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Résumé

La sélection de la parentele est le concept actuellement le plus fréquemment avancé pour
justifier I'évolution et le maintien d'une caste ouvriére stérile chez les Hyménoptéres sociaux.
La fourmi méditerranéenne Cataglyphis cursor posséde plusieurs traits biologiques qui font de
cette espéce un modéle particulierement intéressant pour tester les prédictions de la théorie de
la sélection de la parentéle, le plus important d'entre eux étant la capacité des ouvrieres, qui
ne s'accouplent jamais, a produire une descendance male (haploide) par parthénogenése
arrhénotoque, ou femelle (diploide) par parthénogenése thélytoque. Nos analyses génétiques,
basées sur des marqueurs microsatellites développés au préalable pour cette espece, ont
révélé que les reines utilisent la reproduction sexuée et asexuée respectivement pour la
production de la caste ouvriére et reproductrice. L'analyse du pedigree des reproductrices
issues de la reproduction asexuée nous a permis d'identifier le mécanisme cytologique de la
parthénogenése thélytoque et d'estimer la proportion de reines issues de la reproduction des
ouvriéres au sein de la population. De plus, bien que les reines soient capables de produire
une descendance diploide (femelle) par parthénogenése thélytoque, elles ont conservé la
reproduction sexuée pour la caste ouvriére et s'accouplent avec plusieurs males. Ceci indique
que la reproduction sexuée a une fonction importante au niveau de la colonie, et nous avons
testé certaines des hypothéses avancées pour justifier I'évolution de la polyandrie. Finalement,
nous avons étudié l'impact des stratégies de dispersion de cette espéce sur le sex-ratio de la
descendance sexuée. Ces résultats confirment l'intérét que représente I'étude des stratégies
reproductrices chez les Hyménoptéres sociaux pour tester les prédiction de diverses théories
en biologie évolutives et ouvrent également de nouvelles perspectives de recherche, tant chez
C. cursor que chez d'autres espéces appartenant au genre Cataglyphis.

Summary

Kin selection is, to date, the most widely accepted theory to justify the evolution of a sterile
worker caste among social Hymenoptera. The Mediterranean ant Cataglyphis cursor represents
an interesting biological model for several reasons, the most important of them being the
ability for unmated workers to produce haploid (male) offspring, through arrhenotokous
parthenogenesis, and diploid (female) offspring, through thelytokous parthenogenesis. Our
genetic analyses, based on microsatellite loci developed for this purpose, revealed that queens
selectively use sexual and asexual reproduction to produce workers and sexuals, respectively.
Pedigree analyses allowed us to identify the cytological mechanism involved in thelytokous
parthenogenesis and to estimate the proportion of worker-produced queens in the study
population. Although C. cursor queens do not require mating to produce diploid offspring,

they have retained sexual reproduction and mate multiply with up to 8 males. This suggests
that sexual reproduction has important benefits for colony function, and we tested several
hypotheses accounting for the evolution of polyandry. Eventually, we studied the effect of
dispersal strategies on sex-ratio of the sexual brood. These results confirm the interest of
investigating the reproductive strategies of social Hymenoptera to test the predictions of
diverse theories in the field of evolutionary biology, and open new research perspectives in C.
cursor and other ants of the Cataglyphis genera.
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Introduction

De tous temps, les sociétés d'insectes ont fasciné les humains, comme en témoigne ce verset de
la Bible "Va vers la fourmi, paresseux; considere ses voies et deviens sage" (Proverbes 6:6), qui
souligne la nature industrieuse de leur caste ouvriere et la présomption que les humains
tireront de précieux enseignements a les étudier. Avec I'émergence de la théorie de I'évolution,
formalisée pour la premiére fois par Darwin (1859), les insectes sociaux devaient faire 1'objet
de toutes les attentions de la part des biologistes. En effet, la sélection naturelle favorise les
organismes qui ont le meilleur succés reproductif, c'est-a-dire ceux qui ont le plus de
descendants atteignant la maturité sexuelle et capables de se reproduire a leur tour. Dans la
nature, on doit donc s'attendre a ce que les individus manifestent essentiellement des
comportements égoistes, organisés de facon a optimiser leur propre succés reproductif
individuel et non celui des groupes ou des especes. Pourtant, un nombre sans cesse croissant
d'expériences et d'observations montrent que les animaux peuvent se comporter de maniére
altruiste. Un comportement altruiste est définit comme un comportement qui accroit le succes
reproductif du bénéficiaire, tout en diminuant le succes reproductif de son auteur (Wilson,
1975; Hamilton, 1964a,b); l'apparition éventuelle de génes engendrant des comportements
altruistes devrait donc étre systématiquement contrée par la sélection naturelle. Or, ce n'est
pas le cas: l'altruisme de reproduction est répandu dans le regne animal (Dugatkin, 1997;
Aron & Passera, 2000). Chez les insectes sociaux (termites, abeilles, guépes, fourmis),
l'altruisme de reproduction est méme poussé a 'extréme: les ouvrieres ne se reproduisent plus
et élevent la progéniture de quelques femelles fertiles (Holldobler & Wilson, 1990; Passera &
Aron, 2005). L'existence d'une caste ouvriere stérile pose donc une énigme évolutive majeure:
comment la sélection naturelle peut-elle justifier 1'évolution d'individus altruistes qui ne se
reproduisent jamais?

Darwin (1859) suggéra le premier
que l'évolution d'une caste ouvriere stérile
pouvait se produire chez les insectes sociaux
(abeilles, fourmis, guépes, termites) si et
seulement si les individus de cette caste sont
"profitables a la communauté" (Bourke &
Franks, 1995). Actuellement, plusieurs
hypotheses ont été avancées pour justifier
I'évolution de l'altruisme de reproduction
par sélection naturelle chez les animaux
(Dugatkin, 1997; Aron & Passera, 2000). La
plus importante d’entre elles, tant par ses

conséquences que par le support expéri-
mental dont elle jouit a travers tout le regne
animal, est la théorie de la sélection de la
parentele ou théorie d'Hamilton.

Le principe de base de la sélection de
la parentele repose sur l'idée que les
individus peuvent transmettre des copies de
leurs propres genes dans les générations
suivantes, non seulement via leur propre
reproduction directe, mais aussi
indirectement en favorisant la reproduction
d’individus apparentés (Hamilton, 1964a,b).
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En effet, des proches parents partagent des
copies de génes hérités de leurs ancétres
communs. La théorie d'Hamilton définit
dans quelles conditions un gene de
l'altruisme peut se répandre au sein d'une
population (pour simplifier, Hamilton
considere que les comportements altruistes
sont codés par un unique gene). Elle prédit
que la fréquence de ce géne augmentera
lorsque le coGt qu’il subit suite a Ia
réalisation d'un acte altruiste est inférieur a
I'accroissement de sa fréquence via la
reproduction du bénéficiaire de l'acte. La
formalisation =~ mathématique de ce
raisonnement est donnée par la 'regle
d'Hamilton":

c<bxr

ou c correspond au colt subit par le gene
altruiste, colt qui se traduit par une
réduction de la dispersion du géne altruiste
liée a la diminution du succes reproductif de
son porteur, b correspond au bénéfice dont
jouit le destinataire de l'acte altruiste, ce
gain se traduisant par une augmentation de
son succes reproductif, donc par la
dispersion de ses genes - dont
éventuellement le gene de 'altruisme - dans
les générations futures, et r est la corrélation
génétique entre les individus et correspond
a la probabilité que le destinataire de I'acte
altruiste porte aussi le géne responsable de
I'altruisme.

La théorie d'Hamilton soutient donc
que l’évolution de l'altruisme est influencée
par des facteurs génétiques (la corrélation
génétique r entre les individus) et par des
facteurs écologiques et ergonomiques
(pouvant affecter les cofits et les bénéfices de
la reproduction). La sélection de la parentele
n'est pas l'apanage des sociétés d'insectes et
a été démontrée a travers le regne animal,
depuis les unicellulaires jusqu'aux primates
supérieurs (Aron & Passera, 2000).

Ainsi, lorsque le milieu devient
défavorable, les amibes acrasiales
Dictyostelium discoideum, incapables de se
déplacer seules a la recherche d'un milieu

plus favorable, s'agglutinent en un grex
doué de mouvements orientés. Celui-ci
gagne la surface du substrat et s'organise: la
base se transforme en pied qui éleve une
capsule sporifére (forme de résistance). Plus
le support est long, plus la capsule a des
chances d'atteindre 1'air libre et de pouvoir
fructifier. Les amibes du pied manifestent
donc un altruisme de reproduction en
sacrifiant leur reproduction pour favoriser la
reproduction des amibes de la capsule
sporifere. Gadagkar & Bonner (1994) ont
montré que les grex composés d'amibes plus
apparentées forment des pieds plus longs. A
l'inverse, les grex composés d'amibes moins
apparentées forment des pieds plus courts,
avec une capsule sporifere plus grosse, une
majorité  d'amibes optant pour un
comportement "égoiste". Queller et al. (2003)
ont mis en évidence l'effet "barbe verte"
(greenbeard; Dawkins 1976) d'un gene codant
pour une protéine d'adhésion de Ila
membrane cellulaire chez D. discoideum, le
gene csA. Lors de la formation du grex, les
amibes porteuses de ce gene voient leur
agrégation facilitée, tandis que les autres
sont le plus souvent exclues de l'agrégat.
L'existence d'un géne ‘"barbe verte"
représente a lui seul un remarquable
exemple en faveur de la sélection de la
parentele, dans la mesure ou il favorise
directement l'altruisme envers d'autres
individus porteurs de ce gene, et donc
potentiellement apparentés.

Le rat-taupe Heterocephalus glaber
possede une organisation sociale de type
matriarcale, ot une femelle dominante
monopolise la reproduction pendant que les
autres individus de la colonie sont chargés
de toutes les taches d'entretien: soins aux
jeunes, creusement des galeries, ravitaille-
ment, défense contre les prédateurs, etc. Les
femelles dominantes ont un comportement
coercitif envers les autres reproductrices
potentielles, ce qui a pour effet d'inhiber le
développement ovarien chez ces dernieres.
Reeve & Sherman (1991) ont montré que
l'agressivité des dominantes est supérieure a
l'encontre des individus les moins
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apparentés. Les conditions hostiles (environ-
nement aride, ressources éparses, risques de
prédation) sont vraisemblablement a
l'origine de I'évolution de l'eusocialité chez
le rat-taupe. Si les chances de survie d'un
couple seul sont maigres, les ouvriers
peuvent accroitre leur succes reproductif
indirect en choisissant de contribuer a la
reproduction de dominants apparentés.

1. Sélection de la parentéle et
évolution sociale chez les
hyménoptéres

1.1. Haplo-diploidie et asymétries de
parenté

Comme l'indique 1'équation d’Hamilton, la
probabilité d’apparition de l'altruisme est
d’autant plus élevée que la corrélation
génétique r entre 'altruiste et le bénéficiaire
est élevée. Les hyménopteres sociaux
constituent a cet égard un remarquable
modele d'application de la théorie de la
sélection de la parentele. Comme c'est le cas
chez tous les hyménopteres, la
détermination du sexe est sous la
dépendance d'un ou plusieurs loci
multialléliques (Crozier & Pamilo, 1996). Si,
lors de la fécondation de l'ovule, les loci
codeurs du sexe portés par le male sont
différents de ceux portés par la femelle
(hétérozygotie pour les loci AiAj), I'ceuf sera
toujours de sexe femelle (figure 1). Par
contre, si lors de la fécondation, il y a
homozygotie aux loci sexuels (A/Ai ou A/A))
il en résultera un male diploide. Comme
nous l'avons vu, lorsqu’il n'y a pas de
fécondation, I'ceuf est hémizygote (Ai ou Aj)
et donne un male haploide par
parthénogenese arrhénotoque (voir p. 9). Ce
n'est que trés récemment que le géne
responsable de la différenciation sexuelle a
été isolé chez un hyménoptére social,
l'abeille domestique Apis mellifera (Beye et al.,
2003). Ce gene, appelé csd, est caractérisé par
l'existence d'un tres grand nombre d'alléles,
responsables du tres fort polymorphisme de

Figure 1. L'haplodiploidie chez les

hymenoptéres.

Les femelles, diploides, sont issues d'oeufs
fertilisés, alors que les males, haploides, se
développent a partir d'oeufs non fécondés, par
parthénogenése arrhénotoque. Lorsquil y a
homozygotie du ou des loci csd, l'oeuf se
développera en male diploide.

Credit dessin: Taina Litwak

la protéine quant a sa séquence en acides
aminés.

Les males diploides étant toujours
homozygotes au locus csd, leur apparition
est grandement favorisée par la
consanguinité (Cook & Crozier, 1995). Ces
males sont habituellement stériles car
dépourvus de spermatozoides (Hung et al.,
1974). Dans les rares cas ot ils ne le sont pas,
ils produisent des gametes diploides et
engendrent par conséquent des femelles
triploides qui sont toujours stériles (Krieger
et al., 1999). Les males diploides constituent
donc un fardeau pour la société en raison du
cout énergétique que leur élevage
occasionne. Ils sont pourtant connus chez
plusieurs especes de fourmis (Pamilo et al.,
1994; Ross & Fletcher, 1986). De méme, les
femelles peuvent parfois se développer a
partir  d’ceufs non  fécondés  par
parthénogenese thélytoque (voir p. 12;
Winkler, 1920, cité dans Suomalainen et al.,
1987).

En regle générale, les miales
d’hyménoptéres n'ont donc pas de pere et,
étant haploides, leurs cellules sexuelles ne
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r=05 r=05 r=1

Figure 2. Parenté au sein des sociétés
d'hymenoptéres

Les méles sont haploides et transmettent
l'intégralité de leurs génes a leurs filles. Par contre,
ils ne transmettent pas leurs génes aux males de
la société. Ceci explique pourquoi les ouvriéres ont
une parenté élevée avec leurs soeurs qu'avec
leurs freres.

Redessiné d'aprés Aron & Passera (2000).

subissent pas de méiose réductionnelle, de
telle sorte que tous leurs spermatozoides
sont identiques. Un tel systéeme de
détermination sexuelle a des conséquences
génétiques importantes dans la mesure ot il
induit des asymétries de parenté entre les
membres d'une méme société (figure 2). En
effet, lorsque les sociétés sont composées
d'une unique reine accouplée avec un seul
male, les filles présentent en moyenne une
plus grande parenté avec leurs sceurs
(coefficient de parenté r = 0.75) qu'avec leurs
propres filles et fils (r = 0.5). Ainsi, les
ouvriéres ont en moyenne 3/4 de génes en
communs avec leurs sceurs, alors qu'elles
n'en partagent que 1/2 avec leurs propres
descendants. Selon la théorie d'Hamilton, de
telles asymétries génétiques associées a la
recherche du meilleur succes reproductif
auraient conduit les ouvrieres des sociétés
d'hyménopteres a favoriser la descendance
des parents aux dépens de leur propre
progéniture. La caractéristique principale
des sociétés d'hyménopteres - l'existence
d'une division du travail entre reines
reproductrices et ouvriéres généralement
stériles assurant 1'élevage de la descendance
- conforte une telle hypothese.

1.2. Nombre d'accouplements des
reines

Divers facteurs sont connus pour affecter la
structure sociale au sein des colonies. Par
exemple, lorsque la reine s’accouple avec
plusieurs males, une situation appelée
polyandrie, la  corrélation  génétique
moyenne entre les ouvriéres issues des
différentes lignées paternelles (r = 0.25 + 0.5
X Mp; avec M, = nombre de peres différents)
chute de 0.75 a 0.25 a mesure que le nombre
d'accouplements de la reine augmente
(figure 3). La chute du degré de parenté au
sein des sociétés diminue d'autant le succes
reproductif indirect des ouvrieres, ce qui
fragilise la cohésion sociale.

La polyandrie est rare au sein des
Formicidae. Les fourmis sont strictement
monoandres ou occasionnellement poly-
andres. Dans ce dernier cas, le nombre
d'accouplements effectifs (M.,) ne dépasse
que rarement 2 (Strassmann, 2001). Les
exceptions sont rares, bien que parfois
notables; elles ont été détectées dans
quelques especes appartenant aux genres
Atta (M.p= 3.1, Murakami et al., 2000),
Acromyrmex (M,,= 3.9, Boomsma et al., 1999),
Pogonomyrmex (M.p,= 6.8, Cole & Wiernasz,
2000), Dorylus (M.p= 17.5, Kronauer et al.,
2004) et Ecyton (M.,= 33.4, Denny et al.,
2004).

0.750 7

0.625

0.500

0.375 r (ouvriére-soeur)

0250 -------------------—--——-———o— -
r (ouvriere-frére)

Corrélation génétique

0.125

0.000 T T T 1
0 5 10 15 20
Nombre d'accouplements ( Mp)

Figure 3. Corrélation génétique entre les
ouvrieres et les reproducteurs des deux sexes

Les asymétries de parenté pour les ouvriéres
envers leurs soeurs et leurs fréres diminuent avec
le nombre d'accouplements de la reine (Mp).
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Plusieurs auteurs ont avancé des
hypotheses (non exclusives) pour justifier
I'évolution et le maintien de la polyandrie
(Crozier & Fjerdingstad, 2001):

a. L'hypothése de la limitation spermatique
postule que plusieurs accouplements
permettraient de fonder de plus grandes
sociétés (Cole, 1983). En d'autres termes,
la polyandrie aurait été sélectionnée pour
permettre  aux reines d'accumuler
suffisamment de sperme pour assurer une
descendance nombreuse. Crozier & Page
(1985) ont critiqué cette hypothese, faisant
remarquer que la sélection devrait
favoriser les males portant assez de
sperme pour correspondre aux besoins
des reines. Toutefois, la quantité de
sperme portée par les males pourrait étre
limitée par d'autres contraintes, telle la
compétition entre males (Holldobler &
Wilson, 1990) ou un compromis entre la
quantité de sperme et l'aptitude au vol
(Fjerdingstad & Boomsma, 1997). Chez
l'abeille  domestique, Apis  mellifera,
I'hypothese de la limitation spermatique
avait été écartée pour expliquer le nombre
extréme d'accouplements (jusque 45;
Moritz et al., 1995), dans la mesure ou les
reines ne conservaient pas plus de sperme
que ce qu'un seul male pouvait fournir.
Cependant, des observations montrent
que le transfert du sperme jusqu'a la
spermatheque, suite a la copulation, n'est
pas aussi trivial que présumé. Les
inséminations artificielles indiquent que la
quantité de sperme peut se révéler
limitante si la reine est fécondée par
moins de 10 males (Woyke, 1962). De plus,
les males de la sous-espéce sud-africaine
A. m. capensis possedent moins de sperme
que les males de la sous-espece
européenne A. m. carnica (Rinderer ef al.,
1985; Buys 1990), et une étude récente a
montré que les males de A. m. capensis
s'accouplent  significativement  plus
souvent que les reines de A. m. carnica
(Kraus et al., 2004). Ceci ne constitue pas
une démonstration en soi de la limitation
spermatique chez A. mellifera, mais

suggére que la quantité de sperme
pourrait finalement jouer un role dans le
nombre d'accouplements de I'abeille
domestique. Chez les fourmis,
Fjerdingstad & Boomsma (1998) ont
montré que la polyandrie permet aux
reines d'Atta colombica d'accroitre leurs
réserves spermatiques. Les colonies de
cette espéce sont extrémement populeuses
(plusieurs millions d'ouvrieres) et les
reines présentent une grande longévité
(10 a 16 ans), ce qui suggeére fortement que
la polyandrie est une stratégie adaptative
dans la mesure ou la quantité de sperme
accumulée par les reines pourrait, a terme,
limiter leur succes reproductif.

b. L'hypothese de la wvariabilité génétique
suggere que la présence de différentes
lignées paternelles au sein des sociétés se
traduirait par une plus grande flexibilité
comportementale (Crozier & Page, 1985)
ou une meilleure résistance aux
pathogénes ou aux parasites (Hamilton,
1987; Sherman et al. 1988). Un polyéthisme
d'origine génétique a été observé chez les
fourmis en nature (Snyder, 1992, 1993;
Julian & Cahan, 1999), mais ses avantages
en termes de succes reproductif n'ont
jamais pu étre mis en évidence. D'autre
part, les expériences de Palmer & Oldroyd
(2003) ont révélé d'importantes variations
de résistance a la bactérie pathogene
Paenibacillus  larvae selon les lignées
paternelles d'ouvriéres d'Apis mellifera,
fournissant un autre argument en faveur
de cette hypothése pour justifier
I'évolution de la polyandrie chez l'abeille
domestique. Chez les fourmis, la
résistance au  parasite = Metarhizium
anisoplisee  (Fungus)  des  groupes
d'ouvrieres d'Acromyrmex echinatior est
influencée par la variabilité génétique. Les
groupes génétiquement homogeénes sont
plus sensibles au pathogene, alors que les
capacités de reproduction et d'adaptation
de celui-ci sont grandement diminuées
dans les groupes composés de diverses
lignées paternelles (Hugues & Boomsma,
2004, 2005). Finalement, Baer & Schmidt-
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Figure 4. Males diploides et polyandrie

Les colts liés a la production de males diploides
déterminent la direction des pressions de sélection
sur le nombre d'accouplements des reines
(monoandrie  vs  polyandrie). Ces  co(ts
représentent I'équivalent en couvain diploide de
linvestissement dilapidé en males diploides
lorsque la reine s'est accouplée 2 fois, et qu'un des
deux méles porte un alleéle identique a la reine au
locus csd (25% de méles diploides). Si les colts
sont élevés (males colteux et éliminés
tardivement, voire pas du tout), la monoandrie sera
favorisée. Si les colts sont réduits (males peu
colteux et éliminés de maniére précoce), la
polyandrie sera favorisée. L'intensité de la
sélection est déterminée par la probabilité d'obtenir
un male diploide (P) aprés un accouplement
aléatoire, donc estimée a partir des fréguences
alléliques au locus csd.

Adapté de Crozier & Fjerdingstad (2001).

Hempel (1999) ont montré que des
variations expérimentales dans le niveau
de polyandrie affectent la résistance au
parasitisme et le succes reproductif du
bourdon Bombus terrestris.

c. L’hypotheése du fardeau en miles diploides,
parfois intégrée a 1'hypothése de la
variabilité ~ génétique, prédit que la
polyandrie aurait été favorisée afin de
réduire les risques de ruine de la société
consécutivement a la production de males
diploides stériles (Page, 1986). L'influence
du fardeau en males diploides n'est pas
triviale, car elle favorise soit la polyandrie
lorsque les cotts liés au développement
des males diploides sont faibles, soit la
monoandrie quand ces cotts sont élevés
(Ratnieks, 1990; Pamilo, 1991; Pamilo et al.,
1994; figure 4). L'intensité de cette
sélection dépend de la fréquence des
males diploides (Boomsma & Ratnieks,
1996; Crozier & Fjerdingstad, 2001). Les

travaux de Pamilo et al. (1994) chez
Formica suggerent que la monoandrie est
favorisée chez les especes monogynes par
le cotit élevé de la production de male
diploide. En effet, le coGt associé a la
production des males diploides est plus
important pour les sociétés monogynes,
dans la mesure ot la perte de la moitié du
couvain diploide sera souvent fatale pour
une reine qui fonde un nid de maniere
solitaire, alors qu'elle ne se traduira qu'en
une simple baisse de productivité dans
une société polygyne. L'influence de la
charge en males diploides n'a pas encore
été clairement démontrée chez une espece
polyandre. Chez Apis mellifera, Tarpy &
Page (2001) ont montré par la
modélisation mathématique qu'un grand
nombre d'accouplements diminue le
risque de mortalité élevée due a
I'émergence de males diploides au sein du
couvain. Cependant, ils reconnaissent que
la sélection contre le fardeau en male
diploide peut difficilement justifier plus
de 10 accouplements, ce qui est pourtant
fréquemment observé chez cette espece.

d. L’hypothése de la compétition spermatique
repose sur l'existence d'une compétition
post-copulatoire entre les différentes
lignées spermatiques permettant
d’optimiser la qualité des genes paternels
dans la descendance (Starr, 1985), ou
favorisant les descendants de seconde
génération au niveau méme de la
compétition (Keller & Reeve, 1995).
Envisager les bénéfices d'une compétition
post-copulatoire en terme de capacité
accrue a féconder les ovules au détriment
des autres lignées spermatiques suppose
l'existence d'une variation entre males
dans leur aptitude a féconder les ovules.
Une telle variation a été signalée a une
occasion chez les males de l'abeille
domestique (Harbo, 1990), mais ces
résultats n'ont pu étre reproduits (Sasaki
et al., 1995; Haberl & Tautz, 1998; Frank et
al., 1999). De plus, les bénéfices en terme
de compétitivité a féconder ne seraient
concrets que chez les  espeéces
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obligatoirement  polyandres; or, a
quelques exceptions pres, les fourmis qui
s'accouplent plusieurs fois ne sont
qu'occasionnellement polyandres
(Strassmann, 2001).

e. L'hypothése de la réduction des conflits
suggere que la polyandrie permet a la
reine de diminuer la corrélation génétique
entre ouvrieres et femelles reproductrices
et, de 13, alléger le conflit opposant reines
et ouvrieres quant au sex-ratio de la
descendance sexuée (voir p. 16; Starr, 1984;
Moritz, 1985; Woyciechowski & Lomnicki
1987). Un support empirique a cette
hypothése a été trouvé chez les fourmis
Formica exsecta (Sundrstrom et al., 1996) et
F. truncorum (Sundstrom, 1994,
Sundstrom & Ratnieks, 1998), ou le sex-
ratio est biaisé en faveur du sexe femelle
au sein des sociétés monoandres, male au
sein des sociétés polyandres, en harmonie
avec les asymétries de parenté.

f. D'autres hypothéses encore suggeérent
que la polyandrie peut évoluer sous la
pression des males (mating by convenience;
Thornhill & Alcock, 1983) ou pour les
bénéfices tirés de chaque ‘'cadeau
copulatoire" (nuptial gift; Vahed, 1998).
Ces hypotheses semblent difficilement
applicables aux hyménoptéres sociaux,
dans la mesure ou l'accouplement se
produit souvent au cours d'un vol nuptial
(peu d'opportunités de coercition sexuelle)
et que l'existence de ‘"cadeaux
copulatoires" n'a jamais été constatée.

Ces hypothéses ne
mutuellement exclusives et linfluence
relative de ces différentes sources de
pressions sélectives reste encore largement
méconnue.

sont pas

1.3. Nombre de reines

Chez de nombreuses espéces, plusieurs
reines associent leurs efforts et contribuent
collectivement a assurer la descendance. La
polygynie affecte la cohésion sociale des
sociétés plus profondément encore que la

polyandrie; la corrélation génétique entre
ouvriéres peut atteindre une limite
théorique de 0.25 dans le cas d'une reine
avec un nombre d'accouplements illimité,
mais elle peut descendre jusque 0.00 dans le
cas de plusieurs reines non apparentées.

On possede encore peu d'éléments
permettant de comprendre comment une
espece passe d'une organisation monogyne a
une structuration polygyne. Chez la fourmi
de feu, Solenopsis invicta, la structure sociale
est déterminée par le gene Gp-9 qui amene
les ouvrieres a accepter ou refuser d'autres
reines (Ross & Keller, 1998; figure 5). Dans
les systemes monogynes, la reine et les
ouvrieres ont toutes le génotype Gp-955,
tandis que les colonies polygynes compor-
tent toujours des ouvrieres Gp-958 et Gp-95bb.
Les reines des colonies polygynes sont
toutes hétérozygotes. L'absence de reines
Gp-988 dans les colonies polygynes est due a
l'allele égoiste Gp-9 (ou un locus étroite-
ment associé; Ross, 1997; Ross & Keller,
1998). Cet allele pousse les ouvriéres qui le
portent a tuer de maniere sélective toutes les
reines qui ne le portent pas (cad, les reines
Gp-98B). Les reines et les ouvriéres du
génotype Gp-9 sont absentes des colonies
polygynes, car l'allele Gp-9¢ est aussi un
allele létal récessif causant la mort des
femelles homozygotes a la sortie du cocon
(Ross, 1997). C'est pourquoi la forte sélection
contre les reines Gp-958 est exactement
compensée par la non-viabilité des reines
Gp-9", menant a un polymorphisme stable
au sein des systemes polygynes. Chez
d'autres especes, cette caractéristique phéno-
typique de la société pourrait étre largement
influencée par des facteurs écologiques, telle

la limitation des sites de nidification
adéquats. Par  exemple,  Leptothorax
longispinosus niche dans les fragments

végétaux, comme les petites tiges tombées
au sol, les glands des chénes, etc. La densité
des populations du Vermont est faible, et la
plupart des sociétés sont monogynes. Dans
I'état de New York, la densité des nids est
multipliée par 10 et 40% des nids sont
polygynes (Herbers, 1986, 1989).
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Dans les sociétés qui ne comportent
qu'une seule reine, la structure sociale peut
étre affectée par le remplacement de la
reproductrice, phénomene appelé polygynie
séquentielle. André et al. (2001) ont montré
que le parametre crucial déterminant
l'impact de la polygynie séquentielle sur la
structure socio-génétique des sociétés est le
taux de remplacement des reines. Lorsque ce
taux est élevé, plusieurs lignées maternelles
d'ouvriéres peuvent co-exister au sein de la
colonie, diminuant ainsi l'apparentement
entre ouvrieres. La polygynie séquentielle
differe de la polyandrie et de la polygynie
stable dans la mesure ot ses effets varient en
intensité au cours du temps. Chez la guépe
Ropalidia marginata, Gadagkar et al. (1993)
ont montré que le succes reproductif est
corrélé a I'apparentement entre les ouvriéres
et le couvain, et donc qu'il fluctue en
réponse a la polygynie séquentielle. Le
remplacement des reines existe aussi au sein
des colonies polygynes (Seppd, 1994; Evans,
1996; Bourke et al., 1997), ou il a pour effet
d'augmenter le nombre effectif de
reproductrices. Cet effet reste cependant
moins significatif que dans des sociétés
monogynes ol l'apparentement est, a la base,
plus élevé.

1.4. La reproduction sexuée et
asexueée

La prévalence de la reproduction sexuée (ou
bisexuée) au sein du regne animal a
longtemps été considérée comme un
paradoxe dans la mesure ou les individus
qui se reproduisent de maniére sexuée ne
transmettent que la moitié de leurs génes a
la génération suivante (two-fold cost of sex;
Maynard-Smith, 1978; figure 5). Diverses
théories ont été avancées pour justifier le
succes évolutif de la reproduction bisexuée,
telle la théorie de Fischer-Miiller, qui suggere
que l'avantage de la bisexualité réside dans
la rapidité d'évolution permise par la
syngamie (Fischer, 1930; Miiller, 1932). Ainsi,
la reproduction sexuée permet une grande
variation de combinaisons alléliques, dont
les mieux adaptées seront favorisées par la

Reproduction sexuée Reproduction asexuée
[T T 1
I W

Figure 5. Les co( ts de la bisexualité

En termes de transmission des geénes, la
reproduction sexuée ne peut rivaliser avec la
reproduction asexuée, et ce pour deux raisons
principales. (i) Les organismes parthénogéné-
tigues ne produisent que des femelles,
reproductrices autonomes, alors que leurs
homologues sexués doivent investir également
dans la production de males. (ii) La descendance
des organismes bisexués ne porte que la moitié
des geénes de chaque parent, alors que les
organismes  parthénogénétiques transmettent
l'intégralité de leur patrimoine génétique a chacun
de leurs descendants. Les bénéfices de la
reproduction sexuée doivent étre cherchés ailleurs
pour expliquer son énorme succes évolutif.

sélection naturelle. La théorie du "cliquet de
Miiller", elle, souligne le risque d'accumuler
des mutations négatives au sein des lignées
parthénogénétiques, et la possibilité que les
individus libres de toute mutation délétere
soient éliminés par le fait du hasard
(Miiller's ratchet; Miiller, 1964).

Ces hypotheses  détaillent les
avantages a long terme de la bisexualité. Or,
il semble peu probable que la reproduction
bisexuée ne soit qu'une adaptation a long
terme car son déficit théorique de
productivité face a la parthénogenése est
trop important pour que des avantages a
court terme soient négligés (Williams, 1966).
Il a été suggéré que, dans un environnement
structuré et hétérogéne, une femelle
augmente la probabilité que quelques uns
de ses descendants soient particulierement
bien adaptés en produisant une descendance
réduite mais hautement diversifiée, par
opposition a une femelle parthénogénétique
qui aura une descendance abondante mais
identique (Bell, 1982). D'autre part, la
production par parthénogenese d'une
descendance bien adaptée a sa niche
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écologique amene t6t ou tard a une
saturation de cette niche, alors que la
production d'une descendance variée
permet potentiellement a la descendance de
diversifier les niches exploitées et, ainsi, de
diminuer la compétition entre descendants
(tangled bank, Ghiselin, 1974). La pression
des parasites sur les populations-hotes peut
aussi entrainer une course perpétuelle aux
armements évolutifs. Les parasites sont le
plus souvent caractérisés par des temps de
génération courts par rapport a ceux de leur
hote, ce qui leur confere une grande vitesse
d'évolution et la capacité d'élaborer une
réponse rapide vis-a-vis des défenses
immunitaires (Hamilton et al., 1990). La
reproduction sexuée seule permet de
diversifier les combinaisons alléliques et
d'éviter l'extinction par un parasite trop bien
adapté a son hote (Red queen; van Valen,
1973). Enfin, au fil du temps et des divisions
cellulaires, des lésions apparaissent
fréquemment sur les brins d'ADN (erreurs
de duplication, crossing-over, etc.), un

phénomene correspondant au vieillissement.

La reproduction sexuée permet de restaurer
l'intégrité de 1'ADN grace a l'appariement
des chromosomes homologues au cours de
la méiose (Bernstein & Bernstein, 1991). En
conséquence, alors que les lignées
parthénogénétiques accumulent les lésions
génétiques, Il'horloge moléculaire des
zygotes formés par reproduction sexuée est
réinitialisée a chaque génération.

1.4.1. Parthenogenese arrhénotoque

et theélytoque

La reproduction par parthénogenese
s’observe communément dans la plupart des
groupes du régne animal et plus
couramment encore dans le regne végétal.
La  parthénogenese  correspond  au
développement d'un gamete femelle (ovule)
en un individu adulte, sans fécondation
(Suomalainen et al., 1987). Un tel mode de
reproduction est considéré comme dérivé de
la reproduction sexuelle normale, plutot que
comme un mode de reproduction asexuée,
car les nouveaux individus sont issus de

cellules sexuelles. Le terme d’unisexualité,
par opposition a bisexualité, est souvent
utilisé comme synonyme de parthénogenese.
Nous  adopterons  également  cette
nomenclature.

L’origine évolutive de la reproduc-
tion parthénogénétique reste encore tres
hypothétique. Plusieurs explications, plus
complexes les unes que les autres, ont été
proposées. Aucune n’a cependant encore
recu un support expérimental tangible. Les
animaux caractérisés par un mode de
reproduction parthénogénétique ont été
traditionnellement tenus comme évolutive-
ment inférieurs a ceux pratiquant Ila
reproduction bisexuée (Suomalainen et al.,
1987). Weismann (1876) considere que le
manque de recombinaisons garantit que les
formes parthénogénétiques n’ont pas
d’espoir évolutif dans la compétition
sélective qui les oppose aux adversaires
bisexués plus versatiles. Pour White (1973),
certaines formes peuvent survivre car elles
sont adaptées a une niche écologique
extrémement étroite, constante et inchangée.
Pourtant, depuis les années 1980, une
accumulation de données expérimentales a
montré que les populations parthénogé-
nétiques sont variables et capables d’adapta-
tions rapides a leur environnement (Zeyl &
Bell, 1997). Concernant 1'origine génétique
de la parthénogenése, I'automixie a souvent
été écartée car, dans la grande majorité des
cas, elle renforce I'homozygotie, ce qui
suggere une diminution de la variabilité
génétique. Certains auteurs (Stenseth et al.,
1985) ont suggéré la pseudogamie comme
forme primitive de parthénogenése. On
parle de pseudogamie lorsqu’une féconda-
tion est nécessaire au déclenchement de la
parthénogenese (le spermatozoide sert
d’élément activateur du développement de
I'ovocyte sans que la fusion des pronucléi
n’ait lieu.). Cette hypothese semble toutefois
peu probable, car elle ne peut conduire a
une population stable. En effet, si les
femelles pseudogames tirent un avantage
reproductif de ce mode de reproduction, il
n’en est pas de méme pour les males, ce qui
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Classification selon le mode de reproduction

Accidentelle
Obligatoire constante
Normale

Obligatoire cyclique

Facultative

(Suomalainen, 1950)

Des oeufs non fécondés se développent occasionnellement

Les oeufs se développent par parthénogenése a chaque
génération

Alternance de générations parthénogénétiques et bisexuées

Un oeuf peut se développer par parthénogenéese

Classification selon le mode de détermination sexue

Arrhénotoque
Thélytoque

Deutérotoque

lle (Winkler, 1920)

Les oeufs non fécondés se développent en males
Les oeufs non fécondés se développent en femelles

Les oeufs non fécondés se développent en male ou femelle

Classification selon le mécanisme cytologique
Générative

Automictique
Somatique
Apomictique

(Thomsen & Ankel, 1927)
L'oeuf se développe a partir d'un gamete; l'individu est haploide

Le zygote est obtenu a partir de la fusion de deux noyaux
polaires résultants de la méiose.

Le zygote est diploide car il n'y a pas de méiose réductionnelle.

Tableau 1. Classifications de la parthénogenése

Les classifications courantes des différents types de parthénogenese sont présentées. Chaque type de

parthénogenése est assorti d'une bréve définition.
D'aprés Suomalainen et al., 1987.

conduira a un sex-ratio de plus en plus
biaisé en faveur du sexe femelle. En bref,
malgré un regain d’intérét assez récent pour
la parthénogenese et son origine évolutive,
les données sur ce mode de reproduction
dans la littérature restent rares,
fragmentaires et toujours tres spéculatives
(Suomalainen et al., 1987; Niklasson &
Parker, 1994).

La parthénogeneése est un concept
trées large. Elle peut étre subdivisée en
plusieurs types qui, a leur tour, sont
organisés en différents systémes. Thomsen
(1927; cité dans Suomalainen et al., 1987) a
proposé une terminologie aujourd’hui
utilisée par la majorité des biologistes.
Globalement, les différents types de
parthénogenese sont classés selon 3 criteres
principaux: le mode de reproduction, le
mode de détermination sexuelle ou les

données cytologiques (tableau 1). Ce dernier
critere revét un intérét particulier car il est le
seul a s'intéresser aux mécanismes
génétiques. Nous le développons ci-apres.

1.4.2. Bases cytologiques et
conséquences génétiques de la
parthénogenese

Sur base de données strictement
cytologiques, 3 classes de reproduction
parthénogénétique sont distinguées: la
parthénogenese automictique, la parthéno-
geneése apomictique et la parthénogenese
générative.

1. Parthénogenese apomictique

La  parthénogenése apomictique  est
considérée comme le systéme le plus simple
sur le plan évolutif et génétique. La méiose
est totalement absente: il n'y a donc pas de

10
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recombinaisons génétiques. Le génotype de
la mére est transmis tel quel a ses filles. Une
population se reproduisant par parthéno-
genese apomictique maintient sa variation
originelle. Elle peut acquérir de nouvelles
variations par mutation ou par d’autres
mécanismes potentiels, comme les crossing-
over somatiques et les transpositions
(addition d'un géne en I'absence
d’homologie de séquence nucléotidique).
Ces parthénogenéses présen-tent des
divisions équationnelles de maturation qui
sont identiques a la deuxieme division
méiotique et n'impli-quent pas de réduction
chromatique. On observe:

- une wunique division équationnelle de
maturation, chez les nématodes, les
oligochetes (Lumbricidae) et les crustacés
(Anostracés, Cladoceres);

- deux divisions équationnelles de maturation,
chez les Turbellaria, les rotiferes, les
mollusques (gastéropodes) et les insectes
orthopteres (Blattidae, Phasmidae).

2. Parthénogenése automictique

La méiose est préservée. La fusion des 2
noyaux d’individus de sexe opposé est
remplacée par la fusion de 2 noyaux
haploides provenant du méme individu. Les
paires de chromosomes peuvent subir des
crossing-over  assurant un  brassage
intrachromosomique du matériel génétique.
Théoriquement, la plupart des cas
d’automixie  renforcent  1’homozygotie.
Néanmoins, une certaine variabilité
génétique est maintenue au sein de la
population grace a des arrangements
chromosomiques comme, par exemple, des
crossing-over, des inversions ou encore des
translocations. Plusieurs mécanismes cytolo-
giques différents de parthénogenese auto-
mictique peuvent étre observés (figure 6):

a. La fusion terminale: les deux noyaux
polaires, formés a partir de la méme
cellule suite a la deuxiéeme division
méiotique, fusionnent. Si la mere est
homozygote, elle ne produira que des

homozygotes. Si elle est hétérozygote,
sans crossing-over, tous les descendants
seront homozygotes mais différents
génotypes seront possibles. Des crossing-
over permettent la formation
d’hétérozygotes, si la mere est elle-méme
hétérozygote. Ce mécanisme s’observe
chez les nématodes, les oligochetes
(Enchytraeidae), les crustacés (Anostracés,
isopodes), les arachnides (Acarina), les
arthropodes (tardigrades), ainsi que chez
plusieurs insectes comme les orthopteres
(Acrididae), les homopteres (Coccidae),
les thysanopteres (Terebrantia), les
dipteres (Drosophilidae, Lonchopteridae)
et les hyménopteres (Tenthredinidae,
Aphelinidae).

b. La fusion centrale: les deux noyaux
polaires formés a partir de cellules
différentes issues de la premiére division
méiotique, fusionnent. Si la mere est
homozygote, tous les descendants seront
homozygotes. Si la mére est hétérozygote,
sans crossing-over, tous les descendants
seront hétérozygotes. Si la meére est
hétérozygote, avec crossing-over, il y aura
des zones homozygotes dans le génome
des descendants. Ce mécanisme se
retrouve chez les insectes lepidopteéres
(Psychidae), diptéres (Drosophilidae,
Lonchopteridae) et hyménopteres
(Apidae).

c. La duplication gamétique: une des 4
cellules haploides obtenues suite a la
méiose se duplique et les 2 cellules
résultantes  fusionnent. = Tous les
descendants sont homozygotes mais
différents génotypes possibles existent. Ce
mécanisme a été décrit chez les crustacés
(Anostracés) et les arachnides (Acarina),
ainsi que chez les insectes orthopteres
(Phasmidae), homopteres (Coccidae),

lepidoptéres  (Bombycidae),  diptéres
(Drosophilidae) et hyménopteres
(Cynipidae).
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Figure 6. La parthénogenése automictique

Les différents mécanismes cytologiques impliqués
dans la parthénogenése automictique sont
illustrés.

Adapté de Pearcy et al. (in press).
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c. Duplication
gamétique

d. D’autres mécanismes, plus complexes,
font intervenir la polyploidie. IIs
concernent plusieurs espéces
d’oligochetes, d’insectes et d’arachnides,
mais aussi de poissons, d’amphibiens et

de reptiles. Nous ne les aborderons pas ici.

3. Parthénogenése générative ou haploide

Les ceufs peuvent se développer avec ou
sans fécondation et donnent respectivement
des femelles diploides ou des males
haploides. La formation des males haploides
se fait par parthénogenése générative qui
correspond au développement d'un noyau
issu de méiose. La parthénogenese

générative est, de ce fait, toujours facultative
et arrhénotoque. Ce type de parthénogenese
se retrouve chez les nématodes

(Oxyuroidea), les rotiféres, les insectes
homopteres, thysanopteres, coléopteres,
hyménopteres et chez les arachnides

(Acarina). C'est ce type de parthénogenese
qui est responsable de la production des
males chez les hyménopteres sociaux.

1.4.3. La parthénogenese thélytoque
chez les hyménopteres

Comme nous I'avons mentionné
précédemment, l'ordre des hyménopteres
est caractérisé par un déterminisme du sexe
de type haplodiploide. En regle générale, les
males se développent a partir d’ceufs non
fécondés et sont haploides (parthénogeneése
arrhénotoque générative), alors que les
femelles sont issues d’ceufs fécondés et sont
diploides. On retrouve également chez les
hyménopteres des cas de parthénogenése
thélytoque (cad. ou les ceufs non fécondés se
développent en femelles). Ces
parthénogeneses peuvent étre apomictique
ou automictique.

Ce type de parthénogenese a été
décrit chez plusieurs espéces. Par exemple,
chez Aphytis mytilaspidis (Aphelinidae), la
thélytoquie est de type automictique et
conduit a la production d'une petite quantité
de males fertiles. Ceux-ci vont permettre un
maintient de 1'hétérozygotie au sein de la
population (Rossler & Debach, 1973). Chez
I'abeille du cap, Apis mellifera capensis
(Apidae) (Verma & Ruttner, 1983; Greeff,
1996), les ouvrieres vierges peuvent pondre
des ceufs se développant en femelles (reines
ou ouvrieres). Cest un cas de
parthénogeneése automictique.

Chez les fourmis, la thélytoquie est
un phénomene rare et n’a été observée que
chez 6 especes différentes:

- Cataglyphis cursor (Formicinae; Cagniant,
1973): En I'absence de reine, les ouvrieres
sont capables de produire des femelles et
des males. On parle alors de thélytoquie
et d’arrhénotoquie occasionnelles.

12



Stratégies reproductrices chez Cataglyphis cursor - Introduction

- Pristomyrmex pungens (Myrmicinae; Itow
et al, 1984): Cest le seul cas de
thélytoquie obligatoire connu aujourd’hui
chez les fourmis. Il n'y a que tres rarement
des maéles et quasiment jamais de reine.
Ce sont des ouvrieres fécondées
(gamergates) qui assument la totalité de la
reproduction par thélytoquie. Il existe
plusieurs avantages adaptatifs a cette
stratégie de reproduction: la colonisation
par fragmentation ne nécessite pas d’ailés,
il n'y a pas de plafond dans la production
d’ceufs (les especes du méme genre qui ne
pratiquent pas la thélytoquie ont un
effectif moyen de colonie
significativement plus réduit), et il n'y a
pas de "perte" d’énergie par production
de reine. Les sociétés étant tres
populeuses, la reproduction des ouvrieres
n‘engendre qu’'un cott tres réduit sur la
productivité des colonies.

- Platythyrea punctata (Ponerinae; Heinze
& Holldobler, 1995): Chez cette espece, la
thélytoquie est occasionnelle, apomictique
(Schilder, 1999) et coexiste avec une
reproduction sexuée réalisée par les reines
et les gamergates. La parthénogenese
thélytoque n’est réalisée que par les
ouvrieres et par les intercastes (dont la
morphologie est intermédiaire entre les
ouvrieres et les reines) non fécondées.

- Cerapachys biroi (Cerapachyinae; Tsuji &
Yamauchi, 1995): Les ouvriéres sont
capables de se reproduire par thélytoquie.
Malgré de fortes ressemblances avec P.
pungens au niveau du mode de vie et de
dispersion, les données ne permettent pas,
jusqu’a présent, de déterminer si cette
parthénogenese est également obligatoire.

- Messor capitatus (Myrmicinae; Grasso et
al., 2000): Dans certaines conditions, des
ouvrieres orphelines sont capables de
produire une descendance femelle, et
donc de réaliser une parthénogenese
thélytoque. Des dissections d’ouvrieres
ont montré que ces dernieres ne
possedent pas de spermatheque, ce qui
exclut tout accouplement.

- Wasmannia auropunctata (Myrmicinae;
Fournier et al., 2005): Des analyses
génétiques ont montré que les reines de
cette espéce sont capables de se
reproduire par parthénogenese
apomictique et par reproduction sexuée.
Les ouvrieres sont, quant a elles,
totalement stériles.

2. Reproduction des sociétés:
conflits, dispersion et sex-ratio

2.1. Conflits

Paradoxalement, si les asymétries généti-
ques induites par 1'haplodiploidie ont sans
aucun doute favorisé la socialité chez les
hyménopteres sociaux (Bourke & Franks,
1995; Crozier & Pamilo, 1996; Aron &
Passera, 2000), elles sont également a
l'origine de conflits d'intéréts reproductifs
entre les individus d'une méme société. En
effet, les individus formant une société ne
sont pas génétiquement identiques et leurs
intéréts  reproductifs peuvent parfois
s’avérer forts différents. Dans ces conditions,
ils peuvent chercher a favoriser leur propre
succes reproductif (direct et/ou indirect),
ceci parfois au détriment des autres
membres du groupe (Trivers & Hare, 1976).
Ces conflits se manifestent a plusieurs
niveaux dont trois sont particuliérement
saillants.

2.1.1. Conflits entre reines et
ouvriéres gquant au sex-ratio de la
descendance sexuée

Un premier type de conflit oppose la reine
aux ouvrieres en ce qui concerne la part
d’investissement que chaque caste souhaite
consacrer a l'élevage des sexués (Trivers &
Hare, 1976). La reine est apparentée de facon
équivalente a ses filles et ses fils (r = 0.5); elle
est donc sélectionnée pour favoriser un sex-
ratio équilibré (par sélection dépendante de
la fréquence; Maynard Smith, 1989). Le
point de vue des ouvrieres est différent.
Lorsque la société ne présente qu'une seule
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reine reproductrice (condition monogyne),
accouplée avec un seul male (condition
monandre), et que les ouvrieres sont
totalement stériles, ces derniéres sont trois
fois plus apparentées a leurs sceurs (v = 0.75)
qu’a leurs freres (r = 0.25) (figure 2). Elles
peuvent alors optimiser leur succes
reproductif en biaisant I'investissement
énergétique en faveur du sexe femelle dans
la proportion de 3 femelles pour 1 male.
C’est en effet la seule valeur du sex-ratio qui
soit évolutivement stable pour les ouvrieres.
Supposons que l'investissement nécessaire a
la production d'un male soit égal a celui
requis pour produire une femelle. Lorsque
le sex-ratio est biaisé a raison de 3:1
(femelle:male), les males ont 3 fois plus de
chances de s’accoupler que les femelles,
mais ces dernieres disséminent chacune 3
fois plus de copies de génes que les males,
de telle sorte que le bénéfice génétique dont
jouissent les ouvriéres est, en moyenne,
identique pour chaque sexe (Passera & Aron,
2005). Si les reines ont la maitrise du sexe
des ceufs qu’elles pondent, les ouvrieres
élevent les larves et peuvent privilégier un
sexe par rapport a l'autre en nourrissant
mieux certaines d’entre elles et/ou en en
supprimant d’autres (Chapuisat & Keller,
1999; Aron et al., 1994, 1995; Aron & Passera,
2000).

A ce jour, plusieurs travaux ont
démontré que le sex-ratio a 1'échelle des
populations est fréquemment biaisé en
faveur du sexe femelle, traduisant un
controle ouvriere du sex-ratio (Bourke &
Franks, 1995; Crozier & Pamilo, 1996;
Chapuisat & Keller, 1999). Cependant, ce
biais est généralement inférieur a celui
attendu selon les asymétries génétiques si
les ouvriéres exercent un contrdle total du
sex-ratio. Dans certains cas, le sex-ratio
apparait méme équilibré. Outre les
contraintes écologiques pouvant influencer
la proportion de chaque sexe élevé (voir ci-
dessous), un controéle royal du sex-ratio a été
démontré chez quelques especes. Dans la
forme monogyne de la fourmi de feu
Solenopsis invicta, les reines controlent le sex-

ratio des sociétés en limitant le nombre
d'oeufs diploides pondus (Aron et al., 1995;
Passera et al., 2001). De méme, chez la
fourmi méditerranéenne Pheidole pallidula, le
sex-ratio secondaire des sociétés est
directement influencé par le sex-ratio
primaire produit par les reines et le caste-
ratio (proportion de sexués et d'ouvrieres
produits a partir du couvain diploide), ce
dernier étant sous l'influence du taux de
biosynthése en hormone juvénile JH-III
produit par les reines (de Menten et al.,
2005a). En bref, il semble donc exister une
grande variabilité inter-spécifique quant au
pouvoir relatif de chacune des parties en
conflits (reines et ouvriéres) pour controler
le sex-ratio des sociétés (voir également
Beekman et al., 2003).

2.1.2. Conflits entre reines et
ouvriéres quant a l'origine des males

Une seconde source majeure de conflits
concerne |'origine des males produits par la
société (Hamilton, 1964; Trivers & Hare,
1976). Chez plusieurs especes
d'hyménopteres sociaux, les ouvriéres ne
sont pas totalement stériles. Elles ont alors la
possibilitt ~ de  pondre des  oeufs
parthénogénétiques haploides a destinée
male (Bourke, 1988). Comme l'indique la
figure 2, la reine trouve toujours un plus
grand intérét génétique dans I'élevage de ses
fils (r = 0.5) plutdt que de ses petit-fils (r =
0.25). Par contre, dans un systéme social
monogyne dont la reine est monandre, la
corrélation génétique entre une ouvriere et
ses fréres est égale a 0.25, alors qu’elle est de
0.5 avec un fils et de 0.375 avec un neveu (le
fils d’une autre ouvriéere). Par conséquent,
les ouvrieres peuvent optimiser leur succes
reproductif en élevant préférentiellement
leurs fils et neveux plutot que leurs freres.
Ces asymétries de corrélation génétique
entrainent un conflit entre la reine et les
ouvriéres en ce qui concerne l'origine des
males. Du point de vue des ouvrieres, il
s’agit ici d'une décision collective. Si le cotit
associé a la reproduction des ouvrieres - par
exemple en termes de chute de productivité
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de la société - est réduit, ce comportement
doit étre sélectionné (Bourke & Franks, 1995).

2.1.3. Conflit entre ouvriéres quant a
l'origine des males

Si, pour les ouvrieres considérées dans leur
ensemble, la polyandrie favorise I'élevage
de freres (r = 0.25) plutdt que de neveux (r <
0.25), chaque individu ouvriere peut
néanmoins accroitre son succes reproductif
via la production de ses propres fils (r = 0.5;
figure 2). Autrement dit, les ouvrieres
doivent étre sélectionnées pour produire
leurs propres fils, mais ne pas tolérer la
production de males par les autres ouvriéres
de la société. Par conséquent, en situation de
polyandrie le conflit opposant la reine aux
ouvriéres quant a l'origine des males se
transforme en un conflit entre ouvriéres
pour la production de males. Selon la
théorie de la sélection de la parentele, cette
"intolérance" entre ouvriéres doit étre a
l'origine d'un comportement de "police" des
ouvriéres ("worker-policing"), par lequel les
ouvriéres s’empéchent mutuellement de se
reproduire  (Ratnieks, 1988), soit en
éliminant tout oeuf d'origine ouvriére, soit
en agressant toute ouvriere pondeuse
(Ratnieks & Visscher, 1989; Frank, 1995;
Foster & Ratnieks, 2000, 2001; Hammond &
Keller 2004; Passera & Aron 2005).

2.2. Dispersion

Les modes de dispersion sont
également responsables de multiples
stratégies de reproduction chez les fourmis
(Peeters & Ito, 2001). Schématiquement, on
peut classer ces stratégies en deux grands
ensembles (Holldobler & Wilson, 1977).
Lorsque la reine fraichement fécondée et
nourissant elle-méme ses premieres larves
est a l'origine d'une nouvelle société, on
parle de fondation indépendante. A I'inverse,
dans la fondation dépendante, la jeune reine
se fait aider par des ouvriéres lors de la
fondation de la nouvelle société.

La fondation indépendante est
caractérisée par le vol nuptial. Il s'agit d'un

phénomene intriguant par sa synchronicité.
Les sexués de la méme espece essaiment le
méme jour, au méme moment; il en résulte
d'impressionnants nuages de fourmis ailées.
La synchronisation du vol nuptial est due a
la conjonction de plusieurs parametres
climatiques (Kannowski 1959). Chez Ila
fourmi de feu Solenopsis invicta, par exemple,
le vol nuptial a lieu principalement au
printemps et en automne, 24 heures apres
qu'une pluie abondante ait rendu
I'atmosphere trés humide, en début d'apres-
midi, quand la température de l'air oscille
entre 25 et 29°C et que I'humidité varie de 45
a 55% (Morrill, 1974; Milio et al., 1988). C'est
lorsque les sexués sont a environ 2 metres
du sol que l'accouplement a lieu. Cette
stratégie disperse les femelles a 1,5 km de
leur point d'envol, mais elles peuvent
parcourir jusqu'a 10km. La femelle trouve
ensuite une cavité, un abri, ou elle
commence a pondre. Elle devra nourrir les
premieres larves a partir de ses propres
réserves de graisses. Ses muscles alaires,
inutiles a présent, sont histolysés (Janet,
1907). 11 lui faudra attendre que les
premiéres ouvrieres atteignent l'age adulte
pour étre a nouveau alimentée. La fondation
indépendante d'une nouvelle colonie est une
entreprise périlleuse; Wiernasz & Cole (1995)
estiment a 1% le taux de réussite des
fondations chez Pogonomyrmex sp.

Lors de la fondation dépendante, le
vol nuptial est réduit ou méme absent. Les
reines sont parfois incapables de voler pour
des raisons physiques (ailes trop courtes) ou
physiologiques  (manque de réserves
énergétiques; Passera & Keller, 1990). Ce
type de fondation est souvent associé a la
polygynie (Keller, 1991). Les reines
nouvellement fécondées réintégrent la
colonie maternelle, sont adoptées par une
colonie étrangere, ou fondent une nouvelle
colonie, escortées par un groupe d'ouvrieres
(fondation par bourgeonnement).

2.3. Le sex-ratio

La modulation de la proportion
d'individus de chaque sexe arrivant a
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maturité sexuelle est l'expression la plus
manifeste des stratégies de reproduction
chez les hyménopteéres sociaux. Le sex-ratio
peut étre le reflet des asymétries de parenté
et du conflit reine-ouvriere (voir p. 13), mais
d'autres facteurs influencent également le
sex-ratio des colonies.

Chez les fourmis, les femelles
sexuées sont généralement plus grosses et
représentent donc souvent un investisse-
ment plus important que les méles. Lorsque
les ressources sont limitantes, les sociétés
vont favoriser la transformation du couvain
diploide en ouvriéres plutdét qu'en femelles
sexuées, conduisant ainsi a un sex-ratio
biaisé en faveur des males. A l'inverse, une
plus grande proportion du couvain diploide
peut étre convertie en sexuées lorsque les
ressources sont abondantes, biaisant ainsi le
sex-ratio en faveur du sexe femelle (Crozier
& Pamilo, 1993; Nonacs 1986; Rosenheim et
al., 1996). L'influence de la disponibilité des
ressources alimentaires sur le sex-ratio a
clairement été démontrée chez plusieurs
especes de fourmis, comme Formica podzolica
(Deslippe & Savolainen, 1994, 1995),
Myrmica  longispinosus (Herbers &
Banschbach, 1998), Leptothorax nylanderi
(Foitzik &  Heinze, 1998), Muyrmica
brevispinosa  (Bono & Herbers, 2003),
Aphaenogaster rudis (Morales & Heithaus,
1998) ou Pheidole pallidula (Aron et al., 1999;
Fournier et al., 2003).

Chez certaines especes de fourmis,
les males dispersent peu, voire parfois pas
du tout. Cette faible dispersion peut étre a
l'origine d'une compétition sexuelle entre
males apparentés pour l'acces aux femelles
(local mate competition, LMC; Hamilton, 1967;
Alexander & Sherman, 1977). Cette
compétition réduit d'autant leur valeur
reproductive, et reines et ouvriéres
trouveront un avantage a biaiser le sex-ratio
en faveur du sexe femelle. Des cas de
compétition sexuelle ont été décrits chez
quelques especes de fourmis, dont Messor
aciculatus (Hasegawa & Yamaguchi, 1995) ou
Cardiocondyla obscurior (Cremer & Heinze,
2002). Cette derniére présente des sociétés

monogynes et polygynes. En outre, elle
produit deux types de males: des males ailés,
spécialisés dans la dispersion, et des males
apteres, qui se reproduisent au sein du nid
et engagent des combats mortels avec leurs
rivaux pour accéder aux femelles vierges
(Kinomura & Yamauchi, 1987; Stuart et al.,
1987). En situation de monogynie, les males
sont freres et donc plus apparentés que dans
les systemes polygynes ou la corrélation
génétique est fortement diluée. Cremer &
Heinze  (2002) ont montré  que,
conformément aux prédictions de la LMC,
les colonies monogynes produisent propor-
tionnellement moins de males que les
colonies polygynes. Ce controle du sex-ratio
en réponse a l'intensité de la compétition
sexuelle est sous l'influence des reines,
lesquelles pondent significativement moins
d'oeufs haploides en situation de monogynie
(forte LMC) que de polygynie (faible LMC;
de Menten et al.,, 2005b). De méme, la
dispersion des jeunes fondatrices est limitée
chez les espéces présentant un mode de
fondation par bourgeonnement, ce qui
induit une forte compétition entre femelles
fondatrices apparentées pour l'acces aux
ressources (site de nidifications, ressources
alimentaires; local resource competition, LRC)
et réduit leur valeur reproductrice (Clarck,
1978; Frank, 1987). Dans cette situation,
lintérét des reines et des ouvriéres
convergent et le sex-ratio est biaisé en faveur
du sexe male. Chez les fourmis, l'influence
de la LRC sur le sex-ratio est difficile a
mettre en évidence, car le mode de
fondation = par  bourgeonnement  est
étroitement associé a la polygynie (Keller,
1991). Or, la polygynie réduit les asymétries
de parenté au sein des sociétés, favorisant
du méme coup un sex-ratio biaisé en faveur
du sexe male (Crozier & Pamilo, 1996). La
polygynie peut ainsi masquer l'effet des
stratégies de dispersion. La fourmi Myrmica
ruginodis ~ présente  des  populations
principalement monogynes avec un mode
de fondation indépendante, et des
populations polygynes ot la fondation
s'effectue par bourgeonnement. Walin &
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Seppd (2001) ont montré que, conformément
aux prédictions de la LRC, la production en
femelles s'accroit avec la production totale
en sexués dans les systemes monogynes,
mais pas dans les systemes polygynes
caractérisés par une plus forte compétition
locale pour les ressources.

17



Stratégies reproductrices chez Cataglyphis cursor - Objectif

Objectifs

Cette these rassemble les résultats de nos travaux portant sur l'étude des stratégies
reproductrices de la fourmi C. cursor., une espece inféodée aux sites arides et ensoleillés du
nord de la Méditerrannée (Agosti, 1990). Thermophile, elle se nourrit de cadavres
d'arthropodes qu'elle récolte principalement aux heures les plus chaudes de la journée. Cette
espece est avant tout caractérisée par la possibilité pour ses ouvrieres, qui ne s'accouplent
jamais, de pondre en l'absence de la reine (Cagniant, 1973). Ces oeufs se développeront en
males, par parthénogenese arrhénotoque, mais ils peuvent aussi donner naissance a des
femelles, par parthénogenese thélytoque. Si la production de males par les ouvriéres est un
phénomene relativement rare chez les Formicidae, la production de femelles par
parthénogenese thélytoque est, elle, exceptionnelle et n'a été rapportée que chez cinq autres
espéces a ce jour (voir Introduction, p. 12). Les ouvrieres de C. cursor pourraient donc
potentiellement augmenter leur succes reproductif inclusif en élevant a la fois leurs soeurs et

leurs filles.

Cette espéce posséde trois autres
caractéristiques qui, associées a la capacité
des ouvrieres a se reproduire par
parthénogenese, font de C. cursor un
modele biologique remarquable pour
I'étude des stratégies reproductrices chez
les Formicidae et, de maniére plus générale,
tester les prédictions de diverses théories en
biologies évolutives, telles la théorie de la
sélection de la parentele ou la théorie du
sexe ratio.

Premierement, cette espece est
considérée comme monogyne, car les
observations de terrain révelent la présence
d'une seule reine par colonie (Cagniant,
1980; Lenoir et al., 1988). Cependant, la
présence d'une seule reine par colonie
n'exclut pas la possibilité d'une polygynie
séquentielle (André et al., 2001), et seules
des analyses génétiques  pourraient
confirmer la monogynie. Le premier article
présente le développement des marqueurs

microsatel-lites, des outils génétiques qui
permettront une analyse socio-génétique
précise des sociétés et des populations de
cette espece. Le deuxieme article est
consacré a l'étude de l'utilisation sélective
de la reproduction sexuée et asexuée par les
reines de C. cursor pour la production de la
caste ouvriére et reproductrice, respecti-
vement. Le troisieme article met en
évidence le mécanisme cytologique de la
parthénogenese thélytoque chez les reines
de cette espece. Nous en inférons le taux de
remplacement des reines par des filles
d'ouvrieres.

Ensuite, les nouvelles reines de C.
cursor n'effectuent pas de vol nuptial
(Lenoir et al., 1988; Passera & Keller, 1990),
comme c'est habituellement le cas chez les
fourmis monogynes (Keller, 1991). Elles
sont fécondées a proximité immédiate du
nid maternel par des males étrangers issus
de sociétés voisines tres vraisemblablement
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attirés par des phéromones sexuelles
(inconnues a ce jour). Lenoir et al. (1988) ont
suggéré que les femelles pouvaient
s'accoupler avec plusieurs males différents.
Cependant, les accouplements multiples ne
signifient pas autant de transferts efficaces
de sperme; a nouveau, seule une analyse
génétique pourrait confirmer la polyandrie
chez cette espece. Le quatrieme article
présente nos estimations du nombre
d'accouplements des reines de C. cursor.
Nous testons également quelques-unes des
hypotheses  permettant de  justifier
I'évolution et le maintien de la polyandrie.

Enfin, les nouvelles colonies sont
fondées par bourgeonnement (budding),
c'est-a-dire que les nouvelles reines quittent
le nid accompagnées d'ouvriéres pour
établir une nouvelle colonie a proximité
(Lenoir et al., 1988). La dispersion des
nouvelles reines est donc limitée, ce qui
peut influencer la structure génétique des
populations (isolement par la distance, ou
viscosité génétique), dans la mesure ou les
sociétés voisines sont souvent apparentées.
Ce mode de fondation est exceptionnel
pour une espece monogyne (Keller, 1991).
Le cinquiéme et dernier article de cette
théese met en évidence I'influence des
stratégies de dispersion (fondation des
colonies par bourgeonnement) sur le sex-
ratio de la descendance sexuée.
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Article 1.

Développement de marqueurs microsatellites pour la fourmi
Catalyphis cursor

Nous avons développé et caractérisé 8 loci microsatellites a partir d'ADN génomique et testé
la variabilité de ces loci a partir de ' ADN de 19 ouvrieres. Chacun de ces loci s'est révélé
hautement polymorphe, avec 5 a 10 alléles par locus et un niveau d'hétérozygotie élevé. Les
amplifications inter-spécifiques indiquent également que ces microsatellites sont
potentiellement utiles pour l'analyse génétique d'autres especes appartenant au genre
Cataglyphis.

Pearcy M., Clémencet J., Chameron S., Aron S. & Doums C. (2004). Characterization of nuclear DNA
microsatellite markers in the ant Cataglyphis cursor. Mol. Ecol. Notes 4: 642-644.
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Abstract

The ant Cataglyphis cursor is exceptional in that unmated workers are potentially able to
lay both male and female eggs. We characterized eight pairs of primers for microsatellite
loci, developed from genomic DNA for this species. Variability was tested with DNA from
19 workers and all eight loci were highly polymorphic, displaying 5-10 alleles and a high
level of heterozygosity. Cross-species amplifications indicate that these microsatellites
might be useful in genetic studies of other species belonging to the genus Cataglyphis.
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Kin selection (Hamilton 1964) explains the evolution of a
sterile worker caste among social insects in a context of
natural selection. Altruistic individuals do not reproduce
but still can transmit copies of their genes to the next
generation by favouring reproduction of kin, such as
parents and siblings. Ants are a well known example of
societies where workers sacrifice their own reproduction
to participate in cooperative tasks, such as foraging, nest
building or rearing offspring nestmates (Holldobler &
Wilson 1990). In the ant Cataglyphis cursor, workers have
kept functional ovaries and can lay eggs that will develop
into males, by arrhenotokous parthenogenesis, but also into
females, by thelytokous parthenogenesis (Cagniant 1979).
Worker reproduction is rare in the Formicidae and thelyto-
kous parthenogenesis has been shown in only four other
species: Pristomyrmex pungens (Itow et al. 1984), Cerapachys
biroi (Tsuji & Yamauchi 1995), Platythyrea punctata (Heinze &
Holldobler 1995) and Messor capitatus (Grasso et al. 2000).
Despite its peculiar reproductive biology, population and
colony genetic structure in C. cursor remains unknown
and no genetic markers are available for the genus.
Here, we characterize eight highly polymorphic micro-
satellite markers from Cataglyphis cursor nuclear DNA. We
also report the results of cross-amplification of these
primers on five other Cataglyphis species belonging to four

Correspondence: M. Pearcy. Fax:+32 2650 24 45; E-mail:
mpearcy@ulb.ac.be

different groups of the genus: C. bicolor (bicolor group), C.
fortis (fortis group), C. mauritanicus and C. velox (altisquamis
group) and C. nodus (niger group). In addition to these five
species, we also tested these primers on workers belonging
to a remote C. cursor population from Mongolia.
Genomic DNA was extracted from three cocoons of
C. cursor collected at Port Leucate (France) using a high salt
procedure (Sambrook et al. 1989). RNA strands were removed
by incubating the sample for 2 h at 37 °C with 1% RN Aase.
Genomic DNA was then partially digested with the
enzyme Sau3A and a fraction ranging from 400 to 800 base
pairs was isolated after electrophoresis in low melting aga-
rose gel (NuSieve®). The resulting fragments were puri-
fied with GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences), ligated into a phagemid vector
(pbluescript®II SK(+), Stratagene), and cloned in Escherichia coli
XL-1 Blue competent cells (Stratagene). Synthetic oligo-
nucleotides (TC),,and (TG),, labelled with the DIG system
(Boehringer Mannheim) were used to screen about 3150
recombinant colonies. Out of the 73 positives clones that
were successfully sequenced (single strand) by Genome
Express (France), 65 contained repeated patterns. Twenty-
seven sequences contained mononucleotide sequences:
8 polyA and 21 polyT. Thirty-eight sequences contained
dinucleotide sequences. From these sequences, 20 pairs of
primers were designed using the online software PRIMER 3
(Rozen & Skaletsky 2000; URL: http: //www.molbiol.ox.ac.
uk/cgi-bin/primer3_www.cgi/). After a prescreening using

© 2004 Blackwell Publishing Ltd
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Table 1 Characteristics of microsatellite loci in the ant Cataglyphis cursor. The size range, the number of alleles (N,), the observed (H,) and
expected (Hy) heterozygosities and the frequency of the most common allele [Freq (A)] are based on 19 workers collected in St Hyppolite

(France) in 2001
Locus AN Repeat motif Size (bp) N, Hg Hy Freq (A) Primers (5'-3")
Ccurll AY590645 [Gal5 239-279 10 0.851 0.827 0.237 F: GATTGGCTTGGCGGTATC*

R: GGTCGCAAGAGTCACGAG
Ccur26 AY590646 [Gal,, 102-114 5 0.781 0.780 0.333 F: TGACTCGTGATCTGCTCGTG*

R: ATGGGCGTGAATCTCTCTTTC
Ccur46 AY590647 [Tcly, 151-181 10 0.750 0.733 0.474 F: TGACAACTACCTGCAATAGACG*

R: CCAACCAACGAGATTCGAC
Ccur58 AY590651 [TGl5 134-182 9 0.833 0.810 0.316 F: TAGTTGGCGTGCTCGAATG*

R: TGTGCCTGTCGTTGAATCTC
Ccur63b AY590654 [Galyy 180-214 9 0.787 0.765 0.421 F: GTGTATTAACTCTCCGAAGCAAGH

R: GTACCTCACCTGGCATACCG
Ccur76 AY590656 [TGlyg 190-212 9 0.799 0.800 0.389 F: TGCCTCCCGTTGAGTATG

R: TGCTTGGAAGGTAAATGAGC*
Ccur89 AY590658 [aGl,, 126-144 9 0.729 0.780 0.500 F: CTGAAGTCCTCCGACATATAGC

R: GAACGAGAACCAGGCAAGG*
Ccur99 AY590662 [calg 101-137 10 0.840 0.840 0.306 F: GCGGAACATTACACGCATAC*

R: GTTGAATGACCAGTAACACACG
*Labelled primer.

Table 2 Cross-species amplifications of four polymorphic microsatellite loci. The localization of the sampling is indicated for each species,
and the number of individuals (workers) screened is given in brackets. The size range of the amplification product is given for each locus

together with the number of alleles found among the sample (in brackets)

C. fortis (3) C. velox (2) C. mauritanicus (5) C. bicolor (6) C. nodus (3) C. cursor (2)
Locus Tunisia Spain Tunisia Tunisia Greece Mongolia
Ccurll 243 (1) 245-257 (2) 242-250 (3) 258-267 (3) — 239-243 (2)
Ccur26 106-126 (2) 104-121 (2) 100-106 (4) 109-119 (3) 94 (1) 94-112 (2)
Ccur46 137 (1) — — — — 137 (1)
Ccur58 138 (1) 175-193 (2) 138-201 (4) 154 (1) — 145-154 (2)
Ccur63b 171 (1) 164-185 (2) 171-185 (6) 171 (D) — 179-192 (2)
Ccur76 — 176-184 (3) 184-194 (4) — 194-198 (2) 196-206 (3)
Ccur89 118-124 (2) 113-121 (2) 112-114 (2) 118-123 (3) 118 (1) 112-118 (2)
Ccur99 — 122-132 (2) 90-94 (2) 100-117 (2) 102 (1) 103-117 (2)

radioactive dATP, eight markers out of the nine that success-
fully amplified were selected on the basis of the quality of
amplification and potential variability. Their variability was
then assessed further on a sample of 19 workers originating
from 19 different colonies (one worker per colony) collected
in a population close to St Hyppolite (France) in 2001.
Amplifications were carried out in a 10 uL volume
containing about 20 ng of genomic DNA, 0.19 mm of each
dNTP, 0.25 um of each primer, 1X Taq Buffer (containing
15 mm MgCl,) and 0.03 U Tag DNA polymerase (Qiagen).
Amplifications were performed in a GeneAmp PCR
system 2700 (Applied Biosystems) thermal cycler with
the following parameters: after an initial denaturing step
of 2 min at 94 °C, the PCR consisted of 10 cycles of 15 s at
94 °C, 15 s at 52 °C (the annealing temperature) and 30 s at
72 °C, followed by 20 cycles of 15 s at 89 °C (to preserve the
fluorescent markers), 15 s at 52 °C and 30 s at 72 °C, with
10 more minutes at 72 °C for the final extension. Amplified

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology Notes, 4, 642—644

fluorescent fragments were visualized using the automated
Applied Biosystems Prism 310 sequencer (Perkin-Elmer,
USA). The size of the different alleles was determined using
the ROX-400HD internal size standard and the GENEsSCAN
version 3.2.1 analysis software (Applied Biosystems).

All eight loci were highly polymorphic (Table 1). The
expected heterozygosity (Hy) ranged from 0.73 to 0.83 and
we found five to 10 alleles within the study population.
The probability of deviation from Hardy-Weinberg equi-
librium or linkage disequilibrium between pair of loci were
both calculated using GENEPOP version 3.4 (Raymond &
Rousset 1995), and alpha was adjusted using sequential
Bonferroni correction for multiple tests. No significant
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium were detected
for any locus, and all pairwise tests of linkage disequilib-
rium were nonsignificant.

Results of the cross-species amplifications are given in
Table 2. Seven of the eight loci amplified successfully on
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most other Cataglyphis species. The locus Ccur46 success-
fully amplified only in samples of C. fortis and C. cursor from
Mongolia. The occurrence of different alleles indicate that
these primers are potentially useful for genetic studies in
other species of this genus.
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Article 2.

Utilisation conditionnelle de la reproduction sexué e etde la
parthénogenése pour la production des ouvrieres et des
reines chez la fourmi Cataglyphis cursor

Le développement des marqueurs microsatellites nous a permis d'analyser la structure socio-
génétique des populations et des sociétés de C. cursor. De maniére surprenante, cette analyse a
révélé que les reines étaient capables d'utiliser la reproduction sexuée et asexuée de maniere
sélective.

Le succés de la reproduction sexuée au sein des especes animales a longtemps été
considéré comme un paradoxe, dans la mesure ot les individus ne transmettent que la moitié
de leur génome a leur descendance. C. cursor évite ce cott en utilisant des modes de
reproduction alternatifs pour la production d'individus reproducteurs (les reines) et stériles
(les ouvriéres). Les nouvelles reines sont donc produites presque exclusivement par
parthénogenese thélytoque, alors que les ouvrieres sont produites par reproduction sexuée.
Nos travaux montrent que l'utilisation sélective de la reproduction sexuée et asexuée pour la
production de la caste ouvriere et reproductrice permet aux reines de C. cursor de maximiser
la proportion de genes transmis a la génération suivante tout en conservant une diversité
génétique élevée au sein de la colonie, tirant ainsi profit des avantages de chacun des deux
modes de reproduction.

Pearcy M., Aron S., Doums C. & Keller L. (2004). Conditional use of sex and parthenogenesis for
worker and queen production in ants. Science 306: 1780-1783.
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Many variations of the method are pos-
sible. The activity and affect descriptors used
to describe episodes should fit the particular
topic of investigation. Interactive question-
naires offer further opportunities to tailor
the affect terms to the respective episode;
for example, when the individual identifies
an episode as an interaction with customers
rather than with family members, different
descriptors could be presented. Other varia-
tions could make the method more practical
for adoption in conventional surveys. Our
preliminary work suggests that much of the
benefit of the DRM in producing accurate
emotional recall could be retained if re-
spondents are asked to retrieve specific re-
cent episodes of a designated type (e.g., “the
last occasion on which you went out to
dinner”). When samples are large and inter-
viewing time is scarce, the allocation of dif-
ferent situations to subgroups of respondents
makes it possible to achieve comprehensive
coverage of situations while minimizing re-
spondent burden. In conjunction with time-
use data obtained from other sources, affect
profiles of the main activities in which peo-
ple engage could be integrated to produce a
duration-weighted assessment of the expe-
rience of the population and of subgroups.
The DRM or its variants could also con-
tribute to the development of an account-
ing system for the well-being of society, a
potentially important tool for social policy
(32, 33).
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Conditional Use of Sex and
Parthenogenesis for Worker and
Queen Production in Ants

Morgan Pearcy,’ Serge Aron,’* Claudie Doums,? Laurent Keller®

The near-ubiquity of sexual reproduction in animal species has long been
considered a paradox because sexually reproducing individuals transmit only
half of their genome to their progeny. Here, we show that the ant Cataglyphis
cursor circumvents this cost by using alternative modes of reproduction for
the production of reproductive and nonreproductive offspring. New queens
are almost exclusively produced by parthenogenesis, whereas workers are
produced by normal sexual reproduction. By selectively using sex for somatic
growth and parthenogenesis for germline production, C. cursor has taken
advantage of the ant caste system to benefit from the advantages of both

sexual and asexual reproduction.

The main advantage of asexual reproduction
is that it confers a twofold advantage over
sexuality by allowing, generation by genera-
tion, the transmission of twice the number of
genes to offspring (/, 2). However, asexual
reproduction is also associated with both
short-term and long-term disadvantages, in-
cluding a lower genetic diversity of offspring
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and a reduced rate of adaptive evolution of
species (3, 4). The nature and the degree of
the cost associated with asexual reproduction
is expected to vary across taxa, depending on
the biology of the species and the type of
environment in which they live (/-3).

In ants, as in other Hymenoptera, females
are usually produced by sexual reproduction
and are diploid, whereas males develop from
unfertilized eggs and are haploid (3). The
diploid fertilized eggs can develop into either
new queens (gynes) or workers, with the de-
velopmental switch generally under environ-
mental control (5). In the Cape honey bee and
five ant species, however, unmated workers
may reproduce by thelytokous parthenogene-
sis (6—11); that is, they may produce female

3 DECEMBER 2004 VOL 306 SCIENCE www.sciencemag.org



offspring from unfertilized eggs. While con-
ducting a population genetic study of one of
these species, the ant Cataglyphis cursor, we
discovered that not only unmated workers but
also mated queens can use thelytokous par-
thenogenesis. Pedigree analyses indicated that
queens use automictic parthenogenesis with
central fusion where two of the four products
of meiosis merge. Unlike workers, queens use
this mode of reproduction specifically to
produce new queens.

Cataglyphis cursor is a common ant in the
dry forests of Europe. Colonies usually
contain a single queen and up to 3000
workers. Only few colonies produce gynes,
and the number of gynes produced per colony
is small. This is because C. cursor has an un-
usual mating system whereby gynes mate near
the parental nest before leaving the colony
with adult workers to initiate new colonies 3.2
to 11.3 m away (/2). Previous studies also
indicate that C. cursor workers can produce
both gynes and workers parthenogenetically in
colonies that have lost the mother queen (7).

We collected 38 large colonies in South-
ern France and genotyped 532 workers at
four highly polymorphic microsatellite loci
(expected heterozygosities, 0.833 to 0.944)
(13). The genotypes indicated that 35 of
these colonies contained a single reproduc-
tive queen (monogyny), whereas three colo-
nies contained offspring from at least two
queens. Analysis of lab-raised worker prog-
eny (n = 437 freshly eclosed workers) from
12 queens showed that they had mated with
an average of 5.6 + 1.3 males (range, 4 to 8).

A detailed analysis of the 35 monogynous
colonies showed that most of the workers in
these colonies could only have been pro-
duced by sexual reproduction. Overall, 476
of the 489 workers (97.3%) genotyped in the
35 colonies harbored, at one or several loci,
alleles that were not present in the mother
queen and came from one of the queen’s
mates. It is impossible to determine whether
the 13 workers harboring only alleles iden-
tical to those of their mother were fathered
by a male that had no allele distinct from
those of the queen or whether they had been
parthenogenetically produced. Because the
four microsatellite loci were highly poly-
morphic, the probability of mating with a
male harboring no diagnostic allele at any of

Table 1. Proportion of gynes homozygous for a
given locus when the mother was heterozygous at
that locus. The sample size for each locus is
indicated.

Percentage of

Locus Sample size

gynes homozygous
Ceurll 53 57
Ccur46 47 46.8
Ccur58 47 34.0
Ccur63b 41 17.1

the four loci was low, ranging from 0.0001
to 0.013 across colonies according to the
queen’s genotype. Thus, of the 476 workers,
only one was expected to have no diagnostic
alleles if they were all sexually produced.
Hence, it is likely that some or all of the 13
workers with no diagnostic paternal allele may
indeed have been asexually produced (the
estimated proportion of asexually produced
workers is 2.5% when corrected for the
probability of nondetection of paternal alleles).

A total of 56 gynes were produced by 10
of the 35 monogynous colonies. In contrast
to workers, most of these gynes (54 of 56)
had alleles at the four loci that could all be
attributed to the queen (Fig. 1A), hence these
gynes had been produced by parthenogene-
sis. The alternative explanation, that these 54
gynes had been fathered by a male having no
diagnostic alleles, can be ruled out. Queens
and males came from the same gene pool, as
indicated by a lack of significant difference
in allele frequencies for the four loci (Fisher
exact test, all P> 0.05) and the workers’ Fis
value (an index of observed versus expected
homozygosity), which was not significantly
different from zero (Fis = 0.011 £ 0.015, n =
35 colonies; two-tailed 7 test, = 0.691, P =
0.494). This, together with the high allelic
diversity, resulted in a very high probability
to detect a male’s genetic contribution.
However, none of the gynes produced in
nine of the 10 colonies had any diagnostic
allele, even though the likelihood of such a
matched mating was lower than 0.013 in
each of the nine colonies (range, 0.0001 to
0.013). Overall, the probability that all the
fathers of the gynes produced in the nine
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colonies had no diagnostic alleles was P <
1028, Indeed, the genotypes of workers in
these nine colonies confirmed that all or
most of the males that mated with the queens
had diagnostic alleles at one or more loci
(Fig. 1B). The outcome of the vast majority
of gynes being produced by parthenogenesis
was that the relatedness between queens and
gynes was very high (r = 0.864 £ 0.046, n =
56 gynes) and significantly greater (P <
0.001) than the theoretical value of 0.50
expected under sexual reproduction.

Most of the 54 parthenogenetic gynes were
neither genetically identical to each other
within a colony nor genetically identical to
their mother queen. The discrepancies resulted
from gynes being homozygous at some loci
where the mother queen was heterozygous. In
all cases, the gynes were homozygous for one
of the two maternal alleles. This is the ex-
pected pattern under automictic parthenogen-
esis with central fusion. Because two of the
four products of meiosis merge, the offspring
have the same genotype as their mother for
the loci that did not cross over, whereas the
offspring is homozygous for one of the two
maternal alleles if crossing-over did occur
(14, 15). The frequency of transition from
heterozygosity is expected to vary across loci
depending on their distance to the centromere
(15). Consistent with this prediction, the
frequency of transition from heterozygosity
to homozygosity varied significantly across
the four loci, presumably reflecting differences
in the distance between each locus and the
centromere (Table 1; x? = 25.53, P < 0.0001).

The expected outcome of automictic par-
thenogenesis is a gradual increase in homo-
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zygosity over time (/6). Indeed, the overall
level of homozygosity was significantly
higher in gynes than in workers (Fig. 2;
Fisher’s exact test on the number of homo-
zygous versus heterozygous loci in gynes and
workers: P < 0.0001). Accordingly, F statis-
tics revealed a significant excess of homo-
zygosity in gynes (F = 0.396 + 0.12, P < 0.001)
and queens (F'= 0.255 £ 0.051, P <0.001) but
not in workers from the same colonies (F =
0.002 £ 0.016, P = 0.45). By increasing the
levels of homozygosity, parthenogenesis
should result in reduced queen survival and
fitness, much like inbreeding does. However,
the fitness effect might be limited for ant
queens because they stay in the protected
environment of the nest, except during colony
founding. Even at this stage, the intensity of
this cost should vary according to the mode of
colony founding, with selection against more
homozygous queens being higher in species
where queens start a new colony on their own
and lower in species, such as C. cursor, where
queens do not go through a stage of indepen-
dent colony founding (12).

In addition, two processes appear to
counteract the process of genetic homogeni-
zation induced by automictic parthenogene-
sis. The first is the occasional production of
gynes by sexual reproduction. The overall
production of such gynes was 3.6% (2 of 56)
in the 10 colonies studied. The second
process is the occasional queen production
by worker parthenogenesis. Because workers
are usually produced by sexual reproduction,
their contribution to gyne production will
contribute to the maintenance of heterozy-
gosity in gynes and queens, just as under
queen sexual reproduction.

Although C. cursor queens do not require
mating to produce diploid offspring, they
have retained sexual reproduction to produce
workers, which suggests that sexual repro-
duction has important benefits for colony
function. The observed mating frequencies in

this species lie on the high end of the
continuum of mating frequencies reported
in ants (/7). A possible explanation is that
genetic input from an increased number of
mates compensates for the negative effect of
high queen homozygosity on colony genetic
diversity. Parthenogenetic production of work-
ers at the level observed for gynes would
lower colony genetic diversity, which could
lead to reduced defense against parasites, less
efficient division of labor, and a decreased
range of environmental conditions that a colo-
ny can tolerate (/8—20). These costs are akin
to those thought to lead to the instability of
parthenogenetic reproduction in nonsocial or-
ganisms (2). Multiple mating lowered the
overall relatedness of nestmate workers to » =
0.42 (SEjsciknite = 0.02, n = 35), a value well
within the range of values reported in other
ants (27). Thus, the high queen mating
frequency may cancel out reduced genetic
diversity at the colony level stemming from
the relatively high queen homozygosity.

Using alternative modes of reproduction
for the queen and worker castes may also
enhance cooperation within the social group
by aligning the interests of queens and
workers. Parthenogenetic production of
gynes by queens reduces conflict with work-
ers because, just like queens, workers are
significantly more closely related (1 = 2.31,
df = 43, P = 0.03) to the parthenogenetic
gynes (r = 0.59, SE;,cimire = 0.07, n = 10)
than they would be to sexually produced
gynes or to gynes produced parthenogeneti-
cally by other workers (these two values are
identical to the relatedness between workers,
r=0.42). As a result, workers should police
the reproduction of other workers (22). The
almost complete lack of worker-produced
gynes in colonies containing a queen is
consistent with this idea.

Conditional use of parthenogenesis for
queen production might also occur in other
ants, yet it may remain unnoticed because it
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Fig. 2. Overall homozygosity detected in gynes (white) and workers (black) at all four loci, for each
of 10 colonies. The sample size for each colony is indicated above the bars.

primarily occurs in dependent-founding spe-
cies where it is most difficult to detect. In
ants there is a strong association between the
mode of colony founding and the number of
queens, with dependent colony founding
being almost exclusively restricted to species
with high numbers of queens per nest (23, 24).
The likelihood of detecting parthenogenesis
with genetic markers is low in such species
because it is very difficult to determine the
maternity of female offspring. As a result,
only a handful of studies in highly polygynous
ants are sufficiently detailed to have enabled
the detection of parthenogenesis.

This study shows that by taking advan-
tage of the social caste system, C. cursor
colonies can benefit from the advantages of
both sexual and asexual reproduction. By
using alternative modes of reproduction for
the queen and worker castes, queens can
increase the transmission rate of their genes
to their reproductive female offspring while
maintaining genetic diversity and social
cohesion in the worker population. These
findings, together with those of other recent
genetic studies (25-29), indicate greater
flexibility of the ant reproductive and social
systems, thus providing an ideal ground to
test various evolutionary predictions.
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Status and Trends of Amphibian
Declines and Extinctions Worldwide
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The first global assessment of amphibians provides new context for the well-
publicized phenomenon of amphibian declines. Amphibians are more threat-
ened and are declining more rapidly than either birds or mammals. Although
many declines are due to habitat loss and overutilization, other, unidentified
processes threaten 48% of rapidly declining species and are driving species
most quickly to extinction. Declines are nonrandom in terms of species’
ecological preferences, geographic ranges, and taxonomic associations and are
most prevalent among Neotropical montane, stream-associated species. The
lack of conservation remedies for these poorly understood declines means
that hundreds of amphibian species now face extinction.

Scientists first became concerned about wide-
spread amphibian population declines when
they met in 1989 at the First World Congress
of Herpetology. Historical data indicate that
declines began as early as the 1970s in the
western United States (/, 2), Puerto Rico (3),
and northeastern Australia (4). Subsequent re-
ports revealed the severity of the declines. At
one site in Costa Rica, 40% of the amphibian
fauna disappeared over a short period in the
late 1980s (5). Sudden disappearances of mon-
tane species were noted simultaneously in
Costa Rica, Ecuador, and Venezuela (5-8).
In some regions, many declines took place in
seemingly pristine habitats (/—8). These
reports were initially received with some skep-
ticism because amphibian populations often
fluctuate widely (9), but tests of probabilistic
null models showed that the declines were far
more widespread and severe than would be
expected under normal conditions of demo-
graphic variation (5). This finding, in addition
to many further reports of declines in the
1990s (8, 10-13), was pivotal in convincing
most herpetologists that amphibian declines
are nonrandom unidirectional events.
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The lack of a comprehensive picture of
the extent and severity of amphibian declines
prompted us to conduct the ITUCN-The
World Conservation Union Global Amphib-
ian Assessment (GAA) to gather data on the
distribution, abundance, population trends,
habitat associations, and threats for all 5743
described species of amphibians (/4, 15).
From this information, we used the ITUCN
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Red List Criteria (/6) to determine the level
of threat to every species. The raw GAA data
are publicly available (/4). The results
demonstrate that amphibians are far more
threatened than either birds (/7) or mammals
(18), with 1856 species (32.5%) being glob-
ally threatened [that is, listed in the TUCN
Red List Categories (/6) of Vulnerable,
Endangered, or Critically Endangered], as
compared with 12% of birds (1211 species)
(17) and 23% of mammals (1130 species)
(18). At least 2468 amphibian species
(43.2%) are experiencing some form of
population decrease, whereas only 28 (0.5%)
are increasing and 1552 (27.2%) are stable;
1661 (29.1%) species have an unknown trend.

Many amphibian species are on the brink
of extinction, with 427 species (7.4%) listed
as Critically Endangered (CR) (the TUCN
category of highest threat), as compared with
179 birds (1.8%) (/7) and 184 mammals
(3.8%) (18). The level of threat to amphib-
ians is undoubtedly underestimated because
1294 species (22.5%) are too poorly known
to assess [Data Deficient (DD)], as compared
with only 78 birds (0.8%) (/7) and 256
mammals (5.3%) (/8). A significant propor-
tion of DD amphibians is likely to be
globally threatened. Analysis of trends in
population and habitat availability indicates

Table 1. Habitat preferences and biogeographic affinities of rapidly declining and enigmatic-decline
amphibians in relation to all amphibian species (75). Rapidly declining species are those that now qualify
for listing in a IUCN Red List Category of higher threat than they would have had in 1980. Enigmatic-
decline species are rapidly declining species that have shown dramatic declines, even where suitable
habitat remains, for reasons that are not fully explained.

Total number
of species (%)

Habitat preferences

Number of rapidly
declining species (%)

Number of enigmatic-
decline species (%)

Forest 4699 (81.8)
Savanna 487 (8.5)
Shrubland 814 (14.2)
Grassland 953 (16.6)
Flowing water 2650 (46.1)
Marshes/swamps 760 (13.2)
Still water bodies 2030 (35.3)
Artificial terrestrial habitats 1304 (22.7)
Tropical lowland habitats 3392 (59.1)
Tropical montane habitats 2714 (47.3)
Biogeographic realms
Afrotropical 951 (16.6)
Australasian/Oceanic 561 (9.8)
Australia and New Zealand 219 (3.8)
Indomalayan 938 (16.3)
Nearctic 331 (5.8)
Neotropical 2,825 (49.2)
Palearctic 451 (7.9)

365 (82.6) 187 (90.3)***1
7 (1.6)%**| 0 (0.0)***|
47 (10.6)*] 14 (6.8)***|
81 (18.3) 39 (18.8)
277 (62.7)***1 164 (79.2)***1
43 (9.7)*] 14 (6.8)**|
107 (24.2)%** 28 (13.5)***|

40 (9.0)***|
212 (48.0)**]
251 (56.8)***1

22 (10.6)***|
79 (38.2)***|
155 (74.9)***1

28 (6.3)***| 1(0.5)***|
36 (8.1) 23 (11.1)
32 (7.2)***1 23 (11.1)**%q
59 (13.3) 1 (0.5)%**]
24 (5.4) 9 (4.3)

279 (63.1)***1 174 (84.1)***1
34 (7.7) 2 (1.0)%*|

*P < 0.05 **P <001, ***P <0.001 (27).
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Methods

Sampling

Thirty-eight nests were excavated in Spring
2001, 2002 and 2003 in Port Leucate
(Southern France) just before the emergence
of the first adult gynes and males. For each
colony a sample of 11 to 30 workers (532
workers overall) was immediately frozen for
subsequent genetic analyses. The colonies
were returned to the laboratory where males
and gynes were collected upon emergence.
Gynes were produced in only 10 (26%) of
the colonies and their number was relatively
small (1 to 17 per colony, 56 overall) which
is typical for this species (Cagniant, 1980).

Genetic analyses

All individuals were genotyped at four
microsatellite loci (Ccur46, Ccurll, Ccur58
and Ccur63b) exhibiting 11, 13, 14 and 11
alleles, respectively. DNA  extraction,
amplification and primer sequences are
described elsewhere (Pearcy et al. 2004).
F-statistics, allele frequencies, inbreeding
and relatedness coefficients were estimated
using the program Relatedness 4.2c (Queller
& Goodnight, 1989). Colonies were
weighted equally and standard errors were
obtained by jackknifing over colonies. To
estimate the number of matings by queens,
437 callow workers were collected from 12
laboratory-reared colonies (X + SD= 36.4 +
9.4) in the end of August 2001 for mother-
offspring genetic analyses. All these callows
developed from eggs laid by the queen in
the laboratory as developmental time from
the egg to the adult stage is less than 40 days
(Cagniant, 1979) and the colonies had been
set up in the laboratory 90 days earlier.
From this sample of mother-offspring
combinations, we calculated the minimum
number of mating per queen.

Non-detection probability

To ascertain the probability that a queen
mated with a male with no diagnostic alleles,
we determined for each queen and each

locus the probability that a male would
share one of the queen’s allele. When the
queen is heterozygous at the ith locus this
probability 1S Pron-detection = (f]i + fz,) where f]i
and f» are, respectively, the frequency of the
first and the second allele at the ith locus in
the studied population. When the queen is
homozygous the probability is equal to the
population frequency of this allele, (f;). To
obtain the overall probability of absence of
any diagnostic allele we multiplied, for each
queen, the values obtained for each of the
four loci. The expected proportion of
workers harbouring no diagnostic allele is
estimated as W,= X Pix; / x;, where P, is the
probability of non-detection relative to the
ith queen, x; is the number of workers
sampled in the ith colony and x; is the
overall number of workers sampled.
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Article 3.

La parthénogeneése thélytoque et ses conséquences su  rla
consanguinité

L'inspection du pedigree des gynes produites par reproduction asexuée a révélé que celles-ci
ne sont pas toujours génétiquement identiques a leur meére. En effet, certaines gynes sont
homozygotes pour un locus ot leur mere est hétérozygote, le double allele étant toujours un
des alleles maternels. Ces "erreurs de duplication" représentent une opportunité intéressante
de déterminer le mode de parthénogenese chez C. cursor et, de maniére plus fondamentale, de
déterminer le taux de reproduction ouvriére. En effet, différents mécanismes cytologiques
peuvent sous-tendre la parthénogenese thélytoque, chacun d'entre eux ayant un impact
différent sur la génétique des populations. L'analyse du pedigree nous a permis de déterminer
le taux de transition vers I'hnomozygotie, et ce pour quatre loci hautement polymorphes. En
comparant les quatre taux aux proportions attendues sous les différents modes de
parthénogenese, nous avons découvert que la parthénogenese automictique avec fusion
centrale des noyaux polaires était le seul mode de parthénogenese correspondant a nos
données. Nous avons ensuite développé un modele mathématique pour lier le taux
d'homozygotie observé chez les reines et la proportion de reines produites par les ouvrieres et
les reines, en partant des postulats suivants: (i) la parthénogenése est automictique avec
fusion centrale et (ii) les lignées de reines sont parthénogénétiques, ce qui augmente la
consanguinité a chaque génération, alors que les ouvriéres sont issues d'oeufs fertilisés et ne
sont donc pas consanguines. Les résultats indiquent que plus de 60% des colonies étaient
dirigées par une reine issue des ouvriéres. Cette proportion est élevée et suggere que la
longévité des reines devrait étre réduite. La parthénogenése thélytoque chez C. cursor peut
avoir été sélectionnée pour faire face a la mortalité importante des reines et, a I'origine, pour
permettre aux ouvriéres de remplacer la reine quand elle vient a disparaitre.

Pearcy M., Hardy O., Aron S. (in press). Thelytokous parthenogenesis and its consequences on
inbreeding in an ant. Heredity.
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Abstract

Thelytokous parthenogenesig. the production of diploid daughters from unfesld eggs,
may involve various cytological mechanisms, eachirftaa different impact on the genetic
structure of populations. Here, we determined thtlagical mechanism of thelytokous
parthenogenesis and its impact on inbreeding inatit€€ataglyphis cursqgra species where
gueens use both sexual and asexual reproductigmotiuce respectively workers and new
gueens. It has been suggested that thelytokousgmaxgenesis iC. cursormight have been
selected for to face high queen mortality and,inally, to allow workers to replace the queen
when she passes away. We first determined the mbdbelytokous parthenogenesis by
comparing the rate of transition to homozygosity faur highly polymorphic loci to
expectations under the different modes of parthenegjs. Our data show that thelytoky is
achieved through automictic parthenogenesis withtrak fusion. We then estimated the
proportion of colonies headed by worker-producecems in a natural population. We
designed a model linking the observed homozygasitgueens to the proportion of queens
produced by workers, based on the assumption thatafthenogenesis is automictic with
central fusion and (ii) queen lineage is asexugtlyduced resulting in an increase of the
inbreeding over generations, whereas workers angaflg-produced and therefore not inbred.
Our results indicate that more than 60% of the mel® should be headed by a worker-

produced queen, suggesting that queen's lifesgaw i this species.
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I ntroduction
Hymenoptera (ants, bees, wasps) are characternzeadhaplodiploid sex determining system,
whereby males arise from unfertilized eggs throagthenotokous parthenogenesis and are
haploid, whereas females develop from fertilizedyse@nd are diploid. In a few species,
however, unmated females may produce diploid daughirom unfertilized eggs through
thelytokous parthenogenesis. Thelytokous parthemexie is uncommon in the animal
kingdom and has only been reported in about 15@@isp (White 1984). In Hymenoptera,
thelytoky has been documented in some taxa, inofudCynipidae Tenthredinidae
Aphelinidae, Ichneumonidae, Apida&d Formicidae (reviewed in Slobodchikoff and Daly
1971; Suomalaineat al, 1987).

On a cytological basis, thelytokous parthenogeresisbe divided into two main types.
In apomictic (or ameiotic) parthenogenesis, theyend® recombination of alleles and the
offspring are "true clones" of the mother. In autctio (or meiotic) parthenogenesis, the first
stages of meiosis are similar to the ones in sesgpmbduction, but fusion occurs between two
nuclei originating from the same individual. Genecambination can occur. Different
mechanisms are known to restore the ploidy levehdividuals developing from automictic
parthenogenesis (see figure 1): terminal fusionfraéfusion, gamete duplication and several
alternative mechanisms referred to as "random misi@he majority of parthenogens for
which the cytological mechanism has been investgyat animals are automictic (Cook 1993).

The mode of thelytokous parthenogenesis is impbttaassess in population genetics
studies because each mode has a different impaobogeding. In automictic parthenogenesis
with terminal fusion (figure l1a), the offspring mompletely homozygous, except when
recombination occurs between the centromere andothes. When the locus is far enough
from the centromere, crossing-over occur and ong m@nsider that alleles segregate
independently. In this situation, the probabilitgr fan heterozygous locus of turning
homozygous equals the mathematical probability iokipg two identical alleles (a or b)
among two pairs of alleles (aa and bbijthout replacementthat is 1/3. Hence, each
heterozygous locus has a probability ranging frd® (far from centromere) to 1 (close to
centromere) of becoming homozygous (table 1). ltoraictic parthenogenesis with central
fusion (figure 1b), the offspring is geneticallyrsiar to the mother, except when there is
recombination. With a similar reasoning, each loatggous locus has a probability ranging
from O (close to centromere) to 1/3 (far from centere) of becoming homozygous. In
automictic parthenogenesis with "random fusionguyfe 1c), one may consider that all four
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chromatids segregate independently, and each kgtgos locus has a probability of 1/3 of
becoming homozygous, independent of its position tb@ chromosome. In automictic
parthenogenesis with gamete duplication (figure fie§ offspring is homozygous for all loci.
Eventually, in apomictic parthenogenesis, therends recombination and no increase in
homozygosity. Table 1 summarizes how the differemides of parthenogenesis affect
inbreeding.

In social Hymenoptera, it has been shown that tokfy of Apis mellifera capensis

workers is controlled by a single locus (Lattoetfal, 2005). Cytological analysis indicated
that diploidization results from automictic partbgenesis with central fusionge. the fusion
of two of the four meiotic products that have atcanposition on the spindles and that were
separated at the first meiotic division, whereasttto terminal nuclei degenerate (Verma and
Ruttner, 1983; Baudryet al, 2004). In ants, thelytokous parthenogenesis bhasn
unambiguously demonstrated in six phylogeneticdibtant species onlyCataglyphis cursor
(Cagniant, 1973)Pristomyrmex pungen@tow et al, 1984), Cerapachys biroi(Tsuji and
Yamauchi, 1995)Platythyrea punctatgHeinze and Hoélldobler, 1995; Schildetr al, 1999),
Messor capitatugGrasscet al, 2000) andVasmannia auropunctai@ournieret al, in press).
In the ponerine ar®. punctata Schilderet al (1999) showed that all individuals belonging to
the same population are almost genetically identacaach other, suggesting that thelytokous
parthenogenesis is apomictic. In the five othecise the mode of parthenogenesis underlying
thelytoky remains unknown.

In this paper, we investigated the cytological natbm of thelytokous
parthenogenesis and its impact on inbreeding inatit€Cataglyphis cursarin this species,
workers are able to produce females (workers amermg) parthenogenetically in colonies that
have lost the mother queen (Cagniant, 1973). Itbdeen suggested that this ability would
allow workers to replace the queen (Lenoir and @agn1986), but this hypothesis has not
been investigated so far. Recently, it has beemwstibat not only unmated workers but also
mated queens df. cursorcan use thelytokous parthenogenesis (Peatr@y., 2004b). While
workers are produced by normal sexual reprodudtimm fertilized eggs, new queens (gynes)
are almost exclusively produced by parthenogenBsita suggested that thelytoky proceeded
by central fusion, but this hypothesis was not ubigoously demonstrated.

Here, we aimed to solve two major issues raisethége findings. First, we determined
the mode of parthenogenesis Gf cursor By using genetic markers, we compared the
pedigree of the queen and her thelytokous dauglteestimate the rates of transition to
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homozygosity at each locus, and compared thesevatuthe expected rates of homozygosity
under different modes of parthenogenesis. Secoredestimated the proportion of colonies
headed by a replacement queen produced by the msoikea natural population. This was
achieved by comparing the observed level of inbregdf queens with the estimated rate of

transitions to homozygosity for each locus, usixgeetations for a population at equilibrium.
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Material and Methods
Field collection and sampling

Cataglyphis cursoiis found in the stretches of steppe and Meditexmanforest up to
dry forest, and is discontinuously distributed freentral Spain to Mongolia (Agosti, 1990).
Nests ofC. cursorpossess a single entrance and usually one vegadiglry leading to rooms
located up to 1 meter deep, sometimes right abdwevater level. This species is characterized
by the absence of overwintering brood (Cagniant)9Queens lay eggs from early March to
early September. Adult sexuals ©f cursoremerge in mid-May; mating occurs in the nest in
early June, and is followed 1 to 3 weeks later biomy budding (Lenoiret. al, 1988).
Transfer of workers and brood between the mothdrdaughter nests can last for some more
weeks after which colonies remain isolated fromheatber.

Thirty-five nests ofC. cursorwere excavated in the end of April/early May 2@21St-
Hyppolite (southern France; 42.82° North, 2.99° tgasefore the emergence of the first
sexuals. Colonies whose entrance were locatedidse ¢distance < 1m) from each other were
not collected so as to prevent mixing individuaisni different nests. Adults (queens and
workers) as well as brood at various stages (dggoge and both worker and sexual pupae)
were collected and brought into the laboratory. aple of workers from each nest was
immediately stored at — 80°C for subsequent genatialyses. Colonies were housed in
artificial nests. They were maintained under latmyaconditions (26 = 2°C and 12h:12h L:D)
and were fed on cockroaches, sugar water and gtagenies were censused twice a week and
all sexuals emerging from the pupae were colleatetideep-frozen.

DNA extraction and microsatellite analysis

Four microsatellite loci (Ccur-46, Ccur-11, Ccur-88d Ccur-63b; Pearcgt. al, 2004a)
exhibiting respectively 11, 13, 14 and 11 allelesrevused to determine the genotype of
individuals. Individual ant DNA was extracted bynhagenization in a digestive solution
(100mM NaCl, 50mM Tris, 1ImM EDTA, 0.5% SDS, and 30§¢/ml proteinase K (BGENE))
and incubated for 2 hours at 55°C. Genomic DNA asfied by phenol/chloroform and
precipitated with ethanol following standard prails¢ and then suspended in 100 pl.
Amplifications were carried out in a 10 ul volumang the standard 10x Buffer and Taq from
QIAGEN Polymerase kit (Pearcet al, 2004a). Amplified fluorescent fragments were

visualized using an automated ABI Prism 310 seqerenc
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Data analysis

1. Allele segregation and mode of parthenogenesis

From the 35 nests sampled, 10 produced gynes andumber of gynes per colony was
usually small (1 to 17n= 56 in total). To assess allele segregation uridelytokous
parthenogenesis, we determined for each locusrtiopgion of homozygous gynes produced
by heterozygous mother®. Thus, R corresponds to the generational rate of transitmn
homozygosity and quantifies how parthenogenesieases the inbreeding coefficient. Under
parthenogenesis with terminal or central fusi@ns expected to vary among loci according to
their position relative to the centromere (table 1)

We comparedR values with theoretical expectationy for five different modes of
thelytokous parthenogenesis (as a convention, wdavger case letters to denote parameters
and capital letters for corresponding estimatoegomixis (= 0), automixis with gamete
duplication ¢(= 1), terminal fusionrE 1/3 to 1), fusion of two products of the first iotec
division, here referred as random fusioa (/3), and central fusiom%£ 0 to 1/3). Chi-square
tests were used to determine which mode of parti@mesis was consistent with the observed
rate of transition to homozygosity for each locUghenr is comprised within a range of
values, the value closest to the obserReslas used for the test. For the two exclusive modes
of parthenogenesis where no or all offspring aggeeted to be homozygouise(, apomixis or
automixis with gamete duplication, respectiveRjvalues were considered equal to 0 when at

least one individual was not consistent with thexgeectations for a given locus.

2. Inbreeding coefficient

Twelve to 30 workersx(x sb= 15.3 £ 5.8n= 535) and the queen= 33; 2 queens died before
genetic analyses) were typed from each nest. Tthgidwal inbreeding (the probability that
two alleles within individuals are identical by deat) was estimated for workefs,§ and for
queenskg) by the program SPAGeDi (Hardy and Vekemans, 208#)g J. Nason’s estimator
(Loiselleet al,, 1995).

3. Proportion of colonies headed by a worker-prasiliqueen

The proportion of colonies headed by a replacengereien produced by the workers was
estimated from a model predicting the inbreedingjeéensf() from the generational rate of
transition to homozygosityr) and the proportion of worker-produced queess The model
assumes that queens are produced by automicticepagenesis with central fusion, and that
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workers are produced sexually and are not inbféese assumptions hold f@r. cursor(see
results).

At a given locus, the probability of identity-bystent for the two alleles of a
parthenogenetically-produced queen equals 1 ihi@her carried alleles already identical by
descent, and otherwise. Hence, the inbreeding of a queen ahéx¢ generationf{) can be

expressed according to the inbreeding of its par@nt
fg =f+(1-fr

Considering that the mother can be a worker @) with probabilityw, or a queenf(= f;) with

probability 1 -w, the average inbreeding of daughter queens is:
fg = (1-w).(fg + (1 -fy) r) +wr

At equilibrium, when the average inbreeding of quedoes not change between generations,

fq = fq, so that

N r
T rrwl-r)

(1)

Thus, the equilibrium inbreeding of queens rangasveenr (all produced by workers) and 1
(all produced by queens). By inverting equation &hd replacing parameters by their
respective locus specific estimators, one can geesimator of the proportion of worker-

produced queen$\|):

W e [L-F, )R )
"~ (-R)F, @

Since the mode of parthenogenesis is assumed tautmmixis with central fusion, we
restricted the range & values between 0 and 1/3 (estimates above 1/3 medreed to 1/3).
Previous study (Pear@t al 2004b) showed that the proportion of queensrayifiom sexual
reproduction is very low (about 4%). Consequensgxually-produced queens were not
considered in the model.
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Results

Mode of parthenogenesis

The proportion of homozygous gynes produced by beygious mothersR) ranged between
0.06 and 0.44, depending on the locus (table Zs&lvalues were significantly different for at
least 2 loci from those expected under apomixigpraixis with terminal fusion, gamete
duplication, or random fusion. By contrast, noneendifferent from the values expected under
automictic parthenogenesis with central fusion,wghg that this cytological mechanism is

involved in the production of thelytokous daughteysqueens o€ataglyphis cursar

Inbreeding and proportion of worker-produced queens

The inbreeding coefficient at each locus was natiaantly different from O for workers. By
contrast, it ranged from 0.02 to 0.42 for queerns \&as significant for three of the four loci
analyzed (table 3).

Applying equation (2), our data show that more tB8#o of the colonies in the study
population were headed by a worker-produced queecus-specific estimates &V varied
from 0.63 to 0.87 for the three loci Ccur-46, Cé8rand Ccur-63b (table 3). Locus Ccur-11
givesW> 1 becaus&> F. The low rate of transition to homozygosif) @t Ccur-11 suggests
that this locus is close to the centromere, makiiglocus not very informative concerning the
impact of parthenogenesis on inbreeding. The fattdbr estimates & for Ccur-11 is out of
the expected range stems from the high variancegsed with the low value & (table 2).
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Discussion

Our results show that the cytological mechanismpassible for thelytokous
parthenogenesis in queens of the @ntcursoris automictic parthenogenesis with central
fusion. Whether the same mechanism underlies thtbgraogenetic production of females by
workers remains to be verified, but the hypothéiség parthenogenesis evolved once in this
species seems more parsimonious. Automictic paoteresis with central fusion is also
involved in the production of females by unmatedkeos in the cape honeybApis mellifera
capensis(Verma and Ruttner, 1983). Interestingly, Baudtyal (2004) reported an average
reduction of heterozygosity per generation andipaividual (R) of about 0.19, a value well in
the range of 0.06 - 0.33 (mean: 0.21) found in ¢hisly.By contrast withC. cursot Schilder
et al (1999) reported that reproduction in parthenogenmpulations of the arRlatythyrea
punctatais apomictic. This suggests that different modesth&flytokous parthenogenesis
evolved independently in different lineages of Boemicidae.

Automictic parthenogenesis results in an incredseel of homozygosity, which may
cause inbreeding depression. The main mechanisnongibte for inbreeding depression
depends on the genetic load of recessive deleterdlales partial dominance hypothesis
Charlesworth and Charlesworth 1999; Roff 2002). thimg that would reduce the genetic load
would therefore also reduce inbreeding depressidrich results in two predictions. First,
prolonged inbreeding should lead to purging of geeetic load due to increased exposure of
deleterious mutations in homozygotes (Lande andei®ske 1985; Charlesworth and
Charlesworth 1987; Waller 1993). Second, in speai#s haploid-male sex determinism such
as Hymenoptera, deleterious mutations are reguéqbpsed to selection in males. Selection
therefore acts as a powerful purge for deleterimliedes, which explains why Hymenoptera
should be less prone to inbreeding depression [Semd Shaw, 1980; Saitet al, 2000;
Bruckner, 1978; Crozier, 1985; Werren, 1993). Boypotheses suggest that the genetic load
associated with inbreeding should be reduced irati€ataglyphis cursqrwhere queens are
produced parthenogenetically and show a high lef/élomozygosity. Moreover, it has been
suggested that queens Gf cursorare less subject to inbreeding depression thart amds
species because they found new colonies by budding.absence of mating flight and the
ability to start a new colony with the help of adulorkers should indeed lower selective
pressure on queens (Peastyal, 2004b). Another possible genetic consequendeco¢ased
homozygosity due to automictic parthenogenesifiésproduction of diploid males. Diploid
males develop from eggs that are homozygous asdkaletermining locus (or loci) and are
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functionally sterile, so that their production geates a genetic load to the colony (Crozier,
1977; Cook, 1993). However, adult diploid malesenaot been found in a large subsamble of
C. cursormales (Pearcygt al, in prep).

In C. cursor two non-mutually exclusive processes may countergenetic
homogenization induced by automictic parthenogendsrst, previous studies showed that
3.6% of gynes are produced by sexual reproductRearncyet al, 2004b). This proportion
seems however too small to account on its ownHerlével of heterozygosity (range: 0.57-
0.94) observed in queens. Second, workers can peogynes in the absence of the mother
gueen (Cagniant, 1979). Because workers arise $@xaal reproduction, their contribution to
the next generation should decrease the levellwtading. Consistently, our results indicate
that inbreeding coefficient for workers does ndtedifrom zero.

Our genetic analyses also show that more than 6D%eocolonies are headed by
gueens produced by workers in the study popula@an.estimate of worker-produced queens
may have been slightly overestimated, because &sraising from sexual reproduction of
mother queens are genetically similar to (and aezefore counted as) those arising from
worker reproduction. However, as mentioned abosales arising from sexual reproduction
of mother queens are rare (Peagtwnl 2004b) and can not substantially bias our esémat

The high proportion of colonies headed by workemdpieed queens found in this study
strongly suggests that queen replacement is a conphenomenon in the a@t cursor In
spring, freshly inseminated queens of this speciayg either leave the nest with a group of
workers (colony budding) or stay in the nest anglase the mother queen (queen
replacement). Both options result in the same gommetic architecture. However, production
of eggs developing into sexuals is restricted shart period of time in early spring, and adult
sexuals emerge within 40 days (Cagniant, 1979).€fbes, replacement of a mother queen by
one of her own thelytokous daughters may occur dnghe dies in the meantime, making
colony budding a more likely explanation for worgoduced queens in early spring.
Conversely, if the mother queen dies outside ofptiieod of sexual production, workers will
start to produce sexual offspring from the nextrgpleading to queen replacement. Variations
over time in colony kin structure due to the replaent of old queen(s) by newly inseminated
ones {.e., queen turnover) has been documented in severaspeties (e.g., Evans, 1996;
Goodisman and Ross, 1999; Andezé al, 2001; reviewed in Heinze and Keller, 2000).

However, queen turnover in thelytokous ant spetias received little attention. To our
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knowledge, our study allows a first estimation loé rate of queen replacement by worker-
produced queens in a natural population of a thkebas ant.

In C. cursor thelytokous parthenogenesis might have beentedldor to face high
gueen mortality and replace the queen when sheepassay (Lenoir and Cagniant, 1986).
Keller and Genoud (1997) emphasized the close etgocbetween queen lifespan and (i) the
colony kin structure and (ii) the mode of colonyalation in ants. They showed that the
lifespan of queens is greater in monogynous thamdlygynous species, and greater in
independent than in dependent founding speciemdst ants, monogyny is associated with
independent colony founding, whereas polygyny isoemted with dependent colony
founding. Colonies o€. cursordo not fit with this general pattern: they are mgynous and
foundation proceeds by budding. There is thus ndigtien for queen lifespan in this species.
Queen life expectancy remains unknown in the geDataglyphis both under natural and
laboratory conditions. As for workers, lifespan Hasen reported in a few species to be
extremely low. For instance, foragers Gf bicolor reportedly live on average 6.1 days
(Schmid-Hempel and Schmid-Hempel, 1984). Such at $if® expectancy of worker foragers
also occurs inC. cursor (Lenoir, pers. com.). Since workers 6f cursor reproduce in
gueenless colonies only (Cagniant, 1980), the prgiportion of colonies headed by a worker-
produced queen found here suggests that the lifespgueens should be relatively short in
this species. In their study, Keller and Genoud®{)%lso did not consider ant species where
workers can produce females parthenogeneticallpwalg queen replacement by workers.
Whether this ability is associated with a shortequife expectancy remains unknown.
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Table 1. Range of the expected rates of transition to hogusity of an heterozygous locus (r)

for different modes of parthenogenesis accordintipéodistance to the centromere.

Mode of parthenogenesis Locus position
close to centromere far from centromere
(no recombination) (many crossing-over)
Terminal Fusion 1.00 0.33
Central Fusion 0.00 0.33
Random Fusion 0.33 0.33
Gamete Duplication 1.00 1.00
Apomictic 0.00 0.00
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Table 3. Observed inbreeding coefficients in workers (n=)%a#Ad queens (n= 33), and
estimation of the rate of worker-produced queens.

Fw: inbreeding of workersFg: inbreeding of queensR: estimated rate of transition to
homozygosity during parthenogenesis (bounded betw&eand 1/3 in accordance with
theoretical expectations for automictic parthen@genwith central fusion)\: estimated rate
of worker-produced queens froRg andR when applying eq. (2). * inbreeding significantly
0. W> 1 means that an estimate above one has beenahtai

Locus Fw Fq R w
Ccur-11 0.01 0.02 0.06 >1
Ccur-46 -0.02 0.37* 0.33 0.87
Ccur-58 0.03 0.42* 0.33 0.70
Ccur-63b 0.02 0.25* 0.17 0.63
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Titlesand legendsto figures

Figure 1. Different cytological mechanisms during meiosis dleg to automictic
parthenogenesis and their impact on inbreeding &icais when a crossing-over between the
locus and the centromere occurs or not. ModifiearfiSuomalainen et al. (1987).

Circles represent nuclei. Horizontal lines représ¢momatids, with small circles showing the
location of the centromere and letters represendiligles at a given locus. The parent is
heterozygous (ab) and parthenogenesis causes dngeavhen its progeny becomes

homozygote (aa or bb).
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Article 4.

Accouplements multiples chez la fourmi Cataglyphis cursor:
Test des hypotheses de la limitation spermatique
et du fardeau en males diploides

Bien que les reines de la fourmi C. cursor soient capables de produire une descendance
diploide par parthénogenese thélytoque, elles ont conservé la reproduction sexuée pour la
production d'ouvrieres et s'accouplent avec plusieurs males. Ceci suggeére fortement que la
reproduction sexuée est avantageuse pour le fonctionnement de la colonie. Différentes
hypotheses ont été avancées pour justifier 1'évolution et le maintien de la polyandrie chez les
insectes sociaux. Dans cet article, nous testons les hypothéses de la "limitation spermatique" et
du "fardeau en males diploides" chez C. cursor. Nos résultats indiquent que les reines de cette
espece s'accouplent avec 4 a 8 males, les peres contribuant de maniere équivalente a la
production du couvain dans 75% des colonies. Il n'y a pas d'association significative entre le
nombre d'accouplements et la taille de la colonie, et les méales possédent, en moyenne,
suffisamment de sperme pour satisfaire les besoins d'une reine. L'analyse du niveau de
ploidie de 179 males indique qu'ils étaient tous haploides. Ces résultats ne supportent ni
I'hypothese de la "limitation spermatique", ni celle du "fardeau en males diploides" pour
justifier I'évolution de la polyandrie chez cette espéece. L'absence de biais de paternité dans la
plupart des colonies représente aussi un argument important contre 1'hypothese de la
"limitation spermatique", et le comportement des nouvelles reines lors de l'accouplement
suggere qu'elles recherchent activement de nouveaux partenaires sexuels et que la polyandrie
n'est pas une simple conséquence de la coercition sexuelle des males. Au contraire, nous
suggérons que C. cursor pourrait bénéficier d'une augmentation de la résistance aux
pathogeénes et parasites résultant de la diversité génétique et/ou permettre aux reines de
réduire le conflit opposant reines et ouvriéres concernant l'origine des males.

Pearcy M., Allard D., Timmermans I. & Aron S. (in prep). Multiple mating in the ant Catalgyphis cursor:
testing the sperm limitation and the diploid load hypotheses.
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Abstract

Multiple mating by queens in insect societies (polyry) is detrimental to kin selection since it
lowers within-colony relatedness and, hence, samélesion. Several hypotheses have been
put forward to explain the evolution and mainteraatpolyandry. In this paper, we tested the
"sperm limitation" and the "diploid load" hypothesm the polyandrous ar@. cursor Our
results reveal that queens of this species mate 8gimes, with fathers contributing equally to
the brood in 75% of the colonies. Overall, theresw® association between the mating
frequency and the colony size, and males carryawrage, enough sperm in their seminal
vesicles to fill one queens' spermatheca. Analpéebe nuclear DNA-content of 179 males
revealed that all were haploid. These results suppmther the "sperm limitation” hypothesis
nor the "diploid load" to account for the queen im@atfrequency reported in this ant. The
absence of paternity skew in most colonies alsoessmts a strong argument against the
"sperm competition" hypothesis, and the mating beha of new queens suggests that they
actively seek to mate multiply and that polyandsynot a mere consequence of male sexual
coercion. On the contrary, we suggest thatursormight benefit from increased resistance to
parasites and pathogens due to colony geneticbiletsiaand/or allow queens to reduce the

gueen-worker conflict over sexual parentage.
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I ntroduction

In social insects, workers give up most or allladit own reproduction to help relatives in their
colonies reproduce. Hamilton's (1964a,b) kin sedacand inclusive fitness theories provided
the evolutionary background to explain the evolutamd maintenance of such a reproductive
altruism. Workers may benefit helping relativesrogluce as long as the relatives they aid
share a higher than average proportion of theiegevith the workers and effectively pass on
copies of the workers' genes to the next generaRehatedness between colony members is
therefore pivotal in kin selection theory, becausselirectly influences the benefits from
indirect fitness. In social Hymenoptera, within-@oy relatedness is usually high, because of
the haplodiploid sex determinism system (Croziéi71). In colonies headed by a single, once-
mated queen, workers are more closely relatedeio sisters (= 0.75) than to their own male
and female offspring (= 0.5).

However, two primary factors are known to alter dwdony kin structure and, hence,
within-colony relatedness: the number and relatsslioé reproducing queens in a nest, and the
number and relative contribution of males to coloffgpring (Bourke & Franks, 1995, Crozier
& Pamilo, 1996). Multiple queen colonies (polygymgve been reported in many ant species.
Under polygyny, within-colony relatedness is dihgcaffected by the relatedness among
gueens and it may approach zero when queens azataar (Queller, 1993). Multiple mating
by queens (polyandry) also lowers relatedness buiaa dramatically as polygyny, because
workers offspring still remain half sisters andithielatedness never drops below 0.25.

Multiple mating is detrimental to kin selectionnee it reduces workers' benefits from
inclusive fitness. In ants, most species are 8tristonoandrous or, at best, occasionally
polyandrous, with an effective queen mating freqye(M. lower than 2 (Boomsma &
Ratnieks, 1996; Strassmann, 2001; Crozier & Fjgsted, 2001). Exceptions to effective
monoandry are scarce, though sometimes remarkadllggndry levels exceeding 2 have been
reported in the genustta (Me= 3.1, Murakamiet al, 2000), Acromyrmex(Me = 3.9,
Boomsmaet al, 1999),PogonomyrmexM. ~ 6.8, Cole & Wiernasz, 2000Rorylus (Me =
17.5, Kronaueet al, 2004) andeciton (M. = 33.4, Dennyet al, 2004).

Two sets of hypotheses have been put forward tdagxpnultiple mating in social
insects. The first is based on the fact that mleltipating often leads to multiple paternity of
the queen’s offspring and thus to increased gemtiersity within her colony. Increased
genetic diversity has been hypothesized to enhaoteny fitness by increasing disease
resistance or worker task efficiency, or by lowgrihe load of sterile diploid males (which
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result when a paternal male shares a sex locus alith the queen) (Page, 1980; Crozier &
Page, 1985; Shermaat al, 1988; Pamilcet al, 1994; Pageet al, 1995; Baer & Schmid-
Hempel, 1999). In addition, multiple paternity makie genetic value of male and female
reproductives more equal for the workers (as forsthe queen). This reduces worker-queen
fitness conflict over the sex ratio (Trivers & Hal®76; Moritz, 1985), and may enhance the
fitness of the queen (Ratnieks and Boomsma, 1986d€rom & Ratnieks, 1998). So far,
several empirical tests of the hypothesis have shohat genetic variability efficiently
increases polyethism (Robinson & Page, 1988; Snyd®2, 1993; Paget al 1995; Gordon
1996; Julian & Cahan, 1999) and resistance to petn® (Hugues & Boomsma, 2004, 2005),
and one study emphasized the role of improved panssistance due to polyandry on colony
fitness (Baer & Schmidt-Hempel, 1999, 2001).

The second hypothesis is connected to the factoire¢ns only mate on a single nuptial
flight (Bourke & Franks, 1995). The number of spestored during the mating flight thus
places an upper limit on a queen’'s maximum lifetoutput of fertilised eggse(g. Tschinkel,
1987), and may constrain the size of her workecdoand, eventually, the number of
reproductive offspringproduced. It was therefore hypothesised that aeems mate with
several males in order to obtain larger sperm st¢kamilton, 1964; Cole, 1983). The
hypothesis was criticized by Crozier and Page (198® argued that males should be selected
to have enough sperm to satisfy the sperm requitesnod a queen. However, this criticism can
not a priori invalidate the "sperm limitation" hypothesis, gnmale sperm content might be
constrained by selection on other components ofenfahess (such as flight ability;
Fjerdingstad & Boomsma, 1997), and since males paagel out their sperm between different
gueens (Boomsma, 1996; Reichardt & Wheeler, 1986ntsma & Sundstrém, 1998).

A previous study of the thelytokous a@ataglyphis cursorshowed that colonies are
headed by multiply-mated queens (Peagtyl, 2004b). In this species, workers arise from
fertilized eggs, while sexuals are parthenogenigtiggoduced. Thus, polyandry alters the
genetic composition of the worker force but haseffect on reproductives. Parthenogenesis is
automictic with central fusion of the polar nucl@earcyet al, in press), what increases
homozygosity of reproductive daughters. This ca l® the production of diploid males and
therefore represent a load for the colony. Herejnvestigated the "sperm limitation" and the
"diploid load" hypotheses as possible evolutioneayises responsible for the evolution of

polyandry in this species.
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Material and methods

Field collection and sampling

Fifty-seven nests aCataglyphis cursowere excavated in the end of April/early May in 200
2002 and 2003 at St-Hyppolite (southern France82f2North, 2.99° East), before the
emergence of the first sexuals. Colonies whoseeoérwere located too close from each other
were not collected so as to prevent mixing indigldurom different nests. All adults (queens
and workers) as well as brood at various stagegs(dgrvae and sexual pupae) were collected
and brought into the laboratory. The number of veaskper colony was counted (mean colony
size £+ SD= 752.4 + 602.4; range: 78 - 2658; Pe&cpron, submitted). Colonies were
maintained under laboratory conditions (26 + 2°@ a2h:12h L:D) and fed on cockroaches,
sugar water and grape. They were censused twicee& and all sexuals emerging from the
pupae were collected; males were kept apart wathosample of workers for subsequent sperm
and ploidy analyses (see below), whereas youngasdemales were deep-frozen for other

purposes.

DNA extraction and microsatellite analysis

To estimate the number of mating by queens, 12needocomprising the queen and her
nestmate workers were reared under laboratory tiondi All the brood was carefully
removed from the nests immediately after collectiGallow workers were sampled 4 months
after harvest for subsequent mother-offspring geratalyses. Since development from the
egg to the adult stage lasts up to 40 days, dbbwalvorkers originated from eggs laid by the
colony queen in the laboratory. A sample of 43Togaworkers (heant sb= 36.4 + 9.4) were
genotyped at four polymorphic microsatellite lo€c(rll, Ccur4§ Ccur58 and Ccur63h
Pearcyet al, 2004a). Individual ant DNA was extracted by hoemgation in a digestive
solution (100mM NaCl, 50mM Tris, 1mM EDTA, 0.5% SDP&d 200 pg/ml proteinase K
(BIOGENE)) and incubated for 2 hours at 55°C. GeicorDNA was purified by
phenol/chloroform and precipitated with ethanoldaling standard protocols (Sambroekal,
1989), and then suspended in 100 pl. Amplificatimese carried out in a 10 pul volume using
the standard 10x Buffer and Taq from QIAGEN Polyaser kit (Pearcyet al, 2004a).
Amplified fluorescent fragments were visualized ngsian automated ABI Prism 3100

sequencer.

57



Stratégies reproductrices cheataglyphis cursor Article 4

Queen mating frequency and paternity skew
The absolute number of mating per quelh) (was determined from pedigree analyses from
mother-offspring combinations. The effective number mating per queenMg,) was
estimated following Nielseat al (2003; equ. 16),
Mep= — (n-1)?

Y p2(n+1)(n-2)+3-n

i=1

wheren is the sample size amxlis the proportional contribution to the brood loé¢ ith mate.
Because two males may share the same alleles 4t lte studied, we estimated this
non-detection error for each colony by calculatimg probability that two mates bear the same

alleles as (Boomsma and Ratnieks, 1996),
Phon-detect= Zjﬂi fi

wheref; is the frequency at the population level of tHelalcarried by thg¢th male at theth
locus. On the other hand, there is always a prdéibalbhat an additional patriline was not
sampled, but still present among the brood, becafigbe limited sample size. This non-
sampling error was estimated using the formulat@fes al. 1999),
Pnonsampiing= (14)"
wheren is the number of offspring analyzed &nid the proportional representation of a father
among the brood.

Skewness in paternity (the unequal contributioraxth father in the brood) of a given
colony was quantified according to Pamilo and G¥p1996),

_M p_Me,p
> Mp-1

whereM, is the total number of male mates avid,, is the effective number of male mates,
both estimated from the callow workers pedigree ggove). We determined, for each colony,
the statistical significance of the male skew usar@-test for goodness-of-fit under the null

hypothesis that all males contributed equally wgpny production.

Sperm count

Sperm was counted from= 11 queen spermatheca ame 33 male seminal vesicles. Males
were dissected when they showed attempts to dégranuptial flight,i.e. one or two weeks
after their eclosion. Dissection of queens and malas handled in Ringer solution. Both
spermatheca and seminal vesicles were emptiedstaiming solution of DAPI fluorochrome
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(4', 6-diamidino-2-phenylindole), and the number sderm cells was counted by flow
cytometry (Ploidy Analyser PAI, Partec; see Ariral. 2003 for details).

Diploid males

To establish the existence of adult diploid males,determined the ploidy level (haploid or
diploid) of n= 179 males sampled froN= 4 colonies. Because diploid muscle cells are doun
in haploid Hymenopteran males (Arehal, 2005), heads only were used for ploidy analyses.
DNA of cells nuclei was stained with DAPI fluorocine, and the nuclear DNA-content of

each male's cells was determined by flow cytometry.
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Results

Queen mating frequency and paternity skew

The distribution of genotypes in parent-offspringmbinations was consistent with queens
being multiply mated. Over the 12 colonies sampveel found that the queen was mated with
4 to 8 different males. The harmonic mean numbeB} of fathers detected per colony was
Mp= 5.56 * 1.34 and the effective number of matingqesen reached a valueM§ = 4.63 +
1.35. There was no association between the absuolatieg frequencyM,) and the colony size
(Spearman rank correlation= 0.29,n= 12,P= 0.35). Both the population-wide non-detection
error due to two males bearing the same allelesl #&cCi (Pnon-getece 0.003 + 0.003) and the
non-sampling error due to limited sample si2gq.sampiing 0.038 + 0.049) were very low. It is
therefore unlikely that our data were affectedhmse potential sources of errors.

Pedigree analysis showed that the respective baoitsh of the male mates varied
across colonies, with the majority male siring 0t@®.5 of the offspring. The paternity skew
over all colonies ranged from 0 to 0.55 and wasaverageS= 0.18 + 0.17. There was a
significant deviation from equal father contributicn 3 colonies G-test for goodness-of-fit
with Bonferroni correctionP= 0.003,P= 0.001 andP< 0.001). In the 9 remaining colonies,

however, there was no evidence for unequal corttabwf fathers.

Sperm count

Sperm counts showed that, over theQ.1lcursorgueens examined, the mean spermathecal
sperm store wais= 109.7 + 37.9 x103 sperm cells, with large intémdual variations (range:
37.8 - 165.8 x103). Average sperm amount in quegpsifmatheca was lower than sperm
content of males' seminal vesicles. Males carriedveragen= 158.5 + 156.7 x103 sperm cells,

ranging from 48.8 to 800.6 x103 sperm cells.

Diploid males

The flow cytometry analyses revealed that non@eflf79 males in our sample were diploid.
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Discussion

Our data show that queens@ataglyphis cursomare strictly polyandrous, mating with
up to 8 males. Consistent with these results, fafigervations indicate that queens repeatedly
leave the mother nest to mate with the surroundiates, then re-enter the nest (Leregial,
1988; pers. obs.). The fact that queens activebk $@ mate several times strongly suggests
that polyandry represents a valuable increaseeim finess. However, our data support neither
the "sperm limitation" hypothesis, nor the "dipldahd" hypothesis as the evolutionary causes
for polyandry in this species. The quantity of sperarried by males, though highly variable,
seems sufficient to fill one queens' spermathend,calony size is not associated with mating
frequency. Across ants, Boomsma & Ratnieks (1996wed that the number of matings is
associated with colony size when polygynous speaies excluded from the analysis, as
predicted by the "sperm-limitation" hypothesis (€01983). A previous study revealed that
multiple mating allows queen oAtta colombicato effectively increase their sperm store,
suggesting that polyandry could be an adaptivetegfyato avoid sperm depletion in this
species (Fjerdingstad & Boomsma, 1998). It shoelchdited that colonies of the leaf-cutter ant
Atta colombicaare huge (millions of workers) and queens are -loregl (10 to 16 years).
Large colony size is also typical of other polyandr species such a&cromyrmex
octospinosugover 1000 workers; Murakanei al, 2000),Pogonomyrmex occidental{sp to
8800 workers; Lavigne, 1969porylus molestugmillions workers; Raignier & Van Boven,
1955) orEciton burchellii(up to half a million workers; Franks, 1985). Bynt@st, inC.
cursor, colonies are quite small, usually comprising hhedd of workers (range: 78 - 2638;

57 colonies) and queens experience a short lifeadapcy (Pearcegt al, in press). These
results strongly suggest that, in this speciestngsmamount is not a limiting factor for queen
fitness and that multiple mating is not selectedtéoavoid sperm depletion. Additional data
concerning the association between queen matingidrecy and the amount of sperm stored
will soon be available foC. cursorand should allow further testing the "sperm-limda"
hypothesis.

Our data also failed to detect diploid males inghedy sample, indicating that diploid
males are rare or even absenCincursor Two proximal mechanisms may explain absence of
adult diploid males. First, cytological mechanismay prevent homozygosity at CSD loci,
such as multiple-loci complementary sex determima{iml-CSD) (Crozier, 1971) or genomic
imprinting (Beukeboom, 1995). In mI-CSD, only ingivals homozygous at all sex loci
develop as diploid males, so that diploid male lcadains unlikely in an outbred species like
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C. cursor To date, mI-CSD has not been proven in a sociahéhoptera. Under genomic
imprinting, one or more loci are differently impt@a on paternal versus maternal genes
(Beukeboom, 1995). Genomic imprinting can not lstei@ without appropriated cytogenetic
markers such as the parental-sex-ratio chromos®8R) inNasonia vitripennigDobson &
Tanouye, 1998; Beukeboom & Werren, 2000), whichottohately are not available for any
ant species. Second, the absence of diploid maleg stem from workers selectively
eliminating diploid males at the larval stage. Taieq it is not possible to test this hypothesis
since the tools allowing the discrimination betweefemale and a diploid male at larval stage
are not available. Nevertheless, the complete aesef diploid males is direct evidence
against the "diploid load" hypothesis@ cursor If diploid males were an important selective
pressure justifying the evolution of polyandry, omeuld expect a significant proportion of
diploid males among adults. The influence of thepladd load" hypothesis is not
straightforward; polyandry will be favoured whenrstlinked to diploid male production are
low (e.g. when diploid males are eliminated almost immedyateConversely, monoandry
should be selected when these costs are high. ritkasity of the selection for mono- or
polyandry depends on diploid male frequency (Booms&n Ratnieks, 1996; Crozier &
Fjerdingstad, 2001). For instance, Formica ants, monoandry may have been favoured in
monogynous species, where costs of diploid maldymiions are high (Pamilet al, 1994).
The influence of the diploid load has not been destrated in polyandrous ants yet.
Mathematical models indicated that, in the honeyApes mellifera low mating frequency
would increase the risks of high mortality among tirood due to diploid males (Tarpy &
Page, 2001). However, authors admitted that didwad could hardly account for more than
10 mating, which often occurs in this species.

This work, together with the unusual life history €. cursot allows further
consideration of the evolutionary causes of mutiplating in this species. If multiple mating
by queens o€. cursorincreased their fithess through post-copulatossrispcompetition, one
would expect a significant bias in males contribatio the brood, with the fittest male(s)
fathering a larger fraction of workers (SimmonsQ20 We detected an unequal contribution
of fathers in only 3 colonies over 12 (25%), stigrguggesting that sperm competition has no
significant effect in most colonies. Few empiriezidences support the "polyandry for sperm
competition" hypothesis in social insects. Diffares in male's ability to fertilize eggs was
demonstrated once pis mellifera(Harbo, 1990), but this result was not confirmegrian
(Sasakiet al, 1995; Haberl & Tautz, 1998; Framk al, 1999). According to the "mating by
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convenience" hypothesis (Thornhill & Alcock, 1983gxual coercion was also evoked as a
cause of multiple mating. Again, little support fibis hypothesis has been found in social
Hymenoptera where a nuptial flight often prevergsusl coercion. However, a recent study
indicates that queens of the polygynous Rlagjiolepis pygmaeanay accept additional mates
by convenience. In this species, where mating atlggoccurs within the nest (Tron#t al.,
2005), sex ratio is highly male-biased (over 95%0mA in prep) and each female is most
probably attended simultaneously by multiple malpsypviding a strong incentive for
convenience polyandry. The sexual coercion hyp@hssunlikely inC. cursor where new
gueens leave the nest repeatedly to copulate witeral males close to nest entrance (Lenoir
et al, 1988; pers. obs.). This indicates that multipking is an active strategy by queens and
not a mere consequence of males' willingness te.mat

Genetic variability acquired through multiple magilhas been assumed to enhance
colony resistance to pathogens and parasites (ktamil987; Shermaat al 1988). In ants,
within-colony genetic diversity has been shown fieatively lower the parasite pressure in
artificial groups of Acromyrmex echiniatomworkers (Hugues & Boomsma, 2004, 2005).
Artificial inseminations of the bumblebd&&ombus terrestrislemonstrated that high-diversity
colonies had fewer parasites and showed greateodegtive success, on average, than did
low-diversity colonies, strongly suggesting thatgsite pressure may favour multiple mating
by queens (Baer & Schmidt-Hempel, 1999). This higpsis may prove especially relevant for
a scavenger ant such & cursor where workers are potentially exposed to pathsgen
developing on dead arthropods.

Queens might also exploit multiple mating to redtlee conflict that opposes them to
the workers regarding the maternity of 