1H 0 9% 0 49 145 0
B3H 13 34 30 10 87 87
B5H 52 0] 51 59 162 96
B6H 56 40 62 50 208 96
B11H 47 54 51 43 195 96
B12H 26 32 44 31 133 96
B15H 60 0 0 0 60 0
B15'H 51 45 47 0 143 96
B16H 0 50 &0 61 161 0
B17H 58 76 51 65 250 96
B18H 63 41 60 60 224 96
B20H 43 66 59 62 230 96
B22H 58 47 0 62 167 96
Total 2165 951

Légende: N, S, E, O: descendants récoltés selon I'crientation sur le buisson; total extrait: nombre
d'embryons dont 'ADN a été extrait. En gras, les hermaphrodites pour lesquels des descendants ont
été analysés.

L’ADN a été extrait a partir des embryons : les fruits sont décortiqués, le noyau entouré d'un
endocarpe lignifié peu épais est mis & imbiber sur boite de Petri contenant du papier Whatman
imbibé d'eau distillée pendant 24 a 48 h. Ces noyaux sont ensuite disséqués au scalpel, et
I'embryon est extrait a la pointe fine ou a la pince fine.

L'extraction d'ADN est réalisée pour les parents a partir des feuilles; pour les descendants a

partir des embryons (le protocole d'extraction utilis€ est donné en annexe 2).
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Encadré 3.1. Développement de marqueurs microsatellites chez Phillyrea
angustifolia et polymorphisme au sein de deux populations

d'aprés Isolation of microsatellite loci for paternity testing in Phillyrea angustifolia L. (Oleaceae), P. Saumitou-
Laprade, C. Vassiliadis, J.T. Epplen and C. Hardt, accepté dans Molecular Ecology (voir manuscrit en annexe 3).

e Criblage de la banque plasmidique (PuC19, fragments de 0,3 a 1,5 kb): 317 clones positifs
sur 13 500 clones.

Répartition des clones positifs selon les sondes utilisées : trois motifs prédominent, (AG)s,

(AAC)s et (TAA)TA.

13 sondes (AG); (AAC)s (TAA),TA (CA); (GATA), (AT); (ACG)s (GGAT), (GAA)s (CAC); (CT)(CA)s (GCC)s (TAC)s

317 clones 90 81 49 16 14 13 12 10 9 8 8 4 3

e Polymorphisme sur 10 locus dans deux populations des Salins. Les populations analysées, A
et B (voir Fig. 3.2), sont distantes de 330 m. Elles sont caractérisées respectivement par 22 et
25 individus et par 52,9% et 43,5% de méles.

Locus Motif Gamme de  Nb d'alléles He Ho P Nb d'individus
tailles (bp) testés
GA1 (AG)3, 83-117 12 0.809 0.725 0.061 40
GA2 (GMs(GA)17 111115 3 0.497 0.558 0.906 43
GA4 (AG)s 58-114 17 0.92 0.636 0.001 33
GA5 (GA)2 114-156 12 0.88 0.860 0.281 43
GAB6 (GTHa(GANs 103137 14 0.881 0.814 0.130 43
GA8 (AG)a0 129-178 15 0.904 0.559 0.001 34
GA9 (GA)14 144-166 10 0.831 0.595 0.001 42
GA11 (GA\s 106-117 5 0.466  0.561 0.991 41
ATT1 (TTA)4 71-147 20 0.928 0.690 0.001 42
ATT2 (TAA)s 115-136 3 0.193 0.116 0.025 43
He : Hétérozygotie attendue; Ho : hétérozygotie observée; P: test d'adéquation a I'équilibre de Hardy-
Weinberg

Les locus microsatellites sont tres polymorphes dans ces deux populations. Par ailleurs, une
faible structure génétique est mise en évidence (Fsr = 0.0218), bien que significative (test exact,
P<0.001).

e Choix des locus pour les analyses de paternité dans la population B : deux locus ont été
retenus pour leur degré de polymorphisme et leur facilité de lecture, ATT1 et GA6 présentent
respectivement 18 et 12 alléles dans la population B. Aucun déséquilibre de liaison
statistiquement significatif n’a été mis en évidence.

Fréquences alléliques dans la population B pour les locus ATT1 et GA6
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Recherche de marqueurs brypervariables chez Phillyrea angustifolia

Recherche d'empreintes génétiques par "oligonucleotide fingerprinting"

Ce type de marqueurs, d'abord mis au point chez les animaux, est maintenant utilisé chez les
plantes. Il est fondé sur la présence dans le génome de courtes séquences répétées (Variable
Nucleotide Tandem Repeat ou VNTR), réparties en structures complexes. Leur présence est
visualisée par hybridation de petites sondes oligonucléotidiques correspondant au VNTR
constitutif sur une membrane aprées digestion de 'ADN et transfert. Ce type d'approche a été
développé avec succes au laboratoire GEPV chez trois autres espéces végétales avec la
collaboration du Pr. J. T. Epplen a Bochum (Allemagne), Sparganium erectum, Cynoglossum
officinale et Beta vulgaris (Piquot et al. 1996; Vrieling et al. 1997; Saumitou-Laprade et al.
1999a). Malgré le grand nombre de motifs testés (22 sondes oligonucléotidiques
microsatellites, 3 enzymes de restrictions), aucun profil analysable n'a été obtenu chez
Phillyrea angustifolia (Vassiliadis 1995; Saumitou-Laprade et al. 1999a). Cependant, la
présence de forts signaux d’hybridation montrait ’existence de séquences microsatellites.
Nous avons donc recherché de tels marqueurs, qui en outre présentaient I’avantage d’étre

codominants.

Recherche et tests de pol isme de mar rs microsatellites (encadré 3.1

Les microsatellites sont des séquences d'ADN trés courtes, répétées en tandem un grand
nombre de fois. Elles sont entourées de séquences flanquantes conservées permettant la
définition d’amorces de 20-30 paires de bases. Ces amorces permettent I'amplification par
PCR (Polymerase Chain Reaction) de la région contenant le motif microsatellite. Les
marqueurs microsatellites sont codominants et se caractérisent par une forte variabilité
allélique. Le polymorphisme de taille du fragment amplifié correspond en premiére
approximation a un polymorphisme pour le nombre de répétition du motif de base.
L’importante variabilité obtenue est due a un fort taux de mutation, dans des régions du
génome souvent non codantes et donc non soumises a une forte pression de sélection
stabilisante.

L'encadré 3.1 ci-contre résume les résultats de l’article présenté en annexe 3 (Saumitou-
Laprade et al. 1999b) concernant la recherche et le test de polymorphisme de locus

microsatellites chez Phillyrea angustifolia.
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Encadré 3.2 Méthode de test du maximum de vraisemblance par simulation
développée dans le logiciel CERVUS [Marshall, 1998 #766]

Les méthodes de maximum de vraisemblance désignent le pére le plus vraisemblable. La
différence entre les ‘LOD score’ des deux males les plus vraisemblables (ou A) sera d'autant
plus forte que le male le plus vraisemblable est le vrai pére.

Une simulation d'analyse de paternité est réalisée en se basant sur les fréquences alléliques
observées dans la population (les parents). Pour chaque test de paternité simulé, le logiciel
réalise les étapes suivantes:

(1) 1l génére un génotype maternel et paternel, puis des génotypes de descendants de ce
couple; et génere des génotypes de péres candidats non apparentés

(2) il calcule le ‘LOD score’ de chaque pére candidat et du vrai pére ;

(3) il trouve les deux peres les plus vraisemblables et calcule la différence de leur ‘LOD
score’ (A).

Enfin, a partir de ces simulations, le logiciel calcule la distribution des ‘LOD scores’ pour les

males qui étaient effectivement peres (‘Most-likely fathers’, avec des valeurs plutot élevées),

et pour les méles qui ne 1'étaient pas (‘Most-likely non-fathers’, avec valeurs plut6t basses).

Exemple : histogrammes des valeurs de A générées par simulation d’analyse de paternité en
utilisant les paramétres d’une population de ‘Rum red deer’[Marshall, 1998 #766]. En noir,
nombre de cas ou le méale le plus vraisemblable est bien le vrai pére ; en blanc, nombre de cas
ou le male le plus vraisemblable n’est pas le vrai peére.
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La comparaison des deux distributions permet de définir une valeur (minimum) de A au-dela
de laquelle le pére potentiel pour lequel on a trouvé cette valeur peut étre considéré comme le
vrai pére a 80% ou a 95%.




Méthode d'analyse des descendances

Afin de déterminer le taux d'autofécondation, nous avons simplement comparé les génotypes
maternels avec les génotypes des descendants et repéré les individus dont le seul pere possible
était la mere.

Afin d’inférer les paternités, nous avons utilisé une méthode de maximum de vraisemblance,
avec le logiciel CERVUS (Marshall et al. 1998), qui permet de tester les différences de

vraisemblance entre les deux péres les plus vraisemblables (voir encadré 3.2).

Résultats - discussion
Pousorr résolutif des marquenrs

Unicité des génotypes parentaux

En prenant en compte les deux locus GA6 et ATT1, chaque parent a un génotype unique (voir
tableau 3.2). les marqueurs microsatellites se révelent donc extrémement résolutifs.

Une majorité de génotypes polliniques (haploides) produits par les individus de la population
ne proviennent que d’un seul pére possible (78% sur les 56 génotypes polliniques produits,
tableau 3.3). Ceci permet une bonne attribution paternelle, et réduit les cas ou plusieurs péres

sont possibles.

Les alleles nuls

Le locus GAG6 présente un alléle nul: a ce locus, la moitié¢ de la descendance analysée de la
mere B18H (génotype 137/137) posséde l'allele 137, l'autre moitié est homozygote pour un
autre allele et serait donc incompatible génétiquement avec la mére. Les alléles nuls sont une
source d'erreur d'assignation fréquente et il est préférable d'écarter de l'analyse les locus en
question (Pemberton et al. 1995). Ici, nous avons gardé le locus GA6 dans notre analyse en
déterminant parmi les individus de la population ceux qui porteraient cet alléle; et nous avons
code les genotypes de ces individus et descendants issus de parents portant l'ali¢le nul, de
facon a garder toute l'information apportée par ce locus. Nous avons écarté de l'analyse 23
descendants dont plusieurs peres possibles portaient 'alléle nul.

Au final, 742 descendants ont été analysés.
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Tableau 3.2: Génotypes des parents males et hermaphrodites de la population B aux locus

ATT1 et GAS®.
Locus ATTI Locus GA6
Alléle1 Alléle2 Allele1 Allele2

Bxx 131 133 117 135
B1H* 89 92 109 109
B3H 7 130 107 117
B5H 71 130 113 117
B6H 121 130 109 127
B11H 135 143 123 137
B12H 71 89 109 137
B15H 71 147 107 127
B15'H 71 92 109 109
B16H 80 135 115 115
B17H 71 121 111 117
B18H* 104 135 137 137
B20H 127 127 109 121
B22H 127 135 125 137
B2M 89 92 109 115
B4M 71 121 109 109
B7M 121 127 109 115
B8M 108 120 111 113
BOM 127 127 115 127
B10OM 74 133 127 127
B13M 74 86 111 127
B19M 100 130 109 115
B21M* 89 89 111 111
B23M 135 135 109 137

Légende: H: hermaphrodite; M: male; Bxx :

descendants analysés; * :
paragraphe aliéle nul); B14M n'a pas été génotypé. Les chiffres indiquent la taille de chaque alléle en

paires de bases.

ind non sexé; en gras: hermaphrodites méres des
individus portant vraisemblablement un alléle nul au locus GA6 (voir

Tableau 3.3. Répartition par nombre de péres possibles des 56 génotypes haploides du pollen

produits par tous les individus génotypés de la population

Nb péres Nb génotypes polliniques
possibles
1 44
2
3
4
Total 56
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Probabilité d'exclusion
La probabilité d'exclusion a été calculée pour chaque locus, et pour les deux locus, avec les
données génotypiques des parents (en prenant en compte ou non l'allele nul); ces résultats sont

indiqués dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4. Probabilité d'exclusion aux locus ATT1 et GA6
Locus ATT1 GA6 GAG6(AN)

Nb individus 24 24 24
Nb alléles 18 12 13
Nb hétérozygotes 20 17 20
H, 0,833 0,708 0,833
He 0,931 0,875 0,891
PE 0,822 0,720 0,749
PE cumulée 0,9500

PE cumulée (AN) 0,9552

Légende: AN: en tenant compte de la présence d'alléle nul au locus GAG. PE: probabiiité d'exclusion.
Ho, He: hétérozygoties observée et attendue

Les marqueurs microsatellites utilisés ont un pouvoir d'exclusion trés puissant; la valeur de
95% est en effet obtenue ici avec seulement deux locus. Chez Quercus petreae et Q. robur,
avec 6 locus microsatellites (PE de 60 a 89% selon les locus), une PE de plus de 99.99% est
obtenue. Ces valeurs sont nettement supérieures a celles généralement obtenues avec des
marqueurs enzymatiques. A titre de comparaison, chez Asclepias exaltata, 16 locus
enzymatiques sont nécessaires pour obtenir une PE variant de 81 a 92% (Broyles et al. 1994);
chez Pseudotsuga menziesii, avec 11 locus enzymatiques, la PE moyenne sur plusieurs
voisinages est de 0,756 (de 0,648 a 0,894 selon le voisinage) (Burczyk & Prat 1997), chez
Cecropia obtusifolia, avec 8 locus enzymatiques la PE globale est de 0,923 (PE varie de 0,038
40,532 selon les locus) (Kaufman ef al, 1998).

Taux d autofécondation

La comparaison des génotypes maternels et des génotypes des descendants a permis d'estimer
le taux d'autofécondation (tableau 3.5). Des descendants issus d'autofécondation ne sont
observés que sur 5 des 10 meres analysées; le taux d'autofécondation moyen sur l'ensemble
des meéres est trés faible (0.67%). De plus, cette valeur est certainement surestimée car des
donneurs polliniques de méme génotype que ces meéres pourraient étre présents a proximité de

la population B ou bien pourraient correspondre au male B14M non typé au sein de B. Par
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ailleurs, ces estimations sont cohérentes avec les résultats d'études préliminaires (données non
présentées) réalisées sur quatre hermaphrodites de cette population (BSH, B6H, B16H, B17H)
pour lesquels le nombre de fruits par inflorescence a été compté sur deux rameaux ensachés
(autopollinisation), et deux rameaux témoins (pollinisation libre). Respectivement 0,036
(0,050) et 2,857 (1,059) fruits par inflorescence en moyenne ont été obtenus, soit un rapport
de 0,0126 (soit 1,26%). Ces résultats confirment donc l'autoincompatibilité trouvée dans

I'étude précédente (voir Chapitre 2 ; Vassiliadis et al. accepté).

Tableau 3.5: Les descendants potentiellement issus d'autofécondation (seul pere possible: la

mére) pour chaque famille, et le taux d'autofécondation estimé.

mére Nb desc Nb desc. issus Taux d'autofécondation
2 locus d'autofécondation (%)
B3H 77 1 1,30
B5H 75 1 1,33
B6H 65 1 1,54
B11H 78 0 0,00
B12H 86 1 1,16
B15'H 67 0 0,00
B17H 68 0 0,00
B18H 76 0 0,00
B20H 77 0 0,00
B22H 73 1 1,37
Total 742 5 0,67

Nos estimations sont voisines des taux d'autofécondations estimés chez les espéces ligneuses
anémophiles, fortement allogames: chez Pseudotsuga menziesii, sur 94 méres avec 11 locus
enzymatiques: 3 & 4% selon la méthode employée (‘'mixed mating' ou voisinage) (Burczyk &
Prat 1997); chez Pinus attenuata sur 4 meres avec 11 locus enzymatiques, 3 a 4% également,
(Burczyk et al. 1996); chez Quercus robur, sur 6 méres 2% et chez Q. petreae, sur 7 méres

1% avec 6 locus microsatellites (Streiff 1998).

Flux de génes extra - population.

Si tous les donneurs polliniques d’une population sont typés, le nombre de descendants pour
lesquels aucun pere de la population n'a pu étre assigné représente une estimation minimum
du flux de genes venant de l'extérieur de la population (voir tableau 3.6). Dans notre cas, cette

valeur inclut également la contribution éventuelle du male B14M.

Tableau 3.6: Taux de paternité hors population (inclus B14M) par famille.
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Famille 2locus oP % exclusion

B3 77 35 45,45
B5 75 42 56,00
B6 65 24 36,92
B11 78 39 50,00
B12 86 42 48,84
B15' 67 11 16,42
B17 68 32 47,06
B18 76 30 39,47
B20 77 38 49,35
B22 73 30 41,10
Total 742 323 43,06

Légende: OP: descendants pour lesquels aucun pére n'a été trouvé dans la population.

Ces flux sont trés importants, ils représentent en moyenne 43% des descendants analysés sur
toutes les méres. Bien qu’une part de ces 43% puisse étre attribuée a Bl14M, il est
vraisemblable que cet individu ne contribue pas a la totalité de ces descendants. En effet, les
attributions de paternité (voir tableau 3.8 et paragraphe correspondant) montrent que chaque
male contribue en moyenne pour 5% des descendants (=215/410) atteignant une valeur
maximale de 11,7% (=48/215) pour B10M. Par ailleurs, ce résultat est en adéquation avec la
faible valeur de Fsr entre les populations A et B trouvée sur 10 locus (encadré 3.1), qui
laissait supposer l'existence d'importants flux de genes entre ces deux populations. Enfin,
soulignons que d'autres peuplements de P. angustifolia se situent non loin de la population B
étudiée (populations 1 a 6, Fig. 3.2) et sont donc susceptibles d’avoir participé a ce flux de
pollen extérieur. Dans cette région, le vent dominant venant du Nord a pu faciliter ce transfert
de pollen.

Chez d'autres espéces anémophiles, les flux de pollen extérieurs a la parcelle étudiée sont du
méme ordre de grandeur: par ex., chez Pinus attenuata et Pseudotsuga menziesii,
respectivement 56% et 54% des descendants analysés sont issus de péres situés hors du
voisinage de la mére (Burczyk et al. 1996 ; Burczyk & Prat 1997) ; chez Quercus robur et
petreae, 47% a 81% selon la mere, avec une moyenne de 65% pour Quercus petraca (Matt.)

Liebl. et 69% chez Quercus robur L (Streiff et al. 1999).

Les attributions de patemité

Il s'agit & présent de déterminer les paternités au sein de la population, avec deux possibilités:
soit le pere est un male, soit il est hermaphrodite.
Les taux d'autofécondation étant trés faibles (moins de 1%), nous avons réalisé 'analyse de

paternité en fixant comme péres potentiels pour chaque descendant tous les individus de la
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population sauf sa mére et B14M (de génotype inconnu). Au total, sur les 742 individus
génotypés aux deux locus, nous avons pu attribuer un peére pour 419 (au seuil 80%, dont 264

au seuil 95%), soit 56,47% d'entre eux (tableau 3.7). La suite des analyses porte sur ces

Tableau 3.7. Nombre de descendants pour lesquels un pere a été trouvé par la méthode de

maximum de vraisemblance par CERVUS v. 1.0 (Marshall ef al. 1998).

Famille 2locus seuil 95% seuil 80%
B3 77 22 42
B5 75 15 33
B6 65 26 41
B11 78 23 39
B12 86 26 44
B15' 67 48 56
B17 68 19 36
B18 76 32 46
B20 77 21 39
B22 73 32 43
Total 742 264 419

Légende: seuil: voir méthode.

descendants (nous ne prendrons pas en compte les 5 descendants issus d’autofécondation par
la suite). Comme pour les taux d’autofécondation, ces résultats pourraient étre légerement
modifiés (pére attribué et/ou nombre de descendants pour lesquels un pére est attribué) avec la
prise en compte du male B14M. Cependant, le niveau de polymorphisme des marqueurs
utilisés est tel que, dans prés de 80% des cas, un seul individu correspond a un génotype
pollinique donné (tableaux 3.2 et 3.3). Ce seul individu B14M ne peut donc se substituer
comme pére réel a I’ensemble des autres individus de la population, notamment des 12

individus hermaphrodites qui s’averent étre des péres (voir paragraphe suivant et tableau 3.8).

Le succés male des hermaphrodites

Les fécondations réalisées (nombre de descendants) sont données dans le tableau 3.8 pour
chaque couple mere-pére de la population (les descendants issus d’autofécondation ne sont
pas représentés).

Les individus hermaphrodites participent pour une grande part dans la paternité des
descendants analysés: au total, les 13 péres hermaphrodites ont produit 195 descendants, soit

pres de la moitié (46,5%) du total des 410 descendants analysés (tous sauf ceux de B** non
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sexé, tableau 3.8). Le succés reproducteur moyen par pere hermaphrodite est de 15
descendants (écart-type 15,31).

Sur la figure 3.4, le succes reproducteur male de chaque pére est donné en pourcentage de
'ensemble des 410 descendants. Le seul individu qui n’a produit aucun descendant par voie
male est un hermaphrodite, B3H ; cependant, les potentiels receveurs les plus proches sont
B6H, qui est fécondé par 4 individus proches (voir carte Fig. 3.3), et les individus B1H et
B16H sur lesquels aucun descendant n’a €té analysé.

La moitié des descendants est produite par cinq individus, dont deux hermaphrodites. Ceci
confirme que cette espéce n'est pas subdioique, mais bien fonctionnellement androdioique en

population naturelle.

L’avantage male et la variance du succés reproducteur

Les dix individus males de génotype connu ont contribué a 215 descendants, soit un succes
reproducteur moyen de 21,5 descendants par pére male (écart-type de 13,88, CV 64,6%,
tableau 3.9). Il n'est pas significativement différent de celui des hermaphrodites (test F).
L'avantage male estimé (ratio des succes reproducteurs male et hermaphrodites) est de 1,43;
nous obtenons donc le méme ordre de grandeur que lors des pollinisations contrdlées (1,93,
sur d'autres individus, et avec des pollinisations utilisant un seul donneur, voir chapitre 2,
Vassiliadis et al. accepté). La figure 3.4 montre en effet une trés grande variance du succes
reproducteur, en particulier pour les hermaphrodites dont le succes reproducteur varie entre
0% et 11.7% des descendants étudiés. Ce résultat correspond a ce qui a été trouvé au Chapitre
2 ; il est également comparable aux valeurs de 0,6% a 12,8% obtenues chez les espéces

anémophiles allogames Q. robur et Q. petreae (Streiff 1998).
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Tableau 3.8. Nombre de descendants observés pour chacun des couples pere-mere de la

population.

Méres B3H B5H B6H B11H B12H B15H B17H B18H B20H B22H Total Nb H

par pére

Peéres
B* 2 3 1 1 2 5
B1H 4 2
B3H 0
BSH 2 8 1 1 12 4
B6H 1 1 1 1 2 2 9 7
B11H 1 2 1 4 1 9 18 6
B12H 1 1 1 3 3
B15H 2 1 4 33 3 2 1 3 49 8
B15'H 1 2 2 12 6
B16H 2 4 4 2 8 6 8 2 47 10
B17H 1 2 6 9 3
B18H 1 1 2 1 1 4 10 6
B20H 6 1 1 10 4
B22H 3 1 1 1 1 1 11 7
Sous total 19 13 18 14 18 39 15 16 17 26 195
hermaphrodite
B2M 3 2 5 2 1 1 15 7
B4M 4 1 2 2 3 2 15 7
B7M 1 5 2
B8M 3 6 3 12 3
B9M 4 4 5 5 3 1 28 9
B10M 2 8 3 5 5 5 7 3 48 10
B13M 2 2 3 1 12 5
B19M 1 3 1 2 8 17 7 39 7
B21M 5 3 1 12 4
B23M 1 3 2 5 7 1 2 3 3 2 29 10
Sous total 22 18 20 24 26 17 21 29 22 16 215
male
Total (MetH) 41 33 41 39 44 56 36 46 39 44 410
par mére

Légende: Nb H: nombre d'hermaphrodites de la population fécondés par chaque pére.
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Tableau 3.9.Succes reproducteur male moyen estimé des males et des hermaphrodites.

Nb total de Moyenne Nb H moyen
descendants (ET) (ET)
sur13 H 195 15,00 (15,31) 5,08 (2,72)
sur 10 M 215 21,50 (13,88) 6,40 (2,84)
Avantage M 1,43 1.26

Légende: ET: écart-type; Nb H moyen: nombre moyen de méres hermaphrodites fécondées par les
males et les hermaphrodites.

Des études menées sur différentes espéces d’arbres ont mis en évidence des relations entre la
variance du succes reproducteur et des facteurs biologiques ou écologiques (Schoen &
Stewart 1986) (Burczyk & Prat 1997) (Kaufman et al. 1998), (Erickson & Adams 1989;
Burczyk et al. 1996). Ainsi chez Pseudotsuga menziesii, des données sur la phénologie, la
distance et la direction incorporées & un modele de maximum de vraisemblance ont montré
que ces facteurs avaient un effet significatif (Burczyk & Prat 1997). Les facteurs biologiques
prépondérants sont la fertilité des individus (production de pollen ; (Schoen & Stewart 1986)),
les synchronisations phénologiques (chevauchement et durée des phases de production
pollinique des donneurs et de réceptivité de I’individu receveur ; (Erickson & Adams 1989)),
ou encore des effets plus spécifiques tels la hauteur des individus donneurs (Burczyk et al.
1996). Des effets post-zygotiques comme la dépression de consanguinité peuvent également
intervenir. Chez P. angustifolia, nous ne disposons pas encore de données permettant de
discuter de I'importance de ces différents facteurs pour expliquer les hétérogénéités observées
sur notre étude de la population B. En revanche, nous disposons de données sur la distance et
la disposition des individus males, deux facteurs écologiques ayant également d’importants

effets (Kaufman ef al. 1998), (Burczyk & Prat 1997).

L’effet de la distance entre parents

Nous avons calculé le nombre de couples possibles pére-mere pour chacune des classes de
distances: nous obtenons ainsi une matrice de succes potentiel (tableau 3.10). Le nombre de
descendants effectivement obtenu pour chaque couple a également été reporté par classe de
distance (tableau 3.11). Les succés reproducteurs observés et attendus en fonction des classes
de distances séparant les couple pére-mere sont représentés Figure 3.4.

Tout d'abord, si l'on choisit la médiane (37 m) comme limite de deux classes de distances (0-
35 m et 35-70 m), les effectifs attendus et observés dans ces deux classes ne différent pas
significativement (test G, 1 ddl, P=0.999); le résultat est le méme en ne considérant que les
croisements issus de males ou d'hermaphrodites (Fig. 3.5 B et C). On ne retrouve pas ici la
distribution classique attendue, avec un fort effet a courte distance et un trés faible taux de

fécondations a plus longue distance. De tels effets sont observés dans d’autres études récentes
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Tableau 3.10: Nombre de couples possibles en fonction des classes de distance séparant les péres (13
hermaphrodites, 10 méiles) et les méres (10 hermaphrodites receveurs) (matrice du succés
reproducteur mile attendu).

Classes de distance* 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 Total par pére™
péres

B1H 11 1 1 1 1 1 1 2 10
B3H 2 1 1 1 2 1 1 9
B5H 1 11 1 1 1 2 1 9
B6H 1 11 1 11 2 1 9
B11H 1 2 2 1 1 1 1 9
B12H 1 2 3 3 9
B15H 1 3 01 1 1 11 1 10
B15H 1 3 1 1 11 1 9
B16H 1 4 2 3 10
B17H 2 2 1 1 2 1 9
B18H 1 2 2 1 2 1 9
B20H 1 1 2 1 1 2 1 9
B22H 2 1 1 11 2 1 9
o o dite 3 4 14 16 8 12 7 13 9 10 9 9 4 2 120
B2M 1 2 1 1 1 1 2 1 10
B4M 2 1 1 1 1 1 2 1 10
B7M 11 1 1 1 11 2 1 10
BSM 1 1 2 1 2 2 1 10
BOM 3 2 11 2 1 10
B10M 3 2 11 2 1 10
B13M 2 2 2 1 2 1 10
B19M 1 1 2 2 10
B21M 11 1 1 1 1 1 2 1 10
B23M 2 6 2 10
Sous total 4 11 5 10 4 7 6 11 9 10 10 8 4 1 100
Total par classe de

e b 7 15 19 26 12 19 13 24 18 20 19 17 8 3 220

* Les classes de distances sont indiquées par la valeur supérieure de l'intervalle considéré.
** Pour chaque hermaphrodite receveur, il n'y a que 9 autres receveurs possibles.

Tableau 3.11: Nombre de descendants effectivement observés dans chacune des classes de distance qui sépare ses
parents, pére et hermaphrodite receveur (matrice du succés reproducteur male observé).

Classes de distance 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 Total parpére
péres

B1H 4 0 0 0 00 1 0 0 5
B3H 0 0 0 0 0 0 0 0
BSH 8 2 0 1 0 0 0 1 12
B6H 1 1 0 1 11 2 2 9
B11H 1 0 2 4 1 9 1 18
B12H 1 0o 1 1 3
B15H 33 8 1 0 4 0 1 2 49
B15'H 0 3 2 2 0 1 4 12
B16H 2 11 12 22 47
B17H 0 6 0 0 8 0 y
B18H 1 1 4 2 2 0 10
B20H 0 1 1 2 0 6 0 10
B22H 1 0 1 3 1 2 3 11
normanimdite 42 1 19 12 7 13 17 19 35 10 8 12 0 0 195
B2M 3 0 2 5 0 1 3 1 15
B4M 3 4 0 0 2 0 3 3 15
B7M 4 0 0 0 0 0 0 0 1 5
B8M 0 3 0 0 6 0 3 12
BOM 12 9 0 1 5 1 28
B10M 16 7 4 7 1 3 48
B13M 2 6 3 1 0 0 12
B19M 17 8 2 7 1 3 1 39
B21M 0 3 0 0 0 1 3 0 5 12
B23M 3 23 3 2
Sous total male 10 49 6 24 5 9 7 42 20 15 11 8 4 5 215

Total par classe

de distance 52 50 25 36 12 22 24 61 55 25 19 20 4 5 410
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sur les distances de dispersions des gameétes males intra-population (Engel ef al. 1999; Streiff

et al. 1999). Une explication possible a nos résultats est que la population B étudiée est

petite et de faible densité, de sorte que des croisements aléatoires se produisent a 1I’échelle de
la population ; en choisissant une grande population continue, des effets distance pourraient
étre mis en évidence.

Deux 'pics' sont observés, a courte distance et a plus longue distance, ce qui explique que si

I'on considére toutes les classes de distances, la différence entre effectifs attendus et observés

est significative (P<0,0001), et ce pour tous les donneurs confondus (histogramme A) ou pour

les deux sexes pris séparément (histogrammes B et C).

(1) A courte distance (<10 m), les succes reproducteurs observés sont beaucoup plus élevés
que les succes attendus. Cet effet est dii principalement & deux couples d'individus trés
proches donnant plus de 10 descendants, le donneur de pollen pouvant étre male ou
hermaphrodite: B15'H (meére) x B15H (pére) (33 descendants; voir la répartition des 49
descendants du pere B15H sur la figure 3.6) et BIS8H (mere)x B19M (pére) (17
descendants). Ce fort effet peut étre dii & une saturation du receveur par un donneur
proche et de phénologie synchrone.

(2) A moyenne distance (35-45 m), de nouveau les succes reproducteurs observés sont en
exces. La aussi, une analyse plus fine montre que deux individus donneurs sont impliqués
principalement: B16H et B23M (voir la répartition des 29 descendants issus de B23M sur
la figure 3.7). Le donneur se trouve situé a égale distance de sept hermaphrodites
receveurs. La situation par rapport aux hermaphrodites receveurs, et la phénologie
(synchronisation) sont ici des paramétres essentiels; méme a relativement longue distance
un individu peut maximiser son succes reproducteur pourvu qu'il trouve suffisamment de

receveurs réceptifs.

L’effet de la direction

Les origines paternelles des descendances de chaque hermaphrodite receveur sont représentés
(Fig. 3.8). Les effets directions sont difficiles a détecter a cause de la répartition des
hermaphrodites receveurs en périphérie de la population. Cependant, un effet direction Nord-
Sud est possible, et serait di a ’orientation principale des vents, mais nous ne I’avons pas
encore testé. De tels effets ont été mis en évidence par des modéles de maximum de

vraisemblance chez Pinus attenuata (Burczyk et al. 1996).
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Figure 3.8: Cartes de flux de pollen réalisé pour chaque hermaphrodite receveur.
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Figure 3.8 (suite et fin)
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Conclusions

L’étude du systeme de reproduction des individus d’une population naturelle du sud de la
Camargue par analyse de paternité des descendants a 1’aide de marqueurs microsatellites nous
a permis de montrer les résultats suivants :
1. Les hermaphrodites sont bien fonctionnels en tant que males en conditions naturelles.
L’espece est bien fonctionnellement androdioique.
2. Les maéles sont globalement plus efficaces que les hermaphrodites (avantage mesuré de
1,4), mais cet avantage n’est pas significatif a cause de la trés forte variance observée.
3. L’espéce est bien fortement allogame.
Les trois principaux résultats des analyses en croisements contr6lés (Chapitre 2) se trouvent
confirmés en population naturelle, en pollinisation libre.
Cependant, plusieurs aspects restent a explorer. D’une part, les succés reproducteurs miles
sont estimés ici sur des descendants au stade embryon. Les effets pré-zygotiques, tels la
fertilit¢ potentielle des individus (voir Encadré 2, en Introduction), la phénologie, et
l'incompatibilité entre individus sont pris en compte dans cette estimation. Les effets post-
zygotiques, comme la dépression de consanguinité ou effets de sélection ne sont pas inclus
(des mesures de germination et de viabilité des descendants restent a effectuer sur les
descendances des plantules). Les effets post-zygotiques peuvent inﬂuencér le degré de la
viabilité comparée des descendants issus de males ou d’hermaphrodites.
D’autre part, il serait intéressant de confronter les résultats obtenus avec une situation
écologique différente, comme une grande population continue. En effet, nous avons montré
l'existence d'un important flux de pollen extérieur a la population (43% des descendants
analysés ont un pere hors de la population), et a cela s’ajoutent des dispersions de pollen
efficaces a longues distances intra-population (un pic a 35-40 m, et des dispersions jusqu’a 70
m). Des effets leptokurtiques pourraient étre observés sur des populations continues et de plus
grande taille ; mais dans ce cas, I’augmentation du nombre de péres potentiels réduirait alors
la puissance de I’analyse, et il faudrait augmenter en conséquence le nombre de marqueurs
utilisés. Nous disposons en effet de 8 autres marqueurs polymorphes (Encadré 3.1). Par
ailleurs, la présence d’all¢les nuls au locus GA6 nous pousse également a faire ces analyses
sur la population B avec de nouveaux locus.
Ensuite, le seul individu sans descendance par la voie male est un individu hermaphrodite
(B3H). Cet individu pourrait étre male-stérile, au contraire de tous les autres hermaphrodites
présents dans la population, ou bien il pourrait avoir fécondé B1H et B16H qui étaient
proches mais sur lesquels aucun descendant n’a été analysé. Des descendants sont disponibles

et seront prochainement analysés afin de vérifier ces hypotheses. Il conviendra également de
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reprendre les analyses conduites dans la population B apres avoir typé le male B14M, pour
lequel I’ADN n’était pas disponible dans le cadre du travail conduit pour cette these.

Enfin, des modéles intégrant les facteurs biologiques, comme la phénologie (recouvrements
phénologiques entre individus), 1’age des individus, et écologiques, comme la direction des
pollinisateurs, sont a développer chez P. angustifolia compte-tenu de I’importante variance de

succes reproducteur observée en population naturelle.
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Chapitre 4

Modélisation de I'évolution de la stérilité
femelle liée a I'incompatibilité




Chapitre 4. Modgé¢lisation de 1'évolution de la
stérilite femelle liee a I'incompatibilité
La modélisation qui fait I’objet de ce chapitre est présentée sous forme d’article en
préparation pour Heredity : Androdioecy revisited through incompatibility (Christine

Vassiliadis, Myriam Valero, Pierre Saumitou-Laprade and Bernard Godelle).

Je présente ict un résumé des principaux résultats de cet article.

Nous avons vu en introduction que les modéles de maintien de I’androdioécie classiques
(Lloyd 1975 ; Charlesworth & Charlesworth 1978) prédisent que les males doivent avoir un
avantage en fertilit¢ (K) au moins double pour étre maintenus par la sélection, et que leur
fréquence d’équilibre est alors toujours inférieure a 50% : (K-2)/2(K-1) (voir Encadré i.4, cas
1).

Dans cet article, nous développons un modeéle dans lequel un systéme d’auto-incompatibilité
lié génétiquement au déterminisme du sexe peut induire une sélection fréquence-dépendante
sur la voie male et favoriser les alléles rares par la fonction male. Avec un tel systéme, un
allele de stérilité femelle peut donc étre sélectionné et se répandre dans une population
d’hermaphrodites. La dominance de I’allele de stérilité femelle, le nombre d’alleles
d’incompatibilité et 1’avantage male en fertilité des individus males sont les trois paramétres
de ce modele que nous explorerons.

Le résultat principal est que, contrairement aux modeles classiques, ce modele permet
d’expliquer des fréquences de males supérieures a 50% dans une espéce fonctionnellement
androdioique, si I’allele de stérilité femelle est dominant, et si le nombre d’alléles au locus

d’incompatibilité est faible ; et ce méme pour de faibles valeurs d’avantage male en fertilité.
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Summary

Lloyd’s (1975) and Charlesworth & Charlesworth’s (1978) ESS models for the maintenance
of androdioecy predict that male (female-sterile individuals) must have an advantage in
fertility (K) of at least two in order to invade a hermaphroditic population, and that their
equilibrium frequency (x,, - (K-2)/2(K-1)) is always less than 0.5. In this paper, we develop a
model in which male fertility is frequency-dependent, a situation not investigated in the
previous models, to explore the conditions for which high frequency of males could be

maintained at equilibrium. We demonstrate that a gametophytic self-incompatibility (GSI)
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locus linked to a nuclear sex determinism locus, by causing a frequency-dependent selection,
can favour rare alleles through male function and thus may induce the spread of the female-
sterility allele within a hermaphroditic population. Contrarily to the classical results, the
model can explain male frequencies greater than 50% in a functionally androdioecious
species, depending on three key parameters: the dominance of female-sterility at the sex locus,

the number of SI allele at the self-incompatibility locus, and the advantage in fertility of male

phenotype.

85



35

40

45

50

55

Introduction

The two symmetrical sexual dimorphisms: gynodioecy (co-occurrence of female with
hermaphroditic plants) and androdioecy (co-occurrence of male with hermaphroditic plants)
are both encountered in Angiosperms. Gynodioecy is the second most common plant breeding
system after hermaphroditism (7% and 72% of the species respectively, see Delannay, 1978;
Richards, 1997), while androdioecy is remarkably rare (less than ten species, Yampolsky &
Yampolsky, 1922; Charlesworth, 1984; Anderson & Symon, 1989; Vassiliadis, 1999). Lloyd
(1975) and Charlesworth & Charlesworth (1978) have developed evolutionary stable strategy
(ESS) models to understand the maintenance of these two sexual dimorphisms towards
hermaphroditism. They have demonstrated that unisexual plants cannot invade a
hermaphroditic population unless they have an advantage in fitness (K). Specifically,
assuming nuclear inheritance of sex and a large panmictic population, Lloyd (1975) and
Charlesworth and Charlesworth (1978) have demonstrated that unisexual plants must be at
least twice as fit as hermaphrodites (K > 2) and that their equilibrium frequency (x) is always

less than 0.5;

(1) x= 2(k -1)

Under these assumptions, as the same conditions hold for both male and female morphs, these
ESS models cannot explain why gynodioecy is more frequent than androdioecy.

Constraints are however different in gynodioecy compared with androdioecy. Females are
limited by the availability of resources to nurture their zygotes while males are limited by the
ability to successfully disperse their gametes (i.e. fertilise eggs) (Charnov, 1979). This issue
was addressed by including the effect of selfing in the above-mentioned models. In a partially
selfing hermaphroditic population, selective pressures for the spread of an unisexual mutant

are no longer identical for male and female plants (Lloyd, 1975; Charlesworth and
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Charlesworth, 1978; Charlesworth, 1984). Female plants (always outcrossed) are favoured
when selfed hermaphrodites suffer from inbreeding depression. On the other hand, the
occurrence of selfing lowers male plant fertility due to the reduction in the number of
available female gametes. Consequently, gynodioecy may be maintained even if the female
advantage in fitness is less than two. But for androdioecy to be maintained, the advantage of
males must be more than double that of hermaphrodites, a condition difficult to be reached
and that could explain the lower occurrence of androdioecy compared with gynodioecy.
Another possible explanation of the greater frequency of gynodioecy in nature is the nuclear-
cytoplasmic inheritance of sex. In many of the wild gynodioecious species, expression of the
sexual phenotype is the result of an interaction between nuclear and cytoplasmic genes
(Couvet et al., 1990), while in the only two well-studied androdioecious species, the mode of
sex inheritance is nuclear (one dominant gene for male phenotype in Mercurialis annua
(Pannell, 1997a); two recessive genes in Datisca glomerata (Wolf et al., 1997)). Various
models using a nucleo-cytoplasmic inheritance of sex (Lewis, 1941; Couvet et al., 1986;
Frank, 1989) have demonstrated that conditions for the maintenance of gynodioecy are less
restrictive compared with a simple nuclear genetic determinism. Moreover, these models
established that female plants can reach equilibrium frequencies greater than 50%. Indeed,
high female frequencies are often observed in gynodioecious species (Cuguen et al., 1994).
The existence of functional androdioecy (i.e. species in which male function of
hermaphrodites has been proved to be effectively functional) has been verified only in a
handful of plant species so far (Datisca glomerata, Liston et al., 1990; Fritsch & Rieseberg,
1992; Mercurialis annua, Pannell, 1997b; Pannell, 1997c; Fraxinus lanuginosa, Ishida &
Hiura, 1998; Schizopepon bryoniaefolius, Akimoto et al., 1999; Phillyrea angustifolia, Lepart
& Dommée, 1992; Vassiliadis et al., accepted, Fraxinus ornus, Dommeée et al. 1999). The

first two species are characterised by a male advantage more than double of that of
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hermaphrodites; they exhibit essentially high outcrossing rates (but are not self-incompatible)
and low male frequencies within populations (< 30%). These species thus present all the
conditions necessary for the maintenance of male individuals according to Lloyd’s (1975) and
Charlesworth & Charlesworth’s (1978) models. Contrarily to theoretical expectations,
hermaphrodites of S. bryoniaefolius are highly endogamous. However, in this species, the rate
of outcrossing was reported to vary with male frequency (Akimoto et al., 1999) and male
fertility is thus frequency-dependent, a condition that was not explored in the previous
models. In P. angustifolia, high male frequencies are observed in populations (50% in most of
the populations in Southern France, Lepart & Dommée, 1992; Vassiliadis, 1999) and male
advantage is only approximately twice that of hermaphrodites (Vassiliadis ef al., accepted). In
this species, hermaphrodites are self-incompatible and crossing success between
hermaphrodites is more variable than between males and hermaphrodites, suggesting the
occurrence of cross-incompatibility among hermaphrodites (Vassiliadis et al., accepted).

In this paper, we explore how self-incompatibility may interact with sex determination in an
androdioecious species to favour the fitness of male plants and thus their equilibrium
frequency. A model is developed in which a locus of sex determination is linked genetically to
a locus of self-incompatibility. The influence of three key-parameters are discussed: the
dominance versus recessiveness of female-sterility allele, the male advantage in fitness (K)

and the number of different self-incompatibility alleles (n).
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Model's assumptions and parameters

The model developed in this study considers one infinite population, panmictic, with no
pollen limitation, no overlapping generations, no migration or mutation. The initial population
contains only hermaphroditic individuals (initial frequency of males x =0). The model
considers a gametophytic self-incompatibility (GSI) system which involves one S locus, with
n possible alleles: S, S,,...S,. Under such a system, a given S, pollen is compatible with any
recipient sporophyte S/S, (with j and k # i, and j # k). Initially, in the population, there are
n(n-1)/2 different diploid genotypes which are all heterozygotes due to the incompatibility
system (Wright, 1939). At equilibrium, all these genotypes are at equal frequencies, because
of the negative frequency-dependent selection caused by self-incompatibility. Consequently,
each S, allele is present at a frequency of 1/n in the population (Wright, 1939).

Starting from this equilibrium situation for self-incompatibility alleles, a second nuclear locus,
noted A, governing the sexual phenotype is introduced. Two alleles are possible at this locus.
The allelic form A, encodes for female-sterility (male phenotype) and A, encodes for female-
fertility (hermaphroditic phenotype). The two loci, S (self-incompatibility) and A (female-
sterility), are under a complete linkage disequilibrium.

We examined two situations according to the dominance relationship between female-sterility
and female-fertility: either female-sterility is dominant over female-fertility (A, > A,) or
recessive (A, < A,). In the first case, female-sterile individuals are heterozygotes and the
female-sterility allele A, is associated with only one self-incompatibility allele, S,. In the
second case, because the female-sterility allele is recessive, males can only be homozygous
for this allele, which would never occur if only one self-incompatibility allele is associated
with the sterility allele. We thus supposed that two incompatibility alleles (S, and S,) are in
complete linkage disequilibrium with the sterility allele (A,). All other self-incompatibility
alleles (S,...S, when female-sterility is dominant, S;...S, when female-sterility is recessive)
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play the same role in the population for obvious symmetry reasons, and we will thus consider
their frequencies identical.

Under the model’s assumptions, in a population containing n incompatibility alleles, if
female-sterility is dominant (A,, > A,), one ‘regular’ pollen grain (not associated with female-
sterility) will be incompatible if its incompatibility allele corresponds to one of the two alleles
of the hermaphrodite recipient, which are different from each other and both different from S,
(probability = 2/(n-1) since all non-male genotypes are present at the same frequency). All
other ‘regular’ pollen grains are thus compatible with a probability of 1-(2/(n-1)) or (n-3)/(n-
1) (see Table 1). If female-sterility is recessive (A, < A,), one ‘regular’ pollen grain (neither
S, nor S,) will be incompatible if its incompatibility allele corresponds to one of the two
alleles of the recipient which are different each other and both different from S, and S,
(probability = 2/(n-2)). All other pollens are compatible with a probability of 1-(2/(n-2)) or (n-
4)/(n-2) (see Table 2). In addition, when female-sterility is recessive, we have also to consider
cases when a ‘regular’ pollen grain arrives on the stigma of a hermaphrodite bearing one S-
allele associated with the female-sterility allele (i.e. S, or S,), the other being any other S-
allele. The compatibility probability in that case is (n-3)/(n-2) (see Table2).
In the model presented in this paper, we defined the male advantage (K) as the amount of
pollen produced by a male divided by the amount of pollen produced by a hermaphrodite.

Moreover, we suppose that no fitness variation occurs within each sexual phenotype.

Dominant model (4,, > A, )

All the different possible genotypes and their associated phenotypes found under the
assumption of dominant female-sterility are presented in Table 1A, along with their relative
male-fertilities and frequencies.

The crossing table (Table 1B) among pollen donors and hermaphrodites recipients observed at

generation t, gives the compatibility conditions for each cross, the frequency of compatible
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pollen genotypes and the genotypes produced in the next generation (t+1). Not all the pollen
types contribute the next generation. Therefore, the frequency of a progeny genotype must be
weighted by the frequency of compatible pollen over each hermaphrodite recipient. This
allows the calculation of the male frequency in the generation t+1 (x’), given in the following

recursion equation:

Kx Kx
O X Y T A
B (—n——:—)[+1—x) Kx—=+(1-x)—
2 n—-1, 2 - n-1

Recessive model (Am < Ah)

The different genotypes of the individuals under this assumption, their associated phenotypes,
relative male fertility, and frequencies are presented in Table 2A.

The frequency of compatibility of a pollen genotype with a hermaphrodite recipient S,A,/S A,
(G#k, j and k= 1), and the phenotype of the progeny produced are presented in Table 2B.
This allows the calculation of the male frequency at generation t+1 (x’), according to the four

following recursion equations:
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Results

Dominant model

The equilibrium male frequencies (x,,) were easily found by solving the recursion equation
(2), for x> =x. The solution of the resulting first-degree equation is given in the following

equation:

This result looks very similar to the equilibrium frequency obtained by Lloyd (1975) and

Charlesworth and Charlesworth (1978) given in equation (1) : x = —2—(1%(_—21) , when replacing

n-1

-2
? 3) . Replacing

n-3

K in the denominator by K'=K ( ] > K and in the numerator by K (

n_—

. . h iy eq
K by K’ makes sense since the ratio >1 corresponds to the cross-compatibility

n-3

advantage of males compared with hermaphrodites, as we shall demonstrate in the following
paragraph.

The genotype of a male is S| A, /S;A, (1 # 1), and thus it produces half S| A,, and half S;A,
pollen. The genotype of a hermaphrodite is S;,A,/S, A, (with j #k, j and k = 1; for instance
S,A/S;A,).

On a given stigma, S, pollen grains are always able to grow, whereas S, pollen grains have a

n

probability to be able to germinate.

n p—
Indeed, out of the n-1 possible alleles (i = 2...n), n-3 alleles are compatible (1 =4...n in our

example). The mean probability for a pollen grain produced by a male to be able to germinate

n-3 n-2
2(n—1)_n—1'

: . 1
on a stigma is thus 2 +
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On the same stigma (say S,A,/S;A,), the mean probability for a pollen grain produced by a

. n-3
hermaphrodite to be able to germinate is ]
n —
n-2
The ratio 2—L = n—_i >1 is thus the cross-compatibility advantage of males relative to
n- n-—
n-1

hermaphrodites. Such a difference between males and hermaphrodites does not exist when S,
alleles can be either associated with A, allele or with A, allele: in this case, the equilibrium
male frequency is the classical one, corresponding to equation (1). When allele S, and allele
A, are in complete linkage disequilibrium, cross-compatibility advantage cannot alone
account for the whole modification of the male equilibrium frequency. Indeed, taking into
account cross-compatibility advantage would lead to a male frequency of x,,,, given by the

following equation:

Xtheor =

The difference affecting the numerator (in bold characters) can be explained by comparing the

. : o . : : , -2
recursion equation for x obtained in our model (equation (2), rewritten using XK'= K [ " 3 ))
n —_—

,=ln—l K'x
2n-2Kx+(1-x)’

&) x

with the recursion equation corresponding to the classical phenotypic model:

9) x' = l__K_x__.

2K%+(1-x)
Equation (9) gives the expected proportion of males x’ at the generation t+1, when males
represent a fraction x of the population at generation t, and produce K’ more male gametes

than hermaphrodites.
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The factor ¥ stands for the fact that half of male offspring are males. In our model, this is no

longer true. Males indeed produce one half of S;A,, gametes, and one half of S;A; gametes.

. -3

But on a given stigma, the germination probability of S;A; pollen grains is only & I The
n pa—
1

. . . . 2 1 n-1
mean proportion of a male offspring bearing allele S,A,, is thus =— >—
1. 1n-3 2n-2"2

2 2n-1

instead of 1/2.

n—

The combined effects of the cross-compatibility advantage (K'= K ( 3) > K') and of the

5 > l) can lead to very high male frequencies. For
n —

biased sex-ratio in male offspring (%

n = 3, male frequency reach unity, leading to population extinction (Fig. 1). For higher values
of n, male frequency is always higher than the classical value (K-2)/2(K-1) predicted by the
resource allocation theory with a simple nuclear determinism (Fig. 1), although it approaches
this limit for large n. Note that for low values of male advantage, K (between 1 and 2, not
shown), males cannot be maintained in the classical resource allocation models. In contrast,
they can be maintained at rather high frequencies under our model. For instance, with K =1.5
and with six self-incompatibility alleles, 25 % males can be maintained at equilibrium in our
model (following equation (2)). Only with a much higher male advantage (K = 3) could such a
proportion of males be reached under the classical model (equation (1)). In our model, the

frequency of male is higher than 0.5 when K > n-3 (from equation (7)).

Furthermore hermaphrodites are not simply cryptic females, since their pollen grains can
fertilise the ovules of other hermaphrodites. For instance, when K =2 and n =35, there are

5x(5-1)/2=10 possible plant genotypes, all of which are heterozygous at the self-
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incompatibility locus (Table 3). Among these ten genotypes, four bear the dominant female-
sterility allele and one of the other alleles (see Table 3). Considering a given hermaphroditic
plant (say an S,S, plant, see Table 4), the proportion of S;A, pollen grains which germinate
on the stigma is 0.5, which ensures that half of the progeny are males. Of the remaining half
of efficient pollen grains (non-S,A,), one half has been produced by males, and one half by
five different types of hermaphrodites, which are thus not cryptic females, but true
hermaphrodites. In a classical model and in a population made of 50 % of males (since half of
male offspring are males), there cannot be any real hermaphrodites. In our model, it is
however possible to observe one half of males in the population with a real male function
attributable to hermaphrodites, which is possible only because of the biased sex-ratio in male
progeny (previously shown).

Recessive model

When assuming a recessive determinism for female-sterility, it is not possible to solve
analytically the recursion equations for x’ = x to find the equilibrium frequency of males. We
thus iterated the recursion equations numerically for various parameter sets (equations (3), (4),
(5), and (6)) using the Mathematica software version 3.0 (Wolfram, 1996). Because the
female-sterility allele is recessive, males can only be homozygous for this allele, so that the
only possible genotype for males will be S,A,/S,A,,(Table 2A).

With such a recessive determinism of female-sterility, equilibrium male frequency is in

general smaller than in the classical resource allocation model, except for small K and small n

(Fig. 2).
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Discussion

Our model demonstrates that an incompatibility system in complete linkage to a sex
determinism, by causing a frequency-dependent selection, can favour rare alleles through
male function and thus may induce the spread of the female-sterility allele within a
hermaphroditic population. Contrarily to the classical results predicted by the resource
allocation theory (Lloyd, 1975; Charlesworth & Charlesworth, 1978), the model can explain
male frequencies greater than 0.5 in a functionally androdioecious species. However, the
equilibrium frequency of male phenotypes was highly dependent on three key parameters: the
dominance of female-sterility at the sex locus, the number of SI allele at the self-
incompatibility locus, and the fitness advantage of the male morph.

We chose to model a GSI rather than a sporophytic self-incompatibility for several reasons.
First, GSI is more widespread than SSI in Angiosperms families; second, GSI is simpler to
implement and thus ideal for a first approach; finally, GSI is the only system in which
maleness can be associated with a single S-allele. In the SSI case, the female-sterile haplotype
would never benefit from an absolute cross-compatibility advantage.

In our study, both cases of dominance do not account for the same results. If female-sterility is
dominant, high frequency of males (> 50%) can be maintained within populations even when
their advantage in fitness is low (K < 2), as long as the number of ST alleles is also low (n < 6)
(Fig. 1). On the other hand, if female-sterility is recessive, equilibrium male frequency is
smaller than or equal to 0.5 (Fig. 2). When the determinism of female-sterility is dominant,
only one SI allele is associated with female-sterility (S,A,) and it is exclusively paternally

inherited. This haplotype is more frequently transmitted than others because it benefits from

n
(1) a cross-compatibility advantage >1 due to the allele S,: males were always

n._-

compatible (full or half-compatible) with all hermaphroditic genotypes; (2) a male-biased
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n-1.1 due to a better cross-compatibility of male-determining alleles;

paternal sex-ratio 1
2n-2

and (3) a male fitness advantage (K). The first two phenomena are due to the fact that males
can interact with n-1 partners (different genotypes) and cannot receive pollen, whereas
hermaphrodites have only n-2 possible partners and receive pollen from other hermaphrodites.
This increases the inbreeding within the hermaphrodite sub-population. However, as the
number of SI alleles (n) increases, incompatibility among hermaphrodites decreases and the
male cross-compatibility advantage becomes negligible. Consequently, when n is high, the
difference in fitness between males and hermaphrodites depends only on their relative
advantage in male fitness, and the frequency of male at equilibrium reaches the classical
results of allocation theory.

If female-sterility is recessive, by construction, it is necessary to consider that two different SI
alleles (S, and S,) are associated with the female-sterility allele (A, ). However, because
female-sterility is recessive, the two male haplotypes (S,A,, and S,A,) can be found in a
heterozygous state in hermaphroditic individuals so that no haplotype is exclusively
associated with male and paternally inherited. Consequently, in the recessive case, males
benefit only from a weak cross-compatibility advantage. Moreover, paradoxically, we have
found that the male advantage in fitness (K) favours the frequency of hermaphrodites: as K
increases, the frequency of S; A, and S,A,, haplotypes increases in the pollen pool, and
providing that n is large enough, more hermaphrodites phenotypes (heterozygotes for S|A,, or
S,A,, haplotypes) will be produced than male phenotypes. Consequently, when male-sterility
is recessive, the equilibrium male frequency is even smaller than in the classical resource
allocation model for large values of n and K (Fig. 2). The genetics of sex determinism has

been studied in only two species; female-sterility is dominant in one species (Pannell, 1997a)
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and recessive in the other (Wolf ef al., 1997). Therefore, it is not possible to conclude on the
dominance of female-sterility.

We chose a gametophytic incompatibility system in which males have always a cross-
compatibility advantage; in the case of a sporophytic incompatibility system (not shown here),
maleness cannot be associated with only one S-allele, thus this model cannot account for high
frequencies of male at equilibrium.

In a gametophytic self-incompatibility system, theoretical works have demonstrated that the
number of SI alleles that are maintained at mutation-selection equilibrium within a finite
population depends on the population size (Wright, 1939; Vekemans and Slatkin, 1994;
Vekemans et al., 1998; Schierup, 1998) and may be less than 6 when N < 50 (Vekemans and
Slatkin, 1994; Schierup, 1998). This small value of n, which is the upper limit necessary to
maintain high frequency of males in our dominant model, is thus plausible in small
populations.

The linkage between the two loci is a key assumption in our model. Indeed, if the linkage
between self-incompatibility and sex determinism is not complete, our results would again
coincide with those of the classical resource allocation model (results not shown). However, if
population size and n are small enough, the recombinant haplotype for SI allele originally
associated with female-sterility (for example S,A, in the dominant model) will have a higher
probability of being lost by drift than the non-recombinant male haplotypes (S,A,)).

The linkage disequilibrium can however be explained if we consider, in the dominant model,
the ‘male’ haplotype as a selfish gene: it is exclusively paternally inherited and favours its
own transmission by suppressing the female function. (In the recessive model, there would be
two such selfish haplotypes). The recombination between the two loci would be selected-

against. Such selfish haplotypes implying two loci (poison/antidote) that never recombine
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(placed in inversion for example) have been described, as sex-ratio distorters (see review i @
Werren & Beukeboom, 1998).

325 In conclusion, a gametophytic self-incompatibility (GSI) system linked to a nuclear sex
determinism, by causing a frequency-dependent selection, may explain high frequencies of
males reported in some androdioecious species (in the functional androdioecious species P.
angustifolia (Vassiliadis, 1999) and in the two other species Fraxinus lanuginosa (Ishida &
Hiura, 1998) and Fraxinus ornus (Dommée et al. 1999) for which the pollen of

330  hermaphrodites has been proved to be potentially fertile). The conditions required by the
model to explain the maintenance of high male frequency within a hermaphroditic population:
dominance of female-sterility (A,, > A;) and complete linkage between A, and S, alleles, may

be rarely encountered in nature. Indeed, androdioecious systems are remarkably rare.
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410 Table 1: Characteristics of crosses and progeny in the dominant model
(A, > A,): only one ‘male’ haplotype is found (S,A,) in the

population which contains n incompatibility alleles.

A. Genotypes and associated phenotypes, relative male fertility and

frequencies of individuals (there must be at least 3 self-incompatibility

415 alleles).
Genotype Sexual Relative Fq
phenotype  male fertility
S, Am
Si Al
Male K X

i1
S A
S An .

Hermaphrodite 1 1-x

izl)=1,1#]
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B. Crossing table among pollen donors and hermaphrodite recipients

Recipient genotype Pollen genotype
(frequency) (frequency)
SA/SA, S|A, S\A,;
¢)) (Kx/2)* (Kx/2* + (1-x)**)
Compatibility conditions Always compatible k+#1 and k#j
Compatibility probability 1 (n-3)/(n-1)
Progeny genotype S|A./SA, SAY/S A,

i#1 12zl k#1,1#k
Progeny frequency (Kx/2)/W ((Kx/2 + (1-x)) (n-3)/(n-1))/W

* pollen produced by male; ** pollen produced by hermaphrodite; W: weighting factor due to the fact that all pollen

types do not contribute to the next generation.
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Table 2: Characteristics of crosses and progeny in the recessive model

(A, > A,): two ‘male’ haplotypes are found (S,A,,and S,A,) in the

population which contains n incompatibility alleles.

A. Genotypes and associated phenotypes, relative male fertility and

frequencies of individuals (there must be at least 3 self-incompatibility

alleles).
Genotype Sexual Relative male Fq
phenotype fertility xty+z+t =1
St Am
S2 Am
Male K X
S1 Am
Si An .
Hermaphrodite 1 y
1# land 2
S2 Am
S A .
Hermaphrodite 1 t*
i#1and?2
Si An
Si An .
Hermaphrodite 1 z

iandj#1and 2,i#j

* For obvious symmetrical reasons, t =y



B. Crossing table among pollen donors and hermaphrodite recipients

Recipient genotype Pollen genotype

(frequency) (frequency)

SA/S A, S|A, S,A,, S,A,

zZ/(y+t+z) = z/(2y+z) Kx/2* + y/2%* Kx/2* + t/2%* y/2 +t/2 + z**
Compatibility Always compatible Always compatible i#j and izk
conditions
Compatibility 1 1 (n-4)/(n-2)
probability
Progeny genotype S,AL/SA, S,A,/SA, S,Ai/S;A,and S;A/S A,

1#1 1#2 i#zjandk,j#k,
i,jandk# 1and 2

Progeny (Kx +y)2W (Kx + t)2W [(z +(y+t)/2) (n-4)/(n-2)}/W
frequency

S|A/SA,

y/(2y+z)
Compatibility Always compatible i#landi#j
conditions
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Compatibility 1 (n-3)/(n-2)
probability
Progeny genotype [ SAJSA, SAJSA,  SAJSA,  SA/SA,
j#1land?2 i#1and?2 1]
Progeny (Kx + t)/2W [(z +(y+t)/2) (n-3)/(n-2)[/W
frequency
S,A./SA,
t/(2y+z)
Compatibility Always compatible i#jandi=2
conditions
Compatibility 1 (n-3)/(n-2)
probability
Progeny genotype S,A./SiA, S,A./S A, SIA/SA,  SAJSA,
i#1and2 i#land2 1i#j,iand)
#1land2
Progeny (Kx+y)2W [(Z+(y+1)/2) (n-4)/(n-2) /W
frequency

* pollen produced by male; ** pollen produced by 1te,. : weig t1n factor due to the fact that all pollen

types are not compatible; in gray: incompatible crosses
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Table 3: Amount of pollen grains produced in a population at equilibrium with a two-fold relative fertility advantage for males
and five self-incompatibility alleles, the fifth allele (denoted S,A,) causing dominant female-sterility. In this case, the

equilibrium frequency of males is 0.5. Half of the S, pollen grains are produced by hermaphrodites (3x1/24), half are produced

by males (1/8). All S;A,, pollen grains are produced by males.

Hermaphrodites: total frequency = 0.5 Males: total frequency = 0.5
Genotype S;AVSA, S:AYSA, SAYSA, S:AYSA, S:A/SA, SAYSA, SAYSA,  SAYSA,  SIA/SA, SALSA,
Frequency 1/12 1/12 1/12 1/12 1/12 1/12 1/8 1/8 1/8 1/8
Male fertility 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Amount of pollen S,A,: 1724 SA,: 1724 S,A,: 1724 S,A,: 1/8
grains produced  s,A,: 1124 Sy 124 S,A,: 1/24 S,A,: 1/8

S.A,: 1/24 SA,: 1/24 S.A,: 1724 S,A,: 1/8

S;A,: 1/24 SiA,: 1124 S.A,: 1/24 S;A,: 1/8

SA.:1/8 SA,1/8 SA18 SA,l8
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Table 4: What happens in an S,A,/S,A, flower. Only S,A,, S;A, and S;A,,

pollen grains germinate. Half of the ovules are fertilised by S, A, pollen

grains, produced only by males. Half of the ovules are fertilised by S, or S;

pollen grains, half of which being produced by males, and the remaining

half by hermaphrodites, which are thus not cryptic females (even though the

male proportion in the population is 0.5). Males thus contribute for all S|A

alleles and 1/2 of non-S,A,, alleles, whereas hermaphrodites contribute ¥ of

non-S,A,, alleles.

Pollen grains genotypes S,A, S;A,  S,A, SiA, S|A,
Available amount issued from: 1/4 1/4 1/4 1/4 172
Hermaphrodites 172 172 1/2 172 0
Males 172 172 1/2 1/2 1
Pollen grain fitness 0 0 1 1 1
Proportion of ovules sired 0 0 1/4 1/4 1/2
Pollen-donors contribution
Hermaphrodites 1/8 1/8 0
Males 1/8 1/8 172
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Captions to figures

Figure 1. Male frequency at equilibrium in our dominant model (upper
nappe, equation (2)) and in the classical model (lower nappe, equation (1)),
in function of the number of S-alleles (n, from 3 to 12) and the relative male
advantage in fertility (K, from 2 to 11).

Figure 2. Male frequency at equilibrium in our recessive model (lower
nappe, obtained at equilibrium with equations (3)-(6)) and in the classical
model (upper nappe, equation (1)), in function of the number of S-alleles (n,

from 3 to 12) and the relative male advantage in fertility (K, from 2 to 11).
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Conclusions et perspectives

Les deux études expérimentales menées sur le systtme de reproduction de Phillyrea

angustifolia, d’une part par des pollinisations contrélées avec simple donneur de pollen

(Chapitre 2), et d’autre part par des analyses de paternité en population naturelle et donc en

situation de compétition, a 1’aide de marqueurs microsatellites mis au point chez cette espéce

(Chapitre 3), convergent vers les résultats suivants :

(1) P. angustifolia est bien fonctionnellement androdioique. En effet, la fertilit¢ male des
hermaphrodites a bien été mise en évidence par les deux approches

(2) ’estimation de 1’avantage male en fécondité est faible ; des valeurs de ’ordre de 1,5 a 2
ont été obtenues dans les deux cas

(3) I’auto-incompatibilité des hermaphrodites a également été montrée, au niveau pré-
zygotique notamment

Le plus faible succes reproducteur male des hermaphrodites peut s’expliquer par une

réallocation des ressources vers la voie femelle, étape intermédiaire et transitoire de

I’évolution vers la dioécie.

De plus, nous avons observé (dans les deux expériences) une forte variance du succes

reproducteur male des hermaphrodites, certains hermaphrodites ne produisant quasiment

aucun descendant par la voie male, et pouvant étre considérés comme male-stériles, alors que

d’autres apparaissent comme de trés bons donneurs.

Dans I’expérience de la mesure de 1’avantage male par analyse de paternité (Chapitre 3), cette

forte variance pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs: une synchronisation des

phénologies des individus donneurs et receveurs, que nous n’avons pas mesurée ; un effet

distance ; et peut-€tre un effet de compatibilité entre donneurs et receveurs.

Les résultats des croisements contrdlés (Chapitre 2), dans lesquels ni la phénologie ni la

distance n’interviennent, montrent par ailleurs quelques croisements potentiellement

incompatibles, et ce uniquement entre hermaphrodites.

Cette possibilité d’un avantage male en terme de compatibilité’ a été explorée sous forme

d’un modele (Chapitre 4), ou le locus de stérilité femelle est 1ié au locus d’incompatibilité.

Contrairement aux modeles classiques de maintien de I’androdioécie, ce modele permet

d’expliquer des fréquences de males supérieures & 50% chez une espeéce fonctionnellement

7 déja évoquée en introduction  propos des espéces animales androdioiques ou seuls les males sont capables
d’allofécondation (incompatibilité intra-phénotypique totale).
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androdioique, méme si l’avantage male est faible, pourvu que la stérilité femelle soit
dominante, et que le nombre d’alléles d’incompatibilité soit réduit.

A la lumiére de ce modele, le faible avantage male en fécondité estimé lors des
expérimentations ne serait pas en contradiction avec les fortes proportions de males observées

dans les populations naturelles de P. angustifolia dans le Sud de la France.

Ce travail a permis d’asseoir le statut androdioique de Phillyrea angustifolia. 11 devrait étre

suivi par des études plus approfondies, concernant:

1. Le systeme de reproduction

e Une investigation au niveau pré-zygotique par observation de croissance de tubes
polliniques apres croisements par du pollen de différentes origines devrait permettre de
tester 1’existence d’une réelle incompatibilité entre hermaphrodites.

e Le succés reproducteur male des individus mesuré par analyse de paternité nécessite
certains compléments d’analyses (le génotypage de tous les individus potentiellement
parents et des 3 descendances manquantes ; 1'étude d’un troisiéme locus qui permettrait
d’utiliser une méthode d’assignation directe) et mériterait d’étre étudié sur des populations
situées dans des contextes écologiques différents comme des populations continues de
grande taille.

e Le développement du modele en population structurée avec effets des paramétres de
migration et de dérive, et I’étude de I’effet du taux de recombinaison sur les conditions de
maintien de ’androdioécie et de la fréquence de males a I’équilibre. En effet, c’est en
petites populations isolées avec effets de fondation et de dérive que 1’on pourrait trouver un

faible nombre d’all¢les d’incompatibilité.

2. La survie

La compréhension du systéme de reproduction androdioique (chez cette espece) passe par
Pintégration de différents parametres : fertilité, mais aussi survie.

La longévité des espéces pérennes, arbres et arbustes en particulier est I’'un des parameétres
clefs de leur valeur sélective (Encadré i.2).La prise en compte de ce paramétre permettrait
d’expliquer de fortes fréquences de méles en populations (voir Encadré i.4 cas n°3 : avec un
avantage en fertilité de Kf, il faut un avantage en survie de Ks > (Kf+2)/Kf pour maintenir
plus de 50% de males ; par ex. avec Kf =2, il faut Ks > 2).

Un tel avantage en survie a été suggéré par des observations (Strasberg, 1988). Des études
démographiques sont nécessaires afin d’estimer la valeur sélective sur la durée de vie totale

des deux phénotypes sexuels (male et hermaphrodite). Ce type d’étude a été menée chez
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Silene acaulis, espéce gynodioique, chez qui les femelles ont bien un meilleur succés
reproducteur sur la durée de la vie, mais pas d’avantage en survie d’'une année sur I’autre
(Morris et Dauk, 1998).

Une étude conduite sur des individus d’une méme cohorte et suivis sur plusieurs années peut
permettre d’estimer les paramétres démographiques et d’évaluer I’importance relative de la

fertilité, croissance et survie.

3. Le déterminisme du sexe. A court terme, les génotypes des descendants issus de
croisements contrélés seront vérifiés ce qui permettra d’établir les sexe-ratios dans ces
descendances. Ces données nous permettront d’inférer des hypothéses sur le déterminisme

génétique de cette espece.

4. Enfin, une autre approche consiste a étudier I’'influence du systéme de reproduction
(androdioique, dans ce cas) sur les paramétres de structuration de population, et les tailles
efficaces nucléaire et cytoplasmique. Cette approche a déja été menée dans le cas d’espéces
gynodioiques (modé¢le de V. Laporte et al. (1998)). Un modéle similaire, adapté au cas de
I’androdioécie peut étre développé, et des données obtenues a 1’aide des marqueurs nucléaires
(microsatellites) et cytoplasmiques (RFLP) mis au point au laboratoire chez Phillyrea

angustifolia.
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Annexes

Annexe 1. Tableau des caractéristiques des especes

androdioiques

Dans ces tableaux, je présente les caractéristiques détaillées concernant le systeme de
reproduction des sept especes d'Angiospermes androdioiques déja présentées dans le tableau
1, de trois autres espéces d'Angiospermes dont le pollen des hermaphrodites n'a pas été testé,
et de trois especes animales et d'une espéce de champignon pour lesquels I'androdioécie a été
montreée.

Légendes et Abréviations:

M: méle

F: femelle

FI: fleur

H: hermaphrodite

Ind: individu

Nb: nombre

Open : pollinisation libre

Self: autopollinisation

Pop: population

RAPD: random amplified polymorphism detection

Tristylie: 3 morphes:

- 'Long': style long, étamines et pollen 'short' et 'mid’

- 'Mid" style moyen, étamines et pollen 'long' et 'short'

- 'Short": style court, étamines et pollen 'long' et 'mid'.
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Espéce

Datisca glomerata

Mercurialis annua

Schizopepon bryoniaefolius

Systéme de
reproduction

androdioécie

androdioécie

androdioécie

Références
bilbliographiques

(Liston et al. 1990; Rieseberg et al. 1993; Philbrick &
Rieseberg 1994; Wolf et al. 1997; Swensen et al.
1998)

(Pannell 1995; Pannell 1997a; Pannell 1997b)

(Akimoto et al. 1999)

Type biologique,
répartition
géographique

Géophyte herbacée pérenne, a longue durée de vie.
Plante de 1 a2 2,5 m. Ripisylve.
Sud-Ouest des Etats-Unis.

Annuelle, rudérale.

Large répartition: Europe et Méditerranée; Sud de
I'Espagne et du Portugal, Nord du Maroc: populations
6n androdioiques (Pannell 1997c).

Annuelle grimpante. En bordure de foréts
décidues.

Asie orientale (Japon, Corée, Sakhaline, Nord
de la Chine), au pied des montagnes du
Japon.

Taille des Petites populations, ind largements dispersés. 10 4 sites en Espagne: forte densité, M: 0 - 38% (<30% {11 populations (81 - 221 ind; 1671 ind) M: 0 -
populations et populations de Californie (397 ind) M: 0 - 25% (Liston [en moyenne) (Pannell 1997c¢). 9 sites, transect de 28.3%, 6 sans M.
sexe-ratio et al. 1990) quadrats, M: 0 - 30%: faible variation temporelle,

augmente avec la densité (Pannell 1997b).
Morphologie des |Apétale a calice court. Desind M et in noi ex ou H Petites. Fleurs H: solitaires, visibles, axillaires,
fleurs, des Fleurs M :pédicelles longs et 6 a 20 étamines. Cosex: monoiques, inflorescences M et F. Fleurs F: |3 étamines, style court: stigmate proche des
inflorescences Fleurs H: 3 étamines, un ovaire tri-carpellé, long style

pour la réception du pollen, protogynes.

sessiles, 3 tépales verts, stigmas plumeux, 3 ovules (3
ou 2 graines, pas de limitation de pollen), fleurs
subsessiles entourées d'une spirale de fleurs M.
Males: inflorescences pédonculées, dressées; fleurs
M: 3 tépales verts, pédoncule long (<80 cm), 10 2 20
anthéres insérées en spirale (Pannell 1997¢).

anthéres, 3 ovules (jusqu'a 3 graines par fruit).
Fleurs M: inflorescences paniculées de 10-20
fleurs discretes, 3 étamines, pas de pistil.

Pollen (quantité, |Quantité de pollen/fleurs M:H = 0,89:1 (Philbrick &  [Taille du polien et viabilité (test FDA): pas de Fertilité (coloration au cotton blue) et
viabilité) Rieseberg 1994); différence. morphologie identique (trés peu de grains
poids des plantules plus élevé aprés pollinisation M |Fertilité du pollen H vérifiée (5 croisements M et H) vides).
vs. H (Rieseberg et al. 1993). (Pannell 1997c).
Type de Anémophile. Anémophile.

pollinisation

Protogynie des H; floraison plus précoce des M
(Spencer & Rieseberg 1995)

Forte protogynie des H: évitement de I'autofécondation
(Pannell 1997c).

Dispersion du pollen male favorisé par architecture des
inflorescences.

Entomophile: insectes attirés par pollen
abondant (des fleurs M surtout ?)
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Espéce

Datisca glomerata

Mercurialis annua

Schizopepon
bryoniaefolius

Allocation au sexe

Fonction male (M:H): Nombre de fleurs (env
25000/ind; biomasse) 1:1 (Spencer & Rieseberg
1995). Anthéres (M:H): 3,29:1 (Philbrick &
Rieseberg 1994); Pollen/anthére: 0,89:1
(Spencer & Rieseberg 1995). Avantage male en
fertilité résuitant: 2,93.

Fonction femelle: graines petites et nombreuses,
quantité variable.

Fonction male (M:H): Production de fleurs staminées/poids sec:
6,09:1 (2,33 - 15,5), H: allocation male: 0 & 0,4; M: augmente avec
densité, H: diminue avec densité, augmente avec ombre (Panneli
1997a); Avantage male en fertilité résultant: 4 a 10 (Pannell 1997c¢).
Eonction femelle: allocation femelle relative des H: de 0,6 4 1,0
(associée a la taille: petit = femelle; augmente avec densité;
diminue avec l'ombre) (Pannell 1997c¢; Pannell 1997a). M: peuvent
devenir H tardifs, en faible densité.

Avantage male possible (non
mesuré): nombre de
fleurs/inflorescences et attraction
des pollinisateurs.

Autofécondation et
dépression de
consanguinité

Fis = 0.617 (23 pop, 6 loci allozymiques), | =
0,847,

Taux d’autofécondation = 8% a 35% (2 pop,
RAPD) (Fritsch & Rieseberg 1992)

Dépression de consanguinité: poids des graines:
delta=0,16; poids des plantules: 0,17; forte
variabilité inter-individu (Rieseberg et al. 1993)

Autofertile : expérience avec 5 H isolés (Pannell 1997¢), possible
en faible densité (colonisation).

Autofertile: 16 H ensachés: 8
donnent des graines.

Fis (4 loci enzymatiques): 0.978 et
0.963 pour 2 pop H, 0.78 2 0.39
pour 4 pop androdioiques:
fortement autogame, surtout si
pas de M dans la pop.

Survie et croissance
végétative;
reproduction asexuée

Les M sont plus grands que les H (1.5)

Déterminisme du sexe

Pas de labilité du sexe observée sur le terrain
(Rieseberg et al. 1993);

Déterminisme génétigue: deux loci nucléaires;
stérilité femelle récessive.

M: aabb homozygote récessif aux deux loci;
liaison entre deux loci: 36 ou 6,7 cM (Wolf et al.
1997)

Ploidie: 2n = dioiques, 4n: monoiques surtout; 6n: monoiques et
androdioiques, 8n et plus: monoiques. Androdioique: grande
stabiiité au cours de la floraison (intra ind) et de fréquence des M
entre années.

Déterminisme génétique: 1 locus nucléaire; stérilité femelle
dominante.

Déterminisme environnemental: 1. forte densité: M: plus d'allocation
male, et H: plus d'allocation femelle; faible densité: M: peuvent
devenir 'late cosex’, et H: plus d'allocation male. 2. taille des
individus: grands H sont plus males (Pannell 1997a).

probablement nucléaire. M: Fis
proche de 0, H: Fis trés élevé.

Evolution de
I'androdioécie

Evolution de la dioécie vers 'hermaphrodisme:
état transitoire, petites populations a individus
dispersés; phylogénie des Datiscaceae: D.
cannabina et Octomeles, Tetrameles dioiques
(Rieseberg et al. 1992); mais phylogénie plus
complete: pas de conclusion possible (Swensen
et al. 1998)

Evolution a partir de la dioécie (cf. 6 autres espéces de Mercuriales
pérennes et dioiques, et la plupart des Euphorbiacées, fleurs
unisexuées). Maintien de 'androdioécie par une sélection de la
cosexualité biaisée en faveur de la fonction femelle, capable de
s'autoféconder en faible densité, des fleurs males pédonculées, des
méles devenant H en faible densité.

Fort Gst (0.688) entre pop: dérive
génétique, fluctuation de taille, et
trés faible flux de génes entre pop:
la stérilité femelle ne s'étendra
probablement pas. Taux
d'allofécondation dépend du taux
de M: pas pris en compte dans les
modéles.
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Espéce

Fraxinus ornus

Fraxinus lanuginosa

Phillyrea angustifolia ]

Systeme de
reproduction

androdioécie

androdioécie

androdioécie

Références
bilbliographiques

(Dommée et al. 1999)

(Ishida & Hiura 1998)

(Strasberg 1988; Lepart & Dommée 1992; Desplanque
1994; Traveset 1994)

Type biologique,
répartition
géographique

Arbre décidu.
Europe centrale et du Sud, en expansion
en région méditerranéenne frangaise.

Arbre décidu, abondant mais non dominant
sous la canopée des foréts du centre
d'Hokkaido (Japon).

Arbuste a feuillage persistant, peut atteindre 4m;
garrigue.
Méditerranée occidentale.

Taille des
populations et
sexe-ratio

4 sites, 5 populations (319 ind); M: 48.6 -
52.3%: 50%

3 populations (10 - 175 ind; 202 ind); M: 10 -
49.7%

23 stations en Camargue (23-168 ind, 2412 ind); M: 50%
(sauf 3 isolées, M: 30%,; et 1 vieille, 78%M) (Strasberg
1988); 3 populations (369 ind) M: 43,3 - 58,2: 50%
(Lepart & Dommée 1992); 6 stations (532 ind) M: 50%
(sauf 1 : 30%) (cette étude).

3 populations des Baléares (96 ind): M: 20,6 - 38,7%
(Traveset 1994).

Morphologie des
fleurs, des
inflorescences

Inflorescences de plusieurs centaines de
fleurs, pétales blancs, nectariféres; 2
étamines de méme taille.

Fleurs H: pistil, 4 ovules, une graine; fleur
Fleurs M: pistil vestigial pius petit.

Inflorescences H: 160.7 fl; inflorescences M:
490.4 fl (3 fois plus); pétales blancs, pas de
nectar, 2 étamines.

Eleurs H: pistil, 4 ovules, 1 graine, protogyne;
Eleurs M: pas de pistil. Floraison synchrone,
méme durée.

Floraison abondante (plusieurs milliers de fleurs par
individu); inflorescences de 4-10 fleurs, a l'aisselle des
feuilles de jeunes rameaux, fleurs a deux étamines
(méme taille; effet individu).

Eleurs H: stigmate arrondi et un ovaire bien développé,
plus grand.

Fleurs M: pas de stigmate, pistiliode, et ovaire peu
développé.

Pollen (quantité,

Morphologie et % pollen avorté identiques.

Morphologie et taille identique; viabilité in vitro:

Quantité de pollen par fleur: M: 24000; H: 28000, forte

viabilité) Croisements: pollen H efficace sur 6/7 pollen M germe 2,8 a 3,4 fois plus. variabilité inter-individu, non significatif.
ind; pollen M sur 6/6 ind; pollen M donne |Fertilité de pollen H vérifiée: pollen H de 12/13 |Nb fleurs par glomérule: M: 7,56; H: 5,96; nb de
plus de graines que pollen H (sur 2 ind germe. glomérules par rameau: M: 6,34; H: 4,66 (Strasberg
années et 2 ind). Croisements: pollen H donne graines sur 4/5 |1988).
ind, pollen M sur 5/5; pollen M: 2,66 fois plus |Pollen M plus poreux (Traveset 1994); pas de différence
de graines. de viabilité in vitro (Lepart & Dommée 1992).
Type de Entomophile Entomophile: pollen comme récompense; Anémophile

pollinisation

anémophile

Allocation au sexe

Avantage male en fertilité: nb
fleurs/inflorescences (3); viabilité du pollen (2,8
- 3,4); soit 8,5-10,4.

Avantage en fécondité: nb graines issues de
croisements contrblés: 2,66.

Avantage male en fertilité: nb fleurs/inflorescence (1,36);
nb inflorescences/rameau (1,27), soit 1,73. Avantage en
fécondité: nb de graines/inflorescence issues de
croisements contrélés: 1,93 ; par analyse de paternite :
1,43 (non significatif) (cette thése).
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Fraxinus ornus

Fraxinus lanuginosa

Phillyrea angustifolia

Autofécondation et
dépression de
consanguinité

Autofertile: 7/ 8 H ensachés, autopollinisés
a la main donnent des fruits, surtout dans
une pop.

Pas de différence de germination entre
graines issues d'autofécondation et
d'allofécondation.

Fortement auto-stérile: 5 H ensachés: pas ou
trés peu de fruits (12-19 fois moins que issus
de pollinisation parH): (autoincompatible ou
dépression de consanguinité)

Fis (5 loci enzymatiques) non nul donc taux
d'autofécondation non nul; autofécondation
possible en faible densité.

Camargue, Clos des Faisses: 20 H ensachés (20
rameaux): self: 0,05 fruits/fleur; open: 0,30
fruits/fleurs; faiblement autocompatible (Strasberg
1988).

Forte autoincompatibilité Individus issus de
Gardiole, 13 H ensachés: self: 0,168 fruits/infl (0,034
fruits/fl); open: 1,52 fruits/infi (0,304 fruits/fl).

Survie et Suggéré mais non mesuré Nombreux rejets a partir d'un lignotuber (organe de
croissance réserve, régénération rapide aprés perturbation).
végétative; M plus grands (test significatif dans 3 stations sur
reproduction 19); effort végétatif mesuré sur 5 plus longues
asexuée

pousses de 20 M et 20 H, M: 110 mm > H: 60 mm
(trés significatif); meilleure survie en forte densité
(hauteur et diamétre; nombre de rejets fins, surface
basale des 5 plus gros rejets) (Strasberg 1988).

Déterminisme du
sexe

Pas de Iabilité du sexe; pas de différence
de diamétre de tronc: genre indépendant
de taille et age.

Déterminisme non connu. Hypothése d'une hérédité
uniparentale patemnelle du facteur stérilité femelle
rejetée (Desplanque 1994).

Evolution de
I'androdioécie

40 espéces de Fraxinus, dioiques ou
polygames.

Section Ornus: 5 esp. morphologiquement
androdioiques (4 avec pétales, 1 sans; 2
avec étamines H plus courtes) et 1 esp.
dioique, sans pétales. Origine fleur
compléte ou réduite ?? D'aprés phylogénie
(Jeandroz et al. 1997)

Modéle de Lloyd 1975: avec avantage en
viabilité, maintien des M possible. Maintien
des étamines H: attire pollinisateurs; faible
fertitité du pollen H: pour éviter un ‘ovule
discounting’ a cause de la geitonogamie, et
faible fertilité male des H attendue si évolue a
partir de la dioécie.

Evolution de I'hermaphrodisme vers la dioécie?

Le pistillode des fleurs males suggére que les fleurs
étaient hermaphrodites a l'origine.

Les phylogénies existantes des Oléacées ne sont
pas assez résolutives pour répondre définitivement
a cette question.
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Espéce

Phillyrea Iatifolia

Oxalis suksdorfii

Saxifraga cernua

Lloydia serotina

Systéme de Androdioécie ? androdioécie, androdioécie? Androdioécie

reproduction Pollen H non testé tristylie poilen H non testé ou andromonoécie?

Références (Aronne & Wilcock 1994) |(Ornduff 1972) (Molau 1992; Molau & Prentice 1992) (Despres & Manicacci soumis), Barbara
bilbliographiques Jones (BJ) (Wales), Jane Bock (Colorado)
Type biologique, |Buisson Herbacée pérenne; foréts. Herbacée pérenne; bulbes souterrains et |Herbacée pérenne; bulbe, une seule tige, 2
répartition Bassin méditerranéen Cote Pacifique, du S de Colombie parfois courts rhizomes; une seule tige; 2 |feuilles basales. Habitats pauvres circum-

géographique

britannique au N de la Californie.

feuilles basales.

Circum-polaire, toundra sub-arctique,
prairies alpines humides et tourbiéres,
éboulis humides.

polaires, arctiques et alpins; rare en
Grande Bretagne (trés isolée).

Taille des Un transect de 500 m Mids (M): 33% des populations env. 8 sites en Laponie; petits groupes séparés |BJ toutes pop étudiées: fréquence de M
populations et (Naples) de 10-100 individus; majorité des pop: élevées.
sexe-ratio 149ind : 67% M

100% M; 1 pop 0% M, 1 pop 47% M, 1 pop
75% M; 2 pop dans W Groenland: 0% M et
60% M

En France: 11 pop alpines, M: trés variable,
15,5 - 67,5%, variation spatiale et
temporelle.

Morphologie des
fleurs, des
inflorescences

Nombre de fleur par
noeud : M/H : 17.8/12.8
Densité de fleurs par
branche : M/H : 8.08/5.95
(1.4)

Anthéres identiques M/H
Fleurs M : ovaire avorté.

Long (H): faiblement autocompatible;
peu de différenciation des deux types
de pollen

Short (H): auto-incompatible, légére
différenciation de taille de pollen

Mid (M): produit trés peu de graines
(incompatibilité, avortement); pollen
fortement différencié.

Reproduction sexuée rare; une fleur
terminale (parfois fi sur branches latérales),
2.0 fl/ind en moyenne (variabilité entre pop
et entre année du taux de floraison). 232.5
ovules/fleur en moyenne, H et M.

Fleur H: pistil stigmate développé; 15.3
graines/fruits soit peu de graines/ovules
(0.07);

Eleur M: pistil (ovules), stigmate réduit et
sec, pas de graines.

Une (rarement deux) fleur par individu. 6
tépales, 6 étamines de méme taille.
Fleurs M: pas de pistil {(ou trés court), pas
d'ovaire {ou bien avorté). 4 cas: deux
fleurs: une H, puis une M.

Fleurs H: plus grandes, et sur tige plus
longue que M.

Pollen (quantite,
viabilité)

Production de
pollen/fleur M/H=3/1
Contenu (cotton blue,
lactophenol) : 99%
normal,

Viabilité (diacétate de
fluorescéine) : 80%

Pollinisations controlées (plusieurs
centaines de fleurs):

Pollen H: les deux types de pollen
‘Long' sont compatibles sur 'Short’; les
deux types de polien 'Short'
compatibles sur ‘Long'.

Pollen M: Mids: pollen des étamines
‘Short' compatible sur Short, pollen des
étamines ‘Long' compatible sur 'Long'.

Morphologie et viabilité (coloration
lactophenol et cotton blue):

Pollen H: variation continue (0 a 97%, en
moyenne moins de 50%); pas de
différence. Croisements: pollen M: donne
graines sur 3/7 H (9 a 25% graines/ovules);
pollen H sur M: pas de graines (5).

BJ: production et viabilité du polien: pas
d'avantage double des M.

France: méme quantité de polien par fleur
(sauf dans deux pop: effets opposés).
Pollinisation controlée: poilen M: 22 fruits,
pollen H: 26 fruits: méme fertilité male.

Type de
pollinisation

anémophile

Entomophile

Entomophile

Entomophile, nectarifére. Peu de diptéres
et de fourmis.
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Phillyrea

Oxalis suksdorfii

Saxifraga cernua

Lloydia serotina

latifolia
Allocation au sexe |Avantage en Pas de mesure de quantité de pollen (les Mids
fertilité : 1.4x3 = |devraient produire au moins deux fois plus de
4.2 pollen que Shorts et Longs car 2 mémes types

de pollen (fonctionnellement) produit par les trois
morphes). Pas d'avantage male di a
'incompatibilité.

Autofécondation et

dépression de
consanguinité

Autoincompatible. Associé 8 communautés
stables et répartition géographique restreinte
(autres Oxalis: autogames, colonisatrices,
rudérales, large répartition).

Autoincompatible: 12 H ensachés, 5
H autopollinisés activement: pas de
graines. P/O: 217

Pollinisation controlée: 4 fruits; plus d'ovules ou
graines non développés. Faible P/O ratio: 217
(autogame facuitative). Partiellement
autocompatible.

Survie et
croissance
végétative;
reproduction
asexuée

Forte propagation végétative: plusieurs m? pour
un clone, croissance clonale. Reproduction
sexuée rare, associée a perturbation écologique
pour installation des plantules.

Reproduction végétative par
apomixie; bulbilles a l'aisselle des
feuilles caulinaires; beaucoup de
populations sans fleurs ni graines.

Seulement 15% des plantes fleurissent: limite de
ressources.

BJ: reproduction végétative dominante dans
toutes les pop, structure type rhizomes issue de
bulbe. Pop plus petites, périphériques, avec moins
de fleurs.

Déterminisme du
sexe

chez O. piceae, O. valdiviensis:
Long: ssmm;

Mids: ssM-;

Short: S---.

Non connu. Diversité cytologique:
2n = 24 3 2n = 72; polyploide
apomictique. Males peut-étre
récessifs (sinon, ils envahiraient la
population trés vite).

Expression du sexe stable pendant la floraison. 4
ind observés avec deux fleurs, H et M. D'une
année sur l'autre, le phénotype sexuel peut
changer: espéce plutét andromonoique.
Probablement facteurs génétiques et
environnementaux.

Evolution de
I'androdioécie

Ovaires avortés
sur fleurs M :
origine
hermaphrodite
Avantage en
fertilité des M :
allocation des
ressources
différente,
évolution vers la
dioécie
Limitation des
ressources :
sélectionne pour
la séparation des
sexes.

Probleme du maintien des Mids (33%) en
population.

Disparition des Mids (de I'alléle M) et passage a
la distylie; perte de différenciation du pollen
associée a perte de incompatibilité.

En majorité: pop femelle-stérile,
reproduction asexuée. Deux pop
avec coexistence M et H: avantage
M: bulbilles. Forte variation du genre
fonctionnel chez H.

Pas pour promouvoir
I'allofécondation. Par la reproduction
végétative, les males augmentent
leur valeur sélective tout en restant
capables de féconder les H
(Richards 1997)

Avantage possible en reproduction végétative et
fréquence de floraison (pas mesuré).
Andromonoécie: 4 ind a deux fleurs observés.
Ressources limitées: production de fleurs M,
diminution d'allocation femelle liée a la taille.

1. jeunes ind petits bulbes; 2. hétérogénéité
spatiale intra- et inter-population; 3. facteurs
climatiques. Productions de fleurs M: attraction
d'insectes (rares), intéressant au niveau du clone
entier; et "pollen donation’ (fleurs M peu
co(iteuses).

BJ: avantage des M en reproduction végétative
(pas mesuré). 16 pop allozymes: faible variation
dans petites pop (dérive); pop des pays de Galles:

croissance clonale et structure de la pop: maintien
de diversité en pop plus larges et plus dispersées.

isolées, mais plus grandes: forte variabilité. RAPD:
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Espéce

Fuchsia microphylla

Neobuxbaumia mezcalaensis

Eulimnadia texana

Systéeme de
reproduction

Androdioécie?
pollen H non testé

Androdioécie?
pollen H non testé

androdioécie

Références
bilbliographiques

(Arroyo & Raven 1975; Arizmendi et
al. 1996)

(Valiente-Banuet et al. 1997)

(Otto et al. 1993; Sassaman & Weeks 1993; Knoll 1995; Knoll &
Zucker 1995a; Knoll & Zucker 1995b; Zucker et al. 1997; Weeks et al.
1999; Weeks et al. submitted)

Type biologique,
répartition
géographique

Buisson; Mexique (Sierra de
Manantlan); forét et végétation
secondaire.

Cactus en colonne sans branches, jusqu'a 14 m
de haut. Dominant dans les zones arides et
semi-arides du Mexique central.

Petite crevette, ne vit qu'un an. Habitats d'eau douce éphéméres
Amérique du Nord.

Taille des Forme parfois des foréts de trés forte densité sexe-ratio: 0 a 40% M (Knoll & Zucker 1995a); moyenne: 25%.
populations et (1200 ind/ha, 1680 ind/ha dans zone d'étude).
sexe-ratio

Sexe ratio dans la population: 15.4% M

Morphologie des
fleurs, des
inflorescences

F. microphylla et thymifolia ne sont
pas gynodioiques mais subdioiques;
90% des fleurs observées sont
femelle-stérile (males) (Arroyo &
Raven 1975). Floraison toute
l'année, chaque fleur: 5 jours.
Eleurs M: pas de gynécée, plus
longues et plus brillantes; méme
nombre de visites, mais fleurs M
dérobées 4,2 fois plus que fleurs H
(20% des visites); pas d'effet du vol
de nectar sur le fruit set.

Fleurs M et H: méme taille, s'ouvrent une nuit
seulement, nectariféres.

Fleurs M: gynécée réduit, sans ovules; Fleurs H:
stigmate.

Deux morphotypes bien différenciés, maturité sexuelie a 4-7 jours: M:
2 premiéres paires d'appendices thoraciques en pince pour saisir les
hermaphrodites.

H: ovotestes avec tissu testiculaire limité a région postérieure de
gonade; méme développement de sperme (Zucker et al. 1997).

H produit plusieurs milliers d'ceufs (100-300 par ponte), résistants,
enterrés; éclosent avec humidité et chaleur.

Pollen ou gametes
males (quantité,

Pollinisation: cross: 19,2; oiseau-
mouche: 13 a 16. Pas précisé si

germinabilité in vitro testée: 100% pollen de M et
d'H produisent des tubes polliniques.

Méme maturation du sperme chez M et H; méme taille de ponte (en
fonction de tailte de lindividu) pour H autofécondé et croisés (Knoll &

viabilité) pollen M ou H. Croisements avec pollen de M: donne autant de |Zucker 1995b).
fruit que open (10 fleurs-10 individus). Pas de
croisements avec pollen H.
Type de Pollinisé par des oiseaux-mouches |Pollinisé la nuit par les chauve-souris (comme  [Allofécondation par M seulement
pollinisation ou et des bourdons; une espéce voleur {60% des cactus colonne) &8 90%, mais aussi Autofécondation des H.
mode de de nectar ‘illégitime' ne pollinise pas. |visites diurnes.

croisements

Dépend absolument des
pollinisateurs.

Dépend absolument des pollinisateurs.

Allocation au sexe

Avantage male possible (non mesuré) en
nombre de fleurs et quantité de pollen.

Avantage male en compatibilité: seuls les M peuvent alloféconder les
H (dimorphisme, accoupiement). Pas de limitation de sperme des H:
peuvent autoféconder 100% de leurs ceufs en absence de M.
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Fuchsia microphylla

Neobuxbaumia mezcalaensis

Eulimnadia texana

Autofécondation et
dépression de
consanguinité

Autoincompatible. 10 fleurs
ensachées, 10 fleurs ensachées puis
autopollinisées a la main: pas de
graines.

Certains cactus colonne sont
autocompatibles (mais faible
production de graines)

Observation comportement: allofécondation 53% (dure moins longtemps),
autofécondation 12%; pas de fertilisation 35%; choix des H (les selfing sont plus
vieux). Tailles de ponte self/cross identiques.

Dépression de consanguinité:

6 pop 0,2 4 0,97 (0,49), positivement corrélé avec fort taux d'H (Sassaman 89).
4 pop (loci enzymatiques) F 0,32 a 0,39, s=0,59 a 0,68; mais encore forte
dépression de consanguinité (précoce): 0,41 a 0,47 moy 0,44, pas de purge.

2 pop F=0,32 et F=0,39 mesure de dépression tardive: d=0,68, pas de purge et
d=0,50, purge.

Modéle de superdominance, sur grand groupe de liaison avec loci du sexe
(recombinaison contre-sélectionnée), explique la différence entre les H mono et
amphigéniques issus de méme selfing (Weeks et al. 1999; Weeks et al.
submitted).

Survie et Autocompatible: sur 16 fleurs (16 H ont meilleure survie que M. Survie relative des M: 0,7 2 0,9
croissance ind): self: 4,6 (3 fois moins que

végétative; Cross); cross (mais pas précisé si

reproduction c'est par du pollen Mou H): 13 &

asexuée 16; par le 'voleur": 0,2.

Déterminisme du
sexe

Pas de labilité du sexe observée
sur les trois années d'étude.

Pas de labilité du sexe sur 2 ans.

Déterminisme nucléaire, un locus, stérilité femelle récessive.
H monogénique SS;

H amphigénique Ss (peuvent produire M);

M ss.

Evolution de ?

I'androdioécie

Hyp discutée ici: pas pour
outcrossing, mais réallocation de
ressources: permet d'augmenter le
nombre de fleurs M (Bawa 1980)
Androdioécie: étape intermédiaire de
I'hermaphrodisme a la dioécie.

2 esp. proches: Neobuxbaumia
tetetzo et N. macrocephala:
hermaphrodites.

Trés peu de Cactaceae ont un
systéme dioique ou subdioique:

4 esp. d'Opuntia, Eichinocereus
coccineus: dioiques; 2 esp Mamillaria,
Selenicereus innersii: gynodioiques;
Pachycereus pringlei: trioique.

Modeéle condition de maintien des M (Otto et al. 1993): (maintien de I'allele s): a(1-
v) > 2s(1-d): forte dépression de consanguinité (large d), faible autofécondation
(petit s), forte viabilité male (petit v), forte fécondité des M (large a). Dans deux
pop, avec s=1 et 1-v=0,7-0,9, il faut a>0,9 ou 1,3; plus facile encore si a est
fréquence-dépendant.

Systéme déterminisme du sexe ancestral: Eocyzicus concavus, gonochorique: F:
hétérogamétiques (un locus lié au sexe) Ss, M: homozygotes récessifs ss. Origine:
dioécie (Sassaman 1995)

Sinon, évolution vers H SS (unisexualité: caractére dérivé indépendant). Ici pas
d'allofécondation par des H: les rares M peuvent féconder beaucoup, plus de deux
H en moyenne, donc maintien possible des M (méme sans évitement
d'autofécondation).

Evolution plus probable a partir de pop H qui s'autofécondent seulement.
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Espéce

Caenorhabditis elegans

Uterotrema burnsi/kreffti

Gibberella fujikuroi

Systéme de
reproduction

androdioécie

androdioécie?
deux espéces?

androdioécie/ reproduction végétative

Références
bilbliographiques

(Wood 1988; Hodgkin & Barnes 1991; Gems &
Riddle 1996; Dawes et al. 1999)

(Platt & Brooks 1997)

(Leslie & Kiein 1996)

Type biologique,

Nématode, durée de vie: 10-20 jours.

Schistosome Spirorchidae. Parasite

Ascomycéte hétérothallique. Parasite de céréales (mais).

répartition de la tortue d'eau douce Emydura
géographique kreffti.
Taille des Males trés rares, produits en faible nombre par non |? Populations composées de clones (genet) comportant plusieurs
populations et disjonction du chromosome X. individus (ramet); taille efficace de population peut varier 90% a
sexe-ratio 30%; pop de taille importante avec grande diversité.
Sex-ratio: sur trois espéces de G. fujikuroi 60 a 90% de M
(femelle-stérile, FS); des souches avec 100% FS.
Morphologie des U. kreffti (M): plus grand, posséde |Production de gaméte male: pour reproduction sexuée et
fleurs, des un testis plus grand, et pas d'ceufs |propagation végétative; production de structure reproductrices
inflorescences, utérins (comme une espéce femelles plus cotiteuse.
des organes proche).
sexuels

U. bumsi (H): sperme dans
réceptacle séminal, nombreux ceufs
utérins, fonctionnellement
hermaphrodite.

Pollen (quantité,

H: sans M, ne peuvent féconder que 80% de leurs

Production de gamétes males: sans doute plus importante chez

viabilité) ceufs: produisent moins de sperme que d'ceufs; souches FS que chez H, mais non mesurée.
mais croisés avec M: peut augmenter (x 2) leur
succeés reproducteur total.
Type de Aliofécondation par M seulement, autofécondation Croisement dépend de 'mating type' (+/-); un des deux doit avoir
pollinisation ou |majoritaire. une fonction femelle.
modalité de

croisements

Allocation au
sexe

Avantage male en compatibilité: seuls les M
peuvent alloféconder les H.

Autofécondation
et dépression de
consanguinité

H s'autofécondent d'abord.

Participation des M : phylogénie mitochondriale et
nucléaire de 28 souches indépendantes;
congruence avec exceptions: role des M.

possible pour les H.

Survie et H vivent plus longtemps; durée de vie réduite des M Cycle: reproduction asexuée importante, possible via les gamétes
croissance par mating, interaction avec autres M mais ne réduit males. Pendant ce temps, accumulation de mutations FS.
végétative; pas production de gameétes (Gems & Riddle 1996)

reproduction

asexuée
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Caenorhabditis elegans

Uterotrema burnsi/kreffti

Gibberella fujikuroi

Déterminisme du
sexe

H: XX; M: XO; en fait dépend plus subtilement de la
balance des X/A: compensation de dosage;
protéines de différenciation sexuelle identifiées
(Dawes et al. 1999).

stérilité femelle génétique.

mating type: considéré comme un locus, deux alléles; stérilité
femelle: plusieurs locus.

Evolution de
I'androdioécie

A partir de population hermaphrodites autofertile
(souches), apparition de M et donc de croisements
possibles (réle dans maintien de la diversité? Par
rapport aux souches sans M?).

Evolution de hermaphrodisme vers
la gonochorie. Apparition de la
protandrie; réduction de la fonction
male des H, réallocation de
ressource des H restants vers
fonction femelle. H U. burnsi:
infection typique dans artérioles puis
vers trop gros pour dépét d'ceufs
sélectif (spécialisation, division du
travail), restent dans le coeur, et
étendent leur vie: fonctionnellement
M car plus efficace dans
croisements avec jeunes H.
Sélection pour géne de stérilité
femelle, qui s'exprime ensuite plus
t6t. Puis avantage de fonction
femelle: apparition de stérilité male
cytoplasmique chez H, et disparition
des H contre-sélectionnés.

A partir d'une espece ‘idéale”. hermaphrodite autofertile; apparition
de souches FS, qui peuvent envahir pop (>50%) par propagation
végétative, et évolution vers une espéce 'imparfaite’ avec 100%
souches FS, sans reproduction sexuée.

Balance sex/asex dépend de avantage méale, du nombre de
mutations FS.

La reproduction sexuée est assez rare, permet 'accumulation de
FS et perte de sexualité.
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Annexe 2 Protocole d'extraction d'’ADN

Protocole d extraction Echeards: méthode d'extraction d'ADN de plante pour PCR (daprés Edwards [, 1991
# 850] modifié par Sasumitou-Laprade [, 1999 #851])

1. Broyer 10 to 50 mg de matériel dans un tube Eppendorf avec un piston pendant 1 min a
température ambiante avec 200 pl de tampon d'extraction (200 mM Tris-HC1 pH 7.5, 250

mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS et 2% PVP-40).

2. Ajouter 200 pul de tampon d'extraction pour rincer le piston.

3. Le mélange peut étre laissé a4 température ambiante jusqu'a l'extraction de tous les

échantillons (au moins 20 min).

4. Centrifuger l'extrait a 13 000 x g pendant 4 min.

5. Transférer 300 ul de surnageant dans un nouveau tube Eppendorf.

6. M¢élanger doucement avec 300 pl d'isopropanol refroidi.

7. Laisser sur la glace 5 min.

8. Centrifuger le mélange a 13 000 x g pendant 5 min a 4 °C.

9. Sécher le culot, et resuspendre dans 100 pl de TE.

10. Utiliser 1 pl d'extrait pour un mix de réaction de PCR de 25 ul PCR.

Tampon d’extraction :

Produit [stock] Volume stock [finale]
pour 100 ml
Tris-HCIpH 7.5 IM 20 ml 200 mM
NaCl 5M 5ml 250 mM
EDTA 0.5M 5 ml 25 mM
SDS 20% 2.5ml 0.5%
PVP-40 2g 2%
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Annexe 3 Primer note. Locus microsatellites chez P.
angustifolia

Isolation of micresatellite loci for paternity testing in Phillyrea angustifolia
L. (Oleaceae).
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Male and hermaphrodite individuals co-exist within the
same population of Phillyrea angustifolia and hermaphrodites
produce viable pollen (Lepart & Dommée 1992). However,
effective male function of hermaphrodites in populations
of P. angustifolia is still debated and a direct estimation of
male reproductive success via paternity analysis is necessary.
Microsatellite loci have been proved to be useful for paternity
testing in trees (Chase et al. 1996). Here we report 10 primer
sets designed to amplify (GA), and (ATT), microsatellites in
P. angustifolia.

Nuclear DNA was extracted (Pillen et al. 1992) from one
individual, digested with the restriction enzyme Ascl, and size-
fractionated on agarose gel according to Morchen et al. (1996).

éngﬂ’ﬁ’agiments ranging from 0:3to-3:5-kh were ligated into

EcoRI-cut dephosphorylated pUC19 cloning vector. After-trans-
formation into DH50 competent cells (Clonstech Laboratories),
13 500 recombinant clones were transferred onto nylon mem-
branes with a Biomek 1000 robot (Beckman) and hybridized
with 13 2P-labelled oligonucleotide probes as described by
Epplen (1992).

We obtained a total of 317 positive clones: 90 were revealed
by the (TC), probe, 81 by (AAC)s, 49 by (TAA)TA, 16 by (CA),,
14 by (GATA),, 13 by (AT),,, 12 by (ACG),, 10 by (GGAT),, 9
by (GAA), 8 by (CAC),, 8 by (CT)(CA)s, 4 by (GCC)g and 3
by (TAC);. We selected 74 clones and sequenced them on a
Li-Cor automated DNA sequencer 4000L, using the Sequitherm
Long-Read Cycle Sequending kit (Epicentre Technology). Eight-
een clones contained repeats of at least nine di- or six trin-
ucleotides. Primer pairs were designed using PRIMER3 (Rozen
& Skaletsky 1998) with the following parameters: melting
temperatures (5060 °C), GC content (25-60%), and no. 3’
GC clamps.

Total DNA was extracted from frozen leaves using a SDS-

PVP method (Saumitou-Laprade et al. 1999). Polymerase chain

© 1999 Blackwell Science Ltd
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reactions (PCR) were carried out in a total volume of 15 uL
containing 10 ng of template DNA, 3.5 mM MgCl,, 200 ug/
mL of BSA, 100 uM dNTP, 0.2 uM each primer (one of which
was fluorescence labelled either with IRD-700 or IRD-800),
20 my Tris-HCl (pH 8.3), 50 mm KCl, and 0.4 units of Ampli-
Taq DNA polymerase (Perkin-Elmer). PCR was carried out
on a Perkin-Elmer Gene-Amp system 9600 (95 °C, 5 min, fol-
lowed by 94 °C, 45 5, annealing temperature (Table 1), 45,
72°C, 30 s, for 30 cycles, final extension 72 °C, 2 min. Ampli-
fication products, loaded on 7% denaturing polyacrylamide
gels, were analysed on a Li-Cor automated DNA sequencer
4200. For each locus, the allele size was determined relative
to the sequenced positive clone using a pUC19 sequence as
one nucleotide size standard.

Amplification and polymorphism were tested on a sample

of 16 individuals from Languedoc-Roussillon (southern France). -

Of the 18 primer sets tested, 10 revealed a polymorphic locus
(Table 1). These 10 loci were analysed on 33-43 individuals
collected in two small populations in Les Salins de Giraud
(Camargue, southern France). Number of alleles and allele
size range were scored, and values of Hg and Hg, were deter-
mined using FstTAT software version 2.3 (Goudet 1995). Of the
10 loci presented, seven exhibited more than five alleles, and
five loci showed significant differences between expected
and observed heterozygosity. These differences were always
due to an excess of homozygotes. In addition, we also invest-
igated whether the primers amplify in four other Oleaceae
species: Olea europea, Ligustrum vulgare, Jasminum fruticans,
and Fraxinus excelsior. With the exception of one locus, ampli-
fication was successful at least in one of the tested species
(Table 2).
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Table 1 Primers and characteristics of the polymorphic microsatellite loci in Phillyrea angustifolia. Allele size range in base pairs (bp) and number of alleles, gene &iversity (Hp),
observed frequency of heterozygotes (Hg), and test for Hardy-Weinberg deviation (P-values) within the two Salins populations

No. of different

Accession Repeat Annealing  Size range No. of
nos Locus sequence Primer sequence (5 to 3') temp. (°C) bp) alleles Hg Hy P-values  individuals tested
AF145338  PA(Gn), (2G)y, F: TTTTGAGGATCATTAGCAGCC 56 83-117 12 0809 0725  0.061 40
R: AAATTGGAAATGGATTCCTCT
AF145339  PA(GA), (G1)s(GA);;  F: AAGGAAGATGGGTCTTIGGG 60 111-115 3 0497 0558 0.906 43
R: ATTCAGCTCCTCCACCTTCA -
AF145340  PA(GR), (2G5 F: CGACGGTCGTAGAATTGGA 65 58-114 17 0.92 0636  0.001 33
R: CAATCTACCCACGCCCTAAC
AF145341  PA(GR), @y, F: TCTTTGCTTCGTTIGCTTTTG 56 114-156 12 0.88 0.860  0.281 43
- R: TCTTGCTCCCTCGACATTTT
AF 145342  PA(GR), (GT),(GR),;  F: AGRGAGAGTTGGGAAAGGGG 56 103-137 14 0881 0814 013 43
R: AGATTCAGATGCCGAGGATG
. AF145343  PA(GR), (2G)y F: TTGTAGTTGGCCATCATATACATIC 55 129-178 15 0904 0559  0.001 M
R: TCACATTGAGATGATAATACGARAGTT . '
AF145344 PA(GR)y (Ga)y, F: CAACACTCAACAGCCACCAC 61-56* 144-166 10 0831 0595 0.001 42
R: GGACCGTCATTATGTGAGGC
AF145345  PA(GR),, (GR), F: TTCCAAAACTCGTTCTCTGATTC 56 106-117 5 0466 0561  0.991 41
R: GG TACAGCAGTAGTGAGGAGC
AF145346  PA(ATT), (TTA), F: TTCACCCCGTTCAGTTTTTC 55 71-147 20 0928 0.69  0.001 42
R: AGAAGCCGAGTAATGAAATTGC
AF145347  PA(ATT), (TAR) F: CACCTCCCGGTTAACRAGAA 60 115-136 3 0193 016 0025 43
R: TGACGCGGTTATTTIGTGAA
* Touch down.
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PRIMER NOTE 3

Table 2 Cross-species amplification with the 10 pairs of Phillyrea angustifolia primers. An individual of each species was tested

Species PA(GR), PA(Gn), PA(Gr), PA(Gr); PA(GR), PA(Gr); PA@a), PA@Gr),; PAQTT, PAMRTD,
Olea europea 1 1 m 1 m 0 m 1 m 1
Ligustrum vulgare  m 1 0 1 m 0 2 1 0 0
Jasminum fruticans 0 0 1 2 m 0 0 2 2 0
Fraxinus excelsior 1 2 1 2 1 0 1 2 1 1

0,1, 2: no, one, or two PCR products detected; nYmulﬁple banding pattern.

(1996} Abundance and length polymorphism of microsatellite Rozen S, Skaletsky HJ (1998) Primer 3. Code available at http:// @

repeats in Beta vulgaris L. Theoretical and Applied Genetics, 92, wwwgenome.wimit.edu/genome_sofware/other/primer3.html,
326-333. Saumitou-Laprade P, Piquot Y, Raspé O, Bernard ], Vrielin,

Pillen K, Steinriicken G, Wricke G, Herrmann RG, Jung C (1992) (1999) Plant DNA fingerprinting and profiling. In: DNA Profiling
A linkage map of sugar beet (Beta vulgaris). Theoretical and Applied and DNA Fingerprinting (eds Epplen JT, Lubjuhn T), pp. 17-38.
Genetics, 84, 129-135. Birkhiiuser Verlag, Berlin.} "___>B
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Postface

"Grau, treuer Freund, ist alle Theorie,

Und griin des Lebens goldner Baum"!

Goethe, Faust, erster Teil (1790).

Il s'agissait dans cette thése non de l'arbre d'or de la vie, qui d'ailleurs ne se laisserait
nullement enfermer dans une quelconque théorie, mais simplement d'un arbuste
méditerranéen dont l'étrange systéme de reproduction en fait fleurir de nouvelles...(et
Goethe ne connaissait pas encore les si jolies courbes de Mathematica).

" “Grise, cher ami, est toute théorie / Et, vert l'arbre d'or de la vie" (Trad. Henri Lichtenberger); ou bien "Toute
théorie est réche, / Seul l'arbre de la vie est fleuri" (Trad. Gérard de Nerval).



