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Résumé : Chez les organismes pluricellulaires, la diversité morphologique observée a tous les
niveaux est frappante, que ce soit au niveau de la taille, des couleurs, ou de la forme des individus,
et des différentes parties qui les composent. La sélection naturelle, ainsi que les contraintes
développementales, influencent 1’évolution de ces différents attributs, sur le court terme comme sur
le long terme. Le modéle choisi ici pour étudier I’évolution des formes est le grain de pollen des
plantes a fleurs, qui présente une tres grande diversité morphologique. Nous nous sommes focalisés
sur un caractére morphologique, les apertures, qui sont des structures de la paroi du grain de pollen
impliquées dans la survie et la reproduction. Nous avons étudié 1’évolution des apertures a grande
échelle taxonomique chez les angiospermes, et nous montrons que s’il existe de nombreuses
variations, deux types principaux dominent : un pollen a une aperture chez les Monocotylédones et
les angiospermes divergeant a la base, et un pollen a trois apertures chez les Eudicotylédones. En
étudiant la dominance du pollen a trois apertures, nous avons pu montrer que la stase chez les
Eudicotylédones était vraisemblablement due a une sélection stabilisante plutdt qu’a des contraintes
développementales. Nous avons également montré, grace a 1’utilisation de mutants de la plante
modele Arabidopsis thaliana, qu’un nombre d’apertures élevé est défavorable face a un stress
osmotique, ce qui pourrait suggérer que les pollens triaperturés représentent un bon compromis
entre survie et germination. Enfin, nous nous sommes intéressés a un type particulier de pollen
possédant de nombreuses apertures, dont nous avons étudié la distribution chez les angiospermes.
L’apparition de ce type de pollen est récurrente, mais il n’est que rarement fixé a grande échelle
taxonomique, suggérant 1’existence d’un mécanisme de sélection interphylétique éliminant ce type
de pollen sur le long terme.

Title : Evolution and development of pollen grains in angiosperms

Keywords: pollen — apertures — microsporogenesis — developmental constraints — selection —
pantoporate pollen

Abstract: Multicellular organisms are morphologically very diverse at every scale, regarding
size, color, and shape of individuals and of their different parts. Natural selection and
developmental constraints influence evolution of these characteristics, on the short term as well
as on the long term. The model chosen here to study form evolution is the pollen grain of
flowering plants, which is much diversified morphologically. We focused on specific features
called apertures, which are structures of the pollen wall involved in survival and reproduction.
We studied aperture evolution at large taxonomic scale in angiosperms, and we showed that in
spite of variations, two main pollen types dominate: a pollen with one aperture in Monocots
and early diverging angiosperms, and a pollen with three apertures in Eudicots. The study of
this pattern showed that the stasis of triaperturate pollen in Eudicots is likely due to stabilizing
selection rather than developmental constraints. Experiments on Arabidopsis thaliana mutants
also revealed that an increase in aperture number was associated with lower resistance to
osmotic stress. This result could suggest that triaperturate pollen grains represent a good trade-
off between survival and germination. Moreover, we focused on a particular pollen type with
many apertures, to determine its distribution in angiosperms. This type of pollen has many
origins, however it is seldom fixed at large taxonomical scale, suggesting the intervention of
lineage selection, eliminating this pollen type in the long run.
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Introduction

Le mot biodiversité, néologisme formé en 1992 lors du sommet de la Terre a Rio, est devenu un
terme courant, grace notamment a la crise que connait cette biodiversité, et a sa médiatisation. Il est
pourtant difficile de définir simplement cette notion, car la diversité du vivant recouvre de
nombreuses échelles, et présente de nombreux aspects. On peut parler de diversité aussi bien a
I’échelle génétique qu’a I'échelle écosystémique, et les processus contribuant a créer de la diversité
au sein du vivant sont nombreux. Si I'on regarde les étres vivants qui nous entourent (en nous
focalisant donc uniquement sur les organismes macroscopiques), on peut voir que les Eucaryotes
pluricellulaires présentent une infinité de formes et de modes de vie. Par exemple, I'Herbier du
Muséum National d’Histoire Naturelle compte huit millions de spécimens. Certes cela ne représente
pas huit millions d’espéces, mais ce chiffre témoigne de I'incroyable diversité observée au sein des
seules plantes terrestres.

Les naturalistes ont depuis longtemps répertorié les espéces et décrit leurs morphologies, mais
I'acces a I’ADN et aux technologies de séquencage a peut étre laissé un peu de c6té ces aspects de la
biologie. Pourtant, I'’étude des formes est primordiale pour comprendre I’évolution des étres vivants.
La sélection naturelle a un effet a toutes les échelles, mais I'individu est une unité de sélection tres
importante. Les attributs visibles, comme la forme, la couleur et autres motifs sont soumis a la
sélection naturelle et a la sélection sexuelle. Les processus sélectifs sont donc impliqués dans
I’évolution de la morphologie, tout comme le développement, qui peut limiter ou favoriser
|"apparition de certains types. L'étude du développement des organismes dans un contexte évolutif a
permis la naissance d’une nouvelle discipline, I'Evo-Devo, avec de nombreuses retombées en biologie
évolutive.

Le travail entrepris au cours de cette these vise a répondre a des questions sur I’évolution et le
développement des formes, en prenant comme modeéle d’étude le grain de pollen des angiospermes.
Nous avons cherché a étudier I’évolution de la morphologie du pollen a grande échelle taxonomique,
et a comprendre quels mécanismes pouvaient expliquer les observations tirées de cette étude. Nous
avons ensuite étudié le développement du grain de pollen en lien avec la morphologie finale, et nous
avons cherché a identifier les potentielles pressions de sélection qui pouvaient avoir un effet sur la
valeur sélective du pollen. La suite de I'introduction présente plus en détail le groupe d’étude et le
modele choisi, ainsi que son intérét.

e Les angiospermes, un groupe de plantes terrestres trés diversifié

Les angiospermes sont le groupe de plantes terrestres le plus diversifié a I'heure actuelle. Ce clade
comprend environ 265 000 espéces, qui ont toutes en commun le fait de produire des fleurs et des
fruits. Les angiospermes sont cosmopolites, et ont colonisé tous types de milieux : on les retrouve
bien sdr dans les écosystémes terrestres, mais aussi en milieu aquatique (eau douce, milieu marin),
dans les milieux arides (déserts chauds et froids, rochers...), et méme sur d'autres plantes pour les
especes épiphytes. La plupart des espéces sont capables de faire la photosynthese (qui existe sous
diverses formes : C3, C4 et CAM), mais certaines espéces parasites ont perdu cette capacité et tirent
I'intégralité des nutriments organiques de leur hote. Les interactions développées par les
angiospermes avec d'autres étres vivants sont également nombreuses : on peut notamment citer la



pollinisation, la zoochorie, les mycorhizes, ainsi que toutes les interactions relevant du parasitisme
(ou la plante peut étre héte ou parasite, en fonction des cas), de I'herbivorie, de la symbiose
(notamment bactérienne) etc.

Au niveau de la forme et du port, les angiospermes sont |a aussi extrémement diversifiées : on trouve
aussi bien des arbres de grande taille que de petites herbacées, des lianes et des arbustes. La forme
des feuilles, des fleurs ou des fruits est tres variable en fonction des taxons. Historiquement, la
plupart des auteurs se sont basés sur la morphologie florale pour établir un systéeme de classification
a grande échelle des angiospermes. Ces classifications ont, en partie, été mises a mal par les résultats
obtenus en phylogénie moléculaire au cours des deux dernieres décennies, méme si la morphologie
florale peut, selon les cas, contenir un bon signal phylogénétique.

La classification faisant actuellement consensus est résumée dans la figure 1 ci-dessous. La base de
I'arbre a longtemps fait débat au sein des spécialistes, et la vision actuelle la plus partagée place le
genre Amborella comme groupe frére du reste des angiospermes. Diverge ensuite l'ordre des
Nymphéales, comprenant notamment les nénuphars, puis I'ordre des Austrobaileyales. Ces trois
taxons sont parfois regroupés en un groupe paraphylétique, le grade ANA, pour des raisons de
commodité. Le grand clade restant est appelé Mesangiospermes, et comprend un clade formé par les
Magnoliidées et les Chloranthales, les Monocotylédones et les Eudicotylédones. Ces deux clades sont
les deux principaux groupes en terme d'espéces : les Monocotylédones comprennent environ 62 000
especes (soit un peu moins d’un quart du total), et les Eudicotylédones environ 195 000 (soit presque
trois quarts du total).

Amborellales A

Nymphesles >~ Grade ANA

Austrobaileyales

Chloranthales

Magnoliidae

Monocotyledonae

Ceratophyllales

Eudicotyledonae

Figure 1 : arbre simplifié des angiospermes (d’apres APG ).



e Le grain de pollen et le type apertural chez les angiospermes

Si, comme nous l'avons vu précédemment, les angiospermes sont trés variées du point de vue de la
morphologie, le pollen n'échappe pas a ce constat. Le grain de pollen, ou microgamétophyte, est un
petit organisme haploide, produit par le sporophyte lors de la reproduction. Chez les angiospermes, il
comprend deux (ou parfois trois) cellules au moment de sa libération (voir figure 2 ci-dessous). Il est
alors transporté (par un vecteur animal ou par le vent) sur le stigmate d'une autre fleur, ou il va
germer et produire un tube pollinique. Ce tube assurera la fécondation en transportant les gamétes
males jusqu'a I'ovule, permettant ainsi la formation d'une graine.

Aperture

Exine

Double paroi du
Intine | grain de pollen

Noyaude la cellule
reproductrice

Cytoplasmede la
cellule végétative

Noyaude la cellule
végétative

10 pm

Figure 2 : coupe schématique d’un grain de pollen bicellulaire.

Le grain de pollen est donc une structure de dispersion et de reproduction. Il est doté d'une double
paroi particuliére (voir figures 2 et 3). La couche extérieure ou exine est constituée principalement de
sporopollénine, un matériau extrémement résistant. C'est une couche rigide, qui assure une
protection mécanique, et une certaine imperméabilité. La sporopollénine est présente chez toutes
les plantes terrestres (notamment dans les spores), et sa structure biochimique n’a que trés peu
varié depuis l'apparition du groupe (Fraser et al.,, 2012). Chez certaines espéces, I'exine est
recouverte d’'un manteau pollinique, de nature lipidique. La couche interne ou intine est de nature
pecto-cellulosique, et est plus souple que I'exine. Elle fait surface au niveau des apertures, qui sont
les sites de la paroi dépourvus d'exine. C'est au niveau des apertures que germe le tube pollinique, et
que se font les échanges avec l'extérieur (échanges hydriques et respiration notamment; voir
Heslop-Harrison, 1979 ; Edlund et al., 2004). Les apertures ont également une fonction mécanique,
dans la mesure ou elles permettent I'accommodation des variations de volume, ou harmomégatie
(Wodehouse, 1935; Payne, 1972). En effet, la rigidité de I'exine n'autorise que peu de déformations,
et les apertures forment des zones plus souples capables d'ajuster la paroi face aux déformations.



Tectum Manteau pollinique

Bacula —— e« Exine

Cytoplasme

1um Membrane plasmique
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Figure 3 : Détail de la paroi du grain de pollen

D’importantes variations de volume ont lieu in vivo, principalement avant l'anthése et lors de Ia
réhydratation sur le stigmate (Heslop-Harrison, 1979b). Aprés la méiose, les microspores vont se
séparer et se différencier en grains de pollen. Avant 'ouverture des antheres, les grains de pollens
vont subir une déshydratation poussée, perdant généralement 15 a 35 % d'eau cytoplasmique
(Heslop-Harrison, 1979b; Nepi et al., 2001), mais davantage dans certains cas. Cette déshydratation
s'accompagne d'une réduction de volume, et la paroi se replie le long des apertures (voir figure 4 ci-
dessous). De méme, quand le grain de pollen arrive sur un stigmate compatible, il se réhydrate et
augmente de volume. Les transferts hydriques, associés a d'importantes variations de la taille du
grain, sont donc un processus importants dans la vie du grain de pollen, nécessaires a la dispersion et
a la germination du tube pollinique.

Figure 4 : déformations subies par la paroi lors d’'une déshydratation du grain de pollen. A : Bryonia dioica,
Cucurbitacée, possédant un pollen a trois apertures (Halbritter, 2005a). A-1: pollen hydraté, A-2: pollen
déshydraté. B : Butomus umbellatus, Butomacée, possédant un pollen avec une seule aperture (Halbritter,
2005b). B-1 : pollen hydraté, B-2 : pollen déshydraté.

Les apertures sont donc un élément clé de la paroi pollinique. Le type apertural est un caractére
prenant en compte le nombre, la forme, et la disposition des apertures (Walker and Doyle, 1975). Le
nombre d'apertures peut varier de zéro (pour les pollens inaperturés) a plus d'une centaine, méme si
la plupart des especes ont un nombre d'apertures généralement inférieur ou égal a six. Les trois
formes principales sont le sillon (figure 5B, 5D et 5G), que I'on nomme sulcus ou colpus en fonction
de la position dans la tétrade, le pore (figure 5C et 5H), et le colpore (ou colporus), c’est-a-dire une
association entre un colpus et un pore (figure 5E et 5F), qui est fréquent chez les Eudicotylédones. Il
existe également des grains de pollen sans apertures (figure 5A), et des formes plus atypiques (chez
les pollens spiraperturés par exemple, ou un sillon parcourt la paroi de maniére assez irréguliere). La
disposition des apertures fait référence a la position occupée dans la tétrade (polaire ou équatoriale :



voir figure 6). Une tétrade de cellules se forme lors de la méiose male, qui va produire quatre
microspores haploides. Ainsi, |'espéce Butomus umbellatus (figure 4-B) présente un seul sillon, en
position distale dans la tétrade. On qualifie ce type apertural de monosulqué. L'espéce Bryonia dioica
(figure 4-A) possede trois sillons équatoriaux, chaque sillon présentant un pore en son centre, ce qui
correspond au type apertural tricolporé. Le vocabulaire palynologique est vaste, mais présente
I'avantage de décrire précisément chaque type de configuration (voir glossaire p 56).

La figure 5 ci-dessous illustre une partie de la diversité des apertures observées chez les
angiospermes. Nous voyons que le nombre, la forme, mais aussi la disposition des apertures sont
variables : par exemple, chez les especes tricolpées (figure 5D), tricolporées (figure 5E) et
polycolporées (figure 5F), les apertures sont équatoriales (non visible sur des pollens isolés, mais
visible dans la tétrade), tandis qu’elles sont réparties sur toute la surface du grain de pollen chez les
especes pantocolpées et pantoporées (figure 5G et 5H resp.).

Figure 5: diversité des types aperturaux chez les angiospermes. A : pollen inaperturé (Orobanche hederae,
Orobanchacée); B: pollen monosulqué (Hemerocallis sp., Asphodelacée); C: pollen monoporé (Dactylis
glomerata, Poacée); D: pollen tricolpé (Capsella bursa-pastoris, Brassicacée); E: pollen tricolporé (Vicia
sepium, Fabacée); F: pollen polycolporé (Symphytum officinale, Boraginacée); G: pollen pantocolpé
(Pseudofumaria alba, Papaveracée) ; H : pollen pantoporé (Saponaria officinalis, Caryophyllacée). Microscopie
a épifluorescence, avec autofluorescence de I'exine. Barre d’échelle : 10 um.

B Pole distal
Equateur
Tétrade de . )
microspores Pole proxi
Figure 6 : position du péle proximal, de I'équateur
et du pole distal dans une tétrade de microspores




Certaines espéces de plantes a fleurs produisent plusieurs types de pollen. Si ces pollens sont
produits par des individus différents, on parle de polymorphisme ; c’est le cas notamment chez les
especes pratiquant I’hétérostylie (Mignot et al., 1994). Il existe aussi des especes ou les individus
produisent plusieurs types de grains de pollen différents, on parle alors d’hétéromorphisme. C'est le
cas pour certaines espéeces de violettes, comme Viola diversifolia, dont les individus produisent des
grains de pollen avec trois ou quatre apertures (Dajoz et al., 1991). Une étude chez 186 especes
d’Eudicotylédones a montré qu’un tiers des especes étudiées étaient hétéromorphes concernant le
pollen (Mignot et al., 1994). L'hétéromorphisme a également été documenté chez certaines espéces
de Monocotylédones, par exemple dans la famille des Haemodoracées (Pierce and Simpson, 2009).

e Détermination du type apertural lors de la microsporogenése

La microsporogenése, ou méiose male des angiospermes, comprend l'ensemble des étapes
permettant de passer d'une cellule mere diploide a quatre microspores haploides, par l'intermédiaire
de la méiose (voir figure 7 ci-dessous). Avant de se diviser, la cellule mére s'entoure d'une paroi de
callose. Suivent alors la premiére et la deuxieme division de méiose. Des parois de callose se forment
entre les microspores, qui restent assemblées dans des tétrades avant que la callose ne soit
dégradée a la fin de la microsporogeneése, libérant ainsi les microspores, qui constituent les futurs
grains de pollen.

()

4 microspores haploides

Paroi de —%
callose

Méiose

Cellule mére diploide Tétrade Q
(4 cellules haploides)

O

Figure 7 : représentation schématique de la microsporogenese chez les angiospermes. Orange : noyau diploide,
jaune : noyau haploide.

Il a été proposé depuis un certain temps que les apertures se forment au niveau des derniers points
de contact entre les microspores (Wodehouse, 1935). Cette hypothése repose notamment sur
I'observation de tétrades figées, ol on voit nettement des sortes de ponts entre les microspores. Ces
ponts correspondent a la position des futures apertures. A. Ressayre et ses collaborateurs (Ressayre
et al., 2002) ont proposé un modeéle ou la position des derniers points de contact dépend de certains
parameétres de la microsporogenése, a savoir le type de cytocinese, le mode de dépot de la callose
lors de la formation des parois entre les microspores, et la forme des tétrades (voir figures 8 et 9 ci-
dessous). Ce modele est basé sur une approche physique de la formation des parois de callose, et
permet de prédire la position des derniers points de contact. Il prend en compte les trois parameétres



énoncés ci-dessus, ainsi que la disposition groupé ou polaire des apertures. Les apertures groupées
se forment directement au niveau des derniers points de contact, tandis que les apertures polaires
sont centrées sur le pole, mais orientées vers les derniers points de contact.

Lors de la microsporogenese (voir figure 8), des parois de callose se forment entre les microspores,
mais ces parois (ou plans) peuvent se former de maniére successive ou simultanée : dans le cas d'une
cytocinese successive, une premiere paroi se forme aprés la premiére caryocinése, puis une
deuxieme paroi apres la deuxieme caryocinése. On passe alors par un stade de dyade. Dans le cas
d'une cyotocinese simultanée, toutes les parois se forment en méme temps, apres la deuxiéme
caryocinese. Le mode de dépot de la callose lors de la cytocinése peut étre centripéte ou centrifuge,
et la croissance de la callose peut se faire le long des plans de division, ou le long des bordures de la
tétrade (figure 8). Enfin, il existe diverses formes de tétrades, les plus fréquentes étant les tétrades
tétraédriques, tétragonales, rhomboidales et décussées, méme si certaines formes plus rares
peuvent étre observées (linéaires, tétrades en Tou en Z...).

. Type de cytocmese simultanée successive
Anagallis arvensis (Primulaceae) Orobanche hederae (Orobanchaceae)

* Mode de dépot de la callose : centrifuge ou centripéte, avec les distinctions suivantes :

Centrifuge plan Centrifuge tétrade Centripéte plan Centripéte tétrade
I B - ! J i I
e | o -
N ] - , z N < >
Pitcarnia sp. (Bromeliaceae) Hemerocallis sp. (Asphodelaceae) | Achillea millefolium (Asteraceae)  Anagallis arvensis (Primulacaceae)
* Forme des tétrades : tétraédrique ou tétragonale rhomboidale

Saponaria officinalis

Orobanche hederae (Caryophyllaceae)
(Orobanchaceae)

OE

Capsella bursa-pastoris
(Brassicaceae)

Figure 8 : cytocinése, mode de dépot de la callose et forme des tétrades chez les angiospermes

Ce modele ontogénique a été validé dans un certain nombre de cas. Par exemple, la majorité des
Eudicotylédones ont une cytocinése simultanée, une croissance de la callose centripete et des
tétrades tétraédriques. Le modeéle prédit un pollen a trois apertures équatoriales (figure 9), ce qui est
de fait la morphologie la plus répandue chez les Eudicotylédones. De plus, chez les mutants tam



d'Arabidopsis ou la cytocinése est successive et non simultanée, le pollen présente trois apertures
avec une disposition anormale. L'observation de la microsporogenese chez ce mutant montre que la
disposition anormale est due au type de cytocinése (Albert et al., 2011). Ce modéle ontogénique
permet donc d'expliquer la détermination du type apertural lors de la microsporogenéese dans la
grande majorité des cas.

Mode de dépot de la callose

Centripate  Centrifuge Centrifuge Centripete
tétrade tétrade plan plan Forme des tétrades

Cytocinése

successive A
Tétrades
tétragonales

Cytocinese

simultanée

Tétrades
tétragonales

Tétrades
rhomboidales

Tétrades
tétraédriques

Figure 9 : modéle ontogénique de détermination des apertures, dans le cas d’apertures groupées (modifié
d’apres Ressayre 2002). Les cas en vert correspondent a une cytocinése successive, les cas en bleu a une
cytocinese simultanée. Les lignes indiquées a gauche correspondent a différentes formes de tétrades, et les
colonnes représentent différents modes de dépot de la callose.

Nous avons jusqu’ici présenté un modele de détermination des apertures, c’est a dire un modele qui
permet d’expliquer comment la position et le nombre des apertures sont définis au cours du
développement ; ce modéle n’explique pas la formation en soi de ces structures. La détermination et
la formation des apertures sont des processus qui peuvent étre a priori différents, et qui ne font pas
nécessairement intervenir les mémes acteurs moléculaires. La formation des apertures est assez peu
étudiée, contrairement a la formation de I'exine qui a fait I'objet de nombreuses études (voir les
revues bibliographiques suivantes : Blackmore et al., 2007; Ariizumi and Toriyama, 2011). Des travaux
récents menés sur des mutants d’Arabidopsis thaliana (dont le type sauvage produit du pollen
tricolpé) ont mis en évidence le réle d’'une nouvelle protéine, baptisée INP1, qui n’a pas d’autre
fonction connue (Dobritsa et al., 2011; Dobritsa and Coerper, 2012). Quand le géne correspondant
est muté, le pollen produit par la plante ne posséde pas d’apertures, et le niveau d’expression de la
protéine est corrélé a la longueur des sillons (un niveau plus faible entrainant une réduction de la
longueur des apertures ; voir Dobritsa and Coerper, 2012). Cette protéine se localise au niveau des



futurs sites aperturaux au stade tétrade. Si INP1 semble impliquée dans la formation des apertures,
son mode de fonctionnement demeure pour le moment mystérieux : on ne sait pas par exemple
comment elle inhibe la polymérisation de sporopollénine aux endroits ou elle est présente.

e Le type apertural est soumis a différentes pressions de sélection

Le grain de pollen a déja fait I'objet d’études sur la valeur sélective, par exemple chez des espéces du
genre Viola. Certaines especes de violettes sont hétéromorphes, c’est-a-dire qu’elles produisent
plusieurs types de grains de pollen. Viola diversifolia produit du pollen avec trois ou quatre
apertures, et ces pollens n‘ont pas les méme caractéristiques : les pollens a trois apertures ont une
plus grande longévité que les pollens a quatre apertures, mais ces derniers germent plus rapidement
sur le stigmate (Dajoz et al.,, 1991). Il semble donc exister un compromis entre la survie et la
reproduction, et le fait de produire plusieurs types de grains de pollen permettrait de combiner
plusieurs stratégies de reproduction. Le cas d’une autre espéce de violette, Viola calcarata, est
éclairant sur ce sujet : cette espece produit du pollen a quatre ou cing apertures, le pollen a quatre
apertures survivant plus longtemps que le pollen a cinq apertures (qui germe cependant plus vite ;
voir Till-Bottraud et al., 1999). Les proportions de ces deux morphes varient avec I'altitude, les
pollens a quatre apertures étant plus fréquents a haute altitude qu’a faible altitude (et inversement
pour les pollens a cing apertures). Cette observation peut étre reliée au fait que les pollinisateurs
sont plus rares a haute altitude, ou il peut étre avantageux de produire un pollen qui survit
longtemps pour pallier les aléas de la pollinisation ; en revanche, dans un environnement ou les
pollinisateurs sont nombreux, et la pollinisation moins incertaine, il peut étre avantageux de produire
un pollen qui germe rapidement, et qui aura un avantage compétitif sur ses concurrents. Ces
observations sont en accord avec des modeles de théorie des jeux, qui montrent que
I’hétéromorphisme peut étre une stratégie évolutivement stable dans un certain nombre de
conditions (Till-Bottraud et al., 2001). Le fait de produire plusieurs types de pollen, chaque type étant
adapté a des conditions environnementales particulieres, pourrait étre avantageux a long terme, et
expliquer le taux d’hétéromorphisme élevé chez les plantes a fleurs (Mignot et al., 1994).

e Intérét du grain de pollen comme modeéle d'étude

Le grain de pollen est un bon modeéle pour étudier les processus évolutifs, le développement, et les
interactions entre ces deux composantes de la morphologie, et ce pour plusieurs raisons. Tout
d'abord, le pollen et les microspores constituent un matériel facile a prélever et a conserver.
Concernant les prélevements en milieu naturel, la quantité de matériel est en général largement
suffisante pour les besoins de I'étude, ce qui n'est cependant pas toujours le cas pour les
prélevements en jardins botaniques. L'observation du pollen et de la microsporogenése sont
également simples a réaliser au microscope. De plus, il existe une quantité extraordinaire de données
sur la morphologie du pollen (voir par exemple Erdtman, 1952; PalDat, 2015). Les grains de pollen
ont depuis longtemps retenu l'attention des botanistes, et la littérature ancienne et récente sur les
différentes formes de pollen représente une mine d'informations facilement accessible. De plus,
I’herbier du Muséum National d’Histoire Naturelle contient une palynothéque qui est une source de
matériel et de connaissances importante. Si il peut étre laborieux de faire des recherches
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systématiques en utilisant des articles ou des livres, la mise en place de la base de données en ligne
PalDat facilite les recherches selon divers criteres (forme, taxonomie, type de réserves...).

Le pollen est impliqué dans la reproduction, et est donc potentiellement soumis a de fortes pressions
de sélection. Si on se focalise sur le type apertural, nous avons vu que les apertures jouaient un réle
important dans la survie du grain de pollen, ainsi que dans la mise en place du tube pollinique
(Edlund et al., 2004). Ce caractére est donc probablement soumis a sélection. De plus, le type
apertural présente une certaine diversité chez les angiospermes, et il est intéressant d'étudier cette
variation. Enfin, nous avons vu qu'il existait un modéle ontogénique de détermination des apertures
au cours de la microsporogenése (Ressayre et al., 2002), c'est a dire un modeéle permettant de faire le
lien entre les différentes étapes du développement et la morphologie finale. L'étude du type
apertural permet donc une étude combinée des processus évolutifs et développementaux. Ce
modele ontogénique permet également de construire un espace représentant les formes possibles et
les formes réalisées dans le cas du type apertural et de la microsporogenese. Il peut alors étre
intéressant de voir quelle proportion des formes possibles sont effectivement produites, et d'étudier
les éventuels biais observés, ce qui peut étre l'indice de contraintes par exemple.

Nous avons vu qu'au sein des angiospermes, les grains de pollen présentaient une grande diversité
morphologique, et le type apertural n'échappe pas a ce constat. C'est un caractere impliqué dans la
survie et la reproduction, et dont la détermination au cours du développement est connue. On peut
alors s'interroger sur les processus impliqués dans [I'évolution du type apertural chez les
angiospermes: comment a évolué le type apertural au cours de ['histoire évolutive des
angiospermes ? Quelle est la part de la sélection, et sur quelles aptitudes joue-t-elle exactement ?
Quelle est la part des contraintes développementales ?

Le présent manuscrit se propose de donner quelques pistes pour répondre a ces questions, en
commengant par une reconstruction de I'évolution du type apertural a grande échelle taxonomique
chez les angiospermes. Les résultats obtenus dans cette partie mettent en évidence la dominance de
deux types aperturaux distincts, et pour I'un de ces deux types nous nous intéressons aux
contributions respectives de la sélection et des contraintes développementales sur cette dominance,
ce qui fait 'objet du deuxieme chapitre. En marge des deux types aperturaux principau, il existe
néanmoins des pollens présentant d’autres morphologies. Nous nous intéressons dans le dernier
chapitre a I'origine et a la nature de la variation par rapport aux deux types dominants, en étudiant
un cas particulier de morphologie pollinique, qui correspond aux pollens présentant de multiples
apertures en forme de pores (ou pollens pantoporés).
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I- Evolution du type apertural chez les angiospermes

Nous allons dans cette premiére partie présenter les grandes lignes de I'histoire évolutive du type
apertural chez les angiospermes, avant de nous interroger sur les facteurs influencant I’évolution de
ce caractére (contraintes développementales, sélection) dans la suite du manuscrit.

1°/ La morphologie du pollen comme caractére d’intérét en phylogénie

Les relations entre les différents groupes d’angiospermes d’une part, et entre les angiospermes et les
autres plantes a graines (ou spermaphytes) d’autre part ont longtemps fait 'objet de débats. Si la
topologie générale de I'arbre des angiospermes (voir figure 1) est globalement acceptée (méme si la
position de certaines familles pose encore probléme), les relations entre les plantes a graines ne sont
pas entierement résolues. Il semblerait que les angiospermes constituent le groupe frére des autres
spermaphytes actuelles, mais il est possible que ce point de vue soit remis en question.

Afin de déméler les relations de parenté au sein des spermaphytes, et au sein des angiospermes, les
botanistes se sont depuis un certain temps intéressés aux caractéres morphologiques des grains de
pollens, qui présentent notamment I'avantage de bien se fossiliser. Walker et Doyle en 1975 se sont
appliqués a définir un certain nombre de caracteres au niveau du pollen, concernant les apertures, la
forme du grain, la structure de I'exine notamment (Walker and Doyle, 1975), et ont interprété
I’évolution de ces caracteres avec les classifications utilisées a I'époque (Cronquist et Takhtajan),
reconnaissant ainsi deux groupes distincts: les espéces produisant du pollen monosulqué
(Monocotylédones, Magnoliidées), et les espéces produisant du pollen tricolpé (dicotylédones non
Magnoliidées, avec des exceptions comme certaines llliciacées), le pollen monosulqué étant
vraisemblablement ancestral. Une quinzaine d’années plus tard, de nouvelles analyses, utilisant la
méthode cladistique, ont mis en évidence I'existence d’'un clade de dicotylédones produisant du
pollen tricolpé (Donoghue and Doyle, 1989), le pollen a trois apertures présent chez les Magnoliidées
étant alors interprété comme une convergence (ce qui est confirmé par des observations
développementales, les apertures n’ayant pas le méme arrangement dans la tétrade). On retrouve,
comme supposé auparavant, que I'état ancestral correspond a un pollen monosulqué. Le clade des
dicotylédones tricolpées a ensuite été rebaptisé Eudicotylédones (Doyle and Hotton, 1991). D’autres
caractéres informatifs ont été mis en évidence, par exemple il apparait que I'exine des angiospermes
a une structure particuliére, ce qui constitue une synapomorphie du groupe (on parle d’exine
columellée).

Ces travaux ont mis en évidence le fait que les caractéres morphologiques des grains de pollen sont
des caractéres informatifs du point de vue phylogénétique. Le type apertural ancestral est
monosulqué, et le pollen tricolpé des Eudicotylédones (c’est-a-dire d’un groupe représentant
presque trois quarts des especes d’angiospermes) est une synapomorphie du groupe. D’autres
analyses ont été effectuées depuis, qui visent a reconstruire I'évolution des caractéres du pollen sur
des arbres obtenus a partir de données moléculaires. La démarche est différente, dans la mesure ou
les arbres ne sont pas obtenus de la méme fagon. On peut citer le travail de Doyle en 2005, qui
étudie I'évolution de caractéres polliniques en parcimonie sur un arbre des angiospermes
comprenant une cinquantaine de taxons (Doyle, 2005). Au niveau des apertures, on retrouve les
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résultats énoncés plus haut. Une autre étude plus récente s’intéresse a I’évolution des caracteres
morphologiques du pollen en utilisant la classification de référence APGIII (Lu et al., 2015; Wortley et
al., 2015). Le premier article de cette série s’intéresse a des aspects méthodologiques, et définit les
caractéres ainsi que les méthodes a tester (parcimonie, maximum de vraisemblance et inférence
bayésienne, les méthodes probabilistes n‘ayant jamais encore été utilisées sur le pollen a cette
échelle taxonomique : voir Wortley et al.,, 2015). Une trentaine de caractéres, portant sur les
apertures mais également sur d’autres aspects du pollen, sont proposés. Le deuxieme article de cette
série présente les premiers résultats obtenus sur les angiospermes divergeant a la base de
I'arbre (principalement le grade ANA et les Magnoliidées, avec environ 80 taxons : voir Lu et al.,
2015). Les synapomorphies potentielles de chaque groupe sont discutées. Au niveau des apertures,
on voit par exemple qu’un pollen inaperturé pourrait étre une synapomorphie des Laurales (il existe
des pollens inaperturés chez d’autres groupes, qui sont des acquisitions indépendantes).

2°/ Reconstruction de I'évolution du type apertural : objectifs et
méthodologie

Notre objectif initial était de reconstruire I'évolution du type apertural chez les angiospermes, a
grande échelle taxonomique. Nous voulons pour cela utiliser un arbre moléculaire des angiospermes,
qui permet de faire des reconstructions en parcimonie mais aussi en utilisant des méthodes
probabilistes (maximum de vraisemblance et inférence bayésienne). Ces méthodes permettent de
modéliser I'évolution des caracteres, et de prendre en compte la longueur des branches. Ainsi, en
parcimonie, une transition sur une branche basale (qui a donc un temps de divergence trés long) a le
méme poids qu’une transition sur une branche apicale (ou le temps de divergence est plus court). Les
méthodes probabilistes permettent d’intégrer le fait qu’une transformation sur une longue durée est
plus probable que sur une courte durée. Elles permettent aussi de lever certaines ambiguités
obtenues en parcimonie. Nous avons choisi d’utiliser un arbre moléculaire réalisé pour une étude de
datation des principaux groupes d’angiospermes, qui comprend environ 800 especes (Magalldn et
al., 2015). Par rapport aux études précédentes, et notamment a celles publiées en 2015 (Lu et al.,
2015; Wortley et al., 2015), nous avons l'avantage de prendre en compte un trés grand nombre
d’especes, et de couvrir tous les ordres, ainsi que presque toutes les familles d’angiospermes. Nous
nous intéressons cependant a un tres faible nombre de caractéres comparé a ces études, puisque
nous nous focalisons sur les apertures, alors que les autres articles détaillent la forme et la taille du
pollen, la structure de I'exine etc...

Ce travail n’a pas pu étre terminé avant la fin de la thése. Sur les 792 espéces de plantes a fleurs de
I'arbre phylogénétique utilisé, nous avons déterminé le type apertural pour 375 especes (374
angiospermes et un groupe extérieur, représenté par le ginkgo), soit prés de la moitié, grace a des
données bibliographiques. 58 ordres sont représentés (sur les 61 que comptent les angiospermes), et
nous totalisons 255 familles, soit plus de la moitié des familles d’angiospermes (qui en possedent 413
au total). Il n'y a pas de biais taxonomique, tous les principaux clades d’angiospermes étant
représentés. Pour chaque espece le nombre et la forme de 'aperture (pore, sillon, sillon et pore) ont
été renseignés. Comme cette étude n’est pas encore finie, nous présentons seulement les résultats
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obtenus en parcimonie grace au logiciel Mesquite (Maddison and Maddison, 2011). Une fois le jeu de
données complété, nous prévoyons d’utiliser des méthodes probabilistes.

3°/ Résultats obtenus en parcimonie sur un échantillon de 375 espéces

Avant de présenter les résultats pour chaque groupe, nous pouvons remarquer que l'arbre global
(figure 10, et concaténation des figures 11 a 15) se structure principalement en deux parties: la
premiere comprend le grade ANA a la base de I'arbre, le clade formé par les Chloranthales et les
Magnoliidées, et les Monocotylédones. Dans ce groupe, les pollens possédant une seule aperture en
forme de sillon sont les plus répandus. La deuxieme partie est constituée par le clade des
Eudicotylédones, qui possédent en grande majorité un pollen a trois apertures, généralement en
forme de sillon présentant un pore en son centre (colporus). L’acquisition du pollen triaperturé
constitue une synapomorphie de ce grand clade (figure 10 page suivante). Les Pentapétales,
indiquées en figure 10, constituent un clade regroupant la grande majorité des Eudicotylédones.

Les reconstructions en parcimonie sur ce jeu de données indiquent 65 transitions concernant le
nombre d’apertures, et 93 transitions au niveau de la forme de I'aperture. || semble donc que le type
d’aperture (sillon, colporus ou pore) soit un caractere plus variable que le nombre.
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Figure 10 : reconstruction en parcimonie de I’évolution du type apertural chez les angiospermes ; a
I'aperture, b : nombre d’apertures.
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e Base de l'arbre : grade ANA, Chloranthales et Magnoliidées

Concernant le type apertural, nous voyons que I'état ancestral chez les angiospermes correspond a
un pollen avec une seule aperture en forme de sillon (pollen monosulqué), ce qui est en accord avec
les études précédentes. Amborella trichopoda, I'espece divergeant en premier chez les
angiospermes, possede un ulcus (c'est-a-dire un pore en position distale), tandis que les autres
taxons de la base de I'arbre ont plutét un pollen présentant un sillon. Il n’est cependant pas tres
surprenant que les apertures soient modifiées chez Amborella, dans la mesure ou la divergence avec
le reste des angiospermes est ancienne (vraisemblablement autour de 139 millions d’années, voir
Magalldn et al., 2015), et permet donc la modification de certains caractéres au cours de cette
longue durée.

La plupart des espéeces du grade ANA et du clade comprenant les Chloranthales et les Magnoliidées
produisent du pollen monosulqué (figure 11). Il existe cependant des variations. La forme de
|"aperture est moins variable que le nombre, néanmoins certaines espéces de ce groupe présentent
un pollen poré (voir figure 11-a ; c’est le cas de Lactoris, Drimys ou Sarcandra) ou méme un pollen
colporé, ce qui trés rare en dehors des Eudicotylédones (Sassafras albidum : voir figure 11-a). Une
partie des especes du clade des Laurales sont dépourvues d’apertures, et les pollens inaperturés sont
apparus indépendamment chez d’autres espéces (Aristolochia et Asarum). Concernant le nombre
d’apertures (figure 11-b), nous pouvons remarquer qu’il varie par rapport au type ancestral a une
aperture chez les Austrobaileyales : I'espéce représentant ici les Trimeniacées (Trimenia moorei)
possede un pollen a deux apertures, et le nombre d’apertures varie de 4 a 8 chez les Schisandracées
(représentées par lllicium, Kadsura et Schisandra). De méme, certaines Chloranthacées et certaines
Laurales peuvent présenter un pollen possédant deux apertures ou davantage.

Nous voyons qu’au niveau de cette partie de 'arbre, les pollens monosulqués dominent, méme si des
variations sur le nombre et la forme des apertures existent. Ces variations concernent des especes
isolées (Aristolochia et Asarum par exemple) ou des groupes plus étendus (Laurales et
Schisandracées par exemple).

Figure 11 pages suivantes : reconstructions en parcimonie de |'évolution de la forme (a) et du nombre
d’apertures (b) chez les angiospermes divergeant a la base de I'arbre (le ginkgo servant ici de groupe extérieur).
Les formes des apertures sont détaillées en introduction (voir par exemple figure 5), sauf les apertures
circulaires, qui forment une sorte d’anneau entourant le grain de pollen. Ce type apertural est rare. Les noms
des principaux clades sont indiqués a gauche des noeuds correspondants (en haut ou en bas selon la place
disponible). Les ambiguités sont indiquées par des branches présentant simultanément deux couleurs.
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Figure 11-b

“Ginkgo biloba

“ Amborella trichopoda

L “Nuphar advena

Nympheales “Brasenia schreberi

Cabomba caroliniana
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1 aperture

2 apertures
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4 a 6 apertures

il
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'L

licium floridanum

Kadsura japonica

Schisandra chinensis

Ch IO ra nth a IeS ’:” Hedyosmum arborescens

Ascarina lucida

Chloranthus japonicus

Sarcandra chloranthoides

Canellales 'Canella winterana

|
= Drimys winteri

— “Anemopsis californica

-

Magnoliidae:

Magnoliales

Laurales |

| /
iperales .

1

“Houttuynia cordata

—“Saururus cermuus

— " Aristolochia macrophylla
Lactoris fernandeziana
T Asarum canadense
|
Saruma henryi
Myristica fragrans

’:“Degeneria vitiensis
r |

7/
‘ \:"‘Galbulimima belgraveana

—

Cananga odorata

'Annona muricata

5]

— “Asimina trilcba
= Calycanthus floridus
Chimonanthus praecox
‘ SGomortega keule
Atherosperma moschatum

Doryphora sassafras

= Hedycarya arborea

t Hortonia floribunda

Peumus boldus
Gyrocarpus americanus
Cinnamomum camphora

Laurus nobilis

Sassafras albidum

——> Monocotylédones, Eudicotylédones et Ceratophyllales
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e Monocotylédones

Chez les Monocotylédones, I'état ancestral correspond a un pollen monosulqué, et ce type apertural
est le plus répandu au sein du groupe (figure 12). Les variations observées concernent a la fois la
forme et le nombre d’apertures. Les pollens inaperturés sont apparus au moins trois fois de maniere
indépendante, chez les Asparagales, les Liliales et les Zingibérales (figure 12-a). Certaines espéces
possedent un pollen a deux ou trois apertures, et une espéce présente un pollen avec de multiples
apertures (figure 12-b). Le nombre d’aperture a augmenté au moins six fois de maniére
indépendante, mais seule une espéce posséde un nombre élevé d’apertures (il s’agit d’Alisma
plantago-aquatica). Concernant la forme de I'aperture, nous voyons que méme si le type dominant
est le sillon, il existe de nombreuses acquisitions indépendantes d’une aperture en forme de pore :
au moins sept apparitions selon nos données (figure 12-a). Cette morphologie est tres répandue dans
le clade des Poales, pour lequel elle pourrait constituer une synapomorphie, méme si il y a ensuite
des transformations au sein de cet ordre (par exemple chez Mayaca fluvialis).

e Eudicotylédones

D’apres nos données, il apparait que le pollen tricolpé (pollen avec trois apertures équatoriales en
forme de sillons) est une synapomorphie du clade des Eudicotylédones (figure 10), ce qui est en
accord avec la littérature sur le sujet. Nous pouvons cependant noter que le groupe frere des
Eudicotylédones, c’est-a-dire I'ordre des Cératophyllales (qui comprend en tout six espéces du genre
Ceratophyllum) représenté ici par Ceratophyllum demersum posséde un pollen inaperturé. Or, les
espéces aquatiques dispersant leur pollen directement dans I'eau sont connues pour produire un
pollen inaperturé, et c’est le cas des especes du genre Ceratophyllum ; il n’est donc pas impossible
que le pollen tricolpé soit une synapomorphie du clade comprenant les Cératophyllales et les
Eudicotylédones, et que le pollen soit devenu secondairement inaperturé chez Ceratophyllum, mais
la parcimonie ne peut pas trancher ici.

De maniére générale, nous voyons qu’une écrasante majorité d’espéces d’Eudicotylédones
produisent un pollen a trois apertures, en forme de sillon (colpus) ou de sillon possédant un pore en
son centre (colporus ; voir figure 10 et figures 13 a 15). Il existe certes des variations mais, sur les
especes représentées ici, elles ne concernent jamais de grand clade, les modifications par rapport au
type tricolpé ou tricolporé se situant plutot en position apicale sur I'arbre.

Concernant les Eudicotylédones qui divergent a la base, c’est-a-dire les Ranunculales, les Protéales,
les Trochodendrales, les Buxales et les Gunnérales, nous voyons que la majorité des espéces
produisent du pollen a trois apertures, méme si on peut voir ponctuellement une augmentation ou,
plus rarement, une diminution du nombre d’apertures (figure 13-b). Les apertures ont une forme de
sillon, ou plus rarement une forme de pore ou de colporus (figure 13-a). Il a été avancé qu’une
aperture en forme de colporus pourrait étre une synapomorphie des Pentapétales, un clade
comprenant la plupart des Eudicotylédones (dont les especes produisent des fleurs ayant cing
sépales et cinq pétales). Comme il y a une ambiguité dans cette zone de I'arbre, notre reconstruction
ne permet pas de savoir précisément ou se situe la transformation ; il est possible que les méthodes
probabilistes, ainsi qu’un meilleur échantillonnage, nous aident a résoudre ce probléme.
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Acorus gramineus
Orontium aquaticum

Pleea tenuifolia

Alismatales Tofieldia calyculata

MQnOCDtVléanES l Alisma plantagoaquatica
Hydrocharis dubia

Potamogeton berchtoldii

T

Triglochin maritima

Petrosaviales E Japonolirion osense

Petrosavia sakuraii

[ Sillon
I Pore Pandanales Carludovica palmata

Talbotia elegans

[ ] Inaperturé

Metanarthecium luteoviride

Dioscoreales Burmannia biflora

M7 M

Tacca chantrieri
Campynema lineare

Colchicum speciosum

Liliales Alstroemeria aurea

Bomarea edulis

Smilax glauca

Lapageria rosea

Sl

Philesia magellanica

Cypripedium calceolus

ASparagaIes Alophia drummondii

Aristea glauca

Asparagus officinalis

Yucca filamentosa

“Dasypogen bromeliifolius

Arecales Caryota mitis

1

Phoenix dactylifera

Zingiberales Canna indica
Commelinidae | Esmemzia reginae

Philydrum lanuginosum

Anigozanthos flavidus

. Pontederia cordata
Commelinales
Typha latifolia
=== Eriocaulon aquaticum
Poales £Juncus effusus
Mayaca fluviatilis

Centrolepis strigosa

Flagellaria indica

Joinvillea plicata

Hordeum bulbosum

Saccharum officinarum

Zea mays
Figure 12-a : reconstruction en parcimonie de I'évolution de la forme des apertures chez les Monocotylédones.
La forme de I'aperture est indéterminée pour Eriocaulon aquaticum.
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Dioscoreales Burmannia biflora

Tacca chantrieri
Campynema lineare

Colchicum speciosum

Alstroemeria aurea
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Bomarea edulis
Smilax glauca
Lapageria rosea

Philesia magellanica

Cypripedium calceolus

Alophia drummondii

ASparagales Aristea glauca
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) .
Phoenix dactylifera
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“Philydrum lanuginosum
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Typha latifolia

Eriocaulon aquaticum
Poales Juncus effusus
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Flagellaria indica
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Saccharum officinarum
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Figure 12-b : reconstruction en parcimonie de I'évolution du nombre d’apertures chez les Monocotylédones.
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Y Ceratophyllum demersum

“Euptelea polyandra

Eschscholzia californica

Dicentra eximia

Ranunculales Hypecoum imberbe

Circaeaster agrestis

= Sargentodoxa cuneata

— Akebia quinata

Decaisnea fargesii

[ Sillon
I Pore =
Il Sillon + pore

[] Inaperturé

Lardizabala biternata

Cissampelos pareira

Cocculus orbiculatus

Caulophyllum thalictroides

. A ] Nandina domestica
Eudicotylédones

Podophyllum peltatum

Glaucidium palmatum

Hydrastis canadensis

Ranunculus acris

=T

Xanthorhiza simplicissima

Sabia swinhoei

Proteales Nelumbo lutea

Grevillea robusta

o]

Platanus occidentalis

I—Tetracentron sinense

Trochodendrales Ln

Trochodendron aralioides

I— Buxus sempervirens

Buxales I—Pachysandra procumbens

" Myrothamnus flabellifolia
Gunnerales

——> Pentapetalae

Figure 13-a : reconstruction en parcimonie de I’évolution de la forme des apertures chez les Cératophyllales et
les ordres formant la base des Eudicotylédones. Il y a une ambiguité dans la branche conduisant aux
Pentapétales, la forme pouvant étre un sillon ou un colporus.
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B Ceratophyllum demersum

Euptelea polyandra

=== Eschscholzia californica

-LDicentra eximia
Ranunculales Hypecoum imberbe

== Circaeaster agrestis

— Sargentodoxa cuneata

[] 2 apertures — Akebia quinata
Bl 3 apertures
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Lardizabala biternata
E Cissampelos pareira
Cocculus orbiculatus

Caulophyllum thalictroides

. . ™. Nandina domestica
Eudicotylédones

Podophyllum peltatum

Glaucidium palmatum

Hydrastis canadensis

Ranunculus acris

Xanthorhiza simplicissima

r— Sabia swinhoei

Proteales Nelumbo Iutea

Grevillea robusta

Platanus occidentalis

I—Telrecentron sinense

Trochodendrales L.

Trochodendron aralioides

I—Buxus sempervirens

Buxales L—.

Pachysandra procumbens

Myrothamnus flabellifolia
Gunnerales

——> Pentapetalae

Figure 13-b : reconstruction en parcimonie de I"évolution du nombre d’apertures chez les Cératophyllales et les
ordres formant la base des Eudicotylédones. Il y a une ambiguité a la base de ce clade, le nombre d’apertures
pouvant étre de zéro, un ou trois.
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Chez les Rosidées et leurs groupes freres (Dilléniales et Saxifragales), le colporus est la forme la plus
répandue, et pourrait étre une synapomorphie du clade comprenant les Rosidées et les Saxifragales
(figure 14-a). Il existe cependant un certain nombre d’espéces présentant un pollen poré (au moins
treize transitions), ou un pollen présentant un sillon simple (au moins huit transitions), comme c’est
le cas chez les Brassicacées, qui comprennent la plante modele Arabidopsis thaliana. Les pollens
inaperturés sont plus rares dans ce groupe, ils sont présents chez deux especes éloignées, ou ils sont
apparus de maniére indépendante. Quant au nombre d’apertures, nous voyons que la grande
majorité des especes produisent du pollen triaperturé, méme si certaines especes produisent du
pollen avec un nombre intermédiaire (quatre a six) ou un nombre élevé d’apertures (plus de six ; voir
figure 14-b). On recense au moins vingt augmentations indépendantes du nombre d’apertures. Plus
rarement, le nombre d’apertures passe de deux a trois, c’est le cas pour cing espéces (avec cinqg
transitions indépendantes).

Enfin, chez les Asteridées et les groupes proches (Santalales, Berberidopsidales et Caryophyllales), le
pattern observé est assez semblable a celui des Rosidées. Le colporus est la forme dominante, méme
si les pores et les sillons simples sont assez fréquents (figure 15-a). Il est possible que le colporus soit
un caractere dérivé chez les Asteridées, mais I'ambiguité se situant a la base des Pentapetalae ne
permet pas de trancher sur ce point. Les Berberidopsidales, les Caryophyllales et les Lamiales se
caractérisent par des morphologies aperturales différentes : les pollens présentant des pores ou des
sillons sont majoritaires par rapport aux pollens présentant un colporus. Les Cornales, les Ericales et
les Campanulidées possedent, dans leur majorité, des pollens colporés. Certaines espéces présentent
un nombre d’apertures intermédiaire ou élevé (vingt-et-une augmentations indépendantes),
notamment chez les Caryophyllales (figure 15-b). Une seule espéece présente deux apertures, et on
recense une seule espéce inaperturée. Le nombre d’apertures est globalement moins variable que la
forme, les espéces étant principalement triaperturées.

Figure 14 pages suivantes: reconstruction en parcimonie de I’évolution de la forme (a) et du nombre
d’apertures (b) chez les Rosidées et les ordres proches.

Figure 15 pages suivantes: reconstruction en parcimonie de I’évolution de la forme (a) et du nombre
d’apertures (b) chez les Asteridées et les ordres proches.
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tia volubilis
Altingia excelsa
Liguidambar styraciflua
Cercidiphyllum japonicum
Exbucklandia populnea

[ Sillon

I Pore

I Sillon + pore
[ ] Inaperturé

Pentapetalae

Itea virginica
Ribes aureum
'‘Aphanopetalum resinosum
Penthorum sedoides
Tetracarpaea i

Dilleniales

Saxifragales

Leea guineense
Pelargonium cotyledonis
Viviania marifolia

Malvidae
N

Lythrum salicaria
Crypteronia paniculata
QOlinia ventosa
'Vochysia guatemalensis
Heteropyzxis natalensis
Myrtus communis

JF===="Stachyurus praecox

e

'Aphloia theiformis
Geissoloma marginatum
Ixerba brexioides
Strasburgeria robusta

JNitraria retusa

il

Rosidae

Schinus molle
Aesculus pavia
'Ailanthus altissima
Citrus paradisi

= Dij sinicus

il

B Tapiscia sinensis
Neurada procumbens
Bixa orellana
Bombax ceiba
Gossypium hirsutum
tricolor
Carica papaya
Floerkea
Batis maritima
Koeberlinia spinosa
'Tovaria pendula
Capparis spinosa
'Arabidopsis thaliana
Brassica napus
Bauhinia galpinii
Cercis canadensis
Albizia julibrissin
Ceratonia siliqua
Cicer arietinum
Lotus corniculatus
Pisum sativum
‘Alnus alnobetula

Fabidae |

1| e

Casuarina cunninghamiana
Myrica cerifera

Myrica gale
'Anisophyllea fallax
Corynocarpus laevigatus
Datisca cannabina
Cucumis melo
Cucurbita pepo

Prunus persica

Barbeya olecides
Dirachma socotrana
Elaeagnus umbellata
Rhamnus cathartica
Cannabis sativa
Humulus lupulus

Pilea cadierei

Urtica dioica
Lepidobotrys staudtii
Brexia madagascariensis
Celastrus scandens
Parnassia palustris
Siphonodon celastrineus
Rourea minor

'Averrhoa carambola
Oxalis dillenii
Cephalotus follicularis
Crinodendron hookerianum
Davidsonia pruriens
Eucryphia lucida
Caryocar glabrum
[r—_ophopyxis maingayi

=B
==Centroplacus glaucinus

Balanops vieillardii
Chrysobalanus icaco
Dichapetalum rugosum

‘Trigonia nivea

fle==panda oleosa
tenolophon
'Aneulophus africanus
Bruguiera gymnorhiza

Figure 14 - a

Carallia brachiata
Rhizophora stylosa
Bonnetia sessilis
Calophyllum soulattri
Hypericum perforatum
Cespedesia spathulata
Luxemburgia octandra
Medusagyne oppositifolia
'‘Quiina pteridophylla
Humiria i
'Acharia tragodes
Leonia gl a
Malesherbia linearifolia
Inm

Casearia sylvestris
Scyphostegia borneensis
'Abatia parviflora
Flacourtia indica

Prockia crucis

Salix reticulata

Clutia pulchella
'Acalypha californica
Ricinus communis.
Hevea brasiliensis

Manihot esculenta
Hugonia platysepala
Linum perenne
Reinwardtia indica
Bischofia javanica
'‘Androstachys johnsonii
Micrantheum hexandrum
Petalostigma pubescens

aad

——> Asteridae et ordres proches
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N
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i
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Rosidae|
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Di 1 sinicus

g

f=Tapiscia sinensis
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Gossypium hirsutum
tricolor
Carica papaya
Floerkea p
Batis maritima
Koeberlinia spinosa
Tovaria pendula
Capparis spinosa
Arabidopsis thaliana
Brassica napus
Bauhinia galpinii
Cercis canadensis
Albizia julibrissin
Ceratonia siliqua
Cicer arietinum
Lotus corniculatus
Pisum sativum
Alnus alnobetula

L] o5

Casuarina cunninghamiana
Myrica cerifera

Myrica gale
Anisophyllea fallax
Corynocarpus laevigatus
Datisca cannabina
Cucumis melo

Cucurbita pepo

Prunus persica

Barbeya oleoides
Dirachma socotrana
Elaeagnus umbellata
Rhamnus cathartica
Cannabis sativa
Humulus lupulus

Pilea cadierei

Urtica dioica
Lepidobotrys staudtii
Brexia madagascariensis
Celastrus scandens
Parnassia palustris
Siphonodon celastrineus
Rourea minor

Averrhoa carambola
Opxalis dillenii
Cephalotus follicularis
Crinadendron hookerianum
Davidsonia pruriens
Eucryphia lucida
[e====Caryocar glabrum
e _ophopyxis maingayi
Byrsonima crassifolia

Be== Centroplacus glaucinus
Balanops vieillardii
Chrysobalanus icaco
Dichapetalum rugosum
Trigonia nivea
Klainedoxa gabonensis
Panda oleosa
Ctenolophon englerianus,
Aneulophus africanus
Bruguiera gymnorhiza

Al

Carallia brachiata
Rhizophora stylosa
Bonnetia sessilis
Calophyllum soulattri
Hypericum perforatum
Cespedesia spathulata
Luxemburgia octandra
Medusagyne oppositifolia
Quiina pteridophylla
Humiria balsamifera
Acharia tragodes
Leonia glycycarpa
Malesherbia i i

Casearia sylvestris
Scyphostegia borneensis
Abatia parviflora
Flacourtia indica

Prockia crucis

Salix reticulata

Clutia pulchella
Acalypha californica
Ricinus communis
Hevea brasiliensis

Manihot esculenta
Hugonia platysepala
Linum perenne
Reinwardtia indica
Bischofia javanica
Androstachys johnsonii
Micrantheum hexandrum
Petalostigma pubescens
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= Heisleria parvifolia
Coula edulis

Minguartia guianensis
Ochanostachys amentacea
Ximenia americana
Misodendrum linearifolium
Opilia amentacea

Osyris lanceolata

L 1 punctatum

=0 Berberidopsis corallina
Drosera capensis
'Ancistrocladus korupensis
Drosophyllum lusitanicum
"Tamarix chinensis
Fagopyrum esculentum

71 sillon

I Pore

I Ssillon + pore
[ ] Inaperturé

Plumbago auriculata

Rl

Simmendsia chinensis
'Asteropeia micraster

Physena madagascariensis

Stellaria media

Beta vulgaris

Celosia argentea

Spinacia oleracea
Stegnosperma halimifolium

Barbeuia madagascariensis

Phytolacca americana
Bougainvillea glabra
Mirabilis jalapa
Claytonia virginica
Portulaca grandiflora
‘Talinum paniculatum
‘Alluaudia procera
Halophytum ameghinoi
'‘Anredera cordifolia
Basella alba

'_Curllswa dentata

'Alangium chinense
Cornus mas
Camptotheca acuminata
Nyssa ogeche
_:Marcgravia trinitatis

Tetramerista crassifolia
=== Barringtonia asiatica

Asteridae-

Lamiidae

Fouquieria
Cobaea scandens
Gilia capitata
= 4
Polemonium reptans
Lissocarpa benthamii
Manilkara zapota
[ Camellia sinensis
Galax urceolata
Styrax officinalis
'Actinidia chinensis
Sarracenia purpurea
Clethra alnifolia
Cyrilla racemiflora
Enkianthus campanulatus

Oncotheca bal

Santalales

Berberidopsidales

ron amazonicum

Caryophyllales

Cornales

Rhododendron hippophaeoides

Ericales

Eucommia ulmoides
'Aucuba japonica
Garrya elliptica

Borago officinalis
Galium aparine

Exacum affine

Spigelia marilandica
Gelsemium sempervirens
Nerium oleander
Montinia caryophyllacea
Sphenoclea zeylanica
Nicotiana tabacum
'‘Atropa belladonna
Solanum dulcamara
Olea europaea

Syringa vulgaris
Polypremum procumbens
Peltanthera floribunda
Plantago lanceolata
'Veronica anagallisaquatica
'Verbascum thapsus
Byblis liniflora

Martynia annua
Sesamum indicum
Barleria prionitis
'Acanthus montanus
‘Thunbergia alata
Campsis radicans
Catalpa speciosa
Junellia succulentifolia
Pinguicula moranensis
Lamium amplexicaule
Paulownia tomentosa
Phryma lep

= Icacinales
Garryales _
=—Boraginales
Gentianales
Solanales
Lamiales

Helwingia japonica
Cardiopteris quinqueloba
Citronella suaveolens

Campanulidae

Figure 15 -a

Menyanthes trifoliata
Nymphoides peltata
Goodenia ovata
'Acicarpha tribuloides

Boopis graminea
Barnadesia caryophylla
Echinops exaltatus
Helianthus annuus
Cichorium intybus
Tragopogon dubius

'Anopterus macleayanus
Berzelia lanuginosa
Columellia oblonga
'Adoxa moschatellina
Heptacodium miconioides
'Abelia triflora

Morina longifolia
Triplostegia glandulifera
Centranthus ruber
'Valeriana officinalis
Pennantia corymbosa
Aralidium pinnatifidum
Melanophylla alnifolia
Griselinia littoralis
Anethum graveolens
'Apium graveolens
Daucus carota
Hydrocotyle vulgaris
'Aralia spinosa

Hedera helix

Aquifoliales

'Abrophyllum ornans

Carpodetus serratus

Campanula trachelium

Pseudonemacladus oppositifolius
™ COF0Kia COlONESTET

Platyspermation crassifolium

Donatia fascicularis

Stylidium graminifolium

Asterales

=Escalloniales

Bruniales

Dipsacales

Apiales



[ Heisteria parvifolia
Coula edulis

Minquartia guianensis
Ochanostachys amentacea
Ximenia americana
Misodendrum linearifolium
Opilia amentacea

Osyris lanceolata

Santalales
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Il Plus de 6 apertures
] Inaperturé

bl Berbsrldupsls corallina

Berberidopsidales

Drosera capensis
Ancistrocladus korupensis
Drosophyllum lusitanicum
Tamarix chinensis
Fagopyrum esculentum
Plumbago auru:ulaia

Rhabdodendron amazonicum

Simmondsia chinensis

‘Asteropeia micraster

Physena madagascariensis

Stellaria media

Beta vulgaris

Celosia argentea

Spinacia oleracea

ma ifolium
} iensi:

beuia rr
Phytolacca americana
Bougainvillea glabra
Mirabilis jalapa
Claytonia virginica
Portulaca grandiflora
Talinum paniculatum
Alluaudia procera
Halophytum ameghinoi
Anredera cordifolia
Basella alba

Caryophyllales

Curtisia dentata

Alangium chinense
Cornus mas
Camptotheca acuminata
Nyssa ogech

Cornales

J= Marcgravia tis
F==Tetramerista crassifolia
e Barringtonia asiatica

Asteridae |

Lamiidae

Fouquieria splendens
Cobaea scandens
L) Gilia capitata
Polemonium reptans
Lissocarpa benthamii
Manilkara zapota
=== Camellia sinensis
Galax urceolata
Styrax officinalis
Actinidia chinensis
Sarracenia purpurea
Clethra alnifolia
Cyrilla racemiflora
Enkianthus campanulatus

Rhododendron hippophaeoides

Oncotheca balansae

Ericales

= Icacinales

J= Eucommia ulmoides

{Aucuba japonica
Garrya elliptica

Garryales

Borago

-——Boraginales

== Galium aparine

Exacum affine

Spigelia marilandica
Gelsemium sempervirens
Nerium oleander

Gentianales

Montinia caryophyllacea
Sphenoclea zeylanica
Nicotiana tabacum
Atropa belladonna
Solanum dulcamara

Solanales

Olea europaea
Syringa vulgaris

il

Polypremum procumbens
Peltanthera floribunda
Plantago lanceolata
Veronica anagallisaquatica
Verbascum thapsus
Byblis liniflora

Martynia annua
Sesamum indicum
Barleria prionitis
Acanthus montanus
Thunbergia alata
Campsis radicans

—* Catalpa speciosa

Junellia succulentifolia
Pinguicula moranensis
Lamium amplexicaule
Paulowma tomentosa

Lamiales

Phry, ya
I—'Helwmg\a Japomca

Campanu

Figure 15-b

idae

is quinqueloba
Cllmnella suaveolens

Aquifoliales

Abrophyllum ornans
Carpodetus serratus
Campanula trachelium

Corokia cotoneaster
Platyspermation crassifolium
Donatia fascicularis
Stylidium graminifolium
Menyanthes trifoliata
Nymphoides peltata
Goodenia ovata
Acicarpha tribuloides
Boopis graminea
Barnadesia caryophylla
Echinops exaltatus.
Helianthus annuus
Cichorium intybus
Tragopogon dublus

mﬂﬂm

Pseudonemacladus oppositifolius

Asterales

=Escalloniales

Anopterus wu:
Berzelia \anugmosa

*=Columellia oblonga

Bruniales

Adoxa moscl a
Heptacodium miconioides
Abelia triflora

Morina longifolia
Triplostegia glandulifera
Centranthus ruber
Valeriana officinalis

Dipsacales

Pennantia corymbosa
Aralidium pinnatifidum
Melanophylla alnifolia
Griselinia littoralis
Anethum graveolens
‘Apium graveolens
Daucus carota
Hydrocotyle vulgaris
Aralia spinosa
Hedera helix

mﬂﬁ
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4°/ Conclusions sur I’évolution du type apertural chez les angiospermes

Les résultats obtenus au cours de cette analyse ne sont pas tres différents des résultats obtenus lors
des études précédentes : on retrouve un état ancestral monosulqué, présent a la base de I'arbre
(grade ANA, Chloranthales et Magnoliidées) et chez les Monocotylédones, le pollen tricolpé étant
une synapormophie des Eudicotylédones, ou il est trés largement répandu. Néanmoins, notre étude
est la premiere de cette envergure en termes d’étendue taxonomique : les études précédentes, y
compris celles publiées récemment, ne prennent jamais en compte un nombre aussi élevé d’espéces.
Si nos résultats ne font que confirmer ce qui a déja été mis en évidence auparavant, nous voyons que
ces conclusions, obtenues en parcimonie, sont solides.

Si les pollens monosulqués et tricolpés sont les deux types dominants observés chez les
angiospermes, nous avons néanmoins pu mettre en évidence une certaine variabilité du type
apertural. Les pollens inaperturés sont apparus a de nombreuses reprises, de maniére indépendante,
ce qui avait déja été montré auparavant mais sans cadre phylogénétique explicite (Furness and
Rudall, 1999; Furness, 2007). Ici, nous pouvons localiser précisément sur I'arbre les transitions vers
un pollen inaperturé. De méme, les pollens présentant un nombre d’aperture élevé (deux ou plus a la
base de I'arbre et chez les Monocotylédones, et plus de trois chez les Eudicotylédones) sont apparus
de nombreuses fois de maniére indépendante (cet aspect sera en partie développé dans la suite du
manuscrit). Il existe donc de nombreuses réversions et de nombreuses convergences au niveau du
type apertural. Notre reconstruction permet également de voir qu’au niveau du nombre d’apertures,
il 'y a généralement pas d’état de transition entre un pollen monoaperturé ou triaperturé vers un
pollen présentant de nombreuses apertures.

Il nous reste maintenant a augmenter |’échantillonnage, pour avoir un maximum d’espéces parmi les
792 de l'arbre d’origine, afin d’avoir des résultats plus robustes, et de diminuer le nombre
d’ambiguités. Une autre piste d’amélioration consiste a utiliser les méthodes probabilistes (maximum
de vraisemblance et inférence bayésienne) pour analyser les données, qui pourront notamment
permettre de résoudre certaines ambiguités, et de prendre en compte le facteur temporel dans les
reconstructions. Ce type d’étude a été entrepris pour étudier I'évolution de la morphologie florale
chez les angiospermes, et les résultats obtenus en parcimonie et avec les méthodes probabilistes
peuvent étre différents. Un bref résumé de ce travail, auquel j'ai contribué lors de I'école d’été
eFlower Summer School (2013), est donné en annexe 1.

Dans cette premiere partie sur I’évolution du type apertural, nous avons vu que deux types
principaux (monosulqué et tricolporé) dominent chez les angiospermes. Des variations, portant aussi
bien sur le nombre d’apertures que sur leur forme, sont présentes dans toutes les zones de I'arbre,
mais ces variations ont généralement une faible étendue taxonomique : a quelques exceptions pres,
ce sont des espéces ou de petits groupes d’especes qui sont concernés. Nous avons voulu étudier
plus en détail la distribution taxonomique de ces variations ainsi que leur évolution. Nous nous
sommes pour cela intéressés a des pollens particuliers, présentant un nombre élevé d’apertures
réparties sur toute leur surface : on qualifie ces pollens de pantoporés. Nous nous sommes intéressés
a leur développement, pour voir comment cette morphologie pouvait étre produite, et nous avons
étudié leur distribution, pour voir si cette morphologie apparaissait fréquemment ou non, et pour
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essayer de voir si les especes produisant ce type de pollen avaient certaines particularités
biologiques. Les résultats sont détaillés dans la troisieme partie du manuscrit.

Concernant la position hégémonique des pollens monosulqués et triaperturés, nous pouvons nous
demander si cette situation, que I'on peut qualifier de stase évolutive, résulte de processus sélectifs,
ou de contraintes développementales. Est-ce que ces configurations sont particulierement
avantageuses, ce qui expliquerait que les variants restent relativement rares, et ne soient presque
jamais fixés a grande échelle taxonomique ? Ou est-ce que la microsporogenese a été verrouillée, a
un moment donné, au cours de I'histoire évolutive du groupe, limitant le nombre de morphologies

pouvant étre produites au cours du développement ? Nous apportons des éléments de réponse a

cette question dans la partie suivante du manuscrit, pour le cas des Eudicotylédones.
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I- La dominance des pollens tricolpés chez Iles
Eudicotylédones

1°/ La microsporogenése des Eudicotylédones est sous sélection
stabilisante

Ce travail a été publié dans un article, présenté en annexe 2.

Les pollens a trois apertures (colpus ou colporus) sont de loin les plus répandus parmi les
Eudicotylédones. Ceci peut surprendre dans la mesure ou les Eudicotylédones sont un groupe assez
ancien : le plus vieux pollen est daté de 125 millions d’années (Doyle and Hotton, 1991), et des
estimations sur I'age du groupe donnent méme un age compris entre 136 et 130 millions d’années
(Magallon et al., 2015). Les taxons de ce groupe ont donc eu tout le temps nécessaire pour générer
de nouveaux types aperturaux. De plus, les Eudicotylédones présentent un trés grand niveau de
diversité morphologique au niveau des sporophytes, concernant le port (herbacées, arbustes et
arbres, lianes), la taille, la forme des feuilles, la morphologie florale... Le fait que le type apertural soit
autant conservé a cette échelle taxonomique est a premiére vue étonnant. On peut alors parler de
stase évolutive.

e Stase évolutive : contraintes ou sélection ?

Une stase évolutive peut étre due a des contraintes développementales, dans le cas ou les
mécanismes développementaux sont verrouillés, et sont dans l'incapacité de produire d’autres
morphologies (Charlesworth et al., 1982; Maynard Smith et al., 1985; Burt, 2001). Ce type de facteur
est donc une contrainte interne au systeme étudié. Dans le cas du grain de pollen, cela
correspondrait ici au cas ol la microsporogenese est, d'une facon ou d'une autre, fixée de maniere
quasi-irréversible chez les Eudicotylédones. Une stase évolutive peut également résulter d'une forte
sélection stabilisante (Charlesworth et al., 1982; Burt, 2001). Dans ce cas, la production de nouveaux
morphes est possible, mais ils sont rapidement éliminés car désavantagés par rapport au type
dominant. Ce type de facteur est externe au systéme, et peut éventuellement disparaitre si les
conditions environnementales changent, de maniére a faire disparaitre ou a atténuer I'avantage
sélectif du morphe dominant. On peut noter que les deux mécanismes, contraintes
développementales et forte sélection stabilisante, ne sont pas exclusifs.

Comment, en pratique, trancher entre ces deux hypothéses ? Une expérience hypothétique a été
proposée par Alberch en 1982 (figure 16 page suivante). L'idée de base est la suivante : apres avoir
montré que le caractére en question est constant dans une lignée, on retire les pressions de
sélections (la question du « comment » étant pour l'instant laissée en suspens). On observe alors,
pendant plusieurs générations, I'évolution du caractére d'intérét (figure 16-b). Si ce caractere
présente alors des variations, on en conclut que la stase est principalement due a la sélection,
puisque l'absence de sélection permet |'apparition de nouveaux états de caractere. Si ce caractére
reste constant, méme en l'absence de sélection, on en conclut que la stase est due a des contraintes
développementales : les mécanismes ontogéniques sont dans l'incapacité de produire de nouveaux
phénotypes.
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Contraintes
développementales Sélection

Stase évolutive
Caractére constant

Contraintes
développementales Teg

Variation du caractére ?

- Oui: stasedue a la sélection
- Non : Stase due aux contraintes

Figure 16 : principe de I'expérience d’Alberch. a : la stase portant sur le caractere d’intérét peut étre due soit a
des contraintes développementales, soit a la sélection. b : I'étude de cas particuliers ou les pressions de
sélection disparaissent peuvent indiquer I'origine de la stase, en fonction de la variation du caractére.

e Application au cas des Eudicotylédones

Ce type de raisonnement peut s'appliquer au pollen des Eudicotylédones, mais de maniére indirecte.
Il est en effet difficile d'imaginer des circonstances dans lesquelles le type apertural du pollen est
libéré de toute forme de sélection (a part éventuellement des lignées pratiquant I'autofécondation
quasi exclusive depuis un temps suffisamment long). Les apertures sont fortement impliquées dans
la survie du gamétophyte, et dans la fécondation, puisqu'elles permettent la germination du tube
pollinique. Le succés reproducteur de l'individu est donc lié a ces structures, il devient des lors
difficile de concevoir des cas ou le type apertural n’est pas soumis a sélection.

Cependant, la stase évolutive chez les Eudicotylédones concerne non seulement le type apertural,
mais aussi la séquence développementale permettant de produire du pollen tricolpé ou tricolporé :
la tres grande majorité des Eudicotylédones présentent une microsporogenéese avec une cytocinése
simultanée, une croissance centripéte des paroi callosiques qui séparent les microspores, et
possedent des tétrades tétraédriques (Furness and Rudall, 2004). La microsporogenése est beaucoup
moins variable chez les Eudicotylédones que chez les autres angiospermes (Sannier et al., 2006;
Penet et al.,, 2007; Toghranegar et al.,, 2013). La séquence développementale détaillée plus haut
conduit a la formation d'un pollen a trois apertures, via le mécanisme des derniers points de contact
(Wodehouse, 1935; Ressayre et al., 2002).
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Le mode potentiel de sélection sur la microsporogenése est ici indirect : comme les trois caracteres
énoncés plus haut définissent la position et le nombre des apertures, et que les apertures sont un
élément clé de la valeur sélective de l'individu, la sélection sur le développement s'opére de maniere
indirecte via la sélection sur le type apertural (figure 17-a). Or, si le type apertural est toujours
soumis a la sélection naturelle, il existe des cas ou les trois caracteres cités ci-dessus ne déterminent
pas le type apertural : si il y a un découplage entre ces trois étapes de la microsporogenese et la
détermination du type apertural, ces trois caractéres ne sont plus soumis a la sélection exercée sur le
type apertural (figure 17-b). En d'autres termes, si ces caracteres varient, cela n'a aucune
conséquence sur le nombre et la forme des apertures, puisque les apertures sont déterminées par
d'autres mécanismes. Nous avons donc la un cas qui permet d'étudier la stase portant sur la
microsporogenése.

Il existe plusieurs cas ol le mécanisme des derniers points de contact entre les microspores est
inopérant pour déterminer la forme et le nombre des apertures. Les deux exemples utilisés ici
correspondent aux pollens inaperturés, c'est a dire dépourvus d'apertures, et aux pollens
pantoporés, qui présentent un grand nombre d'apertures circulaires réparties sur toute la surface.
En l'absence d'apertures, la position des derniers points de contacts n'a évidemment aucune
influence sur le type apertural. De méme, chez les pollens pantoporés, les apertures sont trop
nombreuses pour correspondre aux derniers points de contact, et leur répartition sur I'ensemble de
la paroi n'est pas compatible avec ce mécanisme. Nous verrons dans le chapitre Il qu'un autre
mécanisme de détermination des apertures pourrait intervenir chez ces especes.

Figure 17 page suivante : application de I'expérience d’Alberch chez les Eudicotylédones. a — Chez les especes
triaperturés, les trois caracteres de la microsporogenese (cytocinese, mode de formation de la callose et forme
des tétrades) déterminent le type apertural (fleche noire). La microsporogenése est potentiellement soumise a
des contraintes développementales (fleche rouge du haut), et aux pressions de sélection via la sélection sur le
type apertural (fleche rouge du bas). b — Chez les espéces ou les trois caractéres de la microsporogenese cités
plus haut ne déterminent plus le type apertural (pollens pantoporés et pollens inaperturés, croix bleue de
droite), la sélection indirecte qui s’exergait sur la microsporogenése est supprimée (croix bleue de gauche). La
microsporogenese est uniquement affectée par des contraintes développementales, potentiellement. La
variation des caracteres de la microsporogenése nous renseignent alors sur le mécanisme de maintien de la
stase.
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L'idée est donc d'étudier la microsporogenese (cytocinese, mode de formation de la callose et forme
des tétrades) chez des especes produisant du pollen inaperturé ou pantoporé, ainsi que chez un
témoin représenté par une espéce proche phylogénétiquement (en pratique une espece de la méme
famille). Si ces caractéres, en I'absence de sélection exercée indirectement sur eux, se mettent a
varier, on peut conclure que la stase sur la microsporogenése est due a une sélection stabilisante. Si
ces trois caractéres restent constants, la stase est due a des contraintes développementales qui
limitent fortement la variation de ces trois caracteres chez les Eudicotylédones, contraignant ainsi la
forme du pollen (figure 17-b).

Une étude menée chez les Euphorbiacées (Matamoro-Vidal et al.,, 2012) a montré que ces trois
caractéres varient significativement chez des espéeces produisant du pollen inaperturé ou pantoporé,
ce qui tend a supporter I'hypothése de la sélection stabilisante sur le développement, au moins chez
cette famille. Sur la base de ces résultats, une étude a plus large échelle taxonomique a été menée
chez les Eudicotylédones. Cette étude concerne 81 espéces (environ la moitié avec un pollen
triaperturé, et la moitié avec un pollen inaperturé ou pantoporé), réparties dans les principaux clades
de ce groupe. Cette stratégie d’échantillonnage permet d’étudier le relachement des pressions de
sélection sur la microsporogenese dans 18 clades indépendants. Pour chaque espéce, la séquence
développementale a été déterminée, soit par l'observation directe, soit a l'aide de données
bibliographiques. Les résultats sont résumés sur la figure 18.0n peut voir que les espéces
triaperturées (non surlignées) ont une séquence développementale tres conservée, tandis que les
especes inaperturées et pantoporées (surlignées en gris) présentent des variations (signalées en
gras), notamment au niveau de la forme des tétrades, et dans une moindre mesure au niveau du
mode de formation de la callose. Le type de cytocinése reste par contre assez constant. Des tests
statistiques montrent que cette variation est significative par rapport aux especes triaperturées.

Figure 18 (page suivante): variation des caractéres de la microsporogenése chez des Eudicotylédones
produisant du pollen inaperturé ou pantoporé. 80 especes ont été utilisées, et les variations par rapport a la
microsporogenese standard des Eudicotylédones (tétrades tétraédriques, dépot de la callose centripete plan,
cytocinese simultanée) sont indiquées en gras. Les abréviations utilisées sont les suivantes: CpP pour
centripéte plan, CpT pour centripéte tétrade, CfP pour centrifuge plan, Sim pour simultanée, Succ pour
successive ; Heteromorphic signifie que I'on peut observer plusieurs états de caractere, par exemple des
tétrades tétraédriques et des tétrades rhomboidales.
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Figure 18

Microsporogenesis

Taxonomy

Tetrad shape  Callose deposition

ﬁﬁ%ﬂfﬂﬁ:ﬁ A

Aperture
pattern
Chelidonium majus Triaperturate Tetrahedral
Meconopsis cambrica Triaperturate Tetrahedral
Meconopsis horriduta Iaperturate  Heteromorphic
Ficaria vema Triaperturate Tetrahedral
Hellehorus foetidus Triaperturate Tetrahedral
Epimedium rubrum Traperturate Tetrahedral
Podophyfum peifafum Triaperturate Tetrahedral
MNandina domestica Trigperturate Tetrahedral
Mahonia japonica Tregular Tetragonal
Mahonia aguifolium Tregular Tetragonal
Chameron Traperturate Tetrahedral
Acer p Treperturate  Tetrahedral
Hibiscus waimeae Global Heteromorphic
Abutilon sp. Trigperturate Tetrahedral
Lavatera maritima Global Heteromorphic
Tropaeolum majus Triaperturate Tetrahedral
Matthicla incana glabra ~ Inaperturate  Tetrahedral
Arabidopsis thaliana Trisperturate  Tetrahedral
Capsella bursa-pastoris Triaperturate Tetrahedral
Chaenomeles japonica Trigperturate Tetrahedral
Bryonia dioica Triaperturate Tetrahedral
Juglans regia Global Tetrahedral
Uraria crinita Traperturate  Tetrahedral
Vieia sepium Trigperturate Tetrahedral
Populus italica Inaperturate Heteromorphic
Salix dasyclados Trigperturate  Tetrahedral
i Global Heteromorphic
Limum strictum Tiieperturste  Tetrahedral
Reinwardtia cicanoba Global Heteromorphic
Hura crepitans Trigperturate Tetrahedral
Pedil titF TapH Tetrahedral
D i Fiul iape Tetrahedral
Macaranga tanarius Traperturate  Tetrahedral
Ricinus communis Trisperturate  Tetrahedral
Mereurialis annua Triaperturate Tetrahedral
Mereurialis perennis Traperturate Tetrahedral
Manihof esculenta Global Heteromorphic
Hevea brasiliensis Triaperturate Tetrahedral
Baloghia inophyfia Inaperturate Heteromorphic
Codiaeum variegatunt Inaperturate Heteromorphic
setigerus Thaperturate Heteromorphic
Jatropha curcas Inaperturate Heteromorphic
Jatropha i i
Jatropha
Jatropha
Nepenthes maxima Tnaperturate Tetrahedral
Cerastium glomerafum Global Tetrahedral
Stellaria media Global Tetrahedral
Silene iatifolia Global Heteromomphic
Silene pendula Global Heteromorphic
Anagallis arvensis Triaperturate Tetrahedral
Hex Triaperturate Tetrahedral
Viburmum finus Trigperturate  Tetrahedral
Achillea miltefolium Triaperturate Tetrahedral
Solidago canadensis Triaperturate Tetrahedral
Vernonia cinerea Faperturate  Heteromorphic
Felicia Tetrahedral
Catananche caerulea Triaperturate Tetrahedral
Galinsaga parviflora Triaperturate Tetrahedral
Helianthus annuus Triaperturate Tetrahedral
QOrobanche hederae Inaperturate Heteromorphic
Lamium purpureum Triaperturate Tetrahedral
Torenia fournier! Triaperturate Tetrahedral
Plantago lanceolata Global Heteromorphic
Veronica chamasdrys Trisperturate  Tetrahedral
Stictocardia beraviensis Global Heteromorphic
Calystegia sepivm Global Tetrahedral
Micotiana tabacum Triaperturate Tetrahedral
Solanum nigrum Triaperturate Tetrahedral
Ochrosia elliptica Tmegular Heteromorphic
Amsonia tab itana Triaperturate Tetrahedral
i Tetrahedral
Carissa bispinosa Triaperturate Tetrahedral
Hemidesmus indicus Waperturate  Heteromorphic
Periploca graeca Global Heteromorphic
T Global Linear
. _
Apacynum cannabinum  Global Heteromorphic
Hoya camosa Iaperturate  Linear
Cynanchum callialata Iaperturate  Linear
Pergularia daemia Inaperturate Heteromorphic
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Ces résultats montrent donc que la stase sur la microsporogenéese est principalement due a une
sélection stabilisante, portant sur la détermination du type apertural. On peut alors penser que la
stase sur le pollen chez les Eudicotylédones est elle méme due a des pressions de sélection limitant
|'apparition de nouveaux types aperturaux, méme si cette démonstration est indirecte. Certains
auteurs ont suggéré que l'acquisition du pollen tricolpé chez les Eudicotylédones pourrait étre une
innovation clé, expliquant le succes évolutif de ce groupe, qui comprend les trois quarts d'espéces de
plantes a fleurs, et que I'on retrouve dans tous les milieux terrestres (Furness and Rudall, 2004). Ces
résultats sur la stase de la microsporogenése tendent a conforter cette hypotheése.

Des résultats similaires ont été obtenus concernant la morphologie florale chez les Malpighiacées,
une famille d’Eudicotylédones tres diversifiée, comprenant environ 1300 espéces (Davis et al., 2014).
La plupart des fleurs appartenant a cette famille ont une symétrie bilatérale, et sont pollinisées par
des Hyménopteres spécialisés, qui ont besoin des lipides produits par les fleurs pour la construction
de leur nid et l'alimentation de leurs larves. L'interaction est tres spécifique, et les fleurs ont une
allure caractéristique. Néanmoins, certains clades au sein des Malpighiacées ont changé de
pollinisateur au cours de I'histoire évolutive du groupe, et chez ces espéces les fleurs ont une allure
différente, et perdent notamment la symétrie bilatérale. Ces résultats indiquent que la morphologie
florale particuliere du groupe, qui constitue une stase évolutive, est maintenue par la sélection
naturelle, via l'interaction avec le pollinisateur spécialisé. Les contraintes développementales ne
jouent pas, la encore, de role majeur.

2°/ Effet du type apertural sur la résistance du grain de pollen a un
stress osmotique chez Arabidopsis

Ce travail est présenté plus en détail en annexe 3 (article soumis dans American Journal of Botany).

Si la stase portant sur le type apertural tricolpé est effectivement due a une sélection stabilisante, on
peut se demander quels avantages peut présenter ce type de pollen. Les apertures permettent
notamment la réalisation des échanges avec I'environnement (déshydratation/hydratation,
respiration...), la germination du tube pollinique, et I'accommodation des variations de volume ou
harmomégatie (Edlund et al., 2004). On pourrait penser qu'un nombre plus élevé d'apertures
(comparé au pollen monosulqué des autres angiospermes) serait en mesure de conférer un avantage
compétitif une fois que les grains de pollen sont sur le stigmate : les pollens pourraient se réhydrater
plus vite, et germer plus rapidement. De plus, la répartition des apertures au niveau du plan
équatorial (et s'étirant jusqu'aux poles) pourrait favoriser le fait que le grain de pollen se retrouve
plus facilement, sur le stigmate, dans une position propice aux échanges et a la germination,
contrairement aux espéces monosulquées pour lesquelles la surface des apertures est généralement
moindre, et localisée sur un seul sillon. Il n'en demeure pas moins que certains groupes de
Monocotylédones et d'angiospermes divergeant a la base ont eux aussi connu un grand succes
évolutif (Asparagales chez les Monocotylédones, Piperales chez les Magnoliidées par exemple).

Nous avons choisi d'étudier le réle que pouvaient avoir les apertures dans lI'accommodation des
variations de volume. Comme nous |'avons expliqué plus haut, le volume du grain de pollen varie
fortement au cours de son existence. Avant libération au niveau des antheéres, les grains de pollen
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subissent une phase de déshydratation, et perdent généralement 15 a 35 % d’eau cytoplasmique
(Heslop-Harrison, 1979a; Nepi et al., 2001). Aprés dispersion, sur un stigmate compatible, les grains
de pollen se réhydratent avant de produire le tube pollinique. Les pressions exercées au niveau de la
paroi sont fortes, et le grain de pollen doit étre en mesure de résister face a ces variations de
volume.

e Utilisation de mutants aperturaux d’Arabidopsis thaliana

Nous avons utilisé pour notre étude des mutants d'Arabidopsis thaliana, présentant différents types
aperturaux (figure 19), issus de travaux d’autres équipes portant sur la formation de I'exine et des
apertures (Dobritsa et al., 2011) et sur I'apomixie (D’Erfurth et al., 2009). Nous nous sommes servis
de mutants possédant zéro (inp1-1 : figure 19-2), quatre (/sg6 : figure 19-3) ou quatre a huit (osd1-1 :
figure 19-4) apertures, ainsi que de deux types sauvages possédant un pollen tricolpé (col et wt :
figure 19-1). Les mutants /sq6 et osd1-1 produisent plusieurs types de pollens (respectivement des
pollens possédant trois ou quatre apertures, et des pollens possédant de quatre a huit apertures),
mais chez /sg6 le type majoritaire présente quatre apertures. Nous avons eu besoin de deux types
sauvages différents car le mutant a huit apertures n'est pas dans le méme fond génétique que les
autres mutants, ce qui pourrait avoir une influence sur les résultats. L'utilisation de mutants possede
|'avantage de pouvoir comparer les performances d'individus différant principalement par le nombre
(et éventuellement la répartition) des apertures : le fond génétique est le méme, a la mutation pres,
et les autres caractéristiques de la paroi du pollen (épaisseur, structure de I'exine...) sont semblables.
Il y a seulement une légere différence de taille entre certains mutants, mais a part ca les grains de
pollen différent principalement au niveau du type apertural. Cette approche nous permet de
comparer d’'une part les pollens a zéro (inp1-1), trois (col) et quatre (/sq6) apertures dans le fond
génétique Columbia (Dobritsa et al., 2011), et d’autre part les pollens a trois (wt) et quatre a huit
(osd1-1) apertures, qui sont dans le fond génétique Nooseen (D’Erfurth et al., 2009).

10 pm inp (37-4-1)

Figure 19 : type sauvage et mutants utilisés pour les expériences. 1 : Type sauvage triaperturé, ici dans le fond
génétique Columbia (le type sauvage Nooseen ayant la méme morphologie). 2 : mutant inp1-1 sans apertures.
3 : mutant Isq6 avec 4 apertures. 4 : mutant osd1-1 avec 8 apertures, celles-ci formant les arétes d’un tétraedre
(elles ne sont pas toutes visibles sur la photo). Les photos 1, 2 et 3 sont issues d’un article d’Anna Dobritsa
(Dobrtisa 2011), qui nous a aimablement autorisés a les reproduire dans ce manuscrit.

Nous avons étudié la résistance de la paroi face a un stress osmotique, qui induit donc un stress
mécanique par entrée d'eau dans le grain de pollen. Nous avons placé les grains de pollen dans des
solutions d'osmolarité variable, I'osmolarité étant liée a la concentration en mannitol utilisée (0.2 M,
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0.45 M et 0.7 M). Le mannitol présente I'avantage d’étre un sucre non métabolisable, il joue donc
uniquement sur I'osmolarité. Une faible osmolarité (0.2 M) correspond par exemple a une goutte de
pluie sur le stigmate, et une forte osmolarité (0.7 M) vise a reproduire les sécrétions stigmatiques
précédant la germination. Une concentration intermédiaire (0.45 M) a également été utilisée. Apres
2 heures dans une de ces solutions entre lame et lamelle, les grains de pollen sont observés au
microscope. Pour chaque lame, une centaine de grains sont comptés, pour lesquels on détermine si
le cytoplasme a explosé (figure 20-2), si la paroi s'est rompue (figure 20-3), ou si le grain de pollen ne
présente aucune lésion apparente (figure 20-1), auquel cas on considere qu'il est vivant et
potentiellement apte a germer. Chaque condition (mutant plus concentration) est répétée une
quinzaine de fois. Les résultats sont présentés ci-dessous et en annexe 3.

Figure 20 : Effet d’un stress osmotique sur le pollen d’Arabidopsis thaliana. 1 : grain de pollen intact. 2 : rupture
de la membrane plasmique. 3 : rupture de la paroi. Barre d’échelle : 10 um.

o Effet de 'osmolarité sur la survie des grains de pollen

Au cours des expériences, nous avons constaté que la grande majorité des grains étaient intacts, ou
présentant un cytoplasme explosé. Le cas de figure ol la paroi est rompue est extrémement rare.
C'est la raison pour laquelle les graphiques montrent la proportion de pollens intacts, qui est une
estimation du taux de survie. Les figures 21 et 22 ci-dessous montrent |'influence de la concentration
en mannitol sur le pourcentage de grains de pollen intacts et on voit que, quelle que soit la lignée, le
taux de survie est maximal pour une forte osmolarité, et diminue ensuite avec I'osmolarité. En
d'autres termes, le cytoplasme est davantage susceptible d'exploser quand la concentration du
milieu est faible. Les tests statistiques montrent que les différences sont significatives. On peut
interpréter ce résultat en faisant I'hypothese suivante : les grains de pollen, quand ils sont mis en
contact avec la solution, sont a I'état déshydraté, I'osmolarité intracellulaire est trés forte. La
différence d'osmolarité entre le grain de pollen et la solution est d'autant plus forte que la
concentration du milieu est faible, ce qui aurait pour effet une plus grande entrée d'eau a faible
concentration qu'a forte concentration, et donc un taux de cytoplasmes éclatés plus élevé.
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Figure 21 : Effet de I'osmolarité et du nombre d’apertures dans le fond génétique Columbia. Les individus
étudiés produisent du pollen sans apertures, a trois apertures ou a quatre apertures.
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Figure 22 : Effet de I'osmolarité et du nombre d’apertures dans le fond génétique Nooseen. Les individus
étudiés produisent du pollen a trois apertures, ou des pollens présentant de quatre a huit apertures.
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e Effet du nombre d’apertures sur la survie des grains de pollen

La comparaison des proportions de pollens intacts en fonction du nombre d’apertures montre qu’un
nombre d’apertures plus élevé est associé a un taux de survie plus faible, quelle que soit la
concentration en mannitol utilisée (figures 21 et 22). Le taux de grains de pollen intacts est
négativement corrélé au nombre d’apertures. Les tests statistiques indiquent des différences
significatives. Etant donné que c’est le cytoplasme qui est fragile, et non la paroi, on peut penser
gu’une augmentation du nombre d’apertures peut étre associée a une entrée d’eau plus brutale, et
donc une probabilité de rupture du cytoplasme plus grande. On peut aussi supposer qu’un nombre
d’apertures élevé augmente le nombre de sites ol la membrane plasmique est susceptible de se
rompre. Le nombre d’apertures ne semble pas avoir d’effet direct sur la paroi, mais influence la
résistance a un stress osmotique a travers son effet sur la rupture de la membrane plasmique.

e Pressions de sélection et compromis affectant le type apertural

Nous avons mis en évidence l'effet du type apertural sur la résistance a un stress osmotique.
Cependant, les apertures sont impliquées dans d’autres fonctions physiologiques, ce qui peut
conduire a des pressions de sélection contradictoires. Les apertures sont notamment le site privilégié
des échanges, et de la germination du tube pollinique. On peut supposer que, contrairement au cas
du stress osmotique, un nombre d’apertures plus élevé peut étre favorable : il est possible que le
grain de pollen se réhydrate plus vite, et germe plus rapidement.

Un exemple de compromis a été mis en évidence chez une espéce de violette, Viola diversifolia
(Dajoz et al., 1991, 1993). Cette espéce présente I'avantage d’étre hétéromorphe, c'est-a-dire que les
individus produisent deux types de pollens différents, ici un pollen a trois apertures et un pollen a
guatre apertures. Des travaux sur cette espéce ont montré que les pollens a trois apertures germent
moins rapidement que les pollens a quatre apertures, mais ont une durée de vie plus longue. Le fait
de produire deux types de grains de pollen est avantageux d’un point de vue évolutif. Des travaux de
modélisation en théorie des jeux montrent que I’hétéromorphisme, dans ce cas, est une stratégie
évolutivement stable (Till-Bottraud et al., 2001). De plus, il est intéressant de remarquer que les
proportions respectives des morphes varient avec l'altitude dans le cas d’une espéce proche, Viola
calcarata, qui produit du pollen a quatre et cing apertures (Till-Bottraud et al., 1999). Le pollen a
quatre apertures germe moins rapidement, mais a une plus grande longévité. A faible altitude, ou les
pollinisateurs sont relativement abondants, la proportion de pollen a cing apertures est plus élevée
gu’a haute altitude, ou les pollinisateurs sont plus rares (et ou il est avantageux d’avoir un pollen qui
survit plus longtemps).

Face aux pressions de sélection contradictoires qui s’exercent sur le type apertural, certaines especes
ont développé des stratégies originales. Un certain nombre d’angiospermes dispersent en effet le
pollen dans un état partiellement hydraté (Nepi et al., 2001; Franchi et al., 2002), contrairement a la
majorité des espéeces chez lesquelles une phase de déshydratation poussée précede I'ouverture des
antheres. L’étude des especes dispersant un pollen partiellement hydraté a révélé que ces grains de
pollen particuliers germent trés rapidement sur le stigmate (en quelques minutes, alors qu’il faut
généralement plusieurs heures), mais ont une durée de vie raccourcie (Nepi and Pacini, 1993; Nepi et
al., 2001; Franchi et al., 2002). L'examen de la morphologie pollinique chez ces espéces montre que
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les grains de pollen présentent, la plupart du temps, des apertures en forme de pores, plus ou moins
nombreux (Franchi et al., 2002).

Au vu de ces différents résultats, on peut supposer que les pollens triaperturés représentent un
compromis entre plusieurs pressions de sélection: un nombre réduit d'apertures pourrait étre
associé a une durée de vie plus longue, et a une meilleure résistance face a un stress osmotique,
mais il est possible qu'un nombre trop faible limite la compétitivité du grain de pollen en terme de
germination. Un certain nombre d'espéces d'angiospermes produisent au moins deux types de
pollens différents (Mignot et al., 1994), ce qui permet de faire face a différents contextes
environnementaux.

Nous avons vu dans ce chapitre que la prédominance des grains de pollen triaperturés chez les
Eudicotylédones était vraisemblablement due a une sélection stabilisante, qui limite la propagation
de types aperturaux différents pouvant apparaitre au cours de ['évolution. Cette sélection
stabilisante favorisant les pollens a trois apertures est probablement le résultat de pressions de
sélection contradictoires s’exercant sur le type apertural. Ces pressions de sélection sont liées a la
survie, a la longévité et a la capacité de germination du grain de pollen. Néanmoins, nous avons vu
dans le premier chapitre que d’ autres types aperturaux étaient présents chez les Eudicotylédones.
De la méme facon, si les pollens monosulqués dominent chez les Monocotylédones et les
angiospermes divergeant a la base, d’autres morphologies polliniques sont présentes. Nous allons
étudier un de ces cas particuliers, a savoir les pollens possédant de multiples apertures en forme de
pores, pour regarder comment ils se répartissent au sein de I'arbre des angiospermes, et pour voir
s’ils sont associés a des conditions biologiques particuliéres (concernant le type d’habitat, le mode de
reproduction...).
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llI- Etude d’'un type apertural particulier: les pollens
pantoporés

Nous avons vu dans le premier chapitre que deux types aperturaux dominaient chez les
angiospermes : les pollens monosulqués, présentant un sillon distal, se rencontrent chez la majorité
des angiospermes divergeant a la base (grade ANA, Magnoliidées et Chloranthacées) ainsi que chez
la plupart des Monocotylédones. Le type monosulqué correspond a I'état ancestral chez les
angiospermes. Les pollens tricolpés, a trois apertures, sont caractéristiques du clade des
Eudicotylédones, un groupe comprenant environ 75% des especes d’angiospermes. C’est une
synapomorphie du groupe, qui constitue jusqu’a présent la seule synapomorphie morphologique de
ce grand clade.

Nous avons également vu qu’en dehors de ces deux types dominants, les types aperturaux
présentaient une grande diversité chez les plantes a fleurs, que ce soit au niveau du nombre ou de la
forme des apertures (figure 5 et figures 11 a 15). Ces types aperturaux, qui peuvent dériver d’un des
deux types prédominants, se retrouvent plutot en position phylogénétique apicale, et leur extension
systématique est variable en fonction des groupes. Nous allons maintenant étudier plus en détail
I’évolution et la distribution systématique d’un type apertural particulier, pour voir si ce type de
morphologie est restreint aux branches terminales de l'arbre, et si les especes concernées
présentent des particularités.

1°/ Répartition taxonomique des pollens pantoporés
Ce travail fait I'objet d’un article qui a été soumis, et qui est présenté en annexe 4.

Afin d’étudier plus précisément la distribution de la diversité des types aperturaux, nous avons choisi
de nous focaliser sur I'exemple des pollens pantoporés (figure 23), c’est-a-dire des grains de pollen
présentant plusieurs apertures en forme de pores (de six a plus d’'une centaine) réparties sur tout la
surface du grain de pollen (Erdtman, 1952; Hesse et al., 2009). Le choix de ce type particulier a été
fait en raison de critéres morphologiques et développementaux. En effet, ce type apertural est assez
différent des types dominants (monosulqué et tricolpé), dans la mesure ol les apertures sont
réparties sur toute la surface de la paroi. Méme si la répartition des apertures peut étre plus ou
moins uniforme en fonction des espéces, cette répartition confere, d’une certaine maniére, un
caractére isotrope au grain de pollen: il n'y a pas de localisation privilégiée des apertures. Cette
distribution pourrait avoir des conséquences sur la physiologie du grain de pollen. De plus, la forme
particuliére des apertures pourrait avoir certaines propriétés mécaniques, en limitant les capacités
de déformation du grain de pollen, comme cela a été suggéré par des travaux de modélisation
(Katifori et al., 2010).
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Figure 23: exemples de pollens pantoporés. De gauche a droite: Whitfieldia elongata (Acanthacées),

Saponaria officinalis (Caryophyllacées), Tribulus terrestris (Zygophyllacées). Barre d’échelle : 10 um.

e Inventaire des espéces pantoporées

Afin d'étudier la distribution systématique des pollens pantoporés, nous avons dans un premier
temps cherché a répertorier un maximum d'espéces présentant cette morphologie. Nous avons
extrait de PalDat (PalDat, 2015), une base de données palynologique en ligne, toutes les espéces
pantoporées. Nous avons ensuite consulté I'ouvrage de référence de Gunnar Erdtman (Erdtman,
1952), un pionnier de la palynologie qui a notamment compilé ses nombreuses observations dans un
livre ou il décrit les morphologies polliniques pour un trés grand nombre de familles d'angiospermes.
Nous avons extrait de ce livre toutes les especes pour laquelle la description ou l'illustration
correspondait a la définition du type apertural pantoporé (si un genre est décrit comme tel mais sans
gu'une espéce en particulier soit nommeée, la description n'est pas prise en compte ; ce cas de figure

est cependant rare). Nous avons complété les informations fournies par ces deux sources principales
en consultant des articles scientifiques sur le sujet, notamment des références traitant de familles

particuliéres ou les descriptions sont détaillées. L'intégralité des sources est disponible en annexe 4.

Une fois les espéces pantoporées listées, nous avons complété notre jeu de données par des especes
représentatives des plantes a fleurs. Pour chaque espéce, le type apertural (pantoporé ou non
pantoporé) est renseigné. Chaque ordre d'angiosperme (soixante-et-un au total), ainsi que chaque
famille comprenant plus de cent espéces, sont représentés par au moins une espéce. Si un type
apertural domine au sein d'une famille, nous choisissons une espéce présentant ce type apertural.
Concernant les familles présentant au moins une espéce pantoporée, nous ajoutons au moins une
espéce présentant un type apertural différent, soit le type apertural dominant chez cette famille (si
un tel type existe), soit en prenant une autre espéce non pantoporée. Pour les quelques familles
entierement pantoporées, nous choisissons au moins une espéce au niveau de la famille la plus
proche dans l'arbre des angiospermes. Cette stratégie d'échantillonnage permet de réduire
considérablement le biais en faveur des espéces pantoporées, et de produire des reconstructions
réalistes.

Les reconstructions sont faites en parcimonie uniquement, I'ensemble des séquences pour toutes les
especes n'étant pas disponibles (ce qui empéche les approches basées sur des modéles, comme les
reconstructions en maximum de vraisemblance). L'arbre phylogénétique utilisé est basé sur APG Il
(et les mises a jour régulieres disponibles sur APG Website : Stevens, 2015). Quand une famille est
polymorphe (c'est a dire qu'elle présente des espéces pantoporées et non pantoporées), une
phylogénie récente a été utilisée pour préciser les relations entre les différentes espéces, si une telle
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phylogénie existe (voir annexe 4), afin de réduire le nombre de polytomies ayant un effet sur le
nombre d'origines des pollens pantoporés.

e Mise en évidence de nombreuses origines indépendantes

Les résultats détaillés sont disponibles en annexe 4. Dans la figure 24 ci-dessous, les especes
pantoporées correspondent aux branches colorées en rouge, tandis que les especes non
pantoporées sont en noirs. Nous pouvons voir sur cet arbre que les espéces pantoporées sont
présentes chez tous les grands groupes d'angiospermes : quelques espéces se situent a la base de
I'arbre, dans le grade ANA (au sein des Trimeniacées, chez les Austrobaileyales) et chez les
Chloranthacées ; le grand clade des Magnoliidées ne semble pas posséder d'espéce pantoporée
cependant. Un certain nombre de familles chez les Monocotylédones présentent ce type de
morphologie, sept au total, chez les Alismatales, les Poales, les Zingibérales, les Dioscoréales et les
Commelinales. Certains taxons de grande taille, comme |'ordre des Asparagales (36 000 especes, qui
comprend notamment les orchidées), ne possédent pas a notre connaissance ce type de
morphologie. Chez les Eudicotylédones, quarante-trois familles possedent au moins une espece
pantoporée, et six familles sont entierement pantoporées d'aprés nos données, méme si ce sont
plutot des familles de taille modeste. Comme dans le reste de l'arbre, la répartition n'est pas
uniforme, certains clades comme celui des Campanulidées, qui comprend notamment les Asteracées
(la plus grande famille d'angiospermes), semblent dépourvus de ce type de pollen, tandis que chez
certains groupes comme les Caryophyllales, cette morphologie est fréquente.

Méme si notre inventaire n'est certes pas exhaustif, la reconstruction en parcimonie sur notre jeu de
données met en évidence soixante-trois origines différentes pour le type apertural pantoporé chez
les angiospermes. Ce chiffre n'est probablement pas exact, mais permet d'avoir un ordre de
grandeur. Ce type de morphologie est donc apparu un grand nombre de fois, et est hautement
convergent a |'échelle des angiospermes. On peut aussi remarquer que ce type est assez dispersé au
sein de l'arbre, c'est a dire que ce sont des espéces ou de petits groupes d'espéces isolés qui sont
concernés, plutdt que des grands clades. Les clades présentant des especes pantoporés sont plutot
des clades apicaux, pour lesquels I'origine de cette morphologie dans I'arbre n'est pas trés profonde.
Les pollens pantoporés ne sont que rarement fixés a large échelle taxonomique. Les familles
entierement pantoporées sont de petite taille, et les grands clades pantoporés sont rares (citons
cependant les Malvoidées, une partie des Thymelaeacées, une partie des Caryophyllacées comme
contre-exemples). Ce type de répartition suggere une apparition facile d'un point de vue évolutif,
combinée a une difficulté de persister sur le long terme.
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Figure 24 : distribution des pollens pantoporés chez les angiospermes (arbre de 1236 espéces dans 330
familles). Les espéces en noir ne sont pas pantoporées, les espéces en rouge sont pantoporées. Les ambiguités
sont représentées en rose sur les branches. Les nombres en noir correspondent aux différentes origines (voir

annexe 4 pour plus de détails). Les abréviations utilisées sont les suivantes: Lil. pour Liliales, Asp. pour

Asparagales, Zing. pour Zingibérales, Sax. pour Saxifragales.

2°/ Un mécanisme de sélection interphylétique ?

Il semble donc (méme si cette hypothese demande a étre testée) que ces pollens soient avantagés
sur le court terme, mais désavantagés sur le long terme. Des études menées par d'autres équipes
permettent de proposer des hypothéses sur ces deux pressions de sélections contradictoires. Des
travaux sur le degré d'hydratation des grains de pollen a maturité ont montré que certains pollens
pantoporés sont peu déshydratés a I'anthese, par rapport a d'autres especes : la plupart des grains
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de pollen perdent 15 a 35% d’eau cytoplasmique avant leur libération, tandis qu’un grand nombre
d’especes pantoporées en perdent moins de 10% (Nepi and Pacini, 1993; Nepi et al., 2001; Franchi et
al., 2002). Ces données sont en accord avec une étude théorique qui prédit que des apertures en
forme de pores limitent le degré de déformation supporté par le grain de pollen lors de la phase de
déshydratation avant I'anthese (Katifori et al.,, 2010). Ces pollens germent rapidement quand ils
arrivent sur un stigmate compatible (Nepi and Pacini, 1993; Nepi et al., 2001; Franchi et al., 2002), ce
qui est probablement lié au fait qu'un état de déshydratation limitée est associé a un métabolisme
plus actif que dans le cas d'un pollen déshydraté (et donc une mobilisation plus rapide des ressources
cellulaires nécessaires a la germination). Ces pollens ont cependant une durée de vie assez faible en
général, de l'ordre de quelques heures, contrairement aux pollens déshydratés qui peuvent survivre
plusieurs jours. De fait, les plantes dispersant des pollens partiellement déshydratés (comprenant un
grand nombre d'espéces pantoporées, ainsi que d'autres pollens ayant des apertures en forme de
pores) font appel a une stratégie de reproduction particuliere : les grains de pollens germent
rapidement, ce qui donne un avantage compétitif immédiat, mais sont dotés d'une faible longévité. Il
est donc possible que I'avantage a court terme soit lié a une germination plus rapide, tandis que le
désavantage a long terme soit le résultat d'une faible longévité (et donc d'une plus grande sensibilité
aux phénomenes aléatoires, tels que les conditions météorologiques, la disponibilité des
pollinisateurs etc.). Ce type de sélection, la sélection interphylétique, a été mise en évidence dans
d'autres cas, comme la reproduction sexuée chez les Eucaryotes (de Vienne et al.,, 2013), ou le
maintien de |'auto-incompatibilité chez les Solanacées (Goldberg et al., 2010). Il est possible que le
type apertural soit un autre exemple de sélection entre lignées chez les plantes.

Ces résultats sur les pollens pantoporés mettent en évidence le fait que, méme si les pollens tricolpés
et monosulqués dominent chez les angiospermes, des types aperturaux singuliers peuvent
apparaitre, et dans le cas des pollens pantoporés il est possible que cette morphologie soit associée a
une stratégie de reproduction particuliére. De tels liens entre morphologie pollinique et adaptation
ont déja été suggérés, dans certains cas particuliers. Par exemple, les espéces dispersant le pollen en
milieu aquatique comme les angiospermes marines (Zoosteracées, Posidoniacées) ou Ceratophyllum
présentent un pollen avec une exine trés amincie, ce qui est interprété comme une adaptation a la
dispersion en milieu aquatique (Pettitt and Jermy, 1974; Furness and Rudall, 1999). Le pollen est
dispersé a un état hydraté, et la fonction mécanique de I'exine perd de son importance. Cette couche
tend donc a disparaitre chez ces especes.

3°/ Microsporogenése chez les espéces pantoporées
Un article sur cette étude a été soumis, et est présenté en annexe 5.

Comme nous l'avons évoqué au début de ce chapitre, les pollens pantoporés sont également
intéressants d’un point de vue développemental. Chez la plupart des espéeces, la position des
apertures est définie par celle des derniers points de contacts entre les microspores (Wodehouse,
1935). Or, chez les pollens pantoporés, les apertures sont trop nombreuses pour correspondre a ces
derniers points de contacts. De plus, leur répartition rend impossible ce mécanisme de
positionnement des apertures. |l est donc possible que la microsporogeneése présente des
particularités chez ces pollens, c’est pourquoi nous avons choisi de nous intéresser a leur
développement au sein de I'anthére.
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e Des dépots additionnels de callose corrélés a la position des apertures

Nous avons donc collecté des boutons floraux chez des espéces produisant du pollen pantoporé afin
d’étudier la microsporogenése chez ces especes. Les récoltes ont été faites sur le campus d’Orsay et
dans des jardins botaniques (Arboretum de Chévreloup, Jardin de I'Ecole de Botanique au Muséum
National d’Histoire Naturelle, Royal Botanic Gardens a Kew). Nous avons essayé de récolter des
especes réparties dans tout I'arbre des angiospermes, méme si certains taxons n’ont pu étre récoltés
(angiospermes divergeant a la base de I'arbre par exemple). Il est également plus facile d'étudier la
microsporogenese chez des especes pour lesquelles le prélevement d'un grand nombre de boutons
floraux est possible, ce qui correspond en général aux especes récoltées dans la nature. Les différents
stades de développement sont brefs, donc le fait d'avoir du matériel en abondance rend les
observations plus faciles. A l'inverse, certaines espéces récoltées en jardin botanique pour lesquelles
un tres faible nombre de boutons floraux étaient disponibles n'ont pu étre étudiées correctement.

Nous avons pu faire des observations compléetes sur quinze espéces, parmi lesquelles six
Monocotylédones, et neuf Eudicotylédones. Pour chacune des espéces, nous avons prélevé les
anthéres dans les boutons floraux, que nous avons montées entre lame et lamelle dans du bleu
d’aniline. Les différentes étapes de la microsporogenéese ont ensuite été observées au microscope a
épifluorescence, qui permet de visualiser la callose. Les résultats obtenus sont, en partie, résumés en
annexe 5, et dans les figures ci-dessous.

Chez les Monocotylédones étudiées, la cytocinése est successive, et le mode de formation de la
callose est centrifuge (voir annexe 5 et tableau 1). La forme des tétrades varie en fonction des
especes. On retrouve dans tous les cas des tétrades tétragonales (qui est la forme la plus répandue
chez les Monocotylédones) et des tétrades tétragonales décussées, qui sont moins fréquentes. Les
proportions des deux types de tétrades sont variables, mais on retrouve une part non négligeable de
tétrades décussées dans tous les cas, et éventuellement d'autres formes plus rares (voir tableau 1 ci-
dessous). Le type de cytocinése et le mode de formation de la callose sont donc les mémes que chez
les espéces monosulquées, mais la forme des tétrades est plus variable. Chez les Eudicotylédones
gue nous avons pu observer, la cytocinése est simultanée, et le mode de formation est centripéte.
On peut seulement citer comme exception le plantain lancéolé (Plantago lanceolata) et le daphné
des alpes (Daphne alpina), chez qui une petite partie des cellules méres se divise de maniére
successive. La forme des tétrades, comme chez les Monocotylédones, est plus variable. Si on
retrouve dans tous les cas des tétrades tétraédriques, qui est la forme la plus répandue chez les
Eudicotylédones, on observe chez certaines espéces des formes plus atypiques, comme des tétrades
rhomboidales (qui peuvent représenter la majorité des tétrades, comme c’est le cas chez le plantain
lancéolé, le daphné des alpes et Whitfieldia elongata : voir tableau 1 ci-dessous).
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Espéce Cytocinese Formation de Tétrades DA de
la callose callose

Alisma plantago- Successive Centrifuge  Tg (47%)—TgD Oui

aquatica (43%) — Ir (10%)

(Alismatacées,

Monocot.)

Anthurium Successive Centrifuge  Tg (54%)—TgD Oui

crystallinum (Aracées, (32%) — Ir (14%)

Monocot.)

Costus  lucanusianus Successive Centrifuge  Tg (69%)— TgD Oui

(Costacées, Monocot.) (31%)

Cheilocostus speciosus Successive Centrifuge  Tg(67.5%) — TgD Oui

(Costacées, Monocot.) (32.5%)

Hedychium Successive ND ND Oui

coronarium

(Zingiberacées,

Monocot.)

Tapeinochilos Successive Centrifuge  Tg(79%)—TgD Oui

ananassae (21%)

(Costacées, Monocot.)

Juglans regia Simultanée Centripete  Td (100%) Oui

(Juglandacées,

Eudicot.)

Saponaria offocinalis Simultanée Centripete  Td (96%) — Rh (4%) Oui

(Caryophyllacées,

Eudicot.)

Silene pendula Simultanée Centripéte  Td (81%) — Rh (19%) Oui

(Caryophyllacées,

Eudicot.)

Stellaria media Simultanée Centripéte  Td (98%) — Rh (2%) Oui

(Caryophyllacées,

Eudicot.)

Plantago lanceolata Simultanée, et successive  Centripéte  Rh (73%) — Th (24%) Non

(Plantaginacées, dans de rares cas —1Ir (3%)

Eudicot.)

Calystegia sepium Simultanée Centripéte  Th (5%) — Rh (5%) Non

(Convolvulacées,
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Eudicot.)

Whitfieldia elongata Simultanée Centripete  Rh (65%) —Th (35%) Non
(Acanthacées,
Eudicot.)

Daphne alpina Simultanée, et successive Centripete  Rh (64%) —Th (35%) Non
(Thymelaeacées, dans de rares cas —1Ir (1%)
Eudicot.)

Malva moschata Simultanée Centripete  Th (76%) — Rh (24%) Non
(Malvacées, Eudicot.)

Tableau 1 : Microsporogenése chez des angiospermes produisant du pollen pantoporé. DA est I'abréviation de
dépobts additionnels. Pour les tétrades, Td correspond a tétraédrique, Tg a tétragonal, TgD a tétragonal
décussé, Rh a rhomboidal, Ir a des formes irréguliéres rares (linéaires, en T, en Z...). Les comptages ont été faits
sur un échantillon de 100 tétrades minimum, sauf pour Cheilocostus speciosus ou 80 tétrades ont été
comptées. Pour Hedychium coronarium, nous n’avons pas pu observer le mode de dépét de la callose, et les
tétrades étaient trop peu nombreuses pour déterminer de maniére fiable leur forme majoritaire.

Nous voyons que le type de cytocinése et le mode de formation de la callose sont les mémes chez les
espéces pantoporées et les espéces proches non pantoporées. La forme des tétrades est en revanche
plus variable. Cela peut s'interpréter comme un reldchement des pressions de sélection exercées sur
la microsporogeneése, dans le cas ou la position des apertures n'est pas déterminée par la forme des
tétrades (voir chapitre 1). Cependant, une autre différence marquante entre espéces pantoporées et
non pantoporées est observable au stade tétrade : chez une dizaine d’espéces parmi les quinze
espéces étudiées (voir tableau 1), nous avons trouvé des dépots additionnels de callose, sous la
forme de spots ou de points, répartis sur toute la surface de la paroi (figure 25). Ces spots de callose
sont corrélés a la position des futures apertures. Des dép6ts semblables avaient auparavant été
décrits chez deux espéces (Ipomoea purpurea dans Waterkeyn and Bienfait, 1970 et Portea silveirae
dans Albert et al., 2014), mais leur éventuelle présence chez d’autres angiospermes n’avait pas été
évaluée. On les retrouve ici chez une dizaine d'espéces d'angiospermes, qui ne sont pas proches
phylogénétiquement.
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Figure 25 : dépots additionnels de callose chez les espéces pantoporées au stade tétrade (1), et grain de pollen
correspondant (2). (A) Costus lucanusianus, (B) Cheilocostus speciosus, (C) Tapeinochilos ananassae, (D) Alisma
plantago-aquatica, (E) Anthurium crystallinum, (F) Hedychium coronarium, (G) Stellaria media, (H) Juglans
regia, (I) Saponaria officinalis, ()) Silene pendula. Les spots de callose sont indiqués par des fleches chez
certaines espéces. Barre d’échelle : 10 um.

On peut cependant noter que ces dépots additionnels n’ont pas été trouvés chez toutes les espéces
pantoporées prélevées. Il est possible que ceci soit di au fait que ces dépots sont observables
pendant une durée trés breve. Il est donc nécessaire d’avoir du matériel au bon stade, en quantité
suffisante, ce qui est difficile notamment pour les prélevements effectués dans les jardins
botaniques. De plus, certaines espéces (par exemple de nombreuses Malvacées) possédent un grand
nombre de pores de petite taille : méme si les apertures étaient dans ce cas associées a des dépots
additionnels de callose, il est probable que ceux-ci seraient difficilement visibles en épifluorescence.
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Il est également possible, évidemment, que ces dépbts ne soient pas présents chez toutes les
especes pantoporées, et que différents mécanismes soient mis en jeu dans la détermination du type
apertural pantoporé.

Le fait que ces dépodts additionnels soient présents chez des espéces éloignées indique que ces
dépots sont apparus plusieurs fois de maniére indépendante. Il est possible (méme si il faudrait faire
une étude plus détaillée) que les dépots soient homologues a I'échelle d’'une méme famille (Silene,
Saponaria et Stellaria chez les Caryophyllacées et Costus, Cheilocostus et Tapeinochilos chez les
Costacées). Cependant, si on se place a I'échelle des angiospermes, les taxons étudiés sont assez
éloignés dans l'arbre phylogénétique. Chez les Monocotylédones trois ordres différents ont été
échantillonnés, et les différentes familles d’Eudicotylédones ne sont pas étroitement apparentées, ce
qui suggére que ces dépdts sont des convergences. Nous pouvons avancer que ces dépots
additionnels de callose associés aux apertures sont apparus de nombreuses fois chez les
angiospermes.

e Hypotheéses sur I'implication de la callose dans la formation des apertures

On peut deés lors se poser la question du lien entre les dépo6ts additionnels de callose et la formation
des apertures. Ces dépots, corrélés a la position des apertures, ont été mis en évidence chez un
certain nombre d'espéces pantoporées, mais aussi chez des espéces présentant d'autres types
aperturaux. Il peut s'agir de types aperturaux atypiques, comme chez Typha latifolia (monoporé),
Hohenbergia stellata (tétraporé), Calycanthus floridus (disulqué ; voir Albert et al., 2011 pour ces
trois especes) et Grevillea rosmarinifolia (triporé: voir Albert and Nadot, 2010). Ces dépdts
additionnels ont également été trouvés chez des espéces possédant des types aperturaux plus
répandus, chez qui le mécanisme impliquant les derniers points de contact entre les microspores
peut tout a fait fonctionner. Chez les Eudicotylédones des dépots additionnels de callose corrélés a la
position des apertures existent chez la vesce des haies (pollen tricolporé), la consoude officinale
(pollen 9-colporé) et le myosotis des marais (pollen hexacolporé ; voir annexe 6). Ces dépots sont
aussi présents chez plusieurs especes de Monocotylédones produisant un pollen monosulqué
(Toghranegar et al., 2013), chez certaines Bromeliacées (Albert et al., 2014). lls ont également été
décrits chez des angiospermes divergeant a la base, et chez des Eudicotylédones (article soumis
présenté en annexe 6).

Il semble donc que ces dépbts ne soient pas rares chez les angiospermes, et on les trouve méme chez
des espéces produisant du pollen monosulqué et du pollen tricolpé. Méme si il est possible qu'il n'y
ait pas de lien causal entre les dépbts additionnels de callose et la formation des apertures (c'est a
dire qu'il s'agisse d'une simple corrélation), nous pouvons tout de méme émettre des hypothéses sur
le role potentiel de ces dépots dans la formation des apertures. Si la formation de I'exine a été I'objet
de nombreuses études (Blackmore et al., 2007; Ariizumi and Toriyama, 2011), notamment grace a
I'obtention de mutants chez Arabidopsis, le mécanisme moléculaire de formation des apertures n'a
pas été autant étudié. Chez une espéce de Carophyllacées (Silene pendula, qui présente un pollen
pantoporé), des citernes de réticulum endoplasmique plaguées contre la paroi au niveau des futures
apertures au stade tétrade ont été décrites (Heslop-Harrison, 1963). On a trouvé par la suite d’autres
cas avec du réticulum au niveau des futures apertures (Echlin and Godwin, 1968; Dickinson and
Heslop-Harrison, 1971). Le réticulum endoplasmique est classiquement décrit comme étant impliqué
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dans la formation des apertures, mais le réle qu’il pourrait jouer n'a pas été éclairci. Le fait qu’on
trouve chez la méme espece, Silene pendula, a la fois du réticulum et des dépots additionnels de
callose montre que ces deux structures ne sont pas exclusives I'une de l'autre : il est possible qu’elles
interagissent dans la formation des apertures.

Récemment, une expérience de mutagénese chez Arabidopsis (Dobritsa et al., 2011), qui produit du
pollen tricolpé, a permis de produire un grand nombre de mutants, en particulier des mutants ayant
un nombre d'apertures anormalement élevé (mutants /sq et isp), et un mutant sans aperture
(Dobritsa et al., 2011; Dobritsa and Coerper, 2012). L'étude approfondie de ce mutant a mis en
évidence |'implication d'une protéine, INP1, dont la fonction précise reste encore inconnue (Dobritsa
and Coerper, 2012). Une mutation dans le gene correspondant entraine la production de grains de
pollen sans apertures, et un niveau d’expression plus faible est associé a des sillons plus courts. Cette
protéine se localise le long de trois sillons, qui correspondent a la position des futures apertures.
Cette protéine est donc certes impliquée dans leur formation, mais son mode d’action demeure pour
le jour mystérieux.

Une autre piste consiste a s’intéresser a la formation de I'exine a partir d’une matrice présente au
stade tétrade, la primexine (figure 26). La primexine est constituée de polysaccharides, et comporte
notamment des structures appelées probaculae (figure 26), sur lesquelles vont étre déposées des
monomeres impliqués plus tard dans la formation de sporopollénine, principal constituant de I'exine
(Suzuki et al., 2008; Ariizumi and Toriyama, 2011). Il est possible que les dépo6ts additionnels de
callose au stade tétrade inhibent la fixation de ces monoméres sur les probaculae, et par conséquent
définissent la position des apertures.

Début de méiose Stade tétrade Microspore (1 noyau) Jeune grain de pollen

2 noyaux
Dépot de sporopollénine ( yaux)

(produite par le tapetum)

Paroi de callose

X
— lectum
Cytoplasme b . )
N Exine
Ondulations de la —<Intine
membrane plasmique fickiBane
plasmique

Figure 26 (modifiée d’aprés Ariizumi 2011) : modele de formation de la paroi pollinique au cours de la
microsporogenése et de la maturation des microspores. Avant d’entrer en méiose, la cellule mére diploide
s’entoure d’une paroi de callose, qui va persister pendant la microsporogenése, et disparaitre avant la
libération des microspores haploides. La primexine est déposée au stade tétrade, et des porbaculae se forment
au niveau des crétes générées par les ondulations de la membrane plasmique. Ces probaculae, aprés libération
des microspores et digestion de la callose par des callases, servent de support pour la polymérisation de la
sporopollénine.
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Conclusion

L'étude du type apertural du pollen chez les angiospermes nous a permis de dégager des résultats
sur I’évolution des formes, dans ce cas particulier. La reconstruction de I’évolution du type apertural
a grande échelle nous montre que les types aperturaux sont diversifiés chez les angiospermes, mais
que cette diversité est structurée : deux types principaux dominent, les pollens monosulqués a la
base de l'arbre et chez les Monocotylédones, et les pollens tricolpés (ou tricolporés) chez les
Eudicotylédones. Les variations par rapport a ces deux types principaux se situent plutdt en position
apicale sur I'arbre, et ont une faible étendue taxonomique. Ceci suggére une apparition récente au
cours de I'histoire des angiospermes. On peut quelquefois interpréter ces types aperturaux atypiques
en fonction des particularités biologiques de I'espéce a laquelle ils appartiennent (pollens
inaperturés chez les plantes aquatiques : Pettitt and Jermy, 1974; Furness and Rudall, 1999), mais ce
cas de figure reste assez rare. Les variations par rapport aux pollens monosulqués et tricolpés ne sont
généralement pas immédiatement interprétables. En nous focalisant sur un type de variant
particulier (les pollens avec de multiples apertures circulaires, ou pollens pantoporés), nous avons vu
gue ce pattern de répartition était d’autant plus visible : ce type de morphologie apparait de maniere
récurrente, dans tous les groupes, mais n’est que trés rarement fixé a large échelle. Il est possible
gue ce type de pollen soit associé a un mode de reproduction particulier (le pollen peu déshydraté
ayant une tres courte durée de vie, mais germant trés rapidement), méme si ces hypotheses
demandent a étre confirmées.

Dans le cas du pollen tricolpé, nous avons pu montrer que la dominance de ce type apertural chez les
Eudicotylédones était vraisemblablement due a une sélection stabilisante plutot qu’a des contraintes
développementales. Il a été montré dans certains cas que le type apertural correspond a un
compromis évolutif, les apertures étant impliquées dans plusieurs processus affectant la survie et le
succes reproductif du pollen (Dajoz et al., 1991; Till-Bottraud et al., 1999). Nous pouvons faire
I’hypothése que le nombre de trois apertures constitue une configuration favorable. Chez les
violettes, un nombre élevé d’apertures est plus favorable en terme de germination, mais diminue la
longévité du grain de pollen ; chez Arabidopsis, un nombre d’apertures élevé réduit la survie face a
un stress osmotique. Il est donc possible qu’un pollen a trois apertures constitue un certain optimum
en termes de survie et de reproduction. Chez certaines especes, les individus produisent plusieurs
types de grains de pollen, certains germant plus vite mais vivant moins longtemps (et inversement),
ce qui permet de combiner plusieurs stratégies de reproduction et d’augmenter la valeur sélective de
I'individu. Ce phénomene, I’'hétéromorphisme, a été modélisé en théorie des jeux, et il a été montré
qu’il constitue une stratégie évolutivement stable (Till-Bottraud et al., 2001). Ceci pourrait expliquer
le fait que pres de nombreuses espéces d’Eudicotylédones soient hétéromorphes au niveau du pollen
(Mignot et al., 1994).

Nous avons montré que la stase portant sur le développement du pollen chez les Eudicotylédones
était due a une sélection stabilisante, ce qui indique que la dominance du pollen tricolpé est
vraisemblablement due a des processus sélectifs plutot qu’a des contraintes développementales.
L'étude du développement de I'autre grand clade d’angiospermes, les Monocotylédones, pourrait
indiquer que la dominance du pollen monosulqué dans ce groupe serait également due a la
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sélection. L’étude des stases évolutives a commencé avec I'examen attentif du registre fossile, qui
offre de nombreux exemples de ce phénomene. Depuis, I'utilisation de méthodes comparatives et
expérimentales sur des organismes actuels a permis de discuter les causes de ce phénomene, et de
comparer l'influence de la sélection et des contraintes. Le role des contraintes développementales
dans les phénomeénes macroévolutifs a été pointé du doigt par S. J. Gould et R. C. Lewontin dans leur
célebre métaphore des pendentifs de Saint Marc (Gould and Lewontin, 1979), pour critiquer la vision
adaptationniste de I’évolution. Si la sélection et les processus adaptatifs jouent un réle important
dans I’évolution, les contraintes influencent également la production de nouvelles formes ;
néanmoins, nous n"avons pas pu ici mettre en évidence I'implication de telles contraintes dans le cas
du pollen. L’étude de la microsporogenéese, ou méiose male des angiospermes, donne cependant ici
un résultat intéressant. Nous avons vu que, dans la majorité des cas, la position des apertures est
déterminée par les derniers points de contacts entre les microspores, et ces derniers points de
contacts dépendent de certaines caractéristiques du développement. Dans certains cas cependant, il
semblerait que la position des apertures soit déterminée par des dépots additionnels de callose, qui
permettent alors de s’affranchir du mécanisme impliquant les derniers points de contacts entre les
microspores. Ce mécanisme alternatif permet de produire de nouvelles formes, qui ne sont pas
forcément réalisables via le mécanisme des derniers points de contacts, et de garder une certaine
flexibilité évolutive par rapport a la détermination des apertures.

Nous avons pu voir au cours de cette étude que le pollen était un bon exemple pour étudier
I’évolution des formes chez les étres vivants. Dans ce cas particulier, les processus sélectifs semblent
jouer un réle important pour expliquer les formes observées, ainsi que la structuration de leur
diversité. Le développement est flexible, et permet de générer un certain nombre de morphologies,
la sélection naturelle faisant ensuite le tri parmi ces formes. L'étude de I'évolution des formes est
riche d’enseignements, tant sur le plan théorique que sur le plan pratique, et le grain de pollen
constitue un bon modeéle pour ce type d’étude.
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Glossaire
Aperture : zone de la paroi dépourvue d’exine, ou se font les échanges avec
I’environnement, et ou germe le tube pollinique. Les apertures peuvent avoir diverses

formes : sillon, pore, ou sillon avec un pore au centre.

Colporus : colpus présentant un pore, ou endoaperture, en son centre. Cette forme
d’aperture est toujours en position équatoriale.

Colpus : aperture en forme de sillon, située en position équatoriale dans la tétrade.

Exine: couche externe de la double paroi du pollen, constituée principalement de
sporopollénine.

Inaperturé : pollen sans apertures.

Intine : couche interne de la double paroi du pollen, de nature pecto-cellulosique.
Microsporogenése : méiose male des angiospermes, permettant de produire quatre
microspores haploides a partie d’une cellule mére diploide. Ces microspores haploides se
différencient ensuite en grains de pollen.

Monosulqué : pollen possédant un sillon distal.

Pantoaperturé : le terme « panto » signifie que les apertures sont disposées sur toute la
surface du grain de pollen, de maniere plus ou moins réguliére. Ainsi, le terme pantocolpé
désigne un grain de pollen présentant un réseau de sillons sur toute sa surface, et le terme
pantoporé désigne un grain de pollen présentant de multiples pores répartis sur toute la

paroi.

Spiraperturé : sillon ou ensemble de sillons définissant des apertures irréguliéres sur la
paroi, plus ou moins en forme de spirale.

Sulcus : aperture en forme de sillon, située en position distale dans la tétrade.

Tricolpé/tricolporé : pollen possédant trois sillons équatoriaux (tricolpé) ou trois sillons
équatoriaux avec un pore central (tricolporé).
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