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Résumé

Les interactions plantes-pollinisateurs constituent une composante clé de la dynamique phetla plu
des écosystemes terrestres. Les interactions entre espéces jouant un role cerdealndant®eux
évenements de spéciation, I'étude de l'histoire évolutive des caractéres étrditssnante type
d'interaction contribue a améliorer notre connaissance des mécanismes impliquéssectes
représentent le groupe majeur des espéces animales visitant les fleurs potercgdnéralement
pollen et/ou nectar, mais certains d'entre eux recherchent d'autres ressources polliegjtedations
entre les fleurs produisant des lipides et les abeilles spécialisées cbliettamessource constituent
un exemple d'interaction étroite et inhabituelle. Ce type de fleur ne s'obseweejn’ de 11 familles
non apparentées d'angiospermes. L'apparition des structures florales productricesdede lipi
(élaiophores) résulte d'un seul événement évolutif dans la plupart de ces famibaseption des
Orchidaceae et des Iridaceae ou des transitions multiples se sont produitgdas,Dméme si le
nombre de transitions et la maniere dont ces structures florales ont évahtériaur des Iridaceae
sont encore inconnus, le nombre et la distribution géographique des espéces sédeétiides
floraux suggérent que les transitions vers la production de ce type de reggnura&nt avoir joué

un rble clef dans la diversification de la sous-famille des Iridoideae sur le continent américai

L'objectif de cette these était d'amélioterconnaissance de I’histoire évolutive de ce systeéme de
pollinisation particulier au sein des Iridaceae et d'évaluer son imporeandant que facteur de
diversification. Un large échantillonnage de terrain a été réalisé au seierdes gmeéricains de la
sous-famille des Iridoideae afin de disposer de phylogénies moléculaires robusteséktidies
taxonomiques différentes. Le rodle joué par I'évolution des stratégies de pollinisation en relatian avec |
sécrétion de lipides floraux a été évalué dans le contexte global de la sous-fansl@ussi a une
échelle plus réduite. Le genBisyrinchium comprenant a la fois de nombreuses espéces produisant
des lipides floraux mais aussi des espéeces dont la seule ressource fournie aux qoltirssatble

étre le pollen, et dont la diversification est de loin la plus importantke samtinent américain, a été
choisi pour ce deuxiéme volet de I'étude. Une double démarche a été mise en ceuvre, couplant une
approche phylogénétique avec la caractérisation micro-morphologique et fonctionnefirucieses

susceptibles d'étre impliquées dans la relation plante-pollinisateur au sein du genre.

Les résultats ont permis de montrer l'apparition répétée des élaiophores aux ddles éche
taxonomiques de I'étude et de mettre en évidence le réle majeur joué pattitepgarce caractere
homoplasique dans la diversification de la famille sur le continent américain. La poursuiteagtaite tr
nécessitera d'étudier de maniére approfondie non seulement la biologie de la reprodiistaumssi

la biologie de la pollinisation afin de mieux cerner l'impact de ces intenaciior la dynamique des

écosystemes ol elles existent.

Mots-clés : IridoideaesSisyrinchium élaiophores, phylogenie, phylogéographie, histoire évolutive,

innovation clé.
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Abstract

Plant-pollinator interactions are key components of the dynamics of mestiiel ecosystems. Since
species interactions are considered to play a central role in many speeiatits, studying the
evolutionary history of traits closely linked to this kind of interaction riomtes to improve our
knowledge of the mechanisms involved. Insects are the largest group of aninilg flsivers to
collect mostly pollen and/or nectar, but some insects seek other res®elad®nships between oil-
secreting flowers and specialized oil-collecting bees constitute an exangptdost and uncommon
interaction. Flowers offering oil as a resource are found in only 11 familiefodistl across the
angiosperms among unrelated orders. In most of these families floral oil-prodstoirngures
(elaiophores) evolved only once, except in Orchidaceae and Iridaceae where oil rewared evol
multiple times. Furthermore, even if our phylogenetic knowledge is too incompleferttiaw many
times and how elaiophores have evolved within the Iridaceae, the number and the geagraphic
distribution of oil-flower species suggest that transitions to florapraitucing structures may well
have played a key role in the diversification of the Iridoideae subfamily on the American dontinen

The goal of this study was to improve our knowledge of the evolutionary histdhys uncommon
pollination system and to test whether the evolution of elaiophores is a auiealof diversification
within the IridaceaeSpecies of the American genera of Iridoideae were widely sampled in th&ofiel
produce robust phylogenetic frameworks at two different taxonomic levels. This warH @irbetter
understanding the evolution of the pollination strategies related to fliistcretion not only in the
general context of the subfamily but also at a lower taxonomic Bigirinchiumthe largest genus in
the New World Iridoideae, including species with oil-producing flowers and speitlesnly pollen
flowers, was selected for the second part of this study. Phylogenetic analyse combined with
micro-morphological and functional characterizations of the floral strucpotmtially involved in

plant-pollinator inteadions within the genus.

The results showed that elaiophores evolved several times at both taxonomic levels dhid that
homoplastic character has played a key role in the diversification of thily famthe American
continent. For future prospects, thorough studies of the reproductive andatpmilitviology are
required to elucidate how these interactions impact the dynamics of the ecgsistefnich they
occur.

Keywords: IridoideaeSisyrinchium elaiophores, phylogeny, phylogeography, evolutionary history,

key innovation.
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INTRODUCTION

1. La pollinisation avec récompense lipidique au sein des Angiospermes

Les angiospermes, ou plantes a fleurs, comprennent environ un sixieme du nombre total des
especes vivantes décrites actuellement a la surface du globe et les insectes représentent a eux
seuls quasiment les deux tiers de cette richesse spécifique. Ces deux groupes dominent la
flore et la faune des surfaces terrestres de la planete et leurs interactions jouent un role
essentiel dans la dynamique et I'évolution des écosystémes terrestres (Waser, 2006). Parmi ces
interactions, I'une des plus importantes est celle qui s'est établie entre les angiospermes et les
insectes qui visitent et pollinisent leurs fleurs. Dans ce contexte, le groupe des abeilles est
prépondérant et joue un réle majeur dans la reproduction sexuée d'une grande partie de la
végétation naturelle des écosystemes terrestres de la planéte (Michener, 2007). Ce type
d'interaction fait intervenir dans la plupart des cas la production d'une ressource par la plante
collectée et utilisée par l'insectan service mutuel plus ou moins strict s’établit donc entre

les partenaires et la relation est alors qualifiée de mutualiste. En effet, durant la collecte de la
ressource produite par la plante, l'insecte peut entrer en contact avec les organes reproducteurs
de la fleur, entrainant un transfert du pollen sur son corps, et ensuite de son corps vers les
surfaces stigmatiques de la fleur, assurant ainsi la reproduction sexuée de la plante visitée
(Glover, 2007). Un composé produit au niveau de la fleur ou de l'inflorescence peut étre
considéré comme une ressource pour un pollinisateur & partir du moment ou il est récolté et
utilisé par celui-ci et que cette collecte entraine des visites répétées, avec pour coasaquenc
pollinisation de la plante productrice de cette ressource (Simpson & Neef, 1981). Dans la
plupart des cas, les relations entre plantes et pollinisateurs forment des résgaractions
complexes ou les différents acteurs sont en relation avec une gamme plus ou moins large de
partenaires (Memmot, 1999). A Dl’intérieur d’une communauté les réseaux d’interactions
mutualistes sont fortement structurés, mais les interactions a 1’intérieur de ces réseaux sont
généralement asymétriques, les especes spécialisées étant fréequemment dépendantes
d’especes généralistes (Bascompte et al., 2003). La plupart des relations mutualistes entre
plantes a fleurs et pollinisateurs peuvent donc étre considérées comme facultatives
(Bronstein, 1994 ; Thompson, 1999). Néanmoins, méme si les relations de mutualisme
obligatoire entre les espéces de plantes a fleurs et leurs pollinisateurs sont rares, leur étude
offre la possibilité d’observer les adaptations réciproques qui se sont développés au cours de

I’évolution des partenaires. Elles peuvent servir de modele pour comprendre comment
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I’établissement de relations mutualistes peut conduire a des transformations liées aux
influences réciproques des différentes espéces impliquéassieti’évaluer 1’importance de

ces relations dans les phénomenes de coévolution (Renner & Schaefer, 2010).

Le pollen et le nectar représentent les deux principales ressources produites par les plantes a
fleurs mais de nombreux autres composés chimiques peuvent aussi jouer ce réle. La troisieme
ressource, par le nombre d'espéeces de plantes a fleurs impliquées (Simpson & Neff, 1981;
Vogel, 1988), est constituée par des lipides a haute valeur énergétique produits au niveau de
différents organes floraux spécialisés. Ces lipides sont récoltés par des abeilles présentant
elles aussi des organes spécialisés pour réaliser la codect#isés ensuite de différentes
manieres (Vogel, 1969; 1974; Buchmann, 1987; Rasmussen & Oleson, 2000). Les
interactions plantepellinisateurs basées sur la production de lipides floraux sont a 1’origine

de relations de dépendances obligatoires ou facultatives entre les partenaires, mettant en jeu
de nombreuses adaptations tant morphologiques que chimiques ou comportementales (Renner
& Schaefer, 2010).

1.1.Les structures florales impliquées dans la pollinisation avec récompense
lipidique

La production de ce groupe de composés chimiques au niveau des fleurs de plusieurs familles
d’angiospermes a été découverte et décrite il y a une quarantaine d’années par Stefan Vogel
(1969), bien que les structures glandulaires a 1’origine de leur sécrétion fussent connues
depuis au moins 200 ans (Simpson & Neff, 1981). Les lipides produits sont dans tous les cas
des esters d’acides gras et du glycérol. La propriété dominante des acylglycérols naturels est
leur caractere complétement apolaire ou neutre, les groupes polaires disparaissant dans les
liaisons esters.L’ensemble des observations réalisées montrent qu’ils appartiennent
généralement aux classes des monoglycérides (esters avec un seul acide gras) ou des
diglycérides (esters avec deux acides gras) et rarement aux triglycérides (ester avec trois
acides gras). La chaine carbonée des acides gras entrant dans leur composition a une longueur
variant entre 14 et 18 atomes de carbones (Vogel, 2009). Ces lipides sont produits et stockés
par des structures glandulaires spécialisées appelées élaiophores (Vogel, 1974). Ces structures
peuvent se situer sur différents types de pieces florales. Elles constituent des surfaces
glandulaires clairement délimitées a l’intérieur de la fleur, qui peuvent étre subdivisées

anatomiquement et histologiquement en deux grandes catégories (Vogel, 1969, 1974, 2009).
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1.1.1. Elaiophores de type épithélial

Les élaiophores de type épithélial forment des crétes ou des bourrelets sur les organes qui les
portent. lls sont composés de cellules glandulaires épidermiques (Fig. 1) qui forment un
épithélium prononcé composé de cellules dont la taille est tres supérieure aux cellules
environnantes (Endress, 1995). Les sécrétions lipidiques abondantes sont stockées sous une
épaisse cuticule protectrice collective, formant un film au-dessus de la surface des cellules
sécrétrices (Vogel, 1974; Simpson & Neff, 1981; Buchmann, 1987; Machado, 2004). Ce type
d’élaiophores se rencontre principalement au sein des KrameriaceaeKgenezia) et des
Malphigiaceae (16 genres regroupant plus de 750 espéces sur les 1250 que compte la famille)
mais aussi chez quelques espéces d’Orchidaceae (réparties dans les sous-tribus des
Bifrenariinae, Cyrtopodiinae et Oncidiinae, la plupart des especes concernées appartenant au
genreOncidiun) et une espéce d’Iridaceae (Buchmann, 1987; Endress, 1995; Rasmussen &

Olesen, 2000; Machado, 20(tjpiczynska & Davies, 2008; Pansarin et al., 2009; Renner &
Schaefer, 2010). Les élaiophores de type épithélial sont toujours disposés sur les pieces du
périanthe, mais leur position varie suivant les familles. Ils couvrent la face abaxiale d’une

paire de pétales réduits de la fleur des Krameriaceae (Simpson & Salywon, 1999) et sont
positionnés par paire sur la face abaxiale des sépales de la fleur des espéces de Malpighiaceae
présentant ce type de structure (Anderson, 1990). Dans la famille des Orchidaceae, le labelle
des especes qui possédent des élaiophores peut porter une, deux ou trois surfaces glandulaires
de ce type, positionnées sur le callus et/ou sur les lobes latéraux du labelle (Singer & Cocucci,
1999; van der Cingel, 2001; Singer et al., 2006; Stipidkzy et al., 2007; Davies &
Stipiczynska, 2009). Dans la famille des Iridacea€ritoniopsis parviflora(Jacq.) G.J. Lewis

est la seule espece qui présente des élaiophores de type épithélial. Cette espéce daeCrocoide
sud-africaine possede des surfaces glandulaires sécrétrices de lipides sur la moitié proximale
de la face adaxiale de chacun des tépales (Manning & Goldblatt, 2002; Manning & Goldblatt,
2005).

1.1.2. Elaiophores de type trichome

Les élaiophores de type trichome sont constitués de quelgues centaines a plusieurs milliers de
trichomes glandulaires (Fig. 2), formant dans la plupart des cas une surface tres dense de
cellules sécrétrices (Buchmann, 1987; Endress, 1995; Silvera, 2002; Machado, 2004). La

production de lipides est continue et les sécrétions sont généralement non protégées bien que

dans certains cas les lipides puissent étre accumulés dans un espace subcuticulaire situé dans
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Figure 1. Elaiophores de type épithéligh-C) Krameria triandraRuiz & Pav.(Krameriaceae) d’aprés Vogel
(1974). (A) Position des 2 pétales réduits portant le®phores (fléches). (B) Aspect extérieur d’un pétale
réduit. (C) Coupe transversale d’un elaiophore montrant la cuticule qui renferme le film lipidique produit par les
cellules glandulaires de la surface de 1I’élaiophore (fleche)D-E) Krameria lanceolatarorr. (Krameriaceae). (D)
Aspect général de la fleur. (E) Pétales réduits portant les élaiophores.Qie@)um ornithorhynchuniKunt
(Orchidaceae) d’aprés Davies & Stpiczynska (2009). (F) Elaiophores sur les lobes latéraux et le lobe central du
labelle (fleches). (G) Vue de la surface d’un elaiophore au microscope électronique a balayage. (H-) Malpighia
urensL. (Malpighiaceae) d’aprés Dumri (2008). (H) Aspect général de la fleur. (I) Elaiophores portés par les
sépales réduits (fleches).

la partie supérieure des trichomes (Vogel, 1974; Buchmann, 1987; Cocucci and Vogel, 2001).
Ces élaiophores existent au sein de nfaufilles d’angiospermes. Ils sont constitués de
trichomes glandulaires multicellulaires dans les familles des Calceolariaceae (genre
Calceolarig, des PlantaginaceaeAr(gelonia Basistemonet Montteg, des Solanaceae
(Nierembergiy, des Myrsinaceaelysimachig, des CucurbitaceaegMpmordica Siraitia,
Telfairia, Thladiantha et Baijiania), des Scrophulariacea&\l¢nsoa Colpias Diascia et
Hemimeri et des StilbaceaeAfastrabe Bowkeria et Ixiantheg. Ces trichomes sont
unicellulaires dans les familles des Orchidaceae (hombreuses espéces réparties dans quatre
sous-tribus : Coryciinae, Chranichidinae, Cyrtopodiinae, Oncidiinae) et des Iridaceae
(nombreuses especes uniquement dans la sous-famille des Iridoideae), le diespbees
présentant ce type de structures dans chacune de ces deux familles étant aujourd’hui encore

difficile a estimer (Machado, 2004&tipiczynska & Davies, 2008; Pansarin et al., 2009;
Renner & Schaefer, 2010).

Les élaiophores de type trichomes sont généralement positionnés sur les pieces du périanthe
mais ils peuvent aussi plus rarement étre situés sur les filets des étamines (Buchmann, 1987;
Goldblatt & Manning, 2008; Renner & Schaefer, 2010). La corolle des Plantaginaceae est
gamopétale & sa base et lésiophores sont répartis a 1’intérieur du tube plus ou moins
prononcé formé par cette partie soudée (Simpson et al.,, 1990). De plus, dans le genre
Angelonia ils sont concentrés a 1’intérieur de deux éperons développés a la base de la corolle

(Vogel & Machado, 1991). Les Scrophulariaceae présentent aussi une corolle gamopétale et
les trichomes glandulaires peuvent se situer a I’intérieur d’une dépression (Alonsog ou d’une

paire d’éperons (ColpiasetDiascia) développées a sa base (Steiner, 1989; Vogel & Machado,
1991, Steiner & Whitehead, 2002; Dumri et al., 2008). Les élaiophores sont aussi situés a la
base de la partie interne de la corolle gamopétale au sein des Stilbaceae (Steiner &
Whitehead, 1996), des Solanaceae (Cocucci, 1991) et des Cucurbitaceae (Vogel, 1981a). La
corolle des Calceolariaceae est bilabiée, avec une levre inférieure rectd@eate en forme

de sabot (Fig. 2).
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Figure 2 Elaiophores de type trichomd#-B) Thladiantha dubisBunge(Cucurbitaceae) d’aprés Dumri (2008).

(A) Coupe longitudinale de la fleur indiquant la position des élaiophotasbase des pétales (fleches). (B)
Trichomes glandulaires sécrétant les lipides. @@)ceolaria elatiorGriseb. (Calceolariaceae) d'aprés Cosacov
et al. (2009) : coupe longitudinale de la fleur montrant la position des élaéspbor la Iévre inférieure des
pétales soudés (rectanglélp) Calceolaria adscendenisindl. (Calceolariaceae) d'aprés Sacchetti et al. (1999) :
coupe longitudinale de la lévre inférieure des pétales soudés au microscopaiglectidransmission montrant
un trichome glandulaire pluri-cellulaire. (B-©rnithocephalus kruegefchb.f. (Orchidaceae) d'aprés Davies &
Stpiczyniska (2009). (E) Aspect général de la fleur montrant la position des trichomes tdaedwsur le callus
du labelle (c) (F) Vue des trichomes glandulaires unicellulaires du callus au microscope électibigjagage.
(G-H) Sisyrinchium scariosurhM. Johnst. (Iridaceae). (G) Aspect général de la fleur montrantsiéiggodes
trichomes glandulaires sur la colonne staminale (fleche). (H) Aspect desriteshgbandulaires unicellulaires au
microscope électronique & balayage montrant le film de sécrétion lipidigéeasitdessus de chaque trichome
(fleche).

Les trichomes glandulaires qui composent les élaiophores tapissent le lobe médian replié a
I’intérieur de la lévre inférieure de nombreuses espéces de Calceolaria(Vogel, 1974; Molau,

1988; Cosacov et al., 2009). Chéysimachia le seul genre de Myrsinaceae ou des
élaiophores ont été observés (environ 40% des espéces du genre), les élaiophores sont

toujours répatrtis sur la colonne staminale (Vogel, 1986; Buchmann, 1987; Dumri, 2008).

Bien que tres majoritairement positionnés sur le labelle (généralement sur le callus, mais aussi
parfois sur les lobes latéraux, le disque et le lobe médian), les élaiophores de type trichome
unicellulaire des Orchidaceagobservent parfois aussi sur la colonne staminale dans les
genresGrobya et Ornithocephalus ou sur les pétales latéraux dans le gefygostates
(Toscano de Brito, 2001; PacekS&ipiczynska, 2007;Stipiczynska & Davies, 2008; Davies,

2009; Pansarin et al., 2009; Pansarin & Pansarin, 2010). La famille des Iridaceae présente
également deux types de distribution disoghores a I’intérieur de la fleur. Généralement
positionnés sur les tépales internes, mais pouvant aussi parfois s’étendre aux tépales externes
(genresHerbertia et Sisyrinchiun), ils couvrent une grande partie de la colonne staminale
chez de nombreuses especesSyrinchiumou ils peuvent étre alors totalement absent des
tépales (Cocucci & Vogel, 2011; Rudall et al., 2003; Goldblatt & Manning, 2008).

1.2.Les pollinisateurs

Les relations de mutualisme impliquant les abeilles collectrices de lipides et les plantes a
fleurs productrices de cette ressource concernent des abeilles solitaires hautement spécialisées
appartenant a quelques genres répartis dans deux familles : les Melittidae et les Apidae
(sensuMichener, 2007). Les abeilles collectrices de lipides floraux ont développé au cours de

I'évolution un ensemble de structures spécialisées situées sur leurs pattes ou leur abdomen.
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1.2.1. Abeilles collectrices de lipides

Les abeilles solitaires qui présentent a la fois ce type de structures morphologiques complexes
etun comportement adapté a la récolte des lipides floraux sont réparties a l'intérieur de quatre
tribus de la famille des Apidae (Centridini, Ctenoplectrini, Tapinotaspidini et Tetrapediini) et
deux genres de la sous-famille des Melittinae (Melittidae). Elles représentent moins de 2% de
la richesse spécifique des abeilles a travers le monde (Buchmann, 1987; Cocucci et al., 2000).
L'utilisation des lipides floraux est un caractére qui est probablement apparu indépendamment
dans chacune de ces tribus et sous-familles, de maniére concomitante avec les apparitions
indépendantes de structures florales productrices de lipides dans les différentes familles
d'angiospermes concernées (Vogel, 1974, 1988; Renner & Schaefer, 2010).

1.2.2. Structures spécialisées pour la collecte des lipides

Les abeilles collectrices de lipides possedent différents types d'organes spécialisés grace
auxquelles elles peuvent récolter les lipides et les transporter jusqu'a leur nid, parfois
mélangts avec du pollen. Les détails morphologiques de ces structures ont été discutés par
Vogel (1966 a 1990), Neef & Simpson (1981), et Cocucci et al. (2000). A la différence du
nectar récolté a l'aide des organes buccaux des abeilles, les lipides floraux scidtscalle

niveau des pattes ou de I'abdomen des abeilles spécialisées, et ces parties du corps sont
recouvertes par des soies ou des peignes dont les fonctions d'abrasion et d'absorption sont

particulierement adaptées a la récolte de cette ressource (Vogel, 1974; Buchmann, 1987).

Seuls deux genres possedent ce tgpstructure a ’intérieur de la famille des Melittidae :
Macropiset Rediviva Le premier compte 15 espéces d'abeilles de taille petite a moyenne (7 a

12 mm) réparties sur I’ensemble de la zone Holarctique (Néarctique + Paléarctique), toutes
dépendantes de la collecte de lipides floraux et du polleoysienachiapour nourrir leurs

larves (Celary, 2004; Dotterl & Schaffler, 2007; Michener, 2007). Les femelles possédent
plusieurs adaptations morphologiques pour la collecte et le transport des lipides (Fig. 3 - C).
Ces structures sont constituées de courts et denses poils situés sur la surface de I’ensemble des
mésomédiotarses des pattes mésothoraciques (pattes médianes) et de longues et fines soies
distribuées sur le tibia et le métabasitarse des pattes métathoraciques (pattes postérieures). La
récolte des lipides floraux est réatisi I’aide des pattes médianes. L’abeille récolte aussi le

pollen qu’elle mixe avec les lipides, I’ensemble étant ensuite transféré et stocké sur les soies

des pattes postérieures (Celary, 2004).
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Figure 3 Abeilles collectrices de lipides de la famille des Melittidae et des Ap{@aB) Abeilles collectrices
de lipide du genré&rediviva(Melittidae: Melittinae). (A) Femelle dRediviva emdeorurWogel & Michener,
montrant 1’allongement des pattes prothoraciques (pattes antéricures) servant a atteindre les €laiophores situés
dans les éperons des fleurs du gelDiascia (Scrophulariaceae), d’aprés Michener (2007). (B) Femelle de
Redivivasp. collectant les lipides dans une fleurliascia sp. (Steiner & Whitehead, 1990). (C) Femelle de
Macropis sp. (Melittidae: Melittinae) montrant la position des poils sur les mésomaéskes des pattes
mésothoraciques (pattes médianes - fleche noire) servant a la collecte des lipides flodaits par les
élaiophores déysimachiasp. (Myrsinaceae), et le développement des soies sur le tibia et le métabasitarse des
pattes métathoraciques (pattes postérieures - fleche rouge) utilisées pour lettceneps lipides. (D) Femelle
de Centris autrani Vachl. (Apidae: Centridini) pénétrant dans une fleurGidceolaria sp. (Calceolariaceae)
pour atteindre les élaiophores situés dans le repliement du lobe médian de iaféEneure de la fleurLes
pattes antérieures couvertes de soies modifiées (fleche) sont utilisées pdlecta des lipides (Vogel, 1974).
(E) Vue partielle d’une patte antérieure de femelle de Centris autraniVachl. montrant la présence de soies
modifiées servant a collecter les lipides sur le basitarse : (1) organe croclpetig(® réduit, (3) surface de
soies courtes et rigides (Vogel, 1974).

Les abeilles femelles du genkéacropis utilisent en outre ces lipides floraux pour tapisser
I’intérieur des cellules du nid souterrain ou sont élevées les larves, probablement pour en

imperméabiliser 1’intérieur (Cane et al.,1983; Buchmann, 1987).

Le genreRediviva(Fig. 3 - A& B) est distribué en Afriqgue du Sud et au Lesotho et compte

23 espeéces de taille moyenne (10 & 17 mm) qui collectent probablement toutes des lipides
dans les fleurs de quattamilles d’angiospermes (Iridaceae, Orchidaceae, Stilbaceae et
Scophulariaceae) présentes dans cette région du globe. A lintérieur du genre, les espéeces
présentent des variations concernant les adaptations morphologiques liées a ce comportement
(Steiner & Whitehead, 1988; Steiner, 1998; Manning & Goldblatt, 2002; Steiner &
Whitehead, 2002, Michener, 2007). Les femelles de la plupart des espéces posséedent une zone
de soies spatulées destinées a la collecte des lipides, densément r@pdrtissemble des

tarses des pattes antérieures, mais quelques espéces possédent aussi ce type de structures sur
les tarses des pattes médianes (Steiner & Whitehead, 1996). De plus, tout comme dans le cas
de Macropis de longues et fines soies distribuées sur le tibia et le métabasitarse des pattes

postérieures sont utilisées pour stocker et transporter les lipides.

Les abeilles du genrdRediviva transférent ainsi les lipides collectés vers les pattes
postérieures pour les transporter jusqu’a leur nid souterrain ou ils sont utilisés pour nourrir les

larves et probablement aussi pour imperméabiliser les cellules ou sont élevées les larves
(Dumri et al., 2008).

En outre, les femelles de la majorité des espéces possedent des pattes antérieures plus ou
moins allongées et spécialement adaptées pour exploiter les élaiophores situés au fond des
éperons des fleurs du genBdascia (Scrophulariaceae). Parmi 1’ensemble des familles

d’abeilles, Redivivaest le seul genre ou ce type d’adaptation est apparu au cours de
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I’évolution (Steiner & Whitehead, 1991). L’allongement des pattes antérieures suivant les
especes seble directement relié au type de fleur qu’elles pollinisent (Steiner & Whitehead,

1991). Fortement prononcé pour les espéces visitant les flebasiga dont 1’éperon est
particulierement profond, il diminue en fonction de la profondeur a laquelle se trouve les
€laiophores a ’intérieur de la fleur (Steiner & Whitehead, 1996; Steiner & Whitehead, 2002;
Manning & Goldblatt, 2005). Des variations de la longueur des pattes antérieures ont été
mises en évidence entre populations de la méme esp&adolra, liées aux variations de la
profondeur des éperons entre populations pour une méme esp&iasda (Steiner &
Whitehead, 1990). L’ensemble de ces observations semble indiquer une coévolution tres
étroite entre non seulement la morphologie des fleurs possédant des élaiophores, mais aussi la
position de ces derniers a ’intérieur de la fleur, et I’allongement des pattes antérieures chez
Rediviva(Vogel, 1974; Steiner & Whitehead, 1990; Steiner & Whitehead, 1991; Steiner &
Whitehead, 1996, Machado, 2004, Michener, 2007).

La famille des Apidae renferme la grande majorité des espéces d’abeilles solitaires collectant

des lipides floraux, principalement dans la zone biogéographique néotropicale du continent
américain. les interactions entre espéces d’abeilles spécialisées et espéces d’angiospermes
produisant ces lipides sont nettement plus développées dans cette région, a la fois en terme du
nombre d’espéces concernées mais aussi en terme de complexité et de diversité des relations

établies entre les partenaires impliqués dans ces interactions (Cocucci et al., 2000; Steiner &
Whitehead, 2002; Renner & Schaefer, 2010).

Ctenoplectrini : le genr€tenoplectraest le seul représentant de la famille spécialisé dans la
collecte des lipides floraux etont 1’aire de répartition se situe en dehors du continent
américain. Les 24 espéces composant ce genre sont réparties de facon disjointe : elles sont
présentent en Afrique, du Liberia jusqu’a I’Afrique du Sud, en Asie, de ’extréme Est de la

Russie a Taiwan et aux Philippines, et en Océanie, de la Nouvelle-Guinée au Nord de
I’ Australie (Michener, 2007). Ctenoplectraa uniquement été observé collectant les lipides des
fleurs de Cucurbitaceae (genifsmordicaet Thladianthg. Les abeilles de ce genre utilisent

des structures spécialisées développées sur les piéces abdominales (principalement les
sternites S4 et S5 du sternum métasomal) pour récolter les lipides sécrétés par les trichomes
présents a la base des pétales (Vogel, 1981b; Vogel, 1990a; Roubik, 1992; Rasmussen, 1999;
Michener, 2007). Le genre, composé d'abeilles de taille plutdt petite (4,5 a 15 mm), se

caractérise par I’absence de structures modifiées sur les pattes antérieures ou médianes,
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contrairement & ce qui est généralement observé pountles genres d’abeilles solitaires
spécialisées dans la collecte des lipides floraux (Buchmann, 1987, Michener, 2007). Les
femelles possedent un éperon en forme de peigne sur le tibia des pattes postérieures, utilisé
pour récupérer et stocker pendant le transport les lipides absorbés par plusieurs surfaces de
soies trés denses localisées sous 1’abdomen. L’abeille balance son abdomen dans un
mouvement de vatvient pendant qu’elle se déplace sur les élaiophores, facilitant ainsi
I’absorption des lipides par les soies. Durant la récolte, elle transfére au fur et a mesure les
lipides absorbés vers les pattes postérieures en utilisant directement le peigne modifié situé
sur le tibia de celles-ci (Vogel, 1981b; Roubik, 1992). Par ailleurs, il a été mis en évidence
que certaines especes@enoplectracollectent non seulement les lipides floraux, mais aussi

le pollen et le nectar des fleurs Teladianthaqu’elles visitent, ces trois ressources ayant été
retrouvées dans la nourriture destinée aux larves (Vogel, 1981b; Sung et al., 2009). En sus
d’étre destinés a nourrir les larves, les lipides entrent aussi dans la composition des matériaux

de construction des nids, situés généralement dans des cavités aériennes creusées dans le bois,
probablement pour imperméabiliser les cellules ou se développent les larves (Sung et al.,
2009).

Centridini : lI'ensemble des 32 espéces du gé&mieharis et environ 40% des especes du
genreCentris (environ 145 espéeces) collectent des lipides floraux. Leur aire de répartition
couvre la région néotropicale, le Mexique et le sud-ouest des Etats-Unis (Michener, 2007). Ce
sont des abeilles de taille moyenne a grande (9 & 32 mm) et elles constituent le principal
pollinisateur des espéces possédant des élaiophores dans les familles des Calceolariaceae,
Krameriaceae, Malphigiaceae et Plantaginaceae. Elles font aussi partie du cortege des
pollinisateurs des Orchidaceae, des Solanaceae et de quelques Iridaceae sur le continent
américain (Vogel, 1974; Simpson & Neff, 1981; Simpson, 1982; Buchmann, 1983; Simpson,
1989; Vogel, 1990b; Cocucci, 1991; Vogel & Machado, 1991; Machado et al.,, 2002;
Machado, 2004; Sigrist & Sazima, 2004; Michener, 208ficzynska & Davies, 2008;
Cosacov et al., 2009; DaviesS&ipiczynska, 2009; Renner & Schaefer, 2010).

Les femelles du genrépicharis possedent un peigne abrasif le long du basitarse des pattes

antérieures et médianes formé de 30 a 40 soies simples, larges, érigées, rigides et recourbées a
leur extrémité. Moins développées, ces structures sont aussi présentes chez les males mais
sont considérées comme vestigiales car seules les femelles exploitent les élaiophores grace a

ces peignes (Neff & Simpson, 1981). La présence de ces structures sur les deux premieres
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paires de pattes, associée au fait que les abeilles duk@nharis exploitent exclusivement

les élaiophores de type épithélial au sein de la famille des Malpighiaceae, semble indiquer une
adaptation particuliere a la collecte simultanée des lipides a partir des quatre paires
d'élaiophores présentent sur les sépales des fleurs de la plupart des especes de cette famille
(Vogel, 1974; Neff & Simpson, 1981; Gaglianone, 2000; Machado, 2004).

La structure et la composition du peigne abrasif sont constantes au sein d&mgehagis

alors gu'il existe de nombreuses variations au sein du emteis (Neff & Simpson, 1981).

Les pattes antérieures des femelles collectrices des lipides floraux possedent aussi un peigne
abrasif le long du basitarse, composé de 30 a 40 soies du méme type que celles décrites pour
le genreEpicharis Plusieurs espéces possédent en outre un peigne identique sur le basitarse
des pattes médianes (Neff & Simpson, 1981). Cette structure est complétée sur les pattes
antérieures par un organe appelé "kaputzorgaseis(iVogel, 1974), ou organe crochet, en
position opposéeu peigne et constitué d’une série de deuxa cing soies élargies et spatulées.

Cet organe n’existe qu’au sein du genre Centriset semble lui aussi impliqué dans la collecte

des lipides. Enfin, il y a entre le gak et I’organe crochet une série de soies courtes et rigides

dont la fonction est probablement d’ouvrir la cuticule qui renferme les lipides (Neff &

Simpson, 1981). Ces soies sont aussi présentent sur le basitarse des pattes médianes de

certaines especes.

Les abeilles du genr€entris qui possédent I’ensemble de ces organes spécialisés collectent

des lipides produitd partir d’élaiophores de type épithélial, comme ceux que 1’on observe

chez les Malphigiaceae et les Krameriaceae (Fig. 4 - A & E). Dans ce dgsdes sont

stockés sous une cuticule épaisse et il est probable que la conjonction de ces adaptations joue
un réle dans son ouverture (Simpson et al., 1990). De plus, la présence de ces structures a la
fois sur les pattes antérieures et médianes permet aux abeilles diCgetriequi en sont
pourvues de collecter simultanément les lipides sur I’ensemble des quatrepaires d’élaiophores

des Malpighiceae, comme c'est le cas pour les abeilles duE@oharis

Par ailleurs, certaines especes sont pourvues de peignes plus courts et plus petits sur les pattes
antérieures, qui peuvent étre totalement absents des pattes médianes, et présentent un
¢largissement apical plus ou moins important de 1’organe crochet (Neff & Simpson, 1981;

Vogel & Machado, 1991; Rasmussen, 1999). Ces dernieres sont plus particulierement
associées a la collecte des lipides a partir d’élaiophores de type trichome comme ceux que

I’on observe parmi les espéces de Calceolariaceae, d'Iridaceae ou de Plantaginaceae (Fig. 3 -

D & E, Fig. 4 - E). L'exploitation des élaiophores de type trichome dans les deux dernieres
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familles nécessite a la fois des mouvements d'abrasion verticaux et circulaires, mouvements
inverses de ceux employés pour exploiter les élaiophores de type épithélial des Malpighiaceae
et des Krameriaceae, ce qui pourrait expliquer les différences de taille observées de l'organe
crochet (Neff & Simpson, 1981). D'autre part, dans le cas des élaiophores de type trichome,
les lipides sont sécrétés a l'air libre dans la plupart des cas ou la cuticule protectrice sous
lagquelle ils sont accumulés est nettement plus fine que dans le cas des élaiophores de type
épithélial. Leur exploitation ne nécessite donc pas que les structures de collecte détiennent un
pouvoir d'abrasion aussi important, ce qui pourrait expliquer la réduction de la taille du peigne
(Neff & Simpson, 1981).

Enfin, les espéces du genfeentris qui exploitent les lipides floraux produits par les
élaiophores de type trichome des Calceolariaceae possédent un peigne extrémement réduit sur
les pattes antérieures, associé a un organe crochet particulierement développé, ainsi qu'a une
réduction compléte du peigne sur les pattes médianes. La morphologie florale des espéces de
la famille des Calceolariaceae et la position des élaiophores a l'intérieur des fleursrgaugge

que les abeilles de grande taille du gebeatrisne peuvent utiliser les pattes médianes pour
exploiter les lipides floraux (Fig. 3 - D) et que les mouvements des pattes antérieures lors de
la collecte doivent étre inversés par rapport aux mouvements nécessaires pour exploiter les
élaiophores de type épithélial des Malpighiaceae et des Krameriaceae (Neff & Simpson,
1981).

Ces variations des organes adaptés a la collecte des lipides floraux restreignent probablement
les interactions entre ces abeilles et les fleurs produisant des lipides a I’un ou I’autre des types
d’¢laiophores (Vogel, 1974; Neff & Simpson, 1981; Simpson et al., 1990; Vogel & Machado,

1991).

Comme pour les groupes d’abeilles précédents, le stockage et le transport des lipides par les
abeilles femelle des genr&picharis et Centris s’effectuent sur les pattes postérieures en
utilisant directement le peigne modifié situé sur le tibia et le métabasitarse (Steiner, 1982), les
lipides étant généralement transférés latéralement pendant le vol de retour vers le nid (Neff &
Simpson, 1981). Les lipides sont généralement mélangés avec du pollen de la méme source,
mais pouvant aussi provenir d’autres sources, et parfois avec du nectar provenant toujours de

sources différentes car les especes productrices d’huiles florales visitées ne produisent
quasiment jamais de nectar (Steiner, 1982; Texeira & Machado, 2000). Les abeilles des

genresEpichariset Centrissemblent utilier ce mélange afin de nourrir leurs larves (Vogel,
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Figure 4 Abeilles collectrices de lipides de la famille des Apidae. (A) Femell@atgris trigonoided epeltier
(Apidae: Centridini) exploitant les élaiophores de type épithélial Stgmatophyllum littorale Juss.
(Malpighiaceae) : (1) paire d'élaiophores n°1, (2) paire d'élaiophores h{&i(8 d'élaiophores n°3, (4) organe
de stockage des lipides sur les pattes postérieures (Vogel, 1974V ugBartielle d’une patte antérieure de
femelle deChalepogenus coerulegriese) (Apidae: Tapinotaspidini) montrant la présence de soies modifiées
servant a collecter les lipides sur le basitarse (Vogel, 1974). (C) Femdlleadiepogenus coeruley§riese)
exploitant les élaiophores de type trichome Ghceolaria filicaulis Clos. (Calceolariaceae) avec ses pattes
antérieures (Vogel, 1974). YD/ue partielle d’une patte antérieure de femelle de Lanthanomelissa discrepans
Holmberg (Apidae: Tapinotaspidini) montrant le développement de peignes a écaslle®mbreuses sur le
basitarse (Roig-Alsina, 1997). (E) Comparaison des structures de colledipidies floraux sur les pattes
antérieures de (&Jentris trigonoided epeltier, exploitant des élaiophores de type épithéliaC@tris autrani
Vachl., exploitant des élaiophores de type trichomePé&ntetrapediasp. (Apidae: Tapinotaspidini), exploitant
préférentiellement des élaiophores de type épithélial : (1) organe crochet, (2), {8)gpeigne adapté a
I'exploitation des élaiophores de type épithélial (Vogel, 1974). (F) FemeRardéetrapedia melampoddoure
exploitant les élaiophores de type trichonmensiealophus euryandry&riseb.) Ravenna (Iridaceae) a l'aide de
ses pattes antérieures (Vogel, 1974).

1974; Neff & Simpson, 1981; Steiner, 1982; Gimenez & Lob&o, 2006; Michener, 2007), mais
sont aussi susceptibles d'utiliser les lipides floraux collectés pour la construction de leur nid
situés dans des orifices préexistants dans le bois ou dans le sol, la localisation étant variable
suivant les genres et les espéces (Vogel, 1974; Neff & Simpson, 1981; Simpson, 1989;
Vinson et al., 1996).

Tapinotaspidini : c'est certainement la tribu la plus diversifiée en terme de nombre de genres

et de variété des adaptations a la collecte des lipides floraux au sein de la famille des Apidae
(Neff & Simpson, 1981; Roig-Alsina, 1997). Les principales informations concernant les
différents genres sont récapitulées dans le Tableau 1.

Excepté les abeilles du genfieapinotaspoidesqui collectent des lipides extra-florgux
I’ensemble des espéces de Tapinotaspidini présente ce type de comportement et les huit
genres qui composent cette tribu sont exclusivement répartis dans la région néotropicale
(Michener, 2007). Ce sont des abeilles de taille plutét petite (4,2 a 14 mm) dont les structures
adaptées a la collecte des lipides floraux peuvent étre situées tant sur les pattes antérieures,
que les pattes médianes ou les sternites de ’abdomen des femelles (Neff & Simpson, 1981;
Roig-Alsina, 1997). Par ailleurs, le tibia des pattes postérieures est, quel que soit le genre,
couvert d’un mélange de soies raides, ramifiées ou non, adaptées au stockage et au transport
des lipides (Roig-Alsina, 1997). Les lipides sont transférés des organes de collecte aux
organes de stockage soit durant la collecte elle-méiealépogenus sous-genre
ChalepogenusTapinotaspoides soit lorsque la collecte est terminégh@lepogenussous-
genreLanthanomelissa soit durant le vol de retour au ni@iapinotapsiy (Cocucci et al.,

2000).
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Tableau 1. Récapitulatif des principales informations concernant les abeilles collectrices de ligideslor
sein de la tribu des Tapinotaspidini.

o Familles d'angiospermes exploitées pol
Localisation des la collecte des lipides

Nombre
Genre d'especes structures .dg Hot
collecte des lipides Hgtes majoritaires otes rares ou
illégitimes
Arhysoceble 5 P.A. Iridaceae Krameriaceae
Solanaceae _
Malpighiaceae
Plantaginaceae
Caenonomada 3 P.A. Iridaceae
Plantaginaceae
Chalepogenus
- Sous-genr€halepogenus 21 P.A. Calceolariaceae Malpighiaceae
Iridaceae
Solanaceae
- Sous-genréanthanomelissa 5 P.A. Iridaceae
Monoeca 6 P.A.+ P.M. Malpighiaceae
Paratetrapedia 29 P.A. Krameriaceae Iridaceae
Malpighiaceae Orchidaceae
Plantaginaceae
Tapinotaspis 3 P.M. Solanaceae
Tapinotaspoides 4 A. Commelinaceae
Convolvulaceae
Cyperaceae
Malvaceae
Melastomataceae
Sterculiaceae
Trigonopedia 4 P.A. Malpighiaceae

Notes: P.A. = pattes antérieures, P.M. = pattes médianes, A. = abdomen. Le type diédsidiypides floraux)
exploités par les abeilles au sein des différentes familles d'angiospermes est iadiguéopleur du nom de
chaque famille (rouge = élaiophores de type épithélial, bleu = élaiophotgpedzichome). La couleur noire
indique les familles d'angiospermes visitées pour la récolte de lipides extracflorau

Les structures de collectes sont constituées de peignes de soies simples, recourbées a leur
extrémité, associés a des surfaces adjacentes de fines soies branchées (Fig. 4 - B & D). Des
soies courtes et épaissies servant probablement a racler la surface des élaiophores sont aussi

présentes (Vogel, 1974; Cocucci et al., 2000). Dans plusieurs genres, des lignes ou des
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surfaces de soies élargies et recourbées a l'extrémité viennent compléter ce dispositif au
niveau du probasitarse des pattes antérieures. Présentes uniquement sur les pattes antérieures
des especes des genfasalepogenugen incluant les espéces anciennement regroupée dans

le genreLanthanomelissa CaenonomadaArhysocebleTrigonopediaet Paratetrapedia les

structures spécialisées dans la collecte des lipides sont présentent a la fois sur les pattes
antérieures et les pattes médianes des six especes d'abeilles dMayaeea(Cocucci et al.,

2000). La présence de ces structures a la fois sur les pattes antérieures et médianes est
comparable a ce qui a été observé au sein du @amntis Les abeilles du genfdonoeca

étant particulierement associée a la récolte des lipides sur les fleurs de Malpighiaceae (Sigrist
& Sazima, 2004; Rozen et al., 2006), il pourrait donc s’agir d’une évolution convergente

(Neff & Simpson, 1981; Gottseberger, 1996; Cocucci et al., 2000).

Les structures de collecte des lipides floraux sont totalement absentes des pattes antérieures
des trois especes du gefrapinotaspiset seules les basi- et meditarses des pattes médianes
sont densément couvertes par de longues soies élargies (Neff & Simspon, 1981; Cocucci,
1991; Cocucci et al2000). Il semble que ce groupe d’abeilles soit particuliérement adapté

pour exploiter les élaiophores de type trichome des Solanaceae (Cocucci, 1991; Cosacov et al.
2008), la plupart des observations indiquant que les especes du gpmetaspitablissent
préférentiellement des interactions avec les especes du Niemeenbergia(Cocucci, 1991,
Cosacov et al., 2008). Les trichomes sont éparpillés au centre de la corolle qui constitue une
large surface plane, ou 1’abeille de déplace en balayant la surface des élaiophores avec ses

pattes médianes par des mouvements d’avant en arriere (Cocucci, 1991; Cocucci et al., 2000).

Le genreTapinotaspoidese démarque totalement des autres Tapinotaspidini par 1’absence

totale de structures spécialisées sur lesyatitéricures et médianes. Par contre, d’étroites

lignes de longues soies forment des peignes sur les sternites de 1’abdomen (Roig-Alsina,

1997). Les observations montrent que les quatre especes qui composent ce genre récoltent des
lipides extra-floraux sécrétés par des trichomes situés sur les tiges ou les inflorescences
d’especes appartenant a six familles différentes d’angiospermes, sans rapport avec les familles

dans lesquelles on observe la sécrétion de lipides floraux (Melo & Gaglianone, 2005), ce qu

pourrait expliquer la différence de structure observée.

Le développement de structures spécialisées sur les piéces abdominales et le comportement
lors de la collecte n’est pas sans rappeler ceux des abeilles du genre Ctenoplectrales femelles
balancant leur abdomen dans un mouvement de-viant pendant qu’elles se déplacent sur

les surfaces de trichomes glandulaires, facilitant ainsi 1’absorption des lipides par les soies
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(Cocucci et al., 2000; Melo & Gaglianone, 2005). Il pourrait aussi s’agir d’une évolution
convergente, des transitions vers le développement de ces structures s’étant trés probablement

produites au sein des deux tribus (Neff & Simpson, 1981; Cocucci et al., 2000).

Les structures spécialisées observées sur les femelles des Tapinotaspidini se retrouvent
généralement aussi chez les males mais beaucoup moins développées et leur role n’est pas
clairement identifié (Roig-Alsina, 1997; Rasmussen, 1999), ou ces structures sont considérées

comme non fonctionnelles (Michener, 2007).

Les lipides sont collectés probablement uniquement pour nourrir les larves et peuvent étre
mélangés a du pollen provenant de la méme source ou de sources extérieures (Vogel, 1974;
Cocucci et al., 2000; Cocucci & Vogel, 2001; Aguiar & Melo, 2009).

Tous les genres de la tribu des Taspinotaspidini ayant développés les structures collectrices de
lipides décrites ci-dessus uniquement sur les pattes antérieures ont établi des interactions
quasi exclusivement avec des groupes de plantes a fleurs produisant des lipides floraux a
partir d'élaiophores de type trichome (Buchmann, 1987; Roig-Alsina, 1997; Cocucci et al.,
2000; Aguiar & Melo, 2009; Machado, 2004; Pansarin & Pansarin, 2011). En effet ces
structures sont majoritairement dédiées a I'absorption des lipides et leur pouvoir d'abrasion est
réduit comparativement a ce que I'on observe au sein de la tribu des Centridini (Vogel, 1974;
Neff & Simpson, 1981; Roig-Alsina, 1997; Rasmussen, 1999; Machado, 2004). Les
sécrétions des élaiophores de type trichome étant directement accessibles ou, comme dans le
cas des Iridaceae, stockées sous une cuticule beaucoup plus fine que la cuticule observée dans
le cas des élaiophores de type épithélial, il est probable qu'il existe une relation entre le
pouvoir abrasif des structures de collecte des lipides présentent chez les abeilles et le type
d'élaiophores qu'elles peuvent exploiter (Vogel, 1974). Néanmoins cette relation n'est pas
stricte et il existe de nombreuses exceptions (Vogel, 1974; Sazima & Sazima, 1989; Texeira
& Machado, 2000; Aguiar & Melo, 2009).

Ainsi, les especes du genthalepogenugsous-genr€halepogenus 21 espéces) exploitent

les élaiophores de type trichome des Iridaceae, des Calceolariaceae et des Solangekae (V
1974; Molau, 1988; Cocucci, 1991; Schlindwein, 1998, Rasmussen, 1999; Roig-Alsina, 1999;
Cocucci et al., 2000; Cosacov et al., 2009) mais aussi, bien que rarement, les élaiophores de

type épithélial de Malpighiaceae (Aguiar & Melo, 2009).

Seuls les élaiophores de type trichome des Iridaceae sont exploités par les cinqdespéces

sous-genreLanthanomelissa(Roig-Alsina, 1997; Schlindwein, 1998; Cocucci & Vogel,
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2001). De méme les abeilles du ge@aenonomadgtrois espéeces) ont uniquement été
observées exploitant les élaiophores de type trichome des Iridaceae et des Plantaginaceae
(Cocucci et al., 2000; Aguiar & Melo, 2009).

La principale source de lipides floraux exploitée par les abeilles du dehysoceble(5

especes) se situe au sein de la famille des Iridaceae et des Solanaceae, mais quelgies espece
exploitent aussi les élaiophores de type trichome des Plantaginaceae, et exceptionnellement
les élaiophores de type épithélial présents chez les Malpighiaceae et les Krameriaceae (Vogel,
1974; Vogel & Machado, 1991; Schlindwein, 1995; Cocucci et al., 2000; Aguiar & Melo,
2009).

Les genresParatetrapedia(29 espeéces) efrigonopedia(quatre especes) se démarquent
morphologiquement par la présence sur les pattes antérieures d'un peigne sur la face
postérieure du basitarse, nettement plus développé et rigide que celui généralement observé au
sein des autres genres de la tribu (Buchmann, 1987; Michener, 2007). L'apparition de cette
structure particuliere (Fig. 4 - E) pourrait expliquer que les abeilles de ces genres exploitent
préférentiellement les élaiophores de type épithélial des Malpighiade@®nopedia et
Paratetrapedia et des Krameriaceae (uniguemdpnaratetrapediy, bien que plusieurs
especes du genkaratetrapediaaient aussi été observés exploitant les élaiophores de type
trichome des Orchidaceae, des Plantaginaceae et des Iridaceae (Fig. 4 - F) (Buchmann, 1987,
Sazima & Sazima, 1989; Simpson, 1989; Vogel & Machado, 1991; Cocucci & Vogel, 1995;
Sigrist & Sazima, 2004; Mickeliunas et al., 20@8ipiczynska & Davies, 2008; Aguiar &

Melo, 2009; Pansarin & Pansarin, 2011).

Tetrapediini : seul le genieetrapediaprésente des structures spécialisées dans la collecte des
lipides floraux. Il compte environ 13 espéces d'abeilles de taille petite a moyenne (8 a 13 mm)
réparties dans la zone biogéographique néotropicale, du nord de I'Argentine au sud du
Mexique (Michener, 2007). Les organes de collecte des lipides floraux observés sur les
abeilles du genr€&etrapediamontrent de nombreuses similarités avec ceux des geargss

et Paratetrapedia Comme dans le cas des abeilles du gParatetrapediaun peigne abrasi

est présent sur le basitarse des pattes antérieures des males et des femelles, mais est absent des
pattes médianes sur les deux sexes et tres réduit chez les méales (Vogel, 1974; Neff &
Simpson, 1981, Vogel, 1988, Michener, 2007). Le peign@adeapediadifféere de celui de
Paratetrapediacar il est positionné sur la face antérieure du basitarse, comme c'est le cas au

sein du genreCentris De plus, la partie proximale du peigne se courbe pour former une
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structure de type crochet analogue a celle observée chez de nombreuses espéeces du genr
Centris (Neff & Simpson, 1981). De méme que pour I'ensemble des groupes d'abeilles
collectrices de lipides floraux décrits préecédemment, des structures spécialisées dédiées au
stockage et au transport des ressources collectées sont présentes sur le tibia et leléssitarse
pattes postérieures, constituées de nombreuses soies simples et allongées, associées a des
surfaces de soies ramifiées (Vogel, 1974; Neff & Simpson, 1981, Michener, 2007).

Les observations montrent que les abeilles femelles du gEetapedia exploitent
préférentiellement les élaiophores de type épithélial au sein de la famille des Malpighiaceae
(Neff & Simpson, 1981; Albuquerque & Rego, 1989; Sazima & Sazima, 1989), les structures
de collectes spécialisées semblant plutét adaptées a I'exploitation de ce type d'élaiophores
(Neff & Simpson, 1981). Mais de nombreuses observations montrent que cette relation n'est
pas stricte, plusieurs especes au sein du genre exploitant aussi les élaiophores de type
trichome dans la famille des Orchidaceae et exceptionnellement dans les familles des
Plantaginaceae et des Iridaceae (Vogel & Machado, 1991; Alves-dos-Santos, 1999; Singer &
Cocucci, 1999; Reis et al., 2000; Machado, 2004; Davissczynska, 2009).

Les lipides floraux sont collectés et mélangés avec du pollen pour nourrir les larves et sont
aussi utilisés avec du sable comme matériau de construction du nid situé dans une cavité du
bois (Alves-dos-Santos et al., 2002; Camillo, 2005; Alves-dos-Santos et al., 2006).

1.2.3. Relations plantes-pollinisateurs

Les interactions entre especes sont a l'origine de nombreux évenements de spéciation, la
coévolution plus ou moins étroite des différents partenaires générant le plus souvent une
diversité tant taxonomique que génétique a l'intérieur des groupes d'especes concernées
(Ollerton et al.,, 2006). En conséquence ces interactions jouent généralement un réle
prépondérant dans le fonctionnement de nombreux écosystemes terrestres et sont
certainement responsables de la plus grande part de la diversité rencontrée tant au sein des
angiospermes que des hyménoptéres. Cependant, les interactions caractérisées par un haut
degré d'évolution réciproque entre plantes et pollinisateurs demeurent extrémement rares dans

la plupart des écosystemes (Minckley & Roulston, 2006).

La production de ressources inhabituelles, comme les lipides floraux, réduit de maniére
drastique la diversité des visiteurs potentiels. A contrario, les visiteurs qui recherchent cette
ressource I'exploitent généralement a partir de sources variées et l'alimentation des larves, qui

est dépendante de la disponibikteélipides floraux, repose rarement sur une seule espéce de
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plante (Buchmann, 1987; Cocucci et al., 2000; Machado, 2004). Dans la zone
biogéographique néotropicale, ou la diversité des espéces d'angiospermes et d'abeilles
solitaires impliquées dans ce systeme de pollinisation est de loin la plus importante, on
n‘observe ainsi quasiment jamais une relation étroite entre les genres ou les especes d'abeilles
collectrices et un genre particulier, ou méme une famille particuliere, d'angiospermes
(Michener, 2007). Les interactions réciproquement spécifiques sont donc extrémement rares

et il s'agit dans la plupart des cas de relations asymétriques (Minckley & Roulston, 2006).

Les lipides floraux sont considérés comme un substitut aux sucres présents dans le nectar et
remplacent généralement ce dernier dans I'approvisionnement alimentaire des larves, sans
doute en raison de leur haute valeur énergétigue comparée a celle du nectar (Vogel, 1974;
Neff & Simpson, 1981; Buchmann, 1987, Michener, 2007). Cependant, la collecte des lipides

a partir des fleurs d'angiospermes requiert le développement chez les abeilles concernées de
structures et de comportements particulierement spécialisés qui représentent un co(t adaptatif
important. Ces contraintes adaptatives pourraient expliquer partiellement pourquoi aussi peu
d'espéces d'abeilles ont développé ce type de comportement (Renner & Schaefer, 2010).
D'autre part, la spécialisation liée a la collecte des lipides floraux ne concerne que
I'alimentation des larves et la construction du nid, les abeilles adultes restant dépendantes
d'autres ressources pour assurer leur propre alimentation. Il s'agit donc d'une spécialisation
partielle, non seulement de ce point de vue mais aussi du point de vue de l'alimentation
larvaire elle-méme car les lipides floraux sont généralement récoltés associés a du pollen
pouvant provenir d'autres espéces d'angiospermes. Les abeilles impliquées dans la collecte de
ces lipides ne sont donc pas strictement spécialisées, et ne peuvent donc étre considérées

comme monolectiques mais plutét comme oligolectiques.

L'une des questions fondamentales qui se pose a I'examen de cette relation mutualiste est de
comprendre pourquoi elle reste une expérience évolutive relativement limitée tant au sein des
hyménoptéres que des angiospermes, méme si du point de vue de ces derniers le
développement des structures productrices de lipides floraux chez les Malpighiaceae, les
Iridaceae et probablement les Orchidaceae dans la zone biogégographique néotropicale
pourrait traduire le succes évolutif de ce systéme de pollinisation partidales certains
ecosystemes (Machado, 2004; Goldblatt & Manning, 2008; Renner & Schaefer, 2010).
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1.3. Evolution de la pollinisation avec récompense lipidique parmi les angiospermes

1.3.1. De nombreuses transitions indépendantes chez les plantes a fleurs

La plupart des études portant sur la production de lipides floraux impliqués dans les
interactions plantes-pollinisateurs suggerent (a partir de l'observation des variations des
différentes formes d'élaiophores et de leur distribution sur les différentes pieces florales du
calice et/ou de la corolle ainsi que des étamines) que ce type de ressource lipidmjué a é

de nombreuses fois indépendamment au sein des angiospermes (Vogel, 1974; 1981a,b; Neff
& Simpson, 1981; Buchmann, 1987; Vogel, 1988; Rasmussen, 1989; Vogel, 1990a,b;
Rasmussen & Olesen, 2000; Machado, 2004). En 2010, Renner & Schaefer ont montré a
l'aide des phylogénies disponibles pour les groupes d'angiospermes concernés que la
production de lipides floraux aurait évoluée au moins 28 fois indépendamment et que parmi
les 11 familles identifiées, 1500 a 1800 espéces présentaient ce type de structure. Dans la
plupart des ces familles, une seule transition vers la production des lipides floraux s'est
produite, hormis au sein des Orchidaceae et des Iridaceae ou l'apparition des structures
sécrétant des lipides a l'intérieur des fleurs s'est produite plusieurs fois indépendamment
(Chase et al., 2009; Renner & Schaefer, 2010).

Ces structures ont donc évolué indépendamment dans chacune des familles (Fig. 5). Dans
tous les clades, des reversions vers la perte de ces structures ont été identifiées, sauf
probablement chez les Krameriaceae, ou la présence d'élaiophores de type ésthdthial
synapomorphie du genkrameria (Simpson et al., 2004), et chez les Stilbaceae (Oxelman et

al., 2005). Le récapitulatif des transitions et reversions identifiées dans chacune des familles

concernées est présenté dans le Tableau 2.

Calceolariaceae : la présence d'élaiophores de type trichome est aussi une synapomorphie du
genre Calceolaria les nombreuseseversions identifiées a I’intérieur du genre Se sont
produites dans des clades dont la distribution géographique concerne des zones ou la présence
des abeilles collectrices de lipides, et notamment des abeilles des @angs et

Chalepogenusest rare (Cosacov et al., 2009).

Malpighiaceae : la présence d'élaiophores de type épithélial est une synapomorphie pour
I'ensemble de la famille (Anderson, 1979, 1990). Les réversions identifiées a la base des
clades africains correspondent a l'absence, dans cette zone biogéographique, des abeilles
collectrices de lipides pollinisant habituellement les membres américains de la famille

(Davies et al.,, 2004). Par ailleurs, bien que la plupart des Malpighiaceae de la zone
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néotropicale soient caractérisées par la présence d'élaiophores, ceux-ci sont absents chez
quelgues espéces (Anderson, 1979; Vogel, 1990), indiquant I'existence probable de reversions

supplémentaires.

Orchidaceae |/ridaceae

Myrsinaceae

gt

Solanaceae

Malpighiaceae -~ Calceolariaceae

Scrophulariaceae
Stilbaceae

\ \ P[antaginaceae

Cucurbitaceae / :
Krameriaceae|

Figure 5 Position phylogénétique des 11 familles d’angiospermes comprenant des espéces produisant des lipides
floraux. Phylogénie obtenue par Maximum de Vraisemblance a pami2@lséquences rbcL représentant 440
familles d’angiospermes. (Renner & Schaefer, 2010).

Myrsinaceae : deux scenarios évolutifs sont suggérés pour la famille, selon que I'on considére
que la présence des élaiophores de type trichomes est, ou non, une synapomorphie du genre
Lysimachia Dans le premier cas, six reversions se seraient produites ensuite a l'intérieur du
clade, alors que dans le second cas, quatre transitions et deux réversions pourraient s'étre

produite au cours de I'histoire évolutive du genre (Renner & Schaefer, 2010).
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Tableau 2. Récapitulatif des transitions vers I'apparition de structures séceétéiptdes floraux ainsi que des
réversions identifiees a l'intérieur des différentes familles d'angiosperpagiades phylogénies actuelles
(d'apres Anderson, 1979, 1990; Vogel, 1990; Davies et al., 2004s&@ingt al., 2004; Oxelman et al., 2005;
Cosacov et al., 2009; Tate et al., 2009; Renner & Sch&¢o)

Genres (nombre d'espéces ayant dévelof

Nombre de  Nombre de des structures productrices de lipides /

Aire géographique

Famille transitions  reversions nombre total d'espéces a l'intérieur du gen

Amérique

KrameriaceadE) 1 0 Krameria (18 / 18)

Calceolariaceae (T) 1 14 Calceolaria(c. 49 /c. 260)

Iridaceae (T) 3 ? Nombreux genres de la sous-famille ¢
Iridoideae (au moins 150 espéct
principalement néotropicales / ¢2000
especes au sein de la famille)

MalpighiaceadE) 1 Au moins 6 Nombreux genres c( 1000 espéces
principalement néotropicales / ¢1250
especes au sein de la famille)

Orchidaceae (E et T) Au moins 9 ? Nombreux genres au sein de la sous-tribu
Oncidiinae (hombre d'espéces inconnu)

Plantaginaceae (T) 1 Au moins 2 Angelonia(25 / 25)

Basistemor{c. 5/ 8)
Monopera(2 / 2)
Monttea(3 / 3)

Solanaceae (T) 1 Au moins 4 Nierembergigc. 15/ 21)

Zone Holarctique

Myrsinaceae (T) lou4 6 ou 2 Lysimachia(c. 75/ c. 190)

Afrique et Asie tropicale

Cucurbitaceae (T) 1 Au moins 6 Momordica (? / 50) - Afrique et Asie
tropicale
Siraitia (c. 4 / c. 4) - Asie tropicale
Telfairia (3 / 3) - Asie tropicale
Thladiantha(25 / 25) - Asie tropicale
Baijiania (5 / 5) - Asie tropicale

Afrique

IridaceagE) 1 0 Tritoniopsis(1 / 24)

Orchidaceae (E et T) Au moins 3 ? Nombreux genres au sein des sous-tribus
Coryciinae et des Satyriinae (nomh
d'espéces inconnu)

Scrophulariaceae (T) lou4d ? Alonsoa(2 / 18)

Colpias(1/1)
Diascia (48 / 48)
Hemimeris(4 / 4)

Stilbaceae (T) 1 0 Anastrabe(30 / 30)

Bowkeria(5 / 5)

Ixianthes(1 / 1)

Notes: Les symboles E et T a la suite des noms des familles indiquent leélgepdiores pour chacune d'entre

elles. (E) = élaiophores de type épithélial, (T) : élaiophores de type trichome.
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Scrophulariaceae : les résultats obtenus concernant I'évolution des élaiophores de type
trichome a l'intérieur de la famille par Renner & Schaefer (2010) semblent contradictoires
avec ce gu'indique la phylogénie publiée par Oxelman et al. (2005). En effet, alors que les
premiers auteurs proposent quatre transitions sans aucun commentaire, la reconstruction de
I'histoire évolutive du caractére a partir de la phylogénie obtenue en 2005 par Oxelman et al.
suggere que probablement une seule transition s'est produite a la base de la tribu des
Hemimerideae, suivi de plusieurs réversions dont il n'est pas possible d'estimer le nombre en

I'absence d'une représentativité suffisante des différents genres a l'intérieur du clade.

1.3.2. Deux cas particuliersOrchidaceae et Iridaceae

Ces deux familles se distinguent des autres famille a la fois par I'exigféradephores de

type épithélial et de type trichome parmi les especes qui les competseat,le fait que la
production de lipides floraux est un caractere apparu plusieurs fois indépendamment au cours
de leur histoire évolutive (Vogel, 1974; Manning & Goldblatt, 2002; Goldblatt et al., 2008;
Stipiczynska & Davies, 2008; Renner & Schaefer, 2010).

Orchidaceae : il reste encore actuellemamtémement difficile d’estimer non seulement le

nombre d’espéces concernées par ce systéme de pollinisation a ’intérieur de la famille, mais

aussi le nombre de transitions et de réversions qui se sont produites. En effet de nombreuses
interactions entre plantes et pollinisateurs impliqués dans cette relation mutualiste continuent
d’étre décrites aujourd’hui pour cette famille, particuliecrement au sein de la zone
biogéographique néotropicale ou les Orchidaceae sont extrémement diversifiées et leur
biologie florale demeure mal connue (Reis et al., 2006; Singer et al., 2@fi6zynska et al.,

2007; Stipiczynska & Davies, 2008; Aliscioni et al. 2009; Davies Sipiczynska, 2009;
Pansarin et al., 2009; Pansarin & Pansarin, 2011). En outre, les phylogénies proposées pour
les Orchidaceae restent trop incomplétes pour réaliser une reconstruction robuste de 1’histoire

évolutive des élaiophores a I’intérieur de ce clade, et Renner & Schaefer (2010) suggérent que

la famille pourrait abriter en réalité un nombre bien plus important que les 12 transitions

actuellement identifiées.

Iridaceae : en se basant sur la phylogénie moléculaire des Iridaceae publiée par Goldblatt et
al. (2008), trois transitions vers le développement de structures florales de type élaiephore s
seraient produites au cours de I'histoire évolutive de la famille. L'une a conduit a I'apparition

d'élaiophores de type épithélial au sein de la sous-famille des Crocoideae. Les deux autres se
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sont produites a lintérieur de la sous-famille des Iridoideae et ont conduit a I'apparition
d'élaiophores de type trichome parmi de nombreux genres et especes répartis sur I'ensemble
de la zone biogéographique néotropicale et le Mexique (Goldblatt & Manning, 2008; Renner
& Schaefer, 2010). Néanmoins, I'échantillonnage utilisé pour réaliser la phylogénie
moléculaire de la famille parmi les genres ayant développé un systéme de pollinisation basé
sur la production de lipides floraux est trés incomplet. En effet, de nombreux genres ne sont
pas représentés et la représentativité des genres au regard du nombresd@gspece

contiennent est déséquilibrée (Goldblatt et al., 2008).

Les observations existantes concernant I'évolution des stratégies de pollinisation a l'intérieur
de la famille conduisent aussi a s'interroger sur la fiabilité du nombre de transitions identifiées
a partir de la phylogénie de Goldblatt et al. (2008). Goldblatt & Manning (2006) ont mis en
évidence que la plupart des genres d'Iridaceae contenant 10 especes ou plus ont développé
plus d'un systéme de pollinisation, indiquant un haut degré de labilité entre les systémes a
l'intérieur de la famille. Les analyses phylogénétiques de nombreux genres montrent que des
systéemes de pollinisation dérivés ont évolué de maniere répétée dans différentes lignées a
I'intérieur des genres. Par exemple, la phylogénie moléculaire du ldenseaindique que

les fleurs dont la seule ressource disponible pour les pollinisateurs est le pollen ont évolué
quatre fois parmi les 70 espéces analysées (Goldblatt et al., 2002a). Bien que pour la plupart
des autres genres, seules des phylogénies basées sur des caracteres morphologiques soient
disponibles, elles indiquent que dans la plupart des cas de multiples évolutions des systemes
de pollinisation se sont produites (Goldblatt & Manning, 2006). Ainsi, méme en choisissant le
scénario le plus conservatif, 32 changements de systéme de pollinisation se seraient produits
parmi les 165 espéces sud africaines du g&iagliolus et 14 changements parmi les 86
espéeces du geniBabiana (Goldblatt et al., 2001; Goldblatt & Manning, 2007)igridia
(sensuGoldblatt & Manning, 2008) constitue un autre exemple particulierement frappant de
genre au sein duquel s'est produit un phénoméne d'adaptation radiative explosive ayant
conduit & une diversification profonde non seulement de la morphologie florale, mais aussi
des ressources impliquées dans les interactions plante-pollinisateur (Rodriguez & Sytsma,
2006; Goldblatt & Manning, 2008).

Bien que les changements de systemes de pollinisation soient particulierement fréquents
parmi les Iridaceae, il demeure extrémement difficile d'estimer leur impact en terme de

diversification car aucune étude jusque la n'a permis de démontrer formellement qu'il pouvait
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exister un lien entre ces phénoménes adaptatifs et la diversification des lignées soncerné
(Goldblatt & Manning, 2006).

L'ensemble de ces congtins peut laisser supposer que le nombre de transitions et de
réversions concernant la sécrétion de lipides floraux parmi les genres d'lridoideae présents sur
le continent américain est nettement plus élevé que ce qui a été dénombré par Renner &
Schaefer (2010). Par ailleurs, le nombre élevé d'espéces ayant développé des élaiophores dans
la zone biogéographique néotropicale ainsi qu'au Mexique pourrait laisser supposer (sans en
étre la preuve) que ce systéme de pollinisation constitue une innovation clef d'un point de vue
évolutif, pouvant se traduire dans certains cas par un phénomeéne de radiation adaptative, et
correspondant a une niche écologique particuliere pour un grand nombre d'Iridoideae
ameéricaines (Goldblatt & Manning, 2006).

2. Diversité de I'organisation florale et pollinisation chez les Iridaceae

2.1.Systématique de la famille

Avec environ 2025 espéces réparties parmi 66 genres, la famille des Iridaceae est l'une des
plus importantes de l'ordre des Asparagales (Goldblatt & Manning, 2008). Elle est
aujourd’hui subdivisée en sept sous-familles (Fig. 6) dont les deux plus importantes
(Crocoideae et Iridoideae) comprennent 95% de la richesse spécifique des Iridaceae
(Goldblatt et al., 2008). Les états de caracteres diagnostiques pour les Iridaceae sont les
suivants : feuilles alternes, distiques, styloides (grands cristaux prismatiques) d'oxalate de
calcium présents dans les gaines des faisceaux conducteurs, inflorescence déterminée en cyme
unipare de type rhipidium, fleurs actinomorphes et possédant des tépales libres, grains de
pollen avec exine réticulée (Goldblatt et al.,, 1984; Goldblatt, 1990; Goldblatt & Manning,
2008).

La présence de nectaires dans les cloisons de l'ovaire est aussi un état plésiomorphe, mais ils
disparaissent complétement chez certains genres, notanmster et Patersonia et chez

les Iridoideae. Seul le genBiplarrena, groupe frére de I'ensemble des Iridoideae, possede

des nectaires situés dans les cloisons de l'ovaire dans cette sous-famille. Les autres genres
possedent des nectaires périgoniaux situés sur les tépales ou sur les étamines, ou ne possedent
aucun nectaire (Rudall et al., 2003). Longtemps considéré comme un état de caractere dérive,

I'ovaire infére constitue aussi une plésiomorphie pour la famille (Goldblatt & Manning, 2008).
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Figure 6. Phylogénie moléculaire des Iridaceae. Les sous-familles sont indiquéesbarres verticales. Les
nombres entre parenthéses correspondent respectivement au nombre de genres et au nombre d’especes compris
dans chacune des sofasilles (d’aprés Goldblatt et al., 2008).
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La phylogénie moléculaire proposée par Goldblatt et al. (2008) indique que la sous-famille
des Crocoideae forme une lignée monophylétique trés fortement soutenue. Elle est en outre
définie par plus de synapomorphies morphologiques et anatomiques (Tableau 3) que ce que

I’on peut observer dans la plupart des familles d’ Asparagales (Goldblatt et al., 2008).

Tableau 3. Synapomorphies de la sous-famille des Crocoideae (Goldblatt12999 Manning & Goldblatt,
1990; Rudall, 1995).

Caractéere Etat de caractére

1. Vaisseaux racinaires du Perforations simples (état de caractere partagé avec les Iridoideae).
xyléme

2. Organe de réserve Corme avec racines adventives.
3. Cellules foliaires Paroi ondulée et papilles nombreuses.
épidermiques
4. Lame foliaire Présence d’une pseudo-nervure médiane épaissie.
5. Cellules du mésophylle  Allongées parallélement a 1’axe foliaire.
6. Inflorescence Inflorescence en épi, fleurs toujours sessiles, sous-tendues par une paire
bractées a la base.
7. Symétrie florale Zygomorphes.
8. Endothéque des anthéres Epaississements spiralés (état de caractére partagé avec les Iridoideae).
9. Ovule Campylotrope.
10.Paroi pollinique Exine microponctuée.

11.Type apertural pollinique Monosulqué operculé (opercule formé d'une ou deux bandes ).

La sous-famille des Iridoideae forme une lignée monophylétique définie elle aussi par un
nombre important de synapomorphies morphologiques (Tableau 4) et moléculaires (Goldblatt,
1990; Reeves et al., 2001; Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008; Goldblatt &
Manning, 2008).

Tableau 4. Synapomorphies de la sous-famille des Iridoideae (Goldblatt 1884t & al., 2003; Goldblatt et
al., 2008).

Caractere Etat de caractére

1. Vaisseaux racinaires du Perforations simples (ancestral pour toutes les tribus, hormis les Diplarrene.

xyléeme Etat de caractére partagé avec les Crocoideae).
2. Symétrie florale Actinomorphes (ancestral pour toutes les tribus, hormis les Diplarreneae do
fleurs sont zygomorphes).
3. Tépales Habituellement rétrécis a la base.
4. Nectaires Absence de nectaires ddas cloisons de 1’ovaire (ancestral pour toutes les tribus,

hormis les Diplarreneae). Quand ils sont présents les nectaires sont périgor
ou intra-staminaux.

5. Branches du style Convolutées a tubulaires, chaque branche porte un stigmate a son extrémit
branches sont souvent épaissies et étroitement associées avec les étamine
portent généralement des appendices terminaux (crétes), conditions unique
la famille.

6. Endothéque des anthere Epaississements spiralés (état de caractére partagé avec les Crocoideae).
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2.2.Diversité de l'organisation florale

De nombreuses variations de la morphologie florale caractérisent la famille des Iridaceae
(Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt & Manning, 2006; Goldblatt & Manning, 2008). La
symétrie florale est radiale au sein des Iridoideae (Fig. 7 - A a C), hormis dans le genre
Diplarrena groupe frére de I'ensemble des autres genres de la sous-famille (Fig. 7 - D), qui
possede des fleurs a symétrie bilatérale (Goldblatt & Manning, 2008). La sous-famille des
Nivenioideae est elle aussi caractérisée par des fleurs actinomorphes (Fig. 7 - E), mais la
présence de fleurs zygomorphes et bilabiées constitue une synapomorphie pour les
Crocoideae (Fig. 7 - F & G). Cet état n'est pas uniforme a l'intérieur de la sous-fardidle, et
réversions vers la symétrie radiale se sont produites concernant soit des genres dans leur
intégralité (xia, Crocus Romulea Syringode soit quelques espéeces a lintérieur d'autres
genres (Davies et al., 2004; Goldblatt et al., 2006). Par ailleurs la fusion d'une partie des
pieces du périanthe, formant un tube qui peut atteindre 50 a 100 mm, est une adaptation
importante des fleurs de Crocoideae (Goldblatt & Manning, 2006).

Parmi les fleurs a symétrie radiale, la plupart des espéces appartenant aux genres qui forment
la tribu des Irideae (Iridoideae) possedent des fleurs formées de trois unitées bilabiées
fonctionnellement séparées, chacune ressemblant a une fleur gamopétale (Fig. 7 - H). Bien
que la fleur soit actinomorphe, cette structure florale particuliere appelée meranthia est
zygomorphe, ressemblant aux fleurs de nombreuses Lamiaceae et Scrophulariaceae, et
fonctionne comme une unité de pollinisation indépendante (Goldblatt et al., 2005; Goldblatt

& Manning, 2006). Néanmoins, il existe aussi de nombreuses espéces au sein de la tribu,
appartenant aux genrédoraea et Ferraria, pour lesquelles le meranthia est vestigial ou
méme totalement absent (Goldblatt & Bernhardt, 1999; Goldblatt & Manning, 2006).

Les fleurs des genres appartenant aux autres tribus de la sous-famille des Iridoideae sont
strictement actinomorphes, mais de tres nombreuses variations de la morphologie et de la
disposition des tépales existent parmi ces taxons, et pas moins de six types de morphologies
florales ont été dénombrés a l'intérieur du géngeidia (Goldblatt & Manning, 2008).

La symétrie florale est une composante essentielle de I'évolution des systémes de pollinisation
au sein des Iridaceae et le spectre des pollinisateurs varie de maniere extrémement différente
au sein des clades suivant le type de symétrie qui prévaut au sein d'un clade et la maniére dont
la symétrie évolue a l'intérieur de ces clades (Goldblatt & Manning, 2006). L'augmentation du

nombre d'especes par genre au sein des Iridaceae est étroitement associé a une augmentation
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Figure 7 Diversité de la morphologie florale au sein des Iridaceae. (A a D) Sous-fagsll&idoideae. (A)
Fleur actinomorphe d€alydorea crocoidefRavenna (Tigridieae) : périanthe en étoile et tépales subégaux. (B)
Fleur actinomorphe dgigridia meleagris(Lindl.) G. Nicholson (Tigridieae) : périanthe en forme de coupe et
tépales inégaux (© Dale Denham-Logsdon). (C) Fleur actinomorph&ddia convoluta(Ravenna) Goldblatt
(Tigridieae): périanthe en forme d’étoile et tépales inégaux. (© fandfofcolima@gmail.com). (D) Fleur
zygomorphe deDiplarrena moraealabill (Diplarenneae) : piéces internes du périanthe en forme de coupe,
tépales inégaux (© http://www.stridvall.se). (D) Fleur actinomorpheNdenia inaequalisGlodblatt &
J.C.Manning (Nivenioideae) : les piéces du périanthe sont fusionnéesment un tube plus ou moins allongé a
sa base (© http://fotgh.wordpress.com). (FSBus famille des Crocoideae. (F) Fleur zygomorph&ildéiolus
alatus L. (Gladioleae) la zygomorphie est accompagnée d’une fusion d’une partie des pieces du périanthe
formant un long tube a la base de ce dernier (© Ivalente@rjb.csic.es). (G) deuwmorphed’Ixia
monadelphaD.Delaroche (Croceae) : bien que la fleur soit actinomorphe, la fusionétes pu périanthe est
toujours présente (fleche) (© Andrew massyn). (H) Fleur actinomorpidodaea tripetala(L.f.) Ker Gawl.
Iridoideae: Irideae) : fleur formée de trois unités zygomorphes bilabfeehes) appelées meranthia et
fonctionnant comme des unités indépendantes vis-a-vis des pollinisateurs (© Fitsag) W

du nombre de systémes de pollinisation exploités, et bien que cette relation soit évidente a la
fois pour les genres dont les fleurs sont plutét actinomorphes et ceux dont les fleurs sont
plutét zygomorphes, le nhombre de modifications de systemes de pollinisation rapporté au
nombre d'especes est significativement plus élevé parmi les genres ou la zygomorphie est
prédominante (Goldblatt & Manning, 2008). Ces observations suggerent que la transition vers

la zygomorphie qui a eu lieu & la base des Crocoideae, associée a la formation d'un tube floral
pourrait constituer une innovation clef en augmentant la diversité des systemes de
pollinisation potentiellement exploitables (Goldblatt & Manning, 2008). Il est & noter que ces
résultats sont essentiellement basés sur des observations concernant les Iridaceae de la zone
sub-saharienne, et qu'a ce jour la diversité et I'évolution des systémes de pollinisation restent

tres mal connues au sein des Iridaceae du continent américain (Goldblatt & Manning, 2006).

Par ailleurs, un des constats majeurs déduit des études conduites depuis le début des années
1990, principalement en Afrique sub-saharienne, est que la grande majorité des Iridaceae
peuvent étre considérées comme tres spécialisées dans leurs interactions avec les
pollinisateurs (Goldblatt & Manning, 2008). Dans ce contexte, le réle joué par les ressources
florales produites par les Iridaceae et utilisées par les pollinisateurs est fondamental. La
diversité des structures productrices de ressources et la maniére dont elles ont évolué a
l'intérieur de la famille pourraient donc étre un élément déterminant pour comprendre

I'évolution des systemes de pollinisation au sein des Iridaceae.

2.3.Diversité des nectaires et des élaiophores

Le nectar est la ressource la plus commune collectée au sein de la famille des Irilaceae. |
constitue une source de nourriture pour de nombreux animaux, incluant les abeilles, les

mouches et de nombreux autres insectes et oiseaux. Les organes floraux qui produisent le
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nectar, le volume produit, la concentration ainsi que les proportions des différents types de
sucres contenus dans le nectar varient de maniére importante a l'intérieur de la famille
(Goldblatt & Manning, 2008).

La présence de nectaires dans les cloisons de l'ovaire est une plésiomorphie pour la famille.
Ces nectaires s'insérent dans une cavité qui résulte d'une fusion incompléte d'une petite région
située en bordure des carpelles (Fig. 8). lls sont particulierement répandus dans deux sous-
familles : les Crocoideae et les Nivenioideae (Daumann, 1970; Goldblatt, 1993; Rudall et al.,

2003). Ces nectaires sécretent le nectay ’extérieur a I’aide d’étroits canaux débouchant

dans la partie apicale de ’ovaire, proches de la base du style en position opposée aux tépales
internes (Goldblatt & Manning, 2008).

Figure 8. Coupearansversale de I’ovaire de (A) Klattia stokoeil.Guthrie (Nivenioideae) et (BJritoniopsis
burchellii (N.E.Br.) Goldblatt (Crocoideae) indiquant la position (fleches) des nectairetedasisons (Rudall
et al., 2003).

Hormis pour le genreDiplarrena (cf. chapitre 2.1), les Iridoideae se caractérisent par
I'existence de nectaires périgoniaux au sein de nombreux genres répartis dans les quatre
principales tribus de la sous-famille (Rudall et al., 2003; Goldblatt & Manning, 2008). lls sont
localisés habituellement a la base des tépales externes au sein de la tribu des Irideae, a la base
de la colonne staminale chez les Sisyrinchieae, et généralement sur les tépales internes des
especes appartenant aux tribus strictement américaines des Trimezieae et des Tigridieae, bien
qu’occasionnellement aussi distribués sur les tépales externes (Molseed, 1970; Vogel, 1974

Rudall et al., 2003). La coexistence a la fois de nectaires dans les cliidomsire et de

nectaies périgoniaux a 1’intérieur d’'une méme famille est tres inhabituelle et les Iridaceae
constituent peut étre un cas unique de ce point de vue (Rudall et al., 2003). Par ailleurs, le
développement important des élaiophores de type trichome au sein de la sous-famille des

Iridoideae constitue un élément supplémentaire conférant un caracteére unique a 1’évolution
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des structures productrices de ressources utilisés par les pollinisateurs chez les Iridaceae
(Rudall et al., 2003; Goldblatt & Manning, 2008).

Au sein de la sous-famille des Iridoideae, les nectaires et les élaiophores prennent de
nombreuses formes différentes et il y a apparemment parmi les Iridoideae une prédisposition
au développement de structures sécrétrices périgoniales (Rudall et al., 2003). La position des
nectaires de plusieurs espéces d’lris a la base du périanthe et de la colonne staminale
(Daumann, 1935), extrémement proches de la base du style, pourrait laisser supposer que les
nectaires périgoniaux aient pu évoluer par hétérotopie a partir des nectaires présents dans les
cloisons de I’ovaire, 1’évolution de ces structures sécrétrices au sein des Iridoideae s’étant
accompagnée de leur déplacement dans une position de plus en plus distale sur les primordia
des organes concernés (Alberch et al., 1979; Bateman, 1994; Baum & Donoghue, 2002;
Rudall & Bateman, 2002). De plus, il semble peu probable qu’une toute nouvelle source de

nectar ait évoluée au sein des Iridoideae au méme moment ou les nectaires présents dans les
cloisonsde I’ovaire ont disparu, sans qu’il existe une relation développementale entre les

deux évenements et les deux structures (Rudall et al., 2003). Le développement des
élaiophores de type trichome dans la méme position que celle des nectaires périgoniaux, a
I’intérieur de la seule sousmille ou se sont développés ces derniers n’est certainement pas

da au hasard et il est probable qu’il existe aussi un lien évolutif et développemental entre ces

deux types de structures sécrétrices (Rudall et al., 2003; Goldblatt & Manning, 2008).

Le systeme de pollinisation reposant sur la collecte des lipides floraux est plus
particulierement développé dans la zone biogéographique néotropicale et les zones tempérées
adacentes du continent américain. En effetnombre d’espéces d’lridaceae produisant ces

lipides et le nombre d’espéces d’abeilles spécialisées dans leur collecte sont tres nettement
supérieurs a ce qui peut étre observé dans les autres zones biogéographiques du globe (Rudall
et al.,, 2003; Goldblatt & Manning, 2006; Goldblatt & Manning, 2008). Il semble donc
probable que le développement des élaiophores de type trichome ait joué un role prépondérant
dans la diversification de la famille sur le continent américain (Goldblatt et al., 2008).
L'origine de la diversification des Iridoideae a travers cette région du globe serait danc liée
I'évolution de caracteres floraux différents deux qui ont conduit a 1’extraordinaire
diversification des Crocoideae en Afrique sabarienne. En effet, I’apparition et le
développement de la zygomorphie associééa présence d’un tube floral, ainsi que
I’existence de nectaires a la base de ’ovaire semblent avoir joué¢ un rdle majeur dans ce

contexte (Goldblatt & Manning, 2008).
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Plus de 9% des especes d’Iridaceac de la zone sub-saharienne présentent un systeme de
pollinisation spécialisé ou le nombre d’espéces d’insectes ou d’autres animaux intervenant

dans la pollinisation de chacune des espéces est tres failblenhre d’especes généralistes

visitées par différents types de pollinisateurs est extrémement faible, comptant pour moins de
3% des especes (Goldblatt & Manning, 2006) et deux systémes de pollinisation spécialisés
coexistent chez les espéces restantes (Goldblatt et al., 2000a, 2000b, 2002b, 2004; Manning &
Goldblatt, 2005).Le fait que les Iridaceae soient des plantes vivaces a durée de vie
relativement longue, que la reproduction végétative tienne une grande place dans la
dissémination des especes et qu’elles soient relativement dispersées dans les ecosystémes ou

elles se développent, constituent certainement des conditions favorisant le développement de
stratégies de pollinisation spécialisées (Johnson & Bond, 1994; Waser et al., 1996; Goldblatt
& Manning, 2006, 2008). Il semble donc légitime de s’interroger sur ’importance du
développement des élaiophores a ’intérieur de la sous-famille des Iridoideae et d’évaluer si

cette stratégie de pollinisation spécialisée a joué un role dans la diversification des Iridaceae a

I’intérieur de la zone biogéographique néotropicale et des zones tempérées adjacentes.

2.4.La pollinisation par les abeilles

La majeure partie des informations disponibles concernant la pollinisation, que ce soit par les
abeilles ou par les autres vecteurs biotiques (cf. chapitre suivant), provient d'études réalisées
depuis une dizaine d'années en Afrique sub-saharienne. Les données disponibles concernant la
pollinisation des Iridaceae dans les autres régions du globe restent aujourd’hui rares et ne
permettent pas d'évaluer avec exactitude l'importance du réle joué par les différents vecteurs
biotiques potentiellement impliqués dans les interactions plantes-pollinisateurs au sein de la
famille. Néanmoins, le fait que I'Afrique sub-saharienne représente lI'un des deux principaux
centres de diversité a I'échelle de la féeniét que la plupart des autres informations
disponibles résultent d'observations réalisées dans la zone néotropicale (second centre de
diversité), permet d'avoir un premier apercu de l'importance relative des différents vecteurs

biotiques impliqués dans la pollinisation.

La pollinisation par les abeilles constitue le systéme de pollinisation le plus commun au sein
des Iridaceae et concerne 57% des 1150 especes d’Afrique sub-saharienne, aucun des autres
vecteurs biotiques identifies ne pollinisant plus de 12% du total des especes étudiées
(Goldblatt & Manning, 2006, 2008). Bien que les stratégies de pollinisation d’un grand

nombre d’espéces de la zone néotropicale et des zones tempérées adjacentes restent inconnues
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a ce jour, la quasi totalité des espédesette régiomyant fait 1’objet d’observations sont
pollinisées par des abeilles (Vogel, 1974; Neff & Simspon 1981; Buchmann, 1987; Lee, 1994;
Cocucci et al., 2000; Cocucci & Vogel, 2001; Truylio et al., 2002; Machado, 2004; Devoto &
Medan, 2008; Goldbla& Manning, 2008) et I’intervention d’autres vecteurs biotiques dans

leur pollinisation reste anecdotique (Molseed, 1970; Freitas & Sazima, 2003; Devoto &
Medan, 2008; Goldblatt & Manning, 2008).

La pollinisation par les abeilles récoltant le nectar dessf d’Iridaceac est certainement
ancestrale pour les Crocoideae, les Nivenioideae et les Iridoideae et constitue probablement
également I'état ancestral pour I'ensemble de la famille (Goldblatt & Manning, 2008). Au sein
des Crocoideae et des Iridoidedegxiste une trés grande diversité d’interadions entre les

abeilles et les fleurs qu’elles pollinisent. Celles-ci se différencient non seulement en fonction

du type et de la composition des ressources produites par la plante, des conditions de leur
production (morphologie des organes producteurs, localisation et accessibilité a 1’intérieur de

la fleur), et de la temporalité a laquelle elles sont produites, mais aussi en fonction du niveau
de spécialisation des abeilles vis-a-vis de ces caractéristiques florales (Cocucci et al., 2000;
Cocucci & Vogel, 2001; Goldblatt & Manning, 2006, 2008). Il existe en outre d’autres types
d’interactions entre plantes et abeilles au sein de la famille des Iridaceae qui ne font pas
intervenir la production d’une ressource utilisée par 1’insecte. Ainsi, de nombreuses espéces

d’lris de la sectiorOncocyclus distribuées en Asie centrale et dans 1’ouest asiatique, ont
développée une autsgratégie. Les males de plusieurs espéces d’abeilles de la famille des

Apidae utilisent les fleurs de couleur foncée de ces espéces d’lris pour s’abriter durant la nuit

et profiter de 1’¢élévation de température matinale a 1’intérieur de la fleur. Ils transportent le

pollen d’une fleur a I’autre durant le choix de la fleur qui va les abriter pour la nuit, et

participent ainsi activement a la reproduction sexuée de ces especes (Sapir et al., 2005, 2006).

2.5.Les autres vecteurs biotiques

Alors que la polhisation par les abeilles est prédominante a 1’échelle de la famille,
I’intervention d’une vaste gamme de pollinisateurs différents caractérise en Afrique sub-
saharienne la sous-famille des Crocoideae, et dans une moindre mesure celle des
Nivenioideae (Goldblatt & Manning, 2006, 2008). Un récapitulatif des informations
disponibles pour les différentes catégories de pollinisateurs des Iridaceae en Afrique sub-

saharienne est présenté dans le Tableau 5.
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Tableau 5Vecteurs biotiques pollinisant les espéeces de la famille des Iridaceae en Afitigs@hsirienne. Les
chiffres indiquent le pourcentage d'espéces pollinisées pour chaquisiliesreprésentée dans cette région du
globe (d'aprés Goldblatt & Manning, 2008).

Catégories de pollinisateurs Aristeoideae Nivenioideae Crocoideae Iridoideae Total

Pollinisateurs spécialisés

Hyménoptéres (abeilles) 90 32 47 72 57
Hyménoptéres (autres) 0 0 0 5 1
Diptéres 2 32 16 0 12
Lépidoptéres (papillons 0 0 9 1 6
nocturnes)

Lépidoptéeres (papillons 0 0 2 0 2
diurnes)

Coléopteres 8 0 6 7 6
Oiseaux 0 29 10 0 8

Pollinisateurs généralistes ou coexistence de deux types de pollinisateurs spécialisés

0 7 10 15 8

Dipteres : parmi les vecteurs biotiques autres que les abeilles, les mouches a longue trompe de
la famille des Nemistrinidae et des Tabanidae (Diptera) jouent un rdle prépondérant,
pollinisant 15.9% des espéces de Crocoideae et 32% des espéces de Nivenioideae d’Afrique
sub-saharienne (Goldblatt et al., 2000a, 2000b, 2002a; Goldblatt & Manning, 2006, 2008)
Parm les Iridaceae de la flore d’Afrique du Sud, plus de 250 especes sont pollinisées
exclusivement par ces insectes. Les fleurs de ces espéaeesctérisent par la présence d’un

long tube étroit de 25 & 100 mm de long a la base du périanthe, contenant la plupart du temps
du nectar dans la moitié inférieure, caluir’étant accessible qu’a ces mouches qui posseédent

une trompe suffisamment longue pour ’atteindre. Généralement, le tube floral est légerement

plus long que la trompe de I’insecte qui visite la fleur, for¢ant celui-ci a entrer en contact avec

les anthéres et les surfaces stigmatiques. Certaines especes du Hgsperantha
(Crocoideae) dupent ces pollinisateurs avec des fleurs présentant le méme type de
morphologie mais ne produisant pas de axechéanmoins ce systeme de pollinisation par

tromperie reste exceptionnel (Goldblatt et al., 2004).

La pollinisation des Iridaceae par d’autres types de diptéres est extrémement rare et se&d

0,1% des Crocoideae sont concernées par ce systeme de pollinisation en Afrique sub-
saharienne (Manning & Goldblatt, 2008). Dans la zone néotropicale, un seul cas de
pollinisation par des mouches de la famille des Syrphidae a été enregistré sur une espece de
Sisyrinchium(lridoideae: Sisyrinchieae) ne produisant ni nectar ni lipides floraux (Freitas &
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Sazima, 2003). labsence d’autres observations concernant la pollinisation des Iridaceae par

les diptéres ne permet pas de tirer de conclusions quant a I’importance de ce systéme de
pollinisation dans cette zone biogéographique. Bien que cela ne soit pas documenté par des
observations permettant de les qualifier de pollinisateurs, il est probable que des mouches
sphécoides (Sphecidae) puissent étre des agents de pollinisation de certaines especes du genre
Tigridia (Iridoideae: Tigridieae) distribuée au Mexique et au Guatemala. Leurs fleurs
produisent du nectar a partir de trichomes glandulaires répartis sur les tépales gtternes
dégagent une edr fétide (Molseed, 1970). D’autres diptéres ont aussi été observés visitant

plusieurs especes dgisyrinchiumet d’Olsynium (Iridoideae: Sisyrinchieae) mais aucune
information ne permet de confirmer leur réle en tant que pollinisateurs (Arroyo et al., 1982;
Freitas, 2002).

Lépidopteres (papillons nocturnes) : la pollinisation des Iridaceae par les papillons de nuit

(appartenant pour la plupart aux familles des Drepanogynidae, Geometridae et Noctuidae)
n’est connue qu’en Afrique sub-saharienne.llest peu probable qu’elle existe dans d’autres

régions du globe ou aucune espece d'lIridaceae ne présente le méme type de caracteres floraux
Elle est particulierement importante au sein des gdaladiolus et HesperanthaGoldblatt

& Manning, 2002; Goldblatt et al., 2004) et concerne quelques espeBabidma Freesig

Moraea Savannosiphort Tritionopsis représentant au total 9% des Crocoideae et 1% des
Iridoideae (Goldblatt & Manning, 2008). Les fleurs de ces espéces sont caractérisées par des
tépales de couleur pale, la présence d’un tube étroit et long a la base du périanthe, un parfum

puissant durant 1’anthése et une période d’antheése vespérale et/ou nocturne (Goldblatt &
Manning, 2006).

Lépidopteres (papillons diurnes) : les grands papillons appartenant aux familles des

Papilionidae et des Satyridae tiennent une place extrémement restreinte parmi le cortege des
pollinisateurs et ce systéme de pollinisation ne semble développé que pour quelques espéeces
d’Iridaceae d’Afrique sub-saharienne et uniquement parmi les Crocoideae, représentant
environ 2% des especes de cette région (Goldblatt & Manning, 2002, 2006, 2008; Goldblatt et
al., 2004). Les fleurs de ces espéces sont caractérisées par des tépales rouge-orangés, rarement
jaunes ou pourpresa présence d’un long tube étroit a la base du périanthe, une absence de

parfum et un nectar particuliérement dilué, probablement pare@ gectar plus concentré

serait trop visqueux et ne pourrait étre collecté par ces papillons dont la trompe est

particulierement étroite (Goldblatt & Manning, 2006).
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Coléoptéres : la pollinisation par les membdesla famille des Scarabaeidae est 1’un des
systemes de pollinisation le plus surprenant au sein de la famille des Iridaceae. Ces scarabées
utilisent les fleurs actinomorphes et brillamment colorées de nombreuses espioeraaie
(Irioideae) et d’Ixia (Crocoideae), mais aussi d’autres genres d’Aristeoideae, de Nivenioideae

et de Crocoideae, comme sites pour se rassembler et se reproduire (Goldblatt et al., 1998;
Steiner, 1998, Goldblatt et al., 2005). lls peuvent occasionnellement consommer le pollen des
fleurs qu’ils visitent mais ce comportement est considéré comme subsidiaire dans les
interactions établies avec les Iridaceae (Goldblatt & Manning, 2008). La plupart des fleurs des
especes d’Iridaceae pollinisées par ces scarabés présentent des marques foncées disposées au
centre du périanthe et mimant le corps des scarabés de facon étonnament fidele. Leur réle
supposé est d’inciter les scarabés a visiter préférentiellement ce type de fleur (Goldblatt &

Manning, 2006). En Afrique sub-saharienne, les scarabées sont responsables de la
pollinisation de 8% des Aristoideae, 6% des Crocoideae et 7% des Iridoideae (Goldblatt &
Manning, 2008). Ce systeme de pollinisation est couramment combiné avec la pollinisation
par des abeilles collectant le pollen, seule ressource produite par la plupart de ces especes
(Goldblatt et al., 2005).

Ce type de pollinisation n’est pas documenté pour les espéces d’lridaceae de la zone
néaropicale et des zones tempérées adjacentes, néanmoins quelques observations indiquent
gue des membres de plusieurs familles de coléopteres pourraient jouer un réle dans la
pollinisation d'espéces appartenant aux ge@rgsella Herbertia (Iridoideae: Tigridieae) et

Olsynium(Iridoideae: Sisyrinchieae) (Arroyo et al., 1982; Devoto & Medan, 2008).

Hymenopteres (autres que les abeillap)elques rares espéces du géreearia (Iridoideae

Irideae) en Afriqgue du Sud présentent un systéme de pollinisation particulierement inhabituel
au sein de la famille, faisant intervenir des guépes de la famille des Vespidae comme vecteurs
de pollinisation (Goldblatt & Manning, 2006). Les fleursklrraria sécretent du nectar tres

peu concentré a partir des pieces du périanthe qui forment une coupe profonde et dégagent
une odeur fétide intervenant certainement dans le systeme de pollinisation (Goldblatt et al.,
2009).

En dehors de ce genre sud africain, il est probable que des guépes appartenant aux familles
des Vespidae et des Pompilidae puissent étre des agents de pollinisation de certaines espéeces
du genreTigridia (Iridoideae: Tigridieaeen raison de leurs nombreuses similitudes florales

avec le genré&erraria, en particulier en ce qui concerne la forme du périanthe, la présence de
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nectar et le parfum dégagé par les fleurs. Le nectar, dont la concentration est inconnue, est
secrété a partir de trichomes glandulaires présents sur les tépales internes (Molseed, 1970).

Oiseaux: La pollinisation par les oiseaux (appartenant principalement a la famille des
Nectariniidae) s’est développée chez 64 especes de Nivenioideae et de Crocoideae,
uniquement distribuées en Afrique sub-saharienne (Goldblatt et al., 1999). Ce systeme de
pollinisation tient ainsi un rdle majeur au sein de ces deux sous-familles, concernant
respectivement 29% des especes de Nivenioideae et 10% des Crocoideae de cette zone
géographique (Goldblatt & Manning, 2008). Les fleurs d’Iridaceae pollinisées par les oiseaux

sont pour la plupart rouge-orangées et possedent généralement un tube allongé a la base du
périanthe. Le nectar sécrété en grande quantité est accumulé dans la moitié inférieure du tube.
La longueur du tube est souvent corrélée a la longueur du bec de 1’oiseau pollinisateur. Les

fleurs sont typiquement zygomorphes au sein des Crocoideae et actinomorphes au sein des
Nivenioideae et ne dégagent aucun parfum (Goldblatt et al., 1B9@florescence est

souvent portée par une tige robuste et beauphugpigide que celle que 1’0n observe chez les
especes pollinisées par les insectes, une caractéristique qui p&isetu de se percher sur

la tige pendant qu’il collecte le nectar (Goldblatt & Manning, 2006). En Afrique sub-
saharienne, la pollinisation par les oiseaux est particulierement développée au sein des genres
Gladiolus (Crocoideae) eWatsonia(Nivenioideae) ou elle a évoluée indépendament dans

plusieurs lignées (Goldblatt & Manning, 2008).

Ce systeme de pollinisation est rare dans les autres régions du monde ou sont distribuées les
Iridaceae, mais les colibris (Trochilidae) sont les principaux pollinisateurs de I’espéce nord
américainelris fulva Ker Gawl. (Iridoideae: Irideae) et de quatres espécedighdia
(Iridoideae: Tigridieae) au Mexique (Cruden, 1971; Emms & Arnold, 2000; Wesselingh &
Arnold, 2000). La coloration rouge foncées fleurs d’l. fulva est inhabituelle a I’intérieur du

genre et 1’absence de parfum dégagé par la fleur, associées au fait que les tépales externes
forment avec les branches du style une longue gorge dans laquelle s’accumule le nectar en

grande quantité, forment un contexte morphologique unique a I’intérieur du genre qui semble

particulierement adapté a la pollinisation par les oiseaux (Wesselingh & Arnold, 2000

Les caractéristiques particulieres des fleurs des quatre especémridia pollinisées
exclusivement par des colibris sont si inhabituelles au regard des caracteres morphologiques
généralement exprimés a I’intérieur de ce genre que ces especes furent placées dans un genre

difféerent nomm@&Rigidella (Cruden, 1971). A la différenck la plupart des fleurs d’Iridaceae

pollinisées par des oiseaux, elles ne présentent pas de tube au niveau du périanthe, le nectar
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saccumule dans des poches profondes formées par les tépales. En revanche, la quantité
relativement importante de nectar produit ainsi que la coloration rouge du périanthe sont bien
caractéristiques des fleurs pollinisées par les oiseaux (Goldblatt & Manning, 2008). Il semble
de plus ce systeme de pollinisation ait évolué plusieurs fois de maniére indépendante a
I’intérieur du genreTigridia, comme dans le cas des gerBdadioluset Watsoniaen Afrique
(Rodriguez, 1999).

3. Systématique de la sous-famille des Iridoideae : présentation des tribus

actuellement reconnues

La sous-famille des Iridoideae constitue un des deux embranchements majeurs des Iridaceae,
comprenant au moins 900 espéces réparties dans 30 genres différents et représentant environ
40% de la richesse spécifique de la famille (Goldblatt & Manning, 2008). Le genre australien
Diplarrena est le seul représentant de la tribu des Diplarreneae, groupe fréere du reste des

Iridoideae, qui se subdivisent en quatre groupes circonscrits taxonomiquement au niveau tribu
(Fig. 9) :
- Les Irideae, dont l'aire de distribution couvre essentiellement les régions biogéographiques

du Paléarctique et de I'Afrotropical (avec seulement quelques espésedistribuées dans le

Néarctigue et 1 espece Detesdans la région Australasienne),

- Les Sisyrinchieae, dont la distribution couvre le continent américain avec seulement

quelgues espéces des gerigertia et Orthrosanthudistribuées dans I'Australasien,
- Les Trimezieae, uniquement néotropicaux,

- Les Tigridieae, essentiellement néotropicaux avec quelques especes dont la distribution

couvre aussi le sud du Néarctique.

Si lI'on se référe a la richesse spécifique des différentes tribus, la dichotomie majeure observée
a l'intérieur de la sous-famille correspond a la séparation entre la tribu des Irideae et les genres
appartenant aux tribus de Sisyrinchieae, Trimezieae et Tigridieae. L'aire de répartition des
Irideae couvre essentiellement les régions biogéographiques du Paléarctique et de
I'Afrotropical (avec seulement quelques espectss dlistribuées dans le Néarctique et 1
espece d®ietesdans la région Australasienne). Les Sisyrinchieae, Trimezieae et Tigridieae
se répartissent quasi exclusivement sur le continent ameéricain (excepté led dpamtieset
Orthrosanthusdont quelques especes sont distribuées dans I'Australasien), la plupart des

genres appartenant a ces tribus étant uniquement néotropicaux.
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Tigridia convoluta
- Irideae (5IC. 51 3) _'_: T/:gn:dl:a alpestjs ssp. obtusa.
Tigridia alpestris ssp. alpestris
= Tigridia flammea
I:I D ! pla rréneae (1 I2) — Cardiostigma mexicana (2 sp.)
Cobana (1 sp.)
g Tigridlia philippiana (c. 8 sp.)
B £nnealophus euryandrus (5 sp.)
H— Eleutherine latifolia (2 sp.)
Gelasine elongata (c. 6 sp.)
| S Hesperoxiphion (c. 4 sp.)
Alophia veracruzana (c. 5 sp.)

Larentia mexicana (2 sp.)

{ Cipura (c. 9 sp.)

Nemastylis tenuis
E Nemastylis geminiflora

Calydorea pallens (c. 13 sp.)

Cypella aquatilis (c. 25 sp.)
E Herbertia pulchella (c. 7 sp.)

Onira (1 sp.)

e \/comarica (c. 12 sp.)
B Trimezia (c. 20 sp.)

Olsynium (c. 12 sp.)
_E Sisyrinchium (c. 140 sp.)

Solenomelus (2 sp.)
{ Libertia (c. 12 sp.)

Orthrosanthus (9 sp.)

Bobatrtia (15 sp.)
E Ferraria (c. 14 sp.)
Moraea (c. 198 sp.)

Dietes (6 sp.)

|15 (C. 269 sp.)

1 I Iris (Belamcanda) (10 sp.)
Iris (Pardanthopsis) (1 sp.)

Diplarrena (2 sp.)

Tigridia (c. 44 sp.)

Tigridieae (15 genres - 160 espéces)

Sessilanthera (3 sp.)
Autres tribus : E Ainea conzattii (1 sp.)
" " Tigridia oaxacana
[ Trimezieae (3/c. 44) _IEWW oxthete :
Tigridia seleriana
[ | sisyrinchieae (6/c. 176) Tigrdia pavonia .
=i

Figure 9. Phylogénie moléculaire des Iridoideae. Les différentes tribus sont indiquéles jparres verticales.
Les chiffres entre parenthéses indiquent le nombre de genres suivi dierdiegpeces pour chaque tribu. Le
nombre d'espéces par genre est indiqué dans la phylogénie (d'aprés Goldblaaef)al.,

3.1.Sisyrinchieae

La tribu est composée de six genres et est largement dominée, en termes de nombre
d’espéces, par le genre Sisyrinchiumqui représente a lui seul environ 80% de la richesse

spécifiqgue de ce groupe taxonomique. Les synapomorphies morphologiques qui caractérisent
les Sisyrinchieae sont peu nombreuses. Les filets des étamines sont généralement fusionnés
sur leur moitié inférieure et le style présente une Iégére torsion, ses branches alternant avec les

¢tamines et s’étendant souvent entre les parties libres des filets (Goldblatt et al., 2008).

Les genres sont en revanche différenciés a I’intérieur de la tribu par un nombre relativement
important de synapomorphies (Fig. 10) et la phylogénie moléculaire confirme en grande

partie les observations morphologiques et anatomiques (Goldblatt et al., 1990, 2008).
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Figure 10. Principales synapomorphies morphologiques et anatomiques entre les genres ide ¢testr
Sisyrinchieae (d'aprés Goldblatt et al., 1990, 20083. barres vertes indiquent un parallélisme de 1’état de
caractére entre plusieurs lignées.

La richesse spécifique du gen®syrinchiumplace celui-ci au quatrieme rang par ordre
d’importance a l’intérieur de la famille. Outre cette caractéristique, il se distingue par une
distribution géographique particulierement large, couvrant le continent américain du
Groenland a la Terre de Feu etveau de la mer jusqu’a une altitude de plus de 4000 m

dans les Andes péruviennes (Rudall et al., 1986). Le développement d’¢élaiophores de type

trichome concerne approximativement 35% des espéces au sein du genre et est unique a
I’intérieur de la tribu (Vogel, 1974; Cocucci & Vogel, 2001; Goldblatt & Manning, 2008). De

plus, les élaiophores de la plupart des espéces se situent sur la colonne staminale et ce type de
développement ne connait pas d’équivalent au sein des Iridaceae (Cocucci & Vogel, 2001;

Rudall et al., 2003; Goldblatt & Manning, 2008).

Les cing autres genres qui composent la tribu campin nombre trés réduit d’espéces,

compris entre un et environ une douzaine, et sont distribués essentiellement dans les régions
andines d’Amérique du Sud, notamment au Chili et en Argentine (Goldblatt et al., 1990;
Goldblatt & Manning, 2008). La distribution disjointe des ger®@ethrosanthuset Libertia

s’expliquerait par une dispersion de ces deux genres a I’époque (jusqu’au milieu de I’Eocene)
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ou I’Amérique du Sud et 1’ Australasie étaient encore connectéeS via le continent Antarctique
(Goldblatt et al., 2008).

3.2.Trimezieae

La dichotomie observée au sein de la phylogénie moléculaire des Iridaceae entre la tribu des
Sisyrinchieae et le clade formé par les tribus des Trimezieae et des Trigridieae est non
seulement soutenue de maniére robuste par les données moléculaires mais elle se caractérise
aussi par plusieurs synapomorphies morphologiques (Goldblatt et al., 1990, 2008). Les filets
des anthéres sont généralement libres et ne sont pas suffisamment robustes pour soutenir les

anthéres qui sont maintenues en position plus ou moins érigée par les branches épaissies du

style auxquelles elles adherent (Fig. 11).

Figure 11. Androcée et gynécée typiques du clade formé par les tribus des Trimezide Tigridieae. Les
filets des étamines sont libres et ne soutiennent pas les anthéres quaisdenues en position érigées par les
branches épaissies du style auquel elles adhérent. (A) Flélnindezia exillimaRavenna (Trimezieae). (B)
Fleur deCypella fucataRavenna (Tigridieae).

Néanmoins cet état de caractéere disparait dans quelques genres dérivés au sein de la tribu des
Tigridieae ou les filets peuvent étre partiellement a entierement fusionnés (Rodriguez &
Sytsma, 2006; Goldblatt & Manning, 2008). Enfin, I’existence de nectaires et d’élaiophores

sur les tépales internes des membres de ces deux tribus est aussi considérée comme dérivée
pour ce clade (Goldblatt et al., 1990).

A Tlintérieur de ce groupe monophylétique, la tribu des Trimezieae constitue un clade
également soutenu de maniere robuste par les données moléculaires et caractérisé par un
organe de réserve constitué par un rhizome compact, souvent érigé et parfois comparable a un

corme de par sa compacité (Goldblatt et al., 2008). Elle se compose de trois genres
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(Neomarica Pseudotrimeziaet Trimezig dont la systématique et les délimitations
taxonomiques restent aujourd’hui mal connues (Ravenna, 1977, 1988; Goldblatt et al., 1990;
Chukr & Giulietti, 2001; Chukr & Giulietti, 2003; Chukr & Giulietti, 2008; Goldblatt &
Manning, 2008; Braganca Gil et al., 2009). Le gdPseudotrimeziast endémique de 1’état

de Minas Gerais au centre du Brésil, et se caractérise au sein de la tribu panrdes fle
tépales subégaux et 1’absence de nectaires ou d’élaiophores sur les tépales (Chukr & Giulietti,

2003). La diversité spécifique des genkeEomaricaet Trimeziaest concentrée au centre du
Brésil mais quelques especes sontriiuées jusqu’a 1’Amérique Centrale (Henrich &
Goldblatt, 1987; Chukr & Giulietti, 2008; Goldblatt & Manning, 2008). Les deux genres se
distinguent par plusieurs caracteres morphologiques. Les especes duNgemnarica
possedent des rhizomes rampants, une inflorescence portée par une tige compressée et
largement ailée et il n’existe qu’une seule feuille caulinaire située au niveau de 1’entre-nceud

de la tige florale précédaimmédiatement 1’inflorescence. Cette derniére est généralement

simple mais peut dans certains cas étre ramifiée, les ramifications étant habituellement
subsessile et regroupées a l'apex (Henrich & Goldblatt, 1987; Chukr & Giulietti, 2001;
Branganca Gil et al., 2009). Les espéces du gdnmmezia possedent un rhizome
extrémement compact et érigémparable a un corme. L’inflorescence est portée par une tige
cylindrique a elliptique et I’inflorescence est généralement ramifiée (Henrich & Goldblatt,

1987; Chukr & Giulietti, 2008; Goldblatt & Manning, 2008).

Les fleurs de ces deux genres possedent un périanthe en forme de coupe, les tépales internes
étant convolutés. La présence de trichomes glandulaires dans un repli de la surface adaxiale
situé a la base du limbe des tépales internes est avéré@rpoariaet Neomaricamais le

type desécrétion différe d’un genre a I’autre. Alors que ces trichomes glandulaires sont des
élaiophores dans le genfeimezig Stefan Vogel a mis en évidence que les trichomes de
Neomaricasécrétent du nectar (Vogel, 1974; Simpson & Neff, 1981; Ravenna, 1984, 1988).

3.3.Tigridieae

La tribu des Tigridieae forme un clade soutenu lui aussi de maniére robuste par les données
moléculaires au sein de la phylogénie des Iridaceae (Goldblatt et al., 2008). La distribution
géographique des membres de cette tribu couvre essentiellement les zones tempérées et
andines de I’Amérique du Sud ainsi qu’une grande partie de I’Amérique centrale et le sud est

des Etats-Unis (Goldblatt et al., 1990; Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt & Manning,

2008). Les principaux centres de diversitt situés dans le bassin du Parana et au Mexique
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(Goldblatt & Manning, 2008). Plusieurs synapomorphies caractérisent cette tribu, les trois
principales étant la présence dhuribe pour I’organe de réserve, un nombre chromosomique

de base x=7 et des feuilles caduques et plicguléoldblatt et al., 1990; Rodriguez &
Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008).

La circonscription des genres au sein de cette tribu demejeed’hui difficile a établir,

leur nombre variant de 15 a 20 suivant les auteurs avec de nombreux genres monospécifiques,
et il est difficile de savoir combien de genres devraient étre reconnus et quels casaateres
importants pour établir leur définition (Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt & Manning,
2008). Goldblatt & Manning (2008) suggerent que ce nombre devrait étre inférieur a 15, de
nombreux genres étant définis uniquement a partir de légeres variations de la structure des
étamines et du style. Les analyses moléculaires ont déja mis en évidenceiguss dientre

eux devraient ainsi faire I’objet d’une révision (Rodriguez, 1999; Rodriguez & Sytsma, 2006;
Goldblatt et al., 2008). Les genré®sterig Rigidella et Sessilantherapar exemple, sont

nichés a D’intérieur du genre Tigridia et les variations mineures observées au niveau du
périanthe et d€appareil reproducteur (Fig. 12) sont le reflet de changements de stratégies de
pollinisation entre ces différentes espéces (Rodriguez, 1999; Rodriguez & Sytsma, 2006;
Goldblatt et al., 2008; Goldblatt & Manning, 2008). Néanmoins, le fait que de nombreux
genres encore reconnus aujourd’hui soient absents des différentes phylogénies moléculaires

publiées et que la représentativité des genres au regard du nombre d’espéces qui les
composent soit insuffisante, n’ont pas permis de proposer une révision globale de la
systématique de la tribu et de comprendre la complexité des relations de patanideur

de ce clade (Goldblatt et al., 2008).

Parmi les Tigridieae, de nombreux genres présentent des structures glandulaires florales
productrices soit de lipides, soit de nectar. Ces structures sont essentiellement des trichomes
glandulaires unicellulaires présents sur la face adaxiale de la base du limbe des tépales
internes, mais aussi parfois a la base de la face adaxiale des tépales externes, comme au sein
du genreHerbertia Ces trichomes sont des élaiophores, principalement a I’intérieur des
genresAlophia Cypella EnnealophusHerbertia Hesperoxiphionet Tigridia (sous-genre
Tigridia), mais produisent du nectar au sein du gé&igadia (sous-genrélydrotaeniaet des

especes historiquement décrites au sein des géostsria et Rigidella) (Molseed, 1968;

Cruden, 1971; Vogel, 1974; Ravenna, 1981a, 1981b, 1989; Henrich & Goldblatt, 1994; Lee,
1994; Goldblatt & Manning, 2008).
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Figure12. Diversité de la morphologie florale au sein du gefigridia sensuGoldblatt & Manning (2008). (A)
Fleur deTigridia chiapensisMolseed : périanthe en forme de coupe, tépales inégaux, filets des étamines
partiellement soudés, style trifide, chaque ramification étant subdivisée rriothes allongés et divergents,
stigmates disposés a lI'apex des ramifications, élaiophores de type trichpostglisur les tépales internes (©
www.dancingoaks.com)(B) Fleur deTigridia oaxacana(Molseed) Goldblatt (¥osteria oaxacanolseed):.
périanthe en forme de coupe, tépales inégaux, filets des étamines totalement stgledésibdivisé erb
ramifications érigées, les surfaces stigmatiques couvrant I'ensemblenifesatimns, trichomes nectariféres sur
les tépales internes (d'apres Molseed (1968)) Fleur deTigridia orthanta (Lem.) Ravenna (=Rigidella
orthantaLem.) : piéces internes du périanthe en forme de coupe, tépales inégaux, tépales entéarme de
tube, tépales internes érigés, filets des étamines totalement soudés, style trifide, ahafipstion étant
subdivisée en deux lobes allongés et divergents, stigmates dispd&sex des ramifications, trichomes
nectariferes sur les tépales inter(@sMary Sue lttner). (D) Fleur d8essilanthera latifoligWeath.) Molseed &
Cruden : périanthe en forme d'étoiles, tépales subégaux, filets desesStantalement soudés, style ftrifide,
chaque ramification étant subdivisée en deux lobes allongés et divergents, stigimptesés a l'apex des
ramifications, absence de structures glandulaires (d'aprés Molseed and Ce&8)n (
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Deux cas de production de nectar a partir de I’épiderme des tissus connectifs des antheres ont

par ailleurs été signalés, I’un concernant Alophia drummondi{Graham) R.C.Foster et 1’autre

Cypella herbertii(lindl.) Herb. Ce type de structure glandulaire a été tres peu étudié et il
n’existe pas d’autres observations au sein des Tigridieae qui permettent de savoir s’il s’agit de

cas isolés ou si ce type de structure sécrétrice existe plus généralement a I’intérieur de ces

genres (Lee, 1994; Devoto & Medan, 2008). Néanmoins dans ces deux cas, lipides et nectar
sont produits simultanément par la méme plante, ce qui pourrait suggérer un systeme de
pollinisation bimodal comparable a celui qui a été¢ observé chez les Crocoideae pour 1’espece

Tritoniopsis parviflora(Manning & Goldblatt, 2002, 2005).

4. Obijectifs de la présente these

L’¢état de la connaissance relative a la phylogénie des trois tribus américaines de la sous-

famille des Iridoideae ainsi qu’a 1’évolution de la pollinisation avec récompence lipidique au

sein de celles-ci laisse plusieurs questions en suspens, en particulier celle du réle joué par la
production de ressources lipidiques florales dans la diversification de la famille des Iridaceae

sur le continent américain.

En effet, sila mise en place de la zygomorphie et le développement d’un tube a la base du
périanthe sont les deux facteurs prépondérants responsables de la diversification
extraordinaire de la famille en Afrique sub-saharienne, il est possible que la diversification de
la sous-famille des Iridoideae sur le continent américain, essentiellement dans la zone
biogéographique néotropicale et les zones tempérées immédiatement adjacentes, ait plutot

comme origine le développement de structures florales sécrétant des lipides.

Au sein de ces tribus, le gengsyrinchiumprésente des caractéristiques écologiques et
morphologiques particuliérega richesse spécifique qui le caractérise, ainsi que 1’extension

du genre sur une grande partie du continent américain au sein d’écosystéemes extrémement

variés constituent deux parametres essentiels qui le différencient des autres genres non
seulement a D’intérieur de la tribu des Sisyrinchieae mais aussi a 1’échelle globale des

Iridaceae ou seuls les genrks, Moraea (Irideae: Iridoideae) eGladiolus (Gladioleae:
Crocoideae) présentent des caractéristiques comparables. Par ailleurs, a la différence des
autres membres des Iridoideae dont les élaiophores se sont développés uniquement sur les
pieces du périanthe, le genBisyrinchiumse caractérise par le développement de ces
structures sur la colonne staminale de la majorité des especes possédant des élaiophores, et

par I’existence également de nombreuses especes dont la seule ressource utilisable par les
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pollinisateurs est le pollenibsant supposer I’existence de plusicurs systémes de pollinisation

a I’intérieur du genre.

En conséquence, une stratégie d’étude a deux échelles taxonomiques différentes a été mise en
ceuvre afin de tester I’importance du développement de la pollinisation avec récompense
lipidique au sein des Iridaceae et d’évaluer le role joué par ce systéme de pollinisation rare a

I’¢échelle des angiospermes sur la diversification de la famille a travers le continent américain.

Connaitre les relations phylogénétiques ehmendre 1’histoire évolutive des élaiophores a
ces deux échelles taxonomiques ne constituent qu’un objectif proximal. En effet, plus
largement, I’obtention de ces informations est le point de départ d’autres axes de recherche
concernant notamment la bigie de la pollinisation de I’ensemble de ces taxons afin de
comprendre la nature des relations mutualistes qui se sont établies entre plantes et
pollinisateurs au cours de I’évolution et le role de ces derni¢res dans la dynamique des

écosystemes ou elles se sont développées.

En résumé, les objectifs ayant orienté les recherches menées dans le cadre dé de trava

these étaient les suivants :
¢ Phylogénies moléculaires a plusieurs niveaux taxonomiques

e La sous-famille des Iridoideae

Afin de résoudre la position phylogénétique de nombreux taxons mal connus ou dont la
position phylogénétique n’a jamais été testée au moyen de phylogénies moléculaires, un large
échantillonnage couvrant au mieux la diversité taxonomique de I’ensemble des genres
constituant les 3 itsus sujets de 1’étude a été réalisé. A partir de cet échantillonnage, une
phylogénie moléculaire multi-marqueurs, basée sur le jeu de marqueurs chloroplastiques
utilisé par Goldblatt et al. (2008) complété par I'ajout de plusieurs marqueurs chloroplastiques
non-codants, a été réalisée afin de produire un cadre phylogénétique robuste indispensable

pour atteindre les objectifs suivants a cette échelle taxonomique.

e Le genreSisyrinchium

Les mémes objectifs ont été poursuivis pour le g&mgrinchium Au debut de ce travail,

seuks trois espéces sur 140 avaient été échantillonnées dans le cadre des phylogénies
moléculaires de la famille ou de la sous-famille des Iridoideae publiées a ce jour (Souza-Chies
et al.,, 1997; Reeves et al.,, 2001; Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008).
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L’obtention d’un échantillonnage suffisamment important pour couvrir I’ensemble du genre a

nécessité le développement d’une collection vivante a partir de semences afin de disposer du

matériel nécessaire aux différents volets 1’étude, ainsi que plusieurs campagnes de
collectes sur le terrain afin de couvrir au mieux la diversité taxonomique du genre. Le
développement d’un partenariat avec une équipe de recherche de 1’Université Fédérale du Rio

Grande do Sul (Brésil) a fait partie des moyens @niseuvre pour réaliser cet objectif. Ce
partenariat, ainsi que les missions de terrain ont été financés dans le cadre du projet
CAPES/COFECUB Sv550/07®Rar ailleurs, afin de disposer d’une phylogénie moléculaire
suffisamment résolue a cette échelle taxonomique, il a été nécessaire, au regard des objectifs

de I’¢tude, de développer un jeu de marqueurs couvrant I’ensemble des trois génomes.

¢ Histoire évolutive des structures florales productrices de lipides

A Tissu de ces travaux d’échantillonnage et de phylogénie, les scenarios évolutifs des
élaiophores ont été déduits aux deux échelles taxonomiques. Les données nécessaires afin de
réaliser ce volet de 1’étude ont été recudies essentiellement dans la littérature a 1’échelle des

Iridoideae et les caractéres étudiés ont conc&é@lution des structures florales tant
productrices de lipides que de nectar pour tester I’éventuel existence de relations évolutives

entre ces deux types de structures tres proches anatomiguement au sein des tribus faisant
I’objet de 1’étude. A 1’échelle du genre Sisyrinchium le faible nombre de données disponibles

dans la littérature ne permettant pldsffectuer ce travail dans les mémes conditions (Vogel,

1974; Cocucci & Vogel, 2001), I’échantillonnage de terrain et la collection vivante ont été

utilisés pour vérifier la présence de ces structures pour chaque espéce échantillonnée et le type

de sécrétion produite par ces structures.

+ Diversification de la sous-famille des Iridoideae sur le continent américain

Afin de tester si I’évolution des élaiophores, et plus largement des structures florales
productrices de ressources susceptibles d’étre utilisées par les pollinisateurs, ont joué un role

dans la diversité taxonomique aujourd’hui observée au sein de la sous-famille des Iridoideae,
plusieurs méthodes d’analyses ont étémises en ceuvre et les résultats ont été discutés au
regard du role majeur joué par I’évolution de caractéres morphologiques et reproducteurs dans

la diversification de la famille sur le continent africain.
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¢ Diversification du genre Sisyrinchium

Les mémes outils ont été utilisés pour répondre a cette question au sein dsigemehium
afin de tester si I’évolution des élaiophores peut avoir joué un role différent a cette échelle
taxonomique réduite. En outre, la phylogénie moléculaire du genreil&t@ afin d’inférer
I’histoire biogéographique de Sisyrinchiumet d’identifier le role potentiel de I’évolution des

élaiophores dans la dispersion du genre sur le continent américain.

Les travaux menés afin de remplir ces objectifs ont donné lieu a trois articles, un publié et

deux soumis.
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CHAPITRE 1

Phylogénie moléculaire, systématique et
evolution de la sous-famille des Iridoideae

Cypella discolorRavenna (Tigridieae: Iridoideae) : les élaiophores sont
situés sur le pli longitudinal des tépales internes. Specimen photographié au
sudouest de 1’état du Rio Grande do Sul, Brésil.

Sisyrinchium sellowianudlatt (Sisyrinchieae : Iridoideae) : la position des
élaiophores sur la colonne staminale est typique du genre. Specimen
photographié audrd de I’état du Santa Catarina, Brésil.
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1. Phylogénie moléculaire et scenarios évolutifs

Ce premier chapitre présente les travaux de phylogénie moléculaire et de retionstiel
I'histoire évolutive des structures glandulaires de type trichome au sein des fleurs a I'échelle
de la sous-famille des Iridoideae. Ces travaux répondent a deux objectifs :

(i) identifier les transitions vers le développement de structures glandulaires de type trichome,
productrices de nectar ou de lipides floraux, ainsi que les éventuelles réversions qui se sont
produites au cours de I'histoire évolutive des tribus Sisyrinchieae, Trimezieae et Tigridieae,

(i) évaluer le role joué par I'évolution de ces structures dans la diversification de la sous-

famille des Iridoideae sur le continent américain.
1.1. Résumé du contexte et des méthodes de article 1

1.1.1. Echantillonnage taxinomique

La systématique la plus récente de la famille des Iridaceae reconnait 24 geseds des

trois tribus américaines de la sous-famille des Iridoideae (Goldblatt & Henrich, 1991;
Goldblatt & Manning, 2008). Néanmoins, la délimitation de plusieurs genres telle qu'elle est
définie par les auteurs n'est pas encore unanimement acceptée (Ravenna, 2001, 2009;
Rodriguez & Sytsma, 2006) et les auteurs eux-méme restent prudents quant a la révision de
certains genres (Goldblatt & Manning, 2008). Il a donc semblé pertinent d'échantillonner
largement au sein de ces genres dans le cadre d'une étude portant sur I'évolution de caracteres
morphologiques impliqgués dans la biologie de la pollinisation, car c'est en effet
essentiellement la variation de ces caractéres qui fut a la base des distinctions génériques
faites par le passé (Goldblatt & Manning, 2008). Au sein de la tribu des Tigridieae,
I'échantillonnage inclut ainsi les genmea Cardiostigma Colima, Fosterig Rigidella et
Sessilantheraintégrés dans le genfégridia, ainsi queKelissg Onira etPhalocallis intégrés
dansCypella, les genre§amiaet Catila, intégrés danf€alydorea et Cardenanthusntégré

dans Mastigostyla (Goldblatt & Manning, 2008). De méme, les genfsaiophlepset
Chamelumintégrés dans le gen@syniumau sein de la tribu des Sisyrinchieae, ont aussi été
ajouté a l'échantillonnage (Goldblatt et al.,, 1990). Seuls deux genres monospécifiques
(Salpingostyliset Tapeinig n'ont pas pu étre inclus dans I'échantillonage, faute de matériel
disponible et utilisable dans le cadre des travaux de I'étude.

La représentativité de nombreux genres au sein de la phylogénie moléculaire publiée par

Goldblatt et al. (2008) était réduite a une seule espece pour la plupart des genres, totalisant
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seulement 34 especes, et représentant moins de 9% de la richesse spécifique au sein du clade
regroupant les tribus des Sisyrinchieae, Trimezieae et Tigridieae (cf. Figure 9).
L'échantillonnage a donc été augmenté au sein de chaque genre afin d'obtenir une phylogénie
plus représentative de la diversité existante au sein des différentes tribus sujets de I'étude,

totalisant 97 especes et représentant plus de 25% de la richesse spécifique du clade.

1.1.2. Echantillonnage génétique

Afin que la phylogénie moléculaire réalisée dans le cadre de cette étude puisse étre utilisée
dans le contexte global de la famille des Iridaceae dans le futur, le choix des régions du
génome chloroplastique utilisées par Goldblatt et al. (2008) s'est imposé a cette échelle
taxonomique. Les régions codantps4, matK, rbcL ainsi que la régiotrnL-F (incluant les

deux exons et l'introtrnL, la région intergéniquanL-trnF et I'exontrnF) et l'intronrpsl16
constituent ce jeu de marqueurs chloroplastiques (Taberlet et al., 1991; Oxelman et al., 1996;
Souza-Chies et al., 1997; Reeves et al., 2001; Hilu et al., 2003). Néanmoins, le but de cette
partie de I'étude étant de clarifier les relations phylogénétiques a une échelle taxonomique
plus réduite et de produire une phylogénie robuste qui pourra étre utilisée comme base d
travail pour étudier I'évolution de caracteres phénotypiques, il semblait opportun au regard de
la faiblesse des supports obtenus par Goldblatt et al. (2008) au niveau de plusieurs nceuds,
notamment au sein du clade des Tigridieae, de compléter I'échantillonnage génétique a l'aide
de plusieurs régions non codantes du génome chloroplastique, ces régions présentant
potentiellement des taux de substitution plus élevés que les régions codantes (Shaw et al.,
2005, 2007). Le choix des régions intergénigueest-trnSet matK-trnK a été motivé par la
comparaison des séquences d’Iridoideae déja disponibles pour ces deux régions sur GenBank,

indiquant un pourcentage important de variabilité au sein de chacune d’elle (Souza-Chies et

al., 1997; Reeves et al., 2001; Goldblatt et al., 2008).

1.1.3. Etude des structures florales productrices de lipides

Comme cela a été vu précédemment, les trichomes glandulaires présents au sein des fleurs de
nombreuses espéces des tribus ameéricaines de la sous-famille des Iridoideae produisent soit
du nectar soit des lipides qui sont collectés par les pollinisateurs. Ces structures glandulaires
ne semblent se différencier que parype de ressource qu’elles sécrétent et il est possible

qu’elles soient liées d’un point de vue développemental et évolutif (Rudall et al., 2003).

L’étude de 1’évolution de ces structures florales a donc été menée en considétint I’ensemble

des trichomes produisant des ressources au sein des fleurs des espéces composant chacune des
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tribus (Sisyrinchieae, Trimezieae et Tigridieae). Les observations disponibles dans la
littérature, complétées par des observations personnelles, ont permis de construire une matrice
rassemblant les différents états observés pour les trichomes floraux de chaque espece incluse
dans I’échantillonnage. La phylogénie moléculaire a été utilisée pour inférer 1’histoire

évolutive des différents types de trichomes floraux dans le contexte des tribus américaines de
la sousfamille des Iridoideae. Dans un deuxiéme temps, différentes méthodes d’estimation de
I’évolution du taux de diversification au sein de la phylogénie ont été mis en ceuvre afin d’une

part, de mettre en évidence ’existence éventuelle de variations au sein de la phylogénie, et

d’autre part d’évaluer I’impact de la présence des trichomes floraux, et plus particulierement

des ¢élaiophores, sur la diversification du groupe taxonomique sujet de 1’étude.
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1.2. Article 1

Original Article

Oil-producing flowers within the Iridoideae (Iridaceae): evolutionary trends in the

flowers of the New World genera

Olivier Chauveau®’, Lilian Egger$, Tatiana T. Souza-Chieand Sophie Nadbt

YUniversité Paris-Sud, Laboratoire Ecologie Systématique et Evolution, UMR 8079, Orsay,
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do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Av. Bento Goncalves, 9500 - Prédio 43433, Brazil,

" Corresponding author (e-mail: olivier.chauveau@u-psud.fr)
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I'article seront ajoutées dans le manuscrit final.
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Abstract

Background and aims

Oil-producing flowers related to oil-bee pollination are a major innovation in Neotropical and

Mexican Iridaceae. We investigated phylogenetic relationships among a wide array of New
World genera of the tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae (Iridaceaeleaie)

and examined the evolution of nuptial glandular structures, which are predominantly

trichomal elaiophores.

Methods

Phylogenetic analyses based on seven molecular markers obtained from 97 species were
conducted to produce the first extensive phylogeny of the New World tribes of subfamily
Iridoideae. The resulting phylogenetic hypothesis was used to trace the evolutionary history
of glandular structures present within the flowers of numerous species in each tribe.
Hypotheses of differential diversification rates among lineages were also investigated using
both topological and Binary-State Speciation and Extinction (BISSE) methods.

Key results and conclusions

Nuptial glandular structures and especially trichomal elaiophores evolved multiple times
independently in the American tribes of Iridoideae. The distribution pattern of species
displaying nuptial glandular trichomes across the phylogeny reveals lability in the pollination
system and suggests that these structures may have played a significant role in the

diversification of the Iridoideae on the American continent.

Key words: elaiophores, glandular trichomes, Iridoideae, nectaries, pollination systems,

Sisyrinchieae, Tigridieae, Trimezieae.
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INTRODUCTION

Bees af the world’s dominating pollinating agents. Their role in pollination and in turn in

sexual reproduction ranges from simply beneficial to essential for the pollination of much of
the natural vegetation of the world (Michener, 2007). In addition to or instead of pollen and
nectar, which are the two most common resources collected by bees, flowers of 11 unrelated
families distributed throughout the angiosperms produce non-volatile oils (Buchmann, 1987;
Rasmussen and Olesen, 2000; Steiner and Whitehead, 2002; Neff and Simpson, 2005; Renner
and Schaefer, 2010). These oils are collected and mainly used as food stores for larvae by
specialized bees of the Melittidae and Apidae families of Hymenoptera (Mictzeaf).

Floral epithelial or trichomal oil-producing organs, so-called elaiophores, are present in more
than 1500 species of flowering plants. Twenty-eight transitions towards oil-bee pollination
were identified among angiosperms, and Iridaceae is one of the two families where
elaiophores evolved more than once (Renner and Schaefer, 2010). The actual number of
transitions in Iridaceae is unknown due to phylogenetic uncertainties, but the latest
comprehensive phylogeny of Iridaceae (Goldblatt et al., 2008) allowed to identify at least
three independent origins of oil offering flowers within the family (Renner and Schaefer,
2010), although numerous New World genera were missing or poorly sampled regarding their

morphological diversity and species richness.

Floral oils are the third type of resource collected by pollinators in Iridaceae (Goktudatt
Manning, 2008), coming after pollen and nectar. All transitions but one towards oil-offering
flowers concern strictly American taxa of the Iridoideae (Renner & Schaefer, 2010), where
oils are produced by conspicuous glandular trichomes located on the tepals or the staminal
column. Tritoniopsis parviflora(Jacg.) G.J.Lewis (Crocoideae), from South Africa, is the
only oil-producing species outside Iridoideae and outside America. It stands out from the rest
of Iridaceae by secreting floral oils from epithelial elaiophores (Manning and Goldblatt,
2002).

The subfamily Iridoideae is a major evolutionary branch of the family, comprising at least
815 species and making up about 40% of the species richness within the family (Goldblatt
and Manning, 2008). The Iridoideae are subdivided in four large tribes plus the Australian
genusDiplarrena Labill., which is the only representative of the monotypic Diplarreneae,
sister to all other tribes (Goldblatt and Manning, 2008). The predominantly Old World Irideae
(with some species dfis Tourn. ex L. in North America), and the largely New World
Sisyrinchieael(ibertia Spreng. an@®rthrosanthusSweet include Australasian species), sister
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to the two strictly New World tribes, Trimezieae and Tigridieae, form a monophyletic lineage
defined by molecular and morphological synapomorphies (Goldblatt, 1990; Reeves et al.,
2001; Rodriguez and Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008; Goldblatt and Manning, 2008).
The major dichotomy in the Iridoideae is the separation of the Old World genera, and the
New World genera includingibertia andOrthrosanthugGoldblatt et al., 2008).

Trichomal elaiophores are particularly widespreadisyrinchium the largest genus in the

New World Iridaceae (c. 140 species). They are located either on the staminal column or on
the adaxial side of the tepals, sometimes on both parts, a distribution pattern that was only
observed on flowers of this genus (Goldblatt and Manning, 2008; Chauveau et al., 2011). A
recent comprehensive study 8fsyrinchiumL. suggested that floral glandular trichomes
evolved three times independently in the genus, including two transitions towards oil-
secreting trichomes (Chauveau et al., 2011). Trichomal elaiophores evolved also probably
once in the common ancestor of Trimezieae and Tigridieae, with at least six reversions
(Renner and Schaefer, 2010).

However, these estimates rely on a phylogeny in which, due to incomplete sampling of genera
and lack of representativeness in the most species rich genera, phylogenetic and taxonomical
relationships inside the American tribes Trimezieae and Tigridieae remain poorly understood,
preventing us from identifying precisely all the transitions toward oil-bee pollination within
these tribes (Reeves et al., 2001; Rodriguez and Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008).

It has been suggested that elaiophores may have evolved from perigonal nectaries (Rudall et
al., 2003), since both trichomal nectaries and trichomal elaiophores are widespread among the
three mostly American tribes of the Iridoideae with high topological and anatomical

similarities, although this hypothesis remains untested.

The goal of this study was to elucidate phylogenetic relationships among and within the tribes
Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae (Fig. 1) using a large sampling of species,
representing the taxonomic diversity of these tribes. A total evidence approach was carried
out to produce molecular phylogenetic trees and to test the monophyly of the generic
divisions defined in the published classifications. The resulting historical framework was used
to infer the evolutionary history of nuptial trichomes, mainly nectaries and elaiophores,
towards a better understanding of the evolution of pollination strategies in relation to floral
secretions. Differential diversification rates analyses were used to estimate whether nuptial
trichomes, and more specifically trichomal elaiophores, may have contributed to the

diversification of the Iridaceae on the American continent.
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10 mm

Figure 1. Floral morphology in tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridiekeléd in the present study: (A
to B) Sisyrinchieae: (Apisyrinchium sellowianungB) Olsynium junceum(C) TrimezieaeNeomarica candida
(D to I) Tigridieae: (D)Calydorea crocoides(E) Cypella herbertii (F) Herbertia quareimana(G) Onira
unguiculata (H) Gelasine elongatand (I)Cardenanthus vargasii

MATERIALS AND METHODS

Taxonomic sampling

The list of taxa sampled, voucher information and GenBank accession numbers is given in
Appendix 1. We sampled a total of 97 species covering most of the genera proposed in the
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literature for the tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae. Based on the systematic
published by Goldblatt and Manning (2008), only two monospecific genera are missing:
Tapeinia Juss. (Sisyrinchieae) an8alpingostylis Small (Tigridieae). Within the tribe
Tigridieae, our sampling included species which formerly belonged to genera reduced or
provisionally retained inTigridia Juss. Ainea Ravenna Cardiostigma Baker, Colima
(Ravenna) Aardon Rodr. & Ortiz-Cat-osteria Molseed,Rigidella Lindl. and Sessilanthera
Molseed & Cruden)CypellaHerb. KelissaRavenna@nira Ravenna an&halocallisHerb.),
Calydorea Herb. (Catila Ravenna andTamia Ravenna) andMastigostyla [.M.Johnst.
(CardenanthuR.C.Foster). The monophyly of these recent taxonomic circumscriptions still
remains to be tested, and variation in the presence/absence of trichomal nectaries and
elaiophores is widespread in these genera (Ravenna, 1979, 1981, 1983, 2009; Goldblatt and
Henrich, 1991; Goldblatt and Manning, 2008), accounting for our extensive sampling.
Outgroups were selected from the genkis Dietes Salisb. ex Klatt andDiplarrena (one

species per genus), and represent the two other tribes of Iridoideae (Goldblatt et al., 2008).
Plant material was sampled mostly from the wild, or from cultivated specimens obtained from

seeds collected in the wild and grown in botanical gardens or national collections.

DNA extraction, amplification and sequencing

Total DNA was extracted from fresh or silica gel-dried leaves using the Nucl&Blaint II
(MachereyNagel, Diiren, Germany) extraction kit, following manufacturer’s instructions. A
combination of coding and non-coding cpDNA regions was used to infer phylogenetic
relationships among the taxa sampled. We selected the five DNA regions already used by
Goldblatt et al. (2008): three coding regiongsé, matK andrbcL), thetrnL-F region {rnL

intron, trnL exon 2 and the intergenic spater-trnF) and therpsl16intron (Taberlet et al.,

1991; Johnson & Soltis, 1995; Oxelman et al., 1997; Souza-Chies et al., 1997; Reeves et al.,
2001). These loci have shown their potential to complement each other in improving the
phylogenetic signal at the family and subfamily taxonomic levels within Iridaceae (Souza-
Chies et al., 1997; Reeves et al., 2001; Goldblatt et al., 2008). Our study includes molecular
characters from two additional non-coding cpDNA regions (spgeet-trnS and matk-

5°’trnK intron) in order to improve the current resolution of the phylogeny among
Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae (Shaw et al., 2005, 2007). Primers used to amplify
each DNA region and additional primers used for sequencing are given in Table S1

[Supplementary Information]. PCR amplifications were performed using a PTC-100 MJ-
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Research thermal cycler in 30 pl total volume reaction with the following reaction
components: 1.5 ul of genomic DNA (~15-50 ng), 0.5 uM of each primer, 100 uM of dNTP,
1x of rTaq buffer, 1.5 mM of MgCJ, and 0.2 U ofTaq polymerase Taq CORE Kit 10, MP
Biomedicals, lllkirch, France). Thgs4 + spacerps4-trnS matK + matk-5’trnK intron, and

trnL-F loci were successfully amplified with the addition of DMSO (1.2 ul) to the PCR mix.
Detailed PCR conditions for each DNA locus used in this study are given in Table S2
[Supplementary Information]. Each DNA region was amplified as a single fragment except in
a few cases where internal primers originally designed for sequencing were used tp amplif
the targeted region in smaller fragments. PCR products were purified and automatically
sequenced by Cogenics (Meylan, France) using an ABI PRISM automatic sequencer (Perkin
Elmer, Courtaboeuf, France) with forward and reverse primers. Raw forward and reverse
sequences for each sample were assembled with CodonCode Aligner 3.5.3 (CodonCode
Corporation, Dedham, Massachusetts, USA); ambiguous bases were corrected after

examination of chromatograms, and consensus sequences were edited.

Phylogenetic analyses

Alignments were first produced using Clustal X (Thompson et al., 1997) and MUSCLE
(Edgar, 2004) and further improved manually using MEGAS5 (Tamura et al., 2011). All
detected polymorphisms (SNPs and insertion-deletions [indels]) were visually checked and
further validated using a base quality threshold above 20. The indels of the non-coding
regions (spaceaps4-trnS rps16intron, matk-5’trnK intron andtrnL-F region) shared by two

or more taxa were coded as binary characters using GapCoder (Young and Healy, 2003), a
program based on simple indel coding sensu Simmons and Ochoterena (2000). All seven
cpDNA regions were first analysed independently (results not shown). Since the comparison
of the resulting topologies of separate analyses revealed no instances of well-supported
topological differences and, since a better resolution was obtained when these regions were
analysed together than separately, they were combined into a single supermatrix for

subsequent analysis.

Maximum Parsimony analysis

Data sets including indels coded with GapCoder were analysed using the parsimony criterion
in PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 2002). Parsimony ratchet (Nixon, 1999) searches

consisting of 20 independent replicates of 200 iterations with 15% of characters reweighted
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per iteration were scripted using the program PAUPRat (Sikes and Lewis, 2001) and run in
PAUP*. Strict and majority-rule consensus trees were calculated from all most parsimonious
trees and the robustness of nodes was evaluated using MP with 1000 bootstrap replicates of
new heuristic searches (100 random addition replicates, tree-bisection-reconnection (TBR)

branch swapping and multrees on).

Maximum likelihood and Bayesian analysis

Maximum Likelihood (ML) analyses (Felsenstein, 1981) were performed using RAXML 7.2.6
(Stamatakis, 2006) with the data partitioned as indicated in Table S3 [Supplementary
Information] and the most appropriate evolutionary model implemented for each type of
partition. The GTRGAMMA model (GTR model + optimisation of substitution ratds +
model of rate heterogeneity) was used for the DNA partitions and the BINGAMMA model
(model for binary substitution using tlhiemodel of rate heterogeneity) for the coded indels
partitions; the alpha parameter was estimated separately for each DNA and binary partition.
To assess the stability of the tree topology and branch length values, 200 independent ML
searches were conducted to find the best-scoring ML tree; RAXML used different randomized
stepwise addition parsimony starting trees for each ML search. The reliability of ML
topologies was evaluated by non-parametric standard bootstrap tests using 1000 pseudo-

replicates. Bootstrap values were then summarized and reported on the best-scoring ML tree.

Bayesian MCMC (Yang and Rannala, 1997) analyses were run using MrBayes 3.1.2
(Ronquist and Huelsenbeck, 2003) with the data partitioned and the most appropriate
evolutionary model implemented for each partition as indicated in Table S3 [Supplementary
Information]. Model parameters were set to those calculated by MrModeltest 2.3 (Nylander,
2004). The Akaike information criterion was chosen to select the most appropriate model of
DNA substitution for each data set or data partition used in the analyses. Coded indels were
included in a separate data matrix and treated using a simple model with variable rates. Two
independent runs, each comprising four Markov chains (one cold and three heated) and
starting with a random tree, were performed simultaneously fbgéferations, sampling

trees at every 180generation. Convergence diagnostic was calculated evényeb@ration

and its critical value was set in order to automatically stop the analysis when the standard
deviation of the split frequencies had reached the value defined by the stopval command
(stoprule=yes stopval=0.01). In all analyses, the first 25% trees from each run were discarded

as burnin. Resulting trees from the two independent runs were then pooled to produce one
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50% majority rule consensus tree and Bayesian posterior probabilities were generated for the

resulting tree.

Combined datasets phylogenies

Node supports resulting from all three analyses (MP, ML and Bayesian) were reported on the
best-scoring ML tree. For each analysis, a given support value was kept if the bootstrap
support for MP or ML was higher than 50%, or if the posterior probability (PP) was higher
than 0.90. Nodes were considered fully supported if they had a Parsimony bootstrap value
(PBS) and a ML bootstrap value (LBS) of 100%, as well as a Bayesian posterior pipbabilit
(PP) of 1.00. Strongly supported nodes were defined with a threshold of at least 80% for the
PBS and LBS values, and a PP value > 0.95. Nodes for which only two of the three support

values reach these minimum value and the third support value was at least 50 % (PBS), 60 %
(LBS) and 0.95 (PP) were considered moderately supported, and nodes for which only one of
the three support values reaches the minimum values and the two other support values were at
least 50 % (PBS), 50 % (LBS) and 0.90 (PP) were considered weakly supported.

Characterisation of nuptial glandular structures and trichomes

Glandular structures secreting nectar or oils are present in the flowers of numerous species
within tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae. Among them, glandular trichomes are
predominant. They are located mainly on the stamens but also on the adaxial side of tepals in
Sisyrinchiumspecies (Sisyrinchieae) and the nature of their secretion has been identified in
many species (Chauveau et al., 2011). Among Trimezieae and Tigridieae, glandular trichomes
are found only on the adaxial side of inner tepals, except for the d¢tarbertia Sweet,

where they are located on both series of tepals, although much more scattered on the outer
tepals (Ravenna, 1989; Goldblatt and Manning, 2008). These structures will be called
hereafter nuptial glandular structures and nuptial trichomes to emphasize the difference with
glandular structures that can be located elsewhere on the flower (Delpino, 1874; Fahn, 2000;
Chauveau et al.,, 2011). Morphological data were obtained from the literature and from
observations on herbarium specimens (BAA, CTES, ICN, K and P) or specimens held in
living collections in the botanical gardens of the Université Paris-Sud (France) and Porto
Alegre (Brazil) as indicated in Table S4 [Supplementary Information]. When the literature
indicated that the presence of nuptial secretory structures was not constant within a genus, this

trait was systematically verified for each species included in the study, using herbarium
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specimens or living plants. Because we were unable to identify the type of secretion for the
nuptial trichomes of_arentia mexicangTigridieae), this character was coded as unknown.
Similarly, uncertainties concerning the presence of nuptial glandular structures remain for
species of the gen@lsyniumRaf. (Sisyrinchieae)lsynium douglasiproduces nectar from

an extensive vascular tissue located just beneath the outer epidermis of the swollen part of the
staminal column wherea3. junceumproduces nectar from anticlinally elongated epidermal
cells on both surfaces of the staminal swollen tube (Forcone et al., 1997; Rudall et al., 2003).
It has been suggested that several other speci@sghium which have a similar swollen

base of the staminal column, could produce nectar in the same manner (Rudall et al., 2003).
Although this kind of staminal column was observed in the flower®.dflifolium andO.
scirpoideum the presence of nectaries was not confirmed. Then, the absence/presence of

nuptial glandular structures and the type of secretion were coded as unknown.

For character optimisation, nuptial glandular structures were coded using three discrete
characters, respectively the anatomical type (A), the type of secretiondB)elocalisation

(C) of nuptial glandular structures. Five states were defined for the first character, namely (0)
absent, (1) unicellular trichomes, (2) pluricellular scales, (3) carpel margins cells and (2)
epithelial cells. The type of secretion was coded with six states: (0) absence of nuptial
glandular structure, (1) trichomal nectaries, (2) trichomal elaiophores, (3) pluricellular scales
nectaries, (4) septal nectaries and (5) epithelial nectaries. Nuptial glandular structure
localisation was coded as follows: (0) absent, present (1) on the staminal column, (2) on the
inner tepals, (3) on both whorls of tepals and (4) on the ovary. The ML best scoring tree was
used for character optimisation with the MP and ML methods implemented in MESQUITE
2.75 (Maddison and Maddison, 2010). With MP, character states were treated as unordered,
allowing any transition among states. ML optimisation was conducted using the MK1 model
of evolution (Schluter et al., 1997; Pagel, 1999), which gives equal probability for changes
between all character states.

Detection of differential diversification rage

Two methodological strategies were used to estimate differential diversification rates across
the phylogeny inferred. The topological strategy allows the identification of differential
diversification rates along a phylogeny independently from character states, whereas the
likelihood based BISSE method (Maddison et al., 2007) estimates whether spetjasiond (
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extinction () rates depend on the state of a particular character, and allows the assessment of
a state-dependent effect of this character on diversification rates.

The program SymmeTREE (Chan and Moore, 2005) compares the topological species
distribution observed to a random species distribution. This method was employed to
determine if diversification rate shifts exist across lineages. Being a topological method, i
relies on the order of branching events and does not require information on branch lenghts.
Six whole-whole tree tests of differential diversification rates, each sensitive to different
scenarios and nodal depths, were usegdtests for diversification at deeper nodes by
determining if the observed trees are more or less asymmetric than expected (Page,1993). M
and My both consider the asymmetry of internal nodes, withskhsitive to deeper nodes
through multiplication of individual nodes probabilities ang $&nsitive to node closer to the

tips of the tree through addition of node probabilities. find I\/E differ from the two
previous statistical tests by having each node probability weighted by its size (Chan and
Moore, 2002). B measures tree balance as opposed to imbalance; this latter statistical test
excludes the root and is sensitive to changes at the tips of the tree (Shao and Sokal, 1990).
The MP strict consensus tree, ML best-scoring tree and Bayesian majority rule consensus tree

were all used for the SymmeTREE analysis.

The BISSE speciation/extinction likelihood analysis implemented in MESQUITE 2.75 was
used to calculate the likelihood and estimate the parameters of a six parameters model of
speciation, extinction and character change. This analysis required a fully resolved phylogram
and binary characters. Branch lengths were needed for likelihood calculation and for
estimating each character state along branches. Therefore, a range of constrained BISSE
models were explored to test the hypotheses regarding differential diversification of lineages
in the absence (state 0) or presence (state 1) of nuptial glandular trichomes (character D) on
the one hand, and of trichomal elaiophores (character E) on the other hand. The different
states were coded for each character according to the observations made for characters A and
B. The fully relaxed six-parameter model (FR model) using the ML best-scoring tree, was
first estimated. Then, more constrained models were compared in a hierarchical manner
(models having one parameter constrained (1C models) to be equal versus FR model, models
having two parameters constrained (2C models) versus 1C models, and fully constrained
model versus 2C model) to test whether the fully relaxed model was a significantly better fit
than models in which speciation, extinction or transition rates were equal. Because the BISSE

constrained models are nested within the fully relaxed one, the significance of differences in
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model was estimated with likelihood ratio tests. Conversely, statistical comparisons were
started with the most constrained model (each parameter equal in states 0 and 1) and
compared to models relaxing one constraint at a time (1C models). The significance of
differences in models was estimated in the same way and when a significant improvement in
likelihood was observed, the corresponding model was compared with models relaxing two
constraints at a time (2C models) and at last the best 2C model was compared with the FR

model.

RESULTS

Phylogenetic analyses

No major incongruences were detected among topologies based on the separate analysis of
each cpDNA region, allowing us to combine the datasets. All cpDNA markers were combined
into a single supermatrix totalling 6787 characters (including the 310 coded indels), of which
1267 (18.6%) were phylogenetically informative. The parsimony informative characters were
distributed mainly among non-coding regions (21.6%), but the percentage of informative
characters was also high in coding regions (16.2%),nhtK region totalling more than

61.9% of the parsimony informative characters of the coding regions.

Parsimony ratchet analysis of all seven cpDNA regions yielded 3969 equally most-
parsimonious trees of 3449 steps, CI (excluding uninformative characters) = 0.66 and Rl =
0.91. ML searches produced a best-scoring ML tree withL.-4n30 001 (Fig. 2). The 9000

trees retained from the Bayesian analysis were summarized into a 50% majority-rule
consensus tree. Tree topologies resulting from the total evidence analyses with parsimony
ratchet, likelihood and Bayesian approaches were largely congruent as shown by the number
of shared nodes reported on the ML best-scoring tree (Fig. 3). MP, ML and Bayesysesnal

fully support the monophyly of Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae (parsimony and
likelihood bootstrap supports (PBS and LBS, respectively) = 100 % and posterior probability
(PP) = 1 for each tribe), confirming the results of Goldblatt et al. (2008).

Sisyrinchieae The monophyly of the genera included in the present study is fully supported
for Olsynium Orthrosanthus Sisyrinchiumand Solenomelusand strongly supported for
Libertia. A dichotomy is observed betweekibertia + Orthrosanthuson the one hand, which

are distributed on the American and Australasian continents, and the three exclusively

American genera on the other hand.
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Figure 2. Maximum likelihood best-scoring topology obtained from the coetbimolecular dataset and generated under the BINGAMMA and GTRGAMMA mc
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Figure 3 Maximum likelihood best-scoring topology obtained from the combdetdset and generated under
the BINGAMMA and GTRGAMMA models with RAXML 7.2.6. Support values atdes are Parsimony
Bootstrap (PBS, on the left, above branches), Likelihood Bootstrap (LBfeoright, above branches) and
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Trimezieae The genudrimeziais clearly non monophyletic. The two species representative
of Neomaricaform a clade nested in the former genus and sister to the rest of the species of
Trimezig including all representatives Bseudotrimeziascattered among them. All of these

phylogenetic relationships are fully supported.

Tigridieae A dichotomy is observed within the tribe, resulting in two fully supported clades
hereafter named clade A and clade B. Clade A consists of genera exclusively imnclticed
subtribe Cipurinae Benth. & Hook.f. (Goldblatt, 199C)pura andLarentia are sister to the

rest of clade A with full support. The results reveal that two major genera within clade A,
CalydoreaandCypella are not monophyleticCalydoreais split into three unrelated strongly
supported clades within clade A, afd xyphioidesthe type species of the genus, is not
closely related to the other representatives of the genus. Within one of these Clades,
pallens, C. undulatand the monospecific genGstila are sister to two species Memastylis

and the monospecific genAiea

In the genuCypellg C. hauthaliistands apart from the rest of the genus, closely related to
Onira unguiculataand Kelissa brasiliensisnto a strongly supported clade. The four other
representatives of the genus are retrieved in another unrelated clade and our results strongly
suggest thaCypellais not monophyleticHerbertiaappears as a moderately supported genus,
with H. pulchellasister to the rest of the genus with a strong supptatbertia is nested

within the CalydoreaandCypellalineages.

Clade B comprises the remaining genera of Cipurin@ardenanthus Eleutherine
EnnealophusGelasineand Mastigostylg and all of the subtribe Tigridiinae Pax (Goldblatt,
1990). The phylogeny confirms that neither Cipurinae is monophyletic, as already suggested
by Rodriguez and Sytsma (2006), nor TigridiinAtphia is sister to the remaining genera
included in clade B with full support. The representatives of the geleusherineare sister

to Phalocallis coelestisand Gelasine elongatawithin a fully supported cladeGelasine
coerulea stands apart fronG. elongata suggesting thatGelasineis not monophyletic.
Tigridia philippiang the only South American member of the gemiggidia included in this

study, is sister to the geneMastigostylaand Cardenanthuswithin a strongly supported

monophyletic group.

As suggested by earlier molecular and morphological studies (Rodriguez, 1999; Rodriguez
and Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008), most of the genera grouped by Goldblatt et al.
(2008) in Tigridia (namely Cardiostigma Colima, Fosterig Rigidella Sessilantheraand
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Tigridia) are gathered in a monophyletic lineage, which forms with its sister Ghanaa

fully supported cladeCardiostigmaand Sessilantheraare both strongly supported clades
nested within th&igridia lineages. The species formerly included in the gd&tigalella are

nested within differentigridia lineages with strong support, confirming that this genus is not
monophyletic. Likewise, the representatives of the monospecific ge@etana (T.
convolutg and Fosteria (T. oaxacana are retrieved within two differentigridia lineages.

The monophyly of the two subgenerBigridia and Hydrotaenig recognized by Molseed
(1970) and accepted by Goldblatt et al. (2008) for the g@mrsdia sensu strictas not
supported by our study and the species included in each of the subgenus split into several
unrelated clades among thegridia complex.

Evolution of nuptial glandular structures and trichomes

The MP optimisations of three aspects of nuptial glandular structures (Characters A:
anatomical type, B: secretion type, and C: distribution within flowers) are shown on Figs 4
and 5. Values obtained from the ML optimisations of characters A to C are detailed in Figs S1
to S3 [Supplementary Information]. The numbers of transitions and reversions among
characters states found with the MP and ML optimisations of characters A to C within each

tribe are summarized in Table 1.

Character A: anatomical type of nuptial glandular structurébe MP optimisation shows

that the state for the common ancestor of the three study tribes is the absence of nuptial
glandular structures. The same ancestral state is found for the tribes Sisyrinchieae and
Tigridieae, for the common ancestor of Trimezieae and Tigridieae, and for the clades A and B
within Tigridieae. The results obtained from the ML optimisation (Figs S1-A and -B) are
mostly ambiguous for these ancestral nodes, with two more likely states (absence of nuptial
glandular structures and presence of nuptial unicellular trichomes), except for Sisyrinchieae,
where the absence of nuptial glandular structures is the ancestral state with both methods (ML
optimisation: Pp = 0.88). For Trimezieae, the ancestral state is the presence of nuptial
unicellular trichomes, with both MP and ML optimisatioRs € 0.99).

Both MP and ML optimisations suggest that nuptial unicellular trichomes evolved three times
independently within Sisyrinchieae and that this character state is deri8eyimchiumand
SolenomelusA single transition from the absence of nuptial glandular structures towards
epithelial glandular cells is reported @isynium and pluricellular scales evolved once from

an ambiguous ancestral stat&Simlenomelus
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Figure 4 Mirror trees showing the optimisation of the anatomical type - charAdf€ree 1) and the secretion type - character B (Tree 2) afahgbandular structures
on the ML best-scoring tree, with maximum parsimony. Externd¢s@are coloured according to the character state observed, internal nodes egd aotmrding to the
ancestral state inferred. Multi-coloured branches show unresolved ancestral clsadeseunder parsimony analysis. The absence of a square iofftbatexternal
nodes corresponds to missing data. Major clades within Tigridieae are labelledBAawve the corresponding branches. Species belonging to the study trib
coloured in red (Sisyrinchieae), green (Trimezieae) and blue (Tigridieae).




08 23ed

Cardiostigma longispatha
Cardiostigma mexicana
Tigridia alpestris ssp. alpestris

grldla alpestris ssp. obtusa
Tigridia flammea
Tigridia convoluta
Tigridia meleagris
Tigridia chiapensis
Tigridia immaculata
igridia oaxacana
Sessilanthera latifolia
Sessul nthera citrina
nthera heliantha
TQQndla pavonia
Tigridia orthantha
Tigridia seleriana
Cobana guatemalensis
Ennealophus euryandrus
Mastigostyla cyrtophylia
Cardenanthus var; asyi
Mast;ost la sp.
Tigridia |I|pp|ana
Hesperoxlphnon peruvianum
Gelasine coerulea
Gelasine elongata
Phalocallis coelestis
Eleutherine latifolia
Eleutherine bulbosa
Alophia sylvestris
Alophia veracruzana
Larentia mexicana
Larentia rosei
Cipura paludosa
Cipura campanulata
Herbertia lahue
Herbema tigridioides
erbertia darwinii
Herbema quarelmana
Herbertia aff. lahu
Herbertia Zebrina
Herbertia pulchella
Onira unguiculata

Tree 2

Character C: nuptial glandular structure - distribution
Parsimony reconstruction (character unordered)
[ 0: absent

- 1: staminal column

D 2: inner tepals

H 3: tepals

- 4: ovary

T

Tree 1
Character A: nuptial glandular structure - anatomical type
Parsimony reconstruction (character unordered)
I:l 0: absent

- 1: unicellular trichomes

I:I 2: pluricellular scales

|:] 3: carpel margins cells

- 4: epithelial cells

=

i "nh

1!

—Jw

Cypella hauthalii
Kelissa brasiliensis
Calydorea xyphioides.
Cypella osteniana
gpeila herbertii

ypella pusilla
Cypella aquatilis
Calydorea basaltica
Calydorea longipes
Calydorea crocoides
Calydorea campestris
Calydorea approximata
alydorea pallens
Calydorea undulata
Catila amabilis
Nemastylis tenuis
Nemastylis geminiflora
Ainea conzattii
Calydorea azurea
Calydorea minima
Calydorea alba
lruﬂ( Zia trun a

>

|
>

i Mﬂﬁmm dliihdan ?’n

=

|
|

”ﬂ_%w]”%" ALl %lﬁﬂ

2
Trimezia spathata
Sisyrinchium angustifolium
isyrinchium minus
Sisyrinchium micranthum
Sisyrinchium uliginosum
Sisyrinchium sellowianum
Sisyrinchium chilensis
Sisyrinchium palmifolium
Sisyrinchium striatum
Sisyrinchium californicum
Sisyrinchium convolutum
Sisyrinchium aff. pusillum
Isynium filifolium
Olsynium douglasii
Olsynium junceum
Olsynium scirpoideum
Olsynium frigidum
Solenomelus segethi
Solenomelus pedunculatus
Libertia sessiliflora
Libertia chilensis

?ﬁm ! ﬁ

00000000 NOD 68 OOONOESSEEEEEEEENOOOEOOOOO0OSO000000E SO EEEEEEEENOEONOEO0ROONEENOEOEENODOOEEERNOREROD

|
L
_
-
[ ]
]

|

r———
Libertia ixioides
Orthrosanthus monadelphus
Orthrosanthus chimboracensis
Orthrosanthus multiflorus
Belamcanda chinensis
Dietes robinsoniana

Diplarrena latifolia

mﬂ% Jﬁf”ﬁ ;lu i
T

E00000000EED 68 OOOOOEEEEEEOOOOOOOOOOOOOOOONOOODOOOONNEONONNNOO0NONNNN0NDNONO0OE00DNNNNOODNENOOOOODROOEEOD

_Hl[mﬂ]ﬂlﬂ

Figure 5 Mirror trees showing the optimisation of the anatomical type - charac{@re® 1) and the distribution within the flower - character C (Beef nuptial
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Table 1. MP and ML optimisation results for character A (anatomical typapifal glandular structures), B (secretory type of nuptial glandulaststas) and
C (distribution of nuptial glandular structures): numbers of transitiodiseuersions observed within each tribe according to the different sretested.

Taxon / Character A Ancestral state Transitions Reversions
0>1 0>2 0>4 1>0
MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML
Sisyrinchieae 0 0 2t03 3 1 1 1 1 Oto1l 0
Trimezieae 1 1 Oto1l 0 0 0 0 0 1to3 3
Tigridieae (clade A) 0 Oorl 4105 2t03 0 0 0 0 Otol 3to4
Tigridieae (clade B) 0 Oorl 3t07 2t04 0 0 0 0 1to5 5t08
Character states: (0) absent, (1) unicellular trichomes, (2) pluricellular scales, (3) cagielcelts, (4) epithelial cells.
Taxon / Character B Ancestral state Transitions Reversions
0>1 0>2 0>3 0>5 1>2 2>0 2>1

MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML
Sisyrinchieae 0 0 0 0 lto2 2 1 1 1 1 0 0 lto2 1 0 0
Trimezieae Oor2 2 Otol O Oto4 O 0 0 0 0 0 0 0to3 3 Oto1l 1
Tigridieae (clade A) 0 0 0 0 3to4 3 0 0 0 0 0 0 Oto1l 2 0 0
Tigridieae (clade B) 0 0 2 2 4t05 4to5 0 0 0 0 1 1 1 1to2 1 1

Character states: (0) absent, (1) trichomal nectaries, (2) trichomal elaiophoresj¢8)ylar scales nectaries, (4) septal nectaries, (5) epithelial nectaries.

Taxon / Character C __ Ancestral state Transitions Reversions
0>1 0>2 0>3 2>3 2>0
MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML MP ML
Sisyrinchieae 0 0 3 3 0 0 1 1 0 0 0 0
Trimezieae 2 2 0 0 Oto1l 0 0 0 0 0 1to3 3
Tigridieae (clade A) 0 Oor2 0 0 4105 2t03 Otol 0 Otol 1 Oto1l 3to4
Tigridieae (clade B) 0 Oor2 0 0 3to7 2to 4 0 0 0 0 lto5 5t08

rharantar ctatac: (NN ahecant (1) ctaminal ~rnllimn 12\ innar tanale 2\ tanalanéA\ A



Within Trimezieae, the ML optimisation favours unequivocally that nuptial glandular
structures were lost three times independently Piseudotrimezia although the MP

optimisation results in a more ambiguous scenario with one to three reversions.

Within Tigridieae, the MP and ML optimisations lead to two different scenarios: with MP,
seven to eleven transitions towards nuptial unicellular trichomes are recorded among clades A
and B with few reversions, while with ML only four to seven transitions are observed, with
numerous reversions. The number of transitions and reversions with the ML optimisation
varies according to the ancestral condition stated at the base of each clade. Whatever method
IS used, at least four transitions from the absence of nuptial glandular structures towards

unicellular trichomes occurred within this tribe.

Character B: secretory type of nuptial glandular structur@d-producing flowers are widely
distributed among the three tribes studied, and trichomal elaiophores are the most common
secretory type of nuptial glandular structures within these clades (Table S4). The MP
optimisation (Fig. 4) shows that the state for the common ancestor of the three study tribes, as
well as for the tribes Sisyrinchieae and Tigridieae, for the common ancestor of Trimezieae
and Tigridieae, and for clades A and B within the latter tribe, is the absence of nuptial
secretory structures. All these results are congruent with the MP optimisation for character A.
Similarly, the ML optimisation for character B (Figs S2-A and -B) favours the absence of
nuptial secretory structures for most of these ancestral nodes, except for the common ancestor
of the three study tribes and of Trimezieae and Tigridieae, in which two states are more likely
(absence of nuptial secretory structures and presence of trichomal elaiophores). For
Trimezieae, the ancestral state is the presence of trichomal elaiophores, with the ML
optimisation P; = 0.92). Even though two ancestral states (absence of nuptial secretory
structures or presence of trichomal elaiophores) are equally parsimonious for character B with
the MP optimisation, the character state for the common ancestor of Trimezieae is probably
the presence of trichomal elaiophores because the results obtained for character A with the
MP and ML optimisations and for character B with ML optimisation favour this scenario.

Both MP and ML optimisations suggest that trichomal elaiophores are derived within
Sisyrinchiumand evolved probably two times independently, with one subsequent reversion.
A single transition from the absence of nuptial secretory structures towards epithelial
nectaries was recorded @isynium and pluricellular scales nectaries evolved once from the

absence of glandular secretory structureSalenomelus
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Within Trimezieae, the ML optimisation favours unequivocally that trichomal elaiophores
were lost three times independently witlitseudotrimeziaFlowers with trichomal nectaries
evolved once from flowers with trichomal elaiophores in the ancestoNemfmarica
Although the MP optimisation results in a more ambiguous scenario, the most likely state for
character B is the presence of trichomal elaiophores within the flowers of the common
ancestor of Trimezieae. Then, the most parsimonious scenario is the evolution of trichomal
nectaries from trichomal elaiophores withibeomarica and flowers devoid of nuptial
secretory structures evolved one to three times from flowers with trichomal elaiophores

within Pseudotrimezia

Both MP and ML optimisations suggest that trichomal elaiophores and trichomal nectaries are
derived within clades A and B of Tigridieae. Multiple transitions, mainly towards trichomal
elaiophores, are favoured with few reversions. Trichomal nectaries evolved only in clade B,
twice from ancestors devoid of nuptial secretory structures, but also once from trichomal
elaiophores (inTigridia orthanthg. Trichomal elaiophores evolved also once from trichomal
nectaries (inTigridia chiapensis However, the major evolutionary events within Tigridieae

are the transitions from flowers devoid of nuptial secretory structures towards flowers with

trichomal elaiophores, which evolved at least seven times independently among the tribe.

Character C: distribution of nuptial glandular structureNluptial glandular structures are
mainly distributed on the adaxial side of the inner tepals, except in Sisyrinchieae where the
vast majority are located on the staminal column (Table S4). Similarly to the results obtained
for characters A and B, the MP optimisation (Fig. 5) shows that the state for the common
ancestor of the three study tribes is the absence of nuptial glandular structures, as well as for
the tribes Sisyrinchieae and Tigridieae, for the common ancestor of Trimezieae and
Tigridieae, and for the clades A and B within Tigridieae. The results obtained from the ML
optimisation are mostly ambiguous for these ancestral nodes, with two more likely states
(absence of nuptial glandular structures and presence of nuptial unicellular trichomes), except
for Sisyrinchieae, where the absence of nuptial glandular structures is the ancestral state with
both methods (ML optimisatiori?y = 0.88). In Trimezieae, the ancestral state is the presence
of nuptial glandular structures on the inner tepals, with both MP and ML optimisa@gnas (
0.99).

Both MP and ML optimisations suggest that nuptial glandular structures located on the
staminal column evolved three times independently among Sisyrinchieae (respectively,

epithelial cells within Olsynium glandular trichomes withinSisyrinchium and both
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pluricellular scales and glandular trichomes witl8nlenomelds Furthermore, glandular
trichomes locatedon tepals evolved once independently vdieyrinchium

In Trimezieae, the ML optimisation favours unequivocally that nuptial unicellular trichomes
located on the inner tepals are ancestral and were lost three times independently in
PseudotrimeziaThe MP optimisation results in an ambiguous scenario with one to three

reversions.

Because unicellular secretory trichomes are distributed mostly on the inner tepals among
Tigridieae, except withitderbertiawhere they occur on both whorls of the perianth, the MP
and ML optimisations for character C lead respectively to the same results as obtained for
character A. The same pattern of transitions and reversions is observed and the only
difference concerns the unusual distribution of trichomal elaiophores \itibertia The

ML optimisation suggests that the ancestor possessed trichomal elaiophores only on the inner
tepals. Even though two ancestral states (absence or presence of nuptial glandular structures
on the inner tepals) are equally parsimonious for character C with the MP optimisation, the
ancestral state foHerbertia and its sister clade is probably the presence of trichomal
elaiophores because the results obtained for characters A and B with the MP and ML
optimisations and for character C with the ML optimisation favour this scenario (Figsd, 5 an
S1to S3).

Detection of differential diversification rage

The values of the different parameters, including the rates of net diversification and the
speciation/extinction ratios obtained from the best ML BISSE model for lineages in the
absence (state 0) or presence (state 1) of nuptial glandular trichomes (character D) on the one
hand, and of trichomal elaiophores (character E) on the other hand, are indicated in Table 2.
Detailed comparisons of BISSE models for characters D and E are respectively reported in
Table S5 and S6 [Supplementary information], while results obtained with SymmeTREE are
presented in Table S7 [Supplementary information].

The results of the six whole-tree statistics computed in SymmeTREE using the ML best-
scoring tree topology reveal the presence of at least one significant shift in diversification
rates within our study group. Because Byealues tend to decrease frogtd Mz* and then
increase from M to B, (only I, and B statistical test®-values are not significant), changes

in diversification rate likely occur at an intermediate phylogenetic scale. Statistical tests
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performed on the MP strict consensus tree and the Bayesian majority rule consensus tree are
only marginally significant. However, th&values tend to vary in the same way as previously
described and diversification rate changes likely occur at the same phylogenetic scale. The
statistics implemented in SymmeTREE give statistical suppevalue = 0.05 for each tree)

for a single shift point of diversification rate located at the base of the clade incCrolyaga
guatemalensisand the Tigridia complex (Cardiostigma Colima Fosterig Rigidella

SessilantherandTigridia).

Table2. The speciation rates (Ag and A;) in absence vs. presence of nuptial trichomes (character D) and taichom
elaiophores (character E) in the lineages, the extinction rages@y4), and forward and reverse transition rates
(go1 and qg) obtained from the best ML BISSE model for each characterraiéeof net diversification (r = A-

n) and the speciation/extinction ratios (a = A/pt) are reported on the right.

Character D: nuptial trichomes (state 0: absent - state 1: present)

Best model Constraints Ao M Mo My o1 O10 o r 2 &
D-3 Mo = Wy 129. 259. 80.3 80.33 70.6 149. 49.03 179.50 1.61 3.23
Character E: trichomal elaiophores (state 0: absent - state 1: present)

Best model Constraints Ao M Mo M1 Jo1 O1o lo r =) &
E-5 A=A, o=} 215. 215. 123. 123.2 126. 208. 920 920 1.75 1.75

Comparisons of BISSE models, from the fully relaxed model (model D-1) to models with one
parameter equal for both types of lineage (models D-2 to D-4), were not significant. Because
constraining extinction rates to be equab ! Py resulted in the smallest change in In-
likelihood, this model (D-3) was accepted as better than model D-1. Next, the model with
extinction rates equal was compared to nested models with two parameters equal (ntodels D-
and D-7), testing for equal speciation rates and transitions rates, respectively. Both tests
resulted in significant differences in In-likelihood values, indicating that D-3 is the best
model. Conversely, comparisons started from the most constrained model towards models
with two parameters equal for both types of lineage showed that only the comparison with
model D-7 (4 = W and @1 = thg) was marginally significant. This model was selected as a
better model than the fully constrained one and compared to nested models D-3 and D-4 with
only one parameter equal. Only model D-3 with equal extinction rages | resulted in a
significant improvement in likelihood, and was selected as the best model to evaluate the six

parameters among lineages in the absence or presence of nuptial glandular trichomes.

Similarly, a range of constrained BISSE models were explored to test hypothesis regarding
differential diversification of lineages in the absence (state 0) or presence (state 1) of
trichomal elaiophores, the most diversified type of nuptial glandular trichomes among the
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three tribes studied. The model constraining respectively speciation and extinction rates to be
equal among the different lineages was selected to be the best model.

DISCUSSION

The results presented in this study are fully concordant with the current classification of the

tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae proposed by Goldblatt et al. (2008). The total

evidence approach supports Sisyrinchieae as a monophyletic group and its sister group
relationship with Trimezieae and Tigridieae. These two tribes are also clearly monophyletic,

but within Tigridieae, the circumscription of the subtribes Cipurinae and Tigridiinae as

monophyletic groups is not supported.

Phylogenetic relationships within the American tribes of Iridoideae

Sisyrinchieae- The phylogenetic relationships among genera of the Sisyrinchieae tribe
proposed by the latest comprehensive phylogeny published (Chauveau et al., 2011) are fully
confirmed by the present study, using different cpDNA regions. Our results also confirm, with
a larger sampling, the sister group relationship betweemibetia-Orthrosanthuslineage

and the clade including the three exclusively American genera, as suggested by Goldblatt et
al. (2008). The present phylogeny includes Australasian and American spddiesrod and
Orthrosanthusand confirms also that these two genera diverged from one to another before

the separation of Antarctica from South America and Australasia.

Trimezieae- Within this tribe, the phylogenetic relationships observed raise important
questions concerning the systematic of the geRemudotrimeziaand Trimezia The genus
Pseudotrimezia endemic from the Brazilian state of Minas Gerais (Central Brazil), is
characterised by spiralling cataphylls, terete leaves, floral stems usually with two bracts, flat
tepals and a style undivided or bifid (Chukr, 200imeziais characterised by spiralling
cataphylls, linear or terete leaves, floral stems devoid of reduced leaves or with one terminal
leaf-like bract, and flowers with curled tepals and forked styles, and was taxonomically
subdivided into two sections (Chukr, 2001; Chukr and Giulietti, 2008). The sdctopzia
includes all species with linear leaves, while the sechiortellaRavenna gathers all species
with terete leaves. The centre of diversity of the genus is located in Central Brazil, but several
species of sectionfrimezia occur from Central America to Argentina. Based on leaf

anatomical traits, Rudall (1993) emphasized the evolutionary relationships between the genus
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Pseudotrimeziand the species dfrimeziaincluded in the sectioduncellg suggesting that

Trimezieae species with terete leaves evolved from species with linear leaves.

The phylogeny shows that thgimezia species with linear leaved3.(martinicensisand T.
spathatd are sister group to a clade includiNgomarica the Trimeziaspecies with terete
leaves T. fistulosa T. juncifoliaandT. truncatg, andPseudotrimeziaNeitherTrimezianor
Pseudotrimeziaare monophyletic, (Fig. 3), which suggests that the generic delimitations of
the generaTrimezia and Pseudotrimeziashould be revised. The clade encompassing
PseudotrimeziaTrimezia fistulosaT. juncifolia and T. truncatacould be elevated to the
generic level, since all these species share very similar vegetative features. The minor
variation observed in a few floral traits, including nuptial glandular traits, are probably related
to shifts in pollination strategies. Further phylogenetic and morphological investigations are

obviously needed here.

Tigridieae - The generic delimitations in this tribe have already been widely debated,
especially concerning the genera that were included iitedia complex (Rodriguez and
Sytsma, 2006; Goldblatt and Manning, 2008; Goldblatt et al., 2008), but also concerning
several monospecific genera closely relatedCalydorea (Goldblatt and Henrich, 1991;
Ravenna, 2001) anQdypella(Goldblatt and Manning, 2008; Ravenna, 2009). The taxonomic
treatment of Tigridia proposed by Goldblatt and Manning (2008) expanded the
circumscription of the genus and encompassed a range of species displaying adaptations to
various pollination strategies. This taxonomic treatment is consistent with treatments of the
African genera of Iridaceae, which reflect natural relationships and are widelgtextce
Among the subfamily CrocoideaéBabiana Ker Gawl., Gladiolus Tourn. ex L. and
Tritoniopsis L.Bolus are striking examples of genera of Iridaceae that have undergone
explosive adaptive radiation, leading to profound floral diversification (Goldblatt and
Manning, 2006, 2008). Within Iridoideadloraea Mill. is another example of a genus
encompassing small species clusters with derived floral morphology (Goldblatt and
Bernhardt, 1999). Each of these Crocoideae and Iridoideae genera includes species showing
floral morphological variations associated to various pollination systems (Goldblatt and De
Vos, 1989; Goldblatt, 1990; Goldblatt et al., 2008).

The phylogenetic relationships observed among genera belonging to clade A, which includes
a significant sample of species, suggest that several genera should be examined critically for
alternative generic delimitations. The phylogenetic placemeAtirdda conzattiinested in a

clade with species odNemastylisis quite unexpected, since it was nested in Tilggidia
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complex in the phylogeny of Goldblatt et al. (2008). The inclusioAinéawithin Tigridia

was supported by their identical basic chromosome number (x = 14) and bisulcate pollen
grains (Goldblatt and Manning, 2008). HowevAinea conzattiiappears morphologically
intermediate betweeigridia sensu strictoand T. oaxacanaon the one hand, and
Cardiostigma and Nemastylison the other hand (Ravenna, 1979). At least one species
(Cardiostigma longispathanested within theTigridia complex has monosulcate pollen
grains, suggesting that pollen aperture type has weak systematic significance here (Goldblatt
and Manning, 2008). Our results suggest that further investigations concekimiag
conzattii are necessary to understand better the phylogenetic relationships between this
species and the rest of TigridiedEmastyliandAineaform a clade, sister to a monophyletic
group includingCalydorea undulataC. pallensand Catila amabilis Maintaining a narrow
generic concept, Ravenna (1983, 2001) referred respec@velgllensandCatila amabilisto

the monotypic generdamia and Catila, while other systematics studies reduced them to
Calydorea (Goldblatt and Henrich, 1991; Goldblatt and Manning, 2008). The present
phylogeny shows thaCalydoreais clearly not monophyletic, and that the type spe€es
xyphioidesis totally unrelated to the rest Galydorea Similar results are found f@ypella,

which is split in two clade<. hauthaliifalling in a clade including the monospecific genera
Kelissa and Onira. which is sister to the monophyletic gentkerbertia The genera
Herbertia Cypellg KelissaandOnira share similar features in vegetative habit, and the limits
among these genera are mainly based on trivial perigonal, staminal or stylar differences as it
has been observed for the various genera now reducedigmdia. Morphological
observations showed that there is a trend in the géypsllatowards reduction of the inner
tepals, and in few species towards partial or complete fusion of the filaments, two
morphological features that are characteristi¢iefbertia, even though filaments are free in

the upper half inH. pulchella (Goldblatt and Manning, 2008). All of these observations
suggest that the generic circumscriptions of the ge@atgdorea Cypellg Herbertia and
Nemastylisshould be revised in order to maintain the principle of monophyly at the genus
level. Although further investigations are required, especially concerning the pollination
biology of these species in order to assess whether the floral variations observed are related to
pollination adaptations, the taxonomic revision should encompass the monotypic genera
Kelissa and Onira, closely related taCypella as well asCatila and Tamig which were
reduced withinCalydoreaby Goldblatt and Manning (2008).
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Within clade B of Tigridieae, the phylogenetic relationshipsPbtlocallis coelestislong
included inCypella suggest thaPhalocallis should be regarded as a separate genus from
Cypella Phalocallis coelestisppears closely related @elasine elongataand both species

are sister tdcleutherinewithin a fully supported clad&elasine elongatandG. coeruleado

not fall in the same clade, suggesting that the generic circumscription of this poorly
understood genus should be revised. The phylogenetic relationsh{para¢nanthusand
Mastigostylaare evidenced for the first time here and support the reducti@ardenanthus

within Mastigostylaas it was proposed by Goldblatt and Manning (2008). Both are closely
related to the South Americangridia philippiang falling outside théigridia clade. In spite

of floral similarities, our results suggest tHatphilippianashould not be longer retained in
Tigridia.

The tree topology presented here is consistent with the phylogenetic analyses conducted by
Rodriguez and Sytsma (2006) and Goldblatt et al. (2008) concernifggtitia lineages, the

only exception beindinea conzattjiwhich falls into clade A in the present phylogeny. Based

on a larger sampling and several additional cpDNA regions, our results confirm that the genus
Tigridia sensu stricto is not monophyletic. The reduction of the gebam@diostigma Colima,
Fosterig Rigidella and Sessilantherawithin Tigridia proposed by Goldblatt and manning
(2008) is fully supported.

Nuptial glandular structures and trichomes evolution

More than 90% of the nuptial glandular structures identified among the species of the three
tribes studied are unicellular glandular trichomes, mostly of the elaiophores typdy, whic
represent more than 77% of the glandular trichomal areas identified. These results illustrate
the disproportionate development of oil secretion in the New World compared to the Old
World, in which only one species of Crocoideae is known to secrete floral oils. Oil-secreting
structures in numerous species of Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae are born on either
the perianth or the androecium. In Sisyrinchieae, trichomal elaiophores are present only
within Sisyrinchiumand they are mostly distributed on the staminal column, a unique
distribution pattern in the family, although they can also be located on the basal part of the
adaxial side of tepals in a few species (Chauveau et al.,, 2011). Trichomal elaiophores
distributed on the staminal column are usually fully exposed, excé&ptrmcranthunand its

closely allied species where they are concealed by the base of the perianth (Cocucci and

Vogel, 2001; Chauveau et al., 2011). Among Trimezieae and Tigridieae, trichomal
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elaiophores are exclusively located on the mid or lower part of the adaxial side of the inner
tepals, and are usually concealed by folds or pockets of the tepal surface. The onlgrexcepti
concernsHerbertia (Tigridieae) where small areas of oil-producing trichomes occur also on
the adaxial side of the outer tepals. Within both tribes, the glandular areas located on the inner
tepals may consist also of trichomal nectaries, mainly wkldomarica(Trimezieae) and the
Tigridia complex (Tigridieae). The optimisation of the different characters defined suggests
that, in several cases, trichomal nectaries and trichomal elaiophores might share a common
evolutionary history. Furthermore, it seems unlikely that nectar and oil secretions should be
produced within similar glandular structures, unless they share a common developmental and

evolutionary origin.

Our results show that nuptial glandular structures evolved multiple times among the three
tribes studied and that the occurrence of trichomal elaiophores within each of these tribes
results probably from unrelated origins. Within Sisyrinchieae, trichomal elaiophores evolved
twice independently within the genGssyrinchiumas already suggested by a previous study
focused on this genus (Chauveau et al., 2011). Trichomal elaiophores probably evolved only
once at the base of the tribe Trimezieae, followed by one transition towards trichomal
nectaries (inNeomarica and several reversions (Pseudotrimezip The majority of the
transitions towards trichomal elaiophores and trichomal nectaries occurs within Tigridieae,
with respectively at least eight and three independent transitions. Although it is still
impossible to estimate with a high level of confidence the exact number of transitions
between the different states of each character studied for all tribes and genera, the pattern of
evolution of nuptial glandular trichomes, and more specifically of trichomal elaiophores,
among the New World tribes of Iridoideae indicates a high degree of lability between the
different states. Among the 11 families of Angiosperms where elaiophores evolved, this
pattern of evolution is highly unusual, except maybe for Orchidaceae, in which multiple
transitions towards the presence of elaiophores probably occurred. Nuptial glandular
trichomes, including trichomal elaiophores, evolved mostly from ancestral flowers devoid of
nuptial glandular structures, and were lost several times. The occurrence of these glandular
structures being generally related to specialised pollination systems, the lability of these
character states might reflect frequent pollinator shifts among the three American tribes. It
also suggests that the most frequent pollination systems are oil-bee pollination and a

pollination system where pollen is the only reward available for pollinators.
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Detection of differential diversification rage

We found a diversification rate 3.66 times higher within lineages with nuptial glandular
trichomes than within the other lineages. Such difference in speciation rates between lineages
devoid and with nuptial glandular structures does not necessarily indicate that the occurrence
of nuptial glandular trichomes directly affects the speciation rates. It is possible that other
floral characters having evolved in a coordinated manner with these glandular structures are
causally responsible. The absence of variation in speciation and extinction rates between
lineages with and without trichomal elaiophores suggests that oil-flowers alone cannot
account for lineage diversification at the taxonomic level of the subfamily Iridoideae on the
American continent. However, the results obtained by the topological method indicate that
shifts in diversification rates occurred probably at an intermediate phylogenetic level among
the three tribes studied and the only shift localised was at the base of a clade that holds
numerous shifts of pollination systems, which is the reason why numerous small genera now
reduced to synonymies inigridia were described. This body of observations leads us to
assume that repeated shifts between pollination systems may have played a role in the
diversification of the Iridoideae on the American continent and that nuptial glandular
structures are among the characters involved in these processes of adaptation, a hypothesis
that requires further investigations to be tested.

Conclusions

In this study, molecular and morphological evidences were used to clarify phylageneti
relationships among the American tribes of Iridoideae and provide insights into the
evolutionary history of nuptial glandular structures, and more specifically of oil-producing
trichomes in these tribes. Our results confirm the monophyly of each of the three New World
tribes recognized in Iridoideae and allow us to identify for the first time two main clades
within the tribe Tigridieae. We suggest that further taxonomical studies should be conducted
to reflect the phylogenetic relationships observed in Tigridieae and Trimezieae, especially
concerning the generdrimezia and Pseudotrimeziawithin the tribe Trimezieae, and
Calydorea Cypella and Herbertia within the clade A of the tribe Tigridieae. Nuptial
glandular structures evolved multiple times in the lineages studied, indicating that repeated
shifts in pollination systems probably occurred among the three tribes. Two main categories
of reward to pollinators were identified, namely pollen and oils secreted from trichomal

elaiophores in the subfamily, and the optimisation of various floral characters showed that
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transitions and reversions occurred mainly between these two categories. Nuptial nectaries
were found in less than 15% of the species studied. Trichomal elaiophores evolved twice from
trichomal nectaries with two reversions, suggesting that these two nuptial glandular structures
might have a common developmental and evolutionary history. Differential diversification
rates analyses suggest that nuptial glandular trichomes may have played a role in the
diversification of the clade including the tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae,
increasing significantly the speciation rates within the lineages concerned. However, the
analyses show that trichomal elaiophores, which are the most common secretory type of
nuptial trichomes, do not affect the diversification rates. Further investigations are therefore
needed to assess whether the repeated evolutionary shifts observed for this character are
related to shifts in pollination systems and to understand how far the occurrence of nuptial

glandular trichomes was involved in these adaptive processes.

This work provides a global framework for future studies on the evolution of relationships
between species of the American Iridoideae and their pollinators. Further phylogenetic studies
including nuclear molecular markers and floral morphological traits are needed to improve the
resolution at the tribal level, especially in the Trimezieae and the two clades identified within
the Tigridieae, and to further clarify the circumscription of genera within these clades.
Information concerning the pollination biology of most of the species included in the
American tribes of Iridoideae is scarce and often nothing is known about the range of
pollinators involved in the reproduction process of these species. The secretion of floral oils
related to specialised oil bee pollination, prevalent in Neotropical and Mexican Iridoideae, has
opened pollination niches for Iridaceae outside of Africa. This study suggests that oil flowers
may be one of the driving forces involved in the diversification of Iridaceae on the American
continent, especially in the Neotropical area. The lability observed in the presence/absence of
glandular trichomes may indicate that frequent evolutionary transformations from one
pollination system to another have occurred during the course of evolution, reinforcing the

capacity for adaptation to different environmental conditions.

SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary information is available online at www.aob.oxfordjournals.org and consists of
the following. Table S1: Primers used for amplifying and sequencing. Table S2: PCR profiles
for DNA amplification. Table S3: Data and models used in analyses. Table S4: Type and

distribution of nuptial glandular structures among the genera and species studied, arranged
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according to the classification of Goldblatt and Manning (2008). Figure S1 (A to B): Trees
showing the ML optimisation of the anatomical type (character A) of nuptial glandular
structures on the ML best-scoring tree. (A) Basal nodes, Sisyrinchieae and Trimezieae. (B)
Tigridieae - clades A and B. Figures S2 (A to B): Trees showing the ML optimisation of the
secretory type (character B) of nuptial glandular structures on the ML best-scoring tree. (A)
Basal nodes, Sisyrinchieae and Trimezieae. (B) Tigridieae - clades A and B. &&y(&eo

B): Trees showing the ML optimisation of the distribution (character C) of nuptial glandular
structures within the flower on the ML best-scoring tree. (A) Basal nodes, Sisyrinchieae and
Trimezieae. (B) Tigridieae - clades A and B. Table S5: Comparison of full and constrained
ML BISSE analyses in absence vs. presence of nuptial trichomes (character D) in the
lineages. Table S6: Comparison of full and constrained ML BISSE analyses in absence vs.
presence of trichomal elaiophores (character E) in the lineages. Table S7: Detection of
diversification rate variations among the tribes Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae using
the SymmeTREE software.
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APPENDIX 1

Taxa - identification number or literature information for all species of Iridaceae included in
this study. G (2008): Goldblatt et al. (2008), geographic origin (specimens cultivated in the
botanical garden of the Université Paris-Sud (UPSBG), in the botanical garden of Porto
Alegre (PABG), or elsewhere are noted after the geographic origin information. The reference
numbers for the specimens obtained from the RBG Kew DNA Bank (RBGK) are also
indicated), vouchers (new voucher specimens are deposited in the following herbaria:
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN), Université Paris-Sud (UPS). Two samples
are only cultivated in the R. & E. Heaton (NCCP&3yrinchiumcollection without voucher
deposited), and GenBank accession nhumigs4(+ spacerps4-trnS rps16 intron, matK +
matK-5’trnK intron, rbcL, trnL-F region). Names in parentheses are names that are not
accepted by the world Checklist of Monocots (Barker, 2004). “na” indicates no sequence
available for the accession.

Species; Geographic originyoucher(Herbarium); Genbank accessiongsé + spacerps4-

trnS rps16intron, matK + matks5’trnK intron, rbcL, trnL-F region.

(Ainea conzattii (R.C.Foster) Ravenna) - SP572; Mexico: Oaxaca (RBGK 2184R)iguez

& Ortiz-Catedral 2948(1BUG); -, AM940171, ; -, -. Alophia silvestris (Loes.) Goldblatt -
SP587; Mexico: State of Mexico (RBGK 2184Rpdriguez & Ortiz-Catedral 317BUG);

-, ha, ; -, -. Alophia veracruzana Goldblatt & T.M.Howard - SP571; Mexico: Veracruz
(RBGK: 1-199); Goldblatt & Howard 907qMO); -, -, -, AJ309678, AJ409592B¢ amcanda
chinensis (L.) DC.) - G (2008); 268235, AJ578794, AJ579961, AJ309694, GQ351358.
Calydorea alba Roitman & A.Castillo - SP522; Brazil: Rio Grande do Sul (PAB&)gers &

Souza-Chies 519ICN); -, -, -, 5 -. Calydorea approximata R.C.Foster - SP516; Brazil:
Parand (PABG)Eggers & Souza-Chies 249CN); -, -, -, -, -.Calydorea azurea Klatt -
SP577; Argentina: Entre Rios (RBGK 3088Rpitman T-14no data); -, -, -, -, Calydorea

330 (ICN); -, -, -, -, -. Calydorea crocoides Ravenna - SP515; Brazil: Rio Grande do Sul
(PABG); Eggers & Souza-Chies 21B8N); -, -, -, -, - Calydorea longipes Ravenna - SP588;
Brazil: ParanaEggers & Souza-Chies 39@CN); -, -, -, -, -.Calydorea minima Roitman &

Calydorea pallens Griseb. - SP547; Argentina: Cordoba (RBGK 1-20@pldblatt 9579
(MO); -, -, -, AJ309682, AJ409596Calydorea undulata Ravenna - SP576; Argentina
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(RBGK 30878);Roitman T-14no data); /-, -, -, -. Calydorea xyphioides (Poepp.) Espinosa -
SP875; Chile: Region VII (UPSBGEhauveau H11001ICN); -, -, -, 5 -. (Cardenanthus
vargasii R.C.Foster) - 025-2011; Peru: Cuz&mggers et al025-2011 (ICN, CUZ);,-, -, - -.
(Cardiostigma longispathum (Herb.) Baker) - SP548; Mexico: Michoacan (RBGK 22039);
Rodriguez & Ortiz-Catedral 305QIBUG); -, -, -, -, -. Cardiostigma mexicanum
(R.C.Foster) Ravenna) - SP546; Mexico (RBGK 2188&)driguez & Ortiz-Catedral 2993
(IBUG); -, AM940172, AM940207, AM940184, -Cétila amabilis Ravenna) - SP503;
Brazil: Rio Grande do Sul (PABGEggers 697(ICN); -, -, -, -, -.Cipura campanulata
Ravenna - SP569; Nicaragua: Esteli (RBGK I-2Hgnrich & Stevens 143MO); -,
AJ578772, AJ579939, AJ309681, AJ4095CHura paludosa Aubl. - SP570; Bolivia: Santa
Cruz (RBGK 37119); Huaylla 3231 (LPB); na, na, -, -Cebana guatemalensis (Standl.)
Ravenna - SP568; Guatemala: Guatemala (RBGK 218&&)riguez et al. 283{BUG,
WIS); -, -, AM940208, -, -Cypella aquatilis Ravenna - SP565; Argentina (RBGK 1-202);
Castillo s.n. (MO); -, AJ578775, -, AJ309683, AJ40959Cypella hauthalii (Kuntze)
R.C.Foster - SP524; Brazil: Rio Grande do Sul (PABEgers & Souza-Chies 54ICN);

na, 5 -, -, -~ Cypella herbertii (Lindl.) Herb. - SP504; Brazil: Rio Grande do Sul (PABG);
Eggers 698(ICN); -, -, -, -, -. Cypella osteniana Beauverd - SP585; Uruguay: Lavalleja
(RBGK 30882); RBGK living collection 1987-209); -, -, -, -Gypella pusilla (Link & Otto)
Benth. & Hook.f. - SP506; Brazil: Rio Grande do Sul (PABEggers 70qQICN); -, -, -, 5 -.
Dietes robinsoniana (F.Muell.) Klatt - SP564; Lord Howe Island (RBGK I-&ickard 3377
(MO); -, -, -, AJ307080, AJ30723Miplarrena latifolia Benth. - G (2008); Australia:
Tasmania; Chase 1-220 (K); AJ409036, AJ578779, AJ579946, AJ309686, AJ409600.
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. - SP575; Guatemala: Alta Verapaz (RBGK 22041);
Rodriguez 283@IBUG, WIS); -, -, -, -, -.Eleutherine latifolia (Standl. & L.O.Williams)
Ravenna - G (2008); Mexico: San Luis Pot@sdjdblatt 9072(MO); AJ409031, AJ578782,
AJ579949, Z77283, AJ40959Ennealophus euryandrus (Griseb.) Ravenna - SP563;

. Gelasine elongata (Graham) Ravenna - SP560; Brazil (RBGK I-48pldblatt 525 (MO);
-, AJ578787, -, AJ309674, AJ4095Herbertia darwinii Roitman & J.A.Castillo - SP520;
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- SP505; Brazil: Rio Grande do Sul (PABggers 699(ICN); -, - -, -, -. Herbertia
tigridioides (Hicken) Goldblatt - SP586; Argentina (RBGK 3087Rpitman T-13no data);
na, -, -, -, -.Herbertia zebrina Deble - SP003; Brazil: Rio Grande do ShHfjgers & Souza-
Chies 179(ICN); -, -, -, -, -.Hesperoxiphion peruvianum (Baker) Baker - SP527; Peru

SP507; Brazil: Rio Grande do Sul (PAB&ggers 70XICN); -, -, -, 5 -. (Larentia mexicana
(C.V.Morton & R.C.Foster) Goldblatt) - SP566; Mexico: Jalisco (RBGK 218&kjiz-
Catedral 212(IBUG); -, AM940175, AM94021, AM940187, Larentia rosel (R.C.Foster)
Ravenna - SP567; Mexico: Jalisco (RBGK 2204Rydriguez & Martinelli 2855IBUG,
WIS); -, AM940174, AM940209, AM940186, Libertia chilensis (Molina) Gunckel -

(G.Forst.) Spreng. - SP535; New Zealand: Stewart Island (RBGK |-2b8ke 1-218K); -,
AJ578801, AJ579968, AJ309687, AJ4096DMertia sessiliflora (Poepp.) Skottsbh. - SP877;

[.M.Johnst. - SP880; Chile: Region | (UPSBGhauveau H11005ICN); -, -, 5 -, -.
Mastigostyla I.M.Johnst. sp.01 - 046-2011; Peru: CuZgggers et al046-2011 (ICN, CUZ);

-, -, - - --Nemastylis geminiflora Nutt. - SP557; USA (RBGK 22043)yent s.n(Source: A.
Rodriguez); -, -, -, -, Nemastylis tenuis (Herb.) S.Watson - SP559; Mexico: Jalisco (RBGK
22042); Rodriguez 263@IBUG, WIS); -, AM94017, AM940213, AM940190, AM940165.

Neomarica northiana (Schneev.) Sprague - G (2008); Paraguay: AmamBalgmon 6950
(MO); na, AJ578805, AJ579972, AJ309679, AJ4095@Bsynium douglasii (A.Dietr.)
E.P.Bicknell - SP007; Canada: British Columbia (NCCPR);& E. Heaton OLS100.02

Islands; Chase 1-243(K); -, AJ578807, AJ579974, AJ309688, AJ409602Isynium
frigidum (Poepp.) Goldblatt) - SP546; Chile: Region VIl (UPSBGhauveau H11006
(ICN); -, -, -, -, -.Olsynium junceum (E.Mey. ex C.Presl) Goldblatt - SP837; Argentina:
Mendoza;Chauveau & Aubert HO905QCN); -, -, -, 5 -. Olsynium scirpoideum (Poepp.)
Goldblatt - SP009; Chile: Region Metropolitana (NCCPR); & E. Heaton OLS104.17
(living collection); -, -, -, -, -.Onira unguiculata (Baker) Ravenna - SP517; Brazil: Rio
Grande do Sul (PABG)Eggers & Souza-Chies 27@CN); -, -, -, 5 -. Orthrosanthus
chimboracensis (Kunth) Baker - SP532; Mexico: Oaxac@hase 1-231(K); AJ409039,
AJ578809, AJ579976, -, AJ40960Brthrosanthus monadelphus Ravenna (SP174); Mexico:
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Sweet - SP531; Australia (UPSBGphauveau H11004ICN); -, - -, -, -. Phalocallis
codlestis (Lehm.) Ravenna - SP510; Brazil: Rio Grande do Sul (PAEGY¥ers 703ICN); -,

-, -, -, -.Pseudotrimezia el egans Ravenna - SP538; Brazil: Minas Geraisyo 144(SPF); -, -

, = -, - Pseudotrimezia pauli Chukr) - SP539; Brazil: Minas Geralspvo 152(SPF); -, -, -, -

, -. Pseudotrimezia recurvata Ravenna - SP540; Brazil: Minas Gerdisyo 175(SPF); -, -, ;

-, -. Sessilanthera citrina Cruden - SP550; Mexico: Guerrero (RBGK 2204Rpdriguez
2885(IBUG, WIS); 4 -, -, -, = Sessilanthera heliantha (Ravenna) Cruden - SP579; Mexico:
Guerrero (RBGK 22045)Rodriguez 28921BUG); -, -, - -, -. Sessilanthera latifolia
(Weath.) Molseed & Cruden - SP582; Mexico: Guerrero (RBGK 220R6jriguez 2884
(IBUG); na, -, -, -, -Sisyrinchium angustifolium Mill. - SP014; USA (UPSBG)Chauveau
H09002 (ICN); -, -, -, -, -.Sisyrinchium aff. pusillum Kunth - SP237; Peru: Apumirac

chilense Hook. - SP238; Peru: Apurimac (UPSBGhauveau et al. HO9054CN); -, -, - -, -

. Sisyrinchium convolutum Nocca - SP108; Mexico: Mexico (UPSBGJhauveau et al.

SP502; Brazil (PABG)Eggers 696(ICN); -, - -, -, -. Sisyrinchium palmifolium L. ssp.
palmifolium - SP175; unknown origin, cultivated in UPS Bot. Gaf@hauveau H09020

pedunculatus (Gillies ex Hook.) Hochr. - SP221; Chile: Region V (UPSBGjauveau
HO09044(ICN); -, -, - -, -. Solenomelus segethi (Phil.) Kuntze (SP005); Argentina: Neuquen;
Chauveau & Aubert HO900WCN); -, - -, -, - Tigridia alpestris Molseed sspalpestris -
SP553; Mexico: Hidalgo (RBGK 22047Rodriguez 2768IBUG, WIS); -, AM940179,
AM940214, AM940191, -. Tigridia alpestris ssp. obtusa Molseed - SP554; Mexico:
Michoacan (RBGK 22048)Rodriguez & Ortiz-Catedral, 3069BUG); -, AM940180, ;
AM940192, AM940167 Tigridia chiapensis Molseed - SP529; Mexico: Chiapas (UPSBG);
Chauveau H11009ICN); -, -, 5 -, -. Tigridia convoluta (Ravenna) Goldblatt - SP558;
Mexico: Jalisco (RBGK 21854)Ramirez 3390(IBUG); -, AM940177, AM940212,
AM940189, -.Tigridia flammea (Lindl.) Ravenna - SP552; Mexico: Michoacan (RBGK
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22062); Rodriguez et al. 2813IBUG, WIS); -, AM940181, -, -, AM940168Tigridia
immaculata (Herb.) Ravenna - SP581; Guatemala: Sacatepequez (RBGK 2R@@Ifiguez
2832 (IBUG, WIS); -, 5 -, -, -. Tigridia meleagris (Lindl.) G.Nicholson - SP580; Mexico:

oaxacana (Molseed) Goldblatt - SP561; Mexico: Oaxaca (RBGK 218RR)iriguez 2747
(IBUG, WIS); AM940199, AM940176, AM940211, AM940188, Tigridia orthantha
(Lem.) Ravenna - SP556; Mexico: Oaxaca (RBGK 2228&%)driguez 283§1BUG); -,
AM940182, AM940217, AM940194, Tigridia pavonia (L.f.) DC. - SP555; Mexico (RBGK
[-242); Chase 1-242K); -, AJ57882, AJ579987, AJ309680, AJ4095%&ridia philippiana
[.M.Johnst. - SP530; Chile: Region Il (UPSBGJhauveau H1101QICN); -, - -, -, -
Tigridia seleriana (Loes.) Ravenna - SP551; Mexico: Oaxaca (RGBK 222B8jriguez

2835(IBUG, WIS); -, -, -, ; -. Trimezia fistulosa R.C.Foster - SP542; Brazil: Minas Gerais;
Lovo 128(SPF); -, -, -, -, -Trimeza juncifolia (Klatt) Benth. & Hook.f. - SP573; Brazil:
Minas Geraisiovo 36(SPF); -, -, -, -, -Trimezia martinicensis (Jacq.) Herb. - G (2008);

Venezuela;Berry 3802 (MO); na, AJ578821, AJ579988, AJ30967, AJ40958Bmezia
spathata (Klatt) Baker - SP501; Brazil: Rio grande do Sul (PABEBggers 695ICN); -, -, -,
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1.3. Détail des informations supplémentaires utiliees dans l'article 1

Les tableaux et figures constituant les informations supplémentaires citées dans l'article sont

récapitulés en annexe 1 située a la fin du présent manuscrit.
1.4.Résumé des principaux résultatde I’article 1

1.4.1. Phylogénie moléculaire et systématique

Les analyses en Maximum de Parcimonie comme en Maximum de Vraisemblance et en

Inférence Bayésienne ont permis de confirmer les relations mises en évidence par Goldblatt et
al. (2008) entre les trois tribus étudiées avec un fort soutien statistique. Néanmoins, le large
échantillonnage réalisé pour cette étude apporte de nombreuses informations nouvelles quant

aux relations phylogénétiques a l'intérieur des tribus des Trimezieae et des Tigridieae.

Au sein de la premiere de ces deux tribus, les gdniegeziaet Pseudotrimeziane sont pas
monophylétiques. Deux clades peuvent étre identifiés pour le genmezig les espéces se
répartissant dans l'un et l'autre conformément aux secliomgezia et Juncella définies
antérieurement (Chukr, 2001; Chukr and Giulietti, 2008). Les espéces appartenant a la section
Juncellaforment un groupe monophylétique avec I'ensemble des espéces échantillonnées du
genre PseudotrimeziaCependant, au sein de ce groupe le g&seudotrimezian'est pas
monophylétique. Le genr@seudotrimeziaet la sectionJuncella du genreTrimezia ne

different que par des caractéres morphologiques floraux mineurs (tépales subégaux versus
inégaux, ramifications du style simples versus bilobées a trilobées et parfois pétaloides,
absence de trichomes glandulaires sur les tépales versus présence d'élaiophores de type
trichomes). Le genrePseudotrimeziacomprend une douzaine d'especes dont l'aire de
répartition est restreinte aux montagnes de gres rocailleuses de I'état du Minas Gerais au
centre du Brésil, la plupart d'entre elles étant endémiques d'un seul massif montagneux a
I'intérieur de cette zone (Chukr and Giulietti, 2003; Goldblatt and Manning, 2008), des
conditions écologiques qu'elles ne partagent qu'avec quelques espétemaisa de la
sectionJuncellg ces derniéres ayant une aire de répartition plus vaste (Chukr and Giulietti,
200). Malgré I'absence de données concernant les insectes pollinisant ces différentes espéces,
ces constatations poureal néanmoins laisser supposer que les variations de la morphologie
florale observées correspondent a des changements de systéme de pollinisation pouvant étre
liés a I'adaptation de ces espéces a de nouvelles conditions écologiques. La disparition des
élaiophores au sein des espéces du geseeidotrimeziandiquerait alors une perte de la

relation avec les abeilles spécialisées dans la collecte des lipides. Dans cette perspective, les

Page 103



resultats obtenus suggérent une révision taxonomique majeure desRpEudstrimeziaet

Trimezia

Deux clades principaux ont été identifiés a l'intérieur de la tribu des Tigridieae. Les genres qui
composent le clade A décrit dans l'article sont distribués essentiellement a l'intérieur du bassin
du Parana, hormidemastylisdont l'aire de répartition couvre le Sud Est des Etats-Unis et le
Nord Est du Mexique, le genre monospécififiiveadont la seule espece est endémique de
I'état de Oaxaca au Mexique et le gebagentia qui comprend, outre une espéce dont l'aire

de répartition s'étend du Venezuela au Brésil, deux espéces strictement mexicaines. Le clade
B se partage presque exclusivement entre le Nord Ouest de I'Amérique du Sud et 'Amérique
Centrale, la diversité du complexe d'especes formé par le Jégnidia et les genres
récemment inclus par Goldblatt & Manning (2008) dans ce der@imd{ostigma Colima,

Fosteria Rigidella, Sessilantherpétant centrée sur le Mexique et le Guatemala. Deux sous-
tribus ont été proposées antérieurement pour subdiviser les Tigridieae (Goldblatt, 1982). La
sous-tribu des Cipurinae se caractérise par un nombre chromosomique de base x=7, un pollen
monosulqué et la présence de ramifications généralement simples sur le style, alors que la
sous-tribu des Tigridiinae se distingue par un nombre chromosomique de base x=14, un
pollen bisulqué et un style dont les ramifications sont profondément subdivisées (Goldblatt,
1990). Alors que le clade A est uniquement constitué de genres appartenant a la sous-tribu des
Cipurinae, le clade B comprend des genres appartenant aux deux sous-tribus, et ni la
monophylie des Cipurinae, ni celle des Tigridiinae ne sont soutenues par la phylogénie
moléculaire obtenue dans le cadre de cette étude. Les synapomorphies morphologiques,
anatomiques et/ou cytologiques permettant de caractériser ces deux clades restent encore a

déterminer.

Au sein du clade A, les trois genr@alydorea Cypellaet Herbertia constituent plus de 65%

de la richesse spécifique observ@alydoreaet Cypella ne sont pas monophylétiques et
Herbertia bien que monophylétique, est niché a lintérieur d'un large clade comprenant
I'ensemble des espéces dalydorea Cypella et Nemastylis ainsi que les genres
monospécifiqguesinea Catila, Kelissaet Onira. Les observations morphologiques montrent

gue ces genres se distinguent par des variations mineures de la morphologie du périanthe, des
étamines et du style (Ravenna, 1979, 1981c, 1983; Goldblatt & Hendrich, 1991; Goldblatt &
Manning, 2008). Il existe de plus une tendance continue entre le Qalydoreaet le genre
Herbertiavers une réduction de la taille des tépales internes et une fusion compléte des filets

des étamines, le gen@ypellaconstituant un état intermédiaire (Goldblatt & Manning, 2008).
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Par ailleurs, I'absence d'élaiophores au sein des espéces dCagdareaet l'identification

de la présence d'élaiophores de type trichomes sur les tépales internes des espéces du genre
Cypella(y compris les especes des genfelissaet Onira), et sur I'ensemble des tépales des
especes du genrllerbertiaz semble indiquer une évolution correlée entre systemes de
pollinisation et morphologie florale entre ces trois genres. Si I'on souhaite maintenir le
principe de monophylie pour les genres au sein de la tribu des Tigridieae, il existe deux
solutions. La premiére consisterait a reconnaitre chaque variation mineure de la morphologie
florale pouvant constituer une synapomorphie pour chacun des groupes monophylétiques
identifiés a l'intérieur du clade A et considérer que chacun de ces groupes devrait étre élevé au
niveau taxonomique du genre, comme ce fut le cas pour les genres monospéCHiiaes
Kelissaou Onira par exemple. La solution alternative consisterait a considérer, comme cela a
déja été fait pour les lIridaceae africaines des geBadsang Gladiolus Moraea ou
Tritionopsis que la notion de genre ne repose pas sur l'uniformité des stratégies de
pollinisation & l'intérieur de celui-ci et qu'il peut exister au sein d'un méme genre une variation
des systémes de pollinisation pouvant se traduire par une variation plus ou moins prononcée
des caracteres morphologiques floraux (Goldblatt et al., 2008). Le fait que la biologie de la
pollinisation de la plupart des especes incluses dans le clade A reste quasiment inexplorée a
ce jour et que pour un grand nombre d'especes, notamment a l'intérieur dG\gmil® les
descriptions de la morphologie des pieces florales restent incomplétes, ne permet pas
d'envisager une révision taxonomique selon cette derniere solution, qui consisterait a
considérer que les variations de la morphologie florale entre les gkimes Calydorea

Catila, Cypella Kelissg Herbetia, Nemastylist Onira sont essentiellement liées a I'existence

de changements de stratégies de pollinisation.

En revanche, les conclusions résultant des relations phylogénétiques observées a l'intérieur du
clade B apportent de robustes éléments en faveur de la deuxiéme solution proposée. La
délimitation du genrdigridia a évoluée considérablement depuis les 40 derniéres années. En
1970, Molseed proposa pour la premiére fois une description détaillée de 23 espéces de
Tigridia distribuées au Mexique et au Guatemala. Celui-ci subdivisa le genre en deux sous-
genres,Tigridia et HydrotaeniaLindl., qui se différenciaient essentiellement par la présence
d'élaiophores de type trichome sur les tépales internes des espéces du SoUgHjiase

alors que ces mémes tépales possédent des trichomes producteurs de nectar chez les espéces
du sous-genreHydrotaenia Les informations phylogénétigues issues des analyses

moléculaires réalisées au cours de ces 12 derniéres années, complétées par les résultats de
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cette étude indiguent que non seulement ces deux sous-genres ne sont pas monophylétiques
mais que plusieurs autres genres sont nichés a l'intérieur duTagndéa (Rodriguez, 1999;
Rodriguez & Sytsma, 2006; Goldblatt et al., 2008). Le g&igedella comprend quatre
especes dont les fleurs se distiguent par une coloration rouge soutenue et la présence de
trichomes produisant de grandes quantités de nectar sur les tépales internes (Cruden, 1971).
Ce nectar est collecté par des colibris, seuls pollinisateurs identifiés de ce genre non
monophylétique, les différentes phylogénies moléculaires indiquant en outre que pour au
moins trois de ces especes, ce type de fleur avait évolué a partir d'ancétres différents au sein
du clade regroupant I'ensemble des especdsgdielia. Les espéces incluses dans les genres
Cardiostigma et Sessilantheraforment deux clades sans relation phylogénétique directe,
nichés a lintérieur de ce vaste ensemble. Leurs fleurs se distinguent notamment par la
présence de tépales subégaux et I'absence de nectaires ou d'élaiophores, la seule ressource
disponible pour les pollinisateurs étant alors le pollen. Le fait que les variations observées en
ce qui concerne la morphologie florale et la disponibilité de nectar ou de lipides floraux soient
probablement reliées a l'existence de plusieurs stratégies de pollinisations alteratives
I'intérieur de ce complexe d'especes a conduit Glodblatt & Manning (2008) a proposer une
révision du genrdigridia, incluant au sein de ce dernier I'ensemble des genres identifiés a
l'intérieur du clade. Cette hypothése est soutenue de maniere robuste par les résultats obtenus

dans le cadre de cette étude.

1.4.2. Histoire évolutive des structures glandulaires florales

En se basant sur la phylogénie et sur I'étude des structures glandulaires florales identifiées au
sein des groupes taxonomiques échantillonnés, les observations suggérentsque de
changements répétés de stratégies de pollinisation se sont produits au cours de I'histoire
évolutive des Iridoideae sur le continent américain. Alors que la majorité des structures
impliquées dans la production de récompenses et observées au sein des autres sous-familles
d'lIridacées se sont développées sur les cloisons de l'ovaire et produisent du nectar, elles sont,
dans le cas des Sisyrinchieae, des Trimezieae et des Tigridieae, essentiellement composées de
trichomes glandulaires disposés sur les tépales ou la colonne staminale et plus des trois quarts
de ces derniers sécretent des lipides. Néanmoins, des nectaires de type épithélial sont apparus
a deux reprises au sein des Sisyrinchieae et des trichomes sécrétant du nectar se sont
développés au sein des genks=omarica(Trimezieae) efligridia (Tigridieae), I'apparition

de trichomes nectariferes s'étant produite indépendamment a trois reprises au sein de ce

dernier genre. Comparativement, les élaiophores de type trichome ont évolué
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indépendamment a de multiples reprises au sein des Sisyrinchieae (2 transitions), des
Trimezieae (1 transition a la base de la tribu) et surtout des Tigridieae (au minimum sept
transitions identifiées). A I'exception d'une transition au sein des Tigridieae, les élaiophores
ont évolués a partir d'ancétres dont les fleurs étaient dépourvues de structures glandulaires et
dont la seule ressource probablement disponible pour les pollinisateurs était le pollen. Les
résultats obtenus indiquent par ailleurs qu'au moins dans deux cas, les trichomes nectariféres
sont apparus a partir de fleurs ancestrales portant des trichomes sécrétant des lipides, la
situation inverse ayant été aussi observée dans un cas. Ces derniers résultats suggéerent qu'il

pourrait exister un lien évolutif entre les deux types de structures.

Une estimation du nombre exact de transitions entre les difféerents états des structures
glandulaires florales reste a ce stade impossible, I'échantillonnage ayant servi a établir la
phylogénie ne représentant qu'un peu plus de 25% des espéces décrites au sein des groupes
taxonomiques étudiés. Néanmoins, les analyses de reconstruction de I'histoire évolutive de ces
structures effectuées dans le cadre de cette étude montrent que ce caractére a davolué
nombreuses reprises, indiquant probablement que de multiples changements de stratégies de
pollinisation se sont produits parmi les trois tribus d'Iridoideae américaines. Deux systemes de
pollinisation semblent prépondérants a l'intérieur de ce groupe : I'un ou le pollen constitue la
seule ressource offerte aux pollinisateurs et le second basé sur le développement de structures
spécialisées a la fois au sein des fleurs qui produisent des lipides et des abeilles collectant

cette ressource.

Les analyses réalisées dans le cadre de cette étude ont montré par ailleurs qu'iliesistait
hétérogénéité significative des taux de diversification entre les groupes d'espéces ayant
développé des structures glandulaires florales de type trichomes et les groupes qui en sont
dépourvus. Un taux de diversification global 3,66 fois supérieur a ainsi été détecté pour la
premiere catégorie de taxons. Le méme type d'analyse a été réalisé pour évaluer plus
particulierement si l'apparition des élaiophores de type trichome parmi les Iridoideae
américaines avait entrainé un changement significatif des taux de diversification entre les
groupes d'especes concernées et les groupes qui sont dépourvus de ces structures glandulaires.
L'absence de variation des taux de spéciation et d'extinction entre ces deux catégories
indiquent que le développement des élaiophores n'a pas entrainé a lui seul, un changement de

taux de diversification.
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2. Conclusions du chapitre 1

Cette étude, incluant de nombreux taxons dont les relations phylogénétiques restaient encore
mal connues a ce jour, a permis de mettre en évidence le fait que l'importance accordée aux
variations mineures d'états de caracteres morphologiques floraux qui furent a la base de la
reconnaissance de nombreux genres au sein des Trimezieae et des Tigridieae ne respecte pas
le principe de monophylie. A lintérieur de ces deux tribus, I'évolution des caracteres
phénotypiques floraux semble beaucoup plus complexe que la systématique classique pouvait

le laisser supposer.

L'étude de I'évolution des structures glandulaires florales a permis par ailleurs de mettre en
évidence que des changements répétés d'états abractére s'étaient produits au cours de
I'histoire évolutive des trois tribus américaines d'lIridoideae, l'apparition de trichomes
glandulaires au sein des fleurs de nombreux goupes d'especes étant associée a une
augmentation significative des taux de diversification a l'intérieur de ces groupes. Ces
structures étant liees a la sécrétion de ressources potentiellement collectées par les
pollinisateurs, les changements observés pourraient refléter I'existence de transitions multiples
entre différents systemes de pollinisation. Ces adaptations successives et répétées pourraient
en outre étre impliquées dans les variations mineures d'état de caracteres morphologiques

floraux observés.

Néanmoins, des études complémentaires sont indispensables afin de vérifier ces hypothéses.
Bien que la phylogénie obtenue dans le cadre de cette étude apporte de nombreuses
informations nouvelles, il serait nécessaire d'améliorer sa robustesse ainsi que la fiabilité des
observations réalisées. L'utilisation de marqueurs nucléaires a copie unique ou a faible

nombre de copies dont l'utilité pour résoudre les relations phylogénétiques entre especes
proches a été montrée (Sang, 2002; Small et al., 2004; Duarte et al., 2010) constituerait une
stratégie d'approche. Celle-ci devrait étre complétée par un échantillonnage plus large au sein
des genres non monophylétiques afin de renforcer la robustesse des informations

phylogénétiques obtenues.

Enfin, I'absence de données concernant la biologie de la reproduction et plus particulierement
la biologie de la pollinisation de la plupart des especes appartenant aux tribus amérngcaines d
la sous-famille des Iridoideae constitue un handicap majeur pour comprendre [I'histoire

évolutive des structures sécrétrices de lipides et de nectar a l'intérieur des fleurs. Il semble

donc indispensable de constituer un jeu de données fiable concernant les relations plantes
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pollinisateurs afin de confirmer les hypotheses résultant des observations réalisées au cours de

cette étude dans un cadre phylogénétique plus large et plus robuste.
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CHAPITRE 2.

Phylogénie moléculaire, systématique et
évolution du genreSisyrinchium

S v B L
Sisyrinchium soboliferurRavenna les élaiophores sont principalement
localisés a la base de la colonne staminale. Specimen photographié au nord-
est de I’état du Santa Catarina, Brésil.

; R 5 ? A
Sisyrinchium claritaéHerter : la position des élaiophores sur la colonne
staminale est typique du genre. Specimen photographié awsakdf état
du Rio Grande do Sul, Brésil.
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1. Phylogénie moléculaire et scenarios évolutifs

Ce second chapitre présente les travaux de phylogénie moléculaire et de reconstruction de
I'histoire évolutive des structures glandulaires de type trichome au sein des fleurs a I'échelle
du genreSisyrinchium Gréace a I'obtention et a l'analyse de jeux de données multi-marqueurs,
ces travaux répondent a trois objectifs :

(i) préciser les relations phylogénétiques infragénériques et clarifier la systématique du genre,
(i) identifier les transitions vers le développement de structures glandulaires de type
trichome, productrices ou non de lipides floraux, ainsi que les éventuelles réversions qui se
sont produites au cours de I'histoire évolutive du genre,

(i) évaluer le réle joué par I'évolution de ces structures dans la diversification duagenre

['échelle du continent américain.

Les résultats obtenus lors de cette premiére étape ont donné lieu a la rédaction de l'article 2.
Les méthodes d’estimation de 1’évolution du taux de diversification utilisées a I'échelle des
Iridoideae ont ensuite été appliquées a l'échelle du genredafie part, de mettre en
évidence I’existence éventuelle de variations au sein de la phylogénie, et d’autre part

d’évaluer I’'impact de la présence des élaiophores sur la diversification du genre Sisyrinchium

Les observations réalisées sur les structures glandulaires identifiées au sein des genres
Sisyrinchiumet Solenomelugu cours de cette premiére étape ont ensuite été complétées afin

non seulement de caractériser de maniére plus détaillée leur micromorphologie ainsi que le
type de sécrétion produit par ces structures, mais aussi d'identifier I'éventuelle présence
d'autres microstructures susceptibles d'étre impliquées dans la relation plante-pollinisateurs.

Les résultats obtenus lors de cette seconde étape ont donné lieu a la rédaction de l'article 3.
1.1. Résumédu contexte et des méthodes de I’article 2

1.1.1. Echantillonnage taxinomique

Le choix du genreSisyrinchiumpour ce deuxieme volet de I'étude s'est imposé pour trois
raisons qui en font un cas exceptionnel parmi les genres américains de la sous-famille des
Iridoideae. Avec environ 140 espéces, il constitue par le nombre d'espéces le genre le plus
important, ce chiffre constituant une estimation certainement sous-évaluée de la richesse
spécifiqgue (Goldblatt & Manning, 2008). En outre, celles-ci sont dispersées sur la majeure

partie du continent américain et plus d'un tiers des espéces qui le composent possedent des
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fleurs produisant des lipides impliqués dans un systéeme spécialisé d'interaction plantes-
pollinisateurs (Vogel, 1974; Cocucci & Vogel, 2001; Goldblatt & Manning, 2008).

Afin de répondre aux différents objectifs de cette partie de I'étude il a été nécessaire de
réaliser un effort particulier d'échantillonnage, d'autant plus important que la diversité du
genre reste difficile & évaluer, notamment en Amérique du Sud et au Mexique (Goldblatt &
Manning, 2008). Quatre campagnes de terrain ont été menées dans le sud du Brésil (dans le
cadre du projet CAPES/COFECUB Sv550/07), un des centres de diversité identifiés pour
Sisyrinchium entre 2007 et 2009 qui ont permis de collecter plus de 50 especes dont une
dizaine nouvelles pour la science et qui doivent faire I'objet de publications ultérieures. En
parallele un partenariat a été mis en place avec plusieurs jardins botaniques afin de réaliser
des campagnes de collecte non seulement dans le sud des Andes, cette région constituant un
second centre de diversité pour le genre, mais aussi en Amérique Centrale et aux Etats-Unis.
Ces campagnes de collecte ont en outre permis de mettre en place une collection vivante de
plus de 60 especes, indispensable a la réalisation des observations menées dans le cadre de
I'étude. Ainsi 85 espéces parmi celles déja décrites ont été utilisées pour obtenir la phylogénie
la plus exhaustive possible, reconstruire I'histoire évolutive des élaiophores a l'intérieur du

genre et retracer I'histoire de son expansion géographique sur le continent américain.

1.1.2. Echantillonnage génétique

L'objectif de cette partie de I'étude était de clarifier les relations phylogénétiquegchaiie
taxonomique infragénérique et de produire une phylogénie robuste pouvant étre utilisée
comme base de travail pour clarifier la systématique du genre et étudier I'évolution de
caractéres phénotypiques. Un jeu de marqueurs moléculaires couvrant les trois g&nomes
constitué a la fois de régions codantes et non-codantes a été sélectionné a partir des données
disponibles dans la littérature, ces loci ayant démontré leur potentiel pour améliorer la
résolution du signal phylogénétique a différents niveaux taxonomiques (Freudenstein &
Chase, 2001; Chat et al., 2004; Kress et al., 2005; Shaw et al., 2005, 2007; Chase et al., 2007;
Hollingsworth et al., 2009).

1.1.3. Etude des structures florales productrices de lipides

Afin de reconstruire I'histoire évolutive des structures glandulaires de type trichome au sein
du genreSisyrinchium et plus particulierement des élaiophores, les fleurs de chaque espéece
echantillonnée ont fait I'objet d'observations au stéréomicroscope pour renseigner la présence,

la forme, la position au sein de la fleur ainsi que la densité des trichomes glandulaires. Ces
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données ont été complétées par des observations au macroscope et au microscope
électronique a balayage afin d'obtenir des informations plus détaillées concernant la
microstructure des trichomes glandulaires. Pour mettre en évidence la présence et
l'accumulation de lipides dans les trichomes glandulaires, le rouge de Nile a été utilisé. Ce
colorant spécifique permet en effet de détecter la présence de lipides en fonction de leur degré
d'hydrophobicité, son spectre d'émission variant du rouge en présence de lipides polaires au
jaune en présence de lipides non polaires (Greenspan et al., 1985; Diaz et al., 2010).

L’étude de I’évolution de ces structures florales au sein du genr8isyrinchiuma été menée en
codant les informations recueillies suivant deux caracteres discrets, le type de trichomes
glandulaires identifiés ainsi que leur localisation au sein de la fleur. La phylogénie
moléculaire réalisée dans le cadre de I'étuélé utilisée pour inférer 1’histoire évolutive des

des trichomes floraux.

1.1.4. Etude de I'histoire évolutive de la distribution géographique du genre

A partir des observations disponibles dans la littérature concernant l'aire de répartition
naturelle de chaque espece échantillonnée, une matrice de données rassemblant les différents
états observés suivant quatre domaines géographiques a été constituée. L'histoire évolutive de
la distribution géographique dg&isyrinchiuma ensuite été inférée en utilisant la phylogénie
moléculaire afin d'estimer le role éventuel joué par l'apparition des élaiophores de type

trichome dans la dispersion géographique du genre a I'échelle du continent américain.
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Abstract

Background and aims

SisyrinchiumL. (Iridaceae: Iridoideae: Sisyrinchieae) is one of the largest, most widespread
and most taxonomically complex genera in the Iridaceae, with all species except one native to
the American continent. We investigated phylogenetic relationships within the genus and
examined the evolution of oil-producing structures related to specialized oil bee pollination.

Methods

Phylogenetic analyses based on eight molecular markers obtained froisj@hchium
accessions representing 85 species were conducted to produce the first extensive phylogeny of
the genus. Total evidence analyses confirmed the monophyly of the genus and retrieved nine
major clades weakly connected to the subdivisions previously recognized. The phylogeny was
used to reconstruct biogeographical patterns, and to trace the evolutionary origin of glandular

trichomes present within the flowers of several species.

Key results and conclusions

Glandular trichomes evolved three times independently in the genus. In two cases these
glandular trichomes are oil-secreting, suggesting that the corresponding flowers might be
pollinated by oil bees. Biogeographical patterns indicate a first expansion from Central
America and the Northern Andes to the subandean ranges between Chile and Argentina on
one hand, and the extended area of the Parana river basin on the other. The distribution of oil-
flower species across the phylogeny suggests that oil-producing trichomes may have played a

key role in the diversification of the genus, a hypothesis that requires future testing.

Key words: oil bee pollination; glandular trichomes; elaiophores; lipids; phylogeography;

SisyrinchieaeQlIsynium Solenomelus
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INTRODUCTION

During their evolution, flowering plants have developed a wide variety of strategies to attract
and reward pollinators. Plant-pollinator interactions are key components of the dynamics of
most terrestrial ecosystems and, in a world where biodiversity is jeopardized by
anthropogenic changes, analyzing the evolutionary history of species and understanding the
mechanisms involved in their evolution, such as plant-pollinator interactions, is crucial
(Steffan Dewenter et al., 2006; Waser, 2006). Furthermore, since species interactions are
considered to play a central role in many speciation events, studying the evolutionary history
of traits closely linked to uncommon interactions could contribute to improve our knowledge

of the mechanisms involved (Rieseberg and Willis, 2007).

Insects represent the largest group of animals visiting flowers to collect resources. Most of
them visit flowers to collect pollen and nectar, but some insects seek other resources.
Relations between oil-secreting flowers and oil-collecting bees constitute an example of a
functional specialisation and uncommon interaction between plants and pollinators (Minckley
and Roulston, 2006). Flowers offering oil resource are found in 11 families according to the
APG system (APG lll, 2009), distributed throughout the angiosperms among unrelated orders
(Buchmann, 1987; Rasmussen and Olesen, 2000; Steiner and Whitehead, 2002; Neff and
Simpson, 2005; Renner and Schaefer, 2010). The latest comprehensive study found that oll
bee pollination evolved at least 28 times independently and 1500 to 1800 species have
developed oil-producing organs called elaiophores (Renner and Schaefer, 2010). These
structures, located on various floral parts, constitute local glandular fields within the flower
and can be anatomically separated into two categories (Vogel, 1969, 1974, 2009). Epithelial
elaiophores consist of glandular epithelial or epidermal cells and their oil secretions are stored
below a protective cuticle, forming small blisters, while trichomatic elaiophores consist of
hundreds to thousands of oil-producing glandular trichomes (Buchmann, 1987; Silvera, 2002;
Machado, 2004). The latter produce oil continuously and secretion is often unprotected,
however, oil can in some cases be accumulated in a subcuticular space at the tip of the
trichome (Vogel, 1974; Buchmann, 1987; Cocucci and Vogel, 2001). Epithelial and
trichomatic elaiophores produce non-volatile oils gathered by the females of specialized oil-
collecting bees belonging to two families of Hymenoptera: Mellitidae and Apidae (Michener,
2007), which have developed morphological adaptations on their legs or abdomen to harvest
and store lipids (Schlindwein, 1998; Cocucci et al., 2000; Vogel, 2009). Documented uses of
floral lipids by oil-collecting bees show that females mix oils with pollen and use this mixture
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to feed their larvae (Vogel, 1974; Simpson and Neff, 1981). In some species, it has been
observed that females also cover the brood cell walls of their nest with a complex set of
different substances that contains floral lipids (Buchmann, 1987; Cane et al., 1983; Alves-
dos-Santos et al., 2002).

SisyrinchiumL. (Iridaceae: lidoideae: Sisyrinchieae) is a large and complex genus with a
distribution spanning the American continents from subarctic areas to Tierra del Fuego. Many
taxonomical studies have already been conducted, mainly based on morphological traits
(Klatt, 1861; Baker, 1878; Bentham and Hooker, 1883; Rudall et al., 1986; Goldblatt et al.,
1990; Ravenna, 2000, 2002, 2003b), but the systematic of the genus remains poorly resolved.
The number of recognized species varies from ca. 80 (Goldblatt et al, 1989) to ca. 200 (Rudall
et al.,, 1986) and the subgeneric divisions are not defined accurately and are, as such,
unsatisfactory (Goldblatt et al., 1990; Cocucci and Vogel, 2001; Ravenna, 2003b). Moreover,
Central and South American representatives of the genus remain largely unknown: 24 % of
the 206 taxa accepted by the World Checklist of Iridaceae were described from these areas
during the past 10 years (Barker, 2004), suggesting that many species still remain to be

described.

Approximately 35% ofSisyrinchiumspecies produce flowers that possess elaiophores of the
glandular trichome type called hereafter nuptial trichomes and located either on the staminal
column or on the adaxial side of the tepals, sometimes on both parts. Species with elaiophores
are almost exclusively distributed in South America. Species diversi8isyrinchiumis
estimated to be the highest in South America, mostly around the Parana river basin and along
the subandean ranges, which also corresponds to the range area where oil-collecting bees
visiting oil-producing species oSisyrinchiumhave been observed (Cocucci and Vogel,
2001). A number ofSisyrinchiumspecies from North America bear stipitate glandular
trichomes on their staminal column (Mcvaugh, 1989; Cholewa and Henderson, 2002). These
trichomes are scarce, scattered towards the basal part of the staminal column, slender with a
small blister of secretion towards the tip of the trichome head. However, no oil-collecting bee
has ever been recorded to visit North American species with such glandular trichomes. These
observations have led Cocucci and Vogel (2001) to propose an origin from Southern
Neotropics forSisyrinchium The presence of glandular trichomes on several North American
species might be a residual condition evolved from elaiophores (Cocucci and Vogel, 2001).

Other species have pollen flowers, devoid of trichomes either on the filamental column or on
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the adaxial side of tepals. Members of this third category are widely distributed throughout
the whole range of the genus.

The goal of this study was to elucidate the phylogenetic relationships a®yrgnchium

species and genera of the Sisyrinchieae tribe (Fig. 1), using a total evidence approach, and test
the monophyly of the subgeneric divisions defined in the existing classifications. The
resulting historical framework was used to analyze geographical patterns, optimise the
evolutionary history of elaiophores and make hypotheses about potential shifts in the

pollination system.

MATERIALS AND METHODS

Taxonomic sampling

The list of taxa sampled, voucher information and GenBank accession numbers is given in
Appendix 1. We sampled a total of 1@&isyrinchiumaccessions from South and North
American origins, representing 85 species covering the different subgeneric arrangements
proposed in the literature. Except fisyrinchium jamesonBaker, we were unable to obtain

plant material from the sectid®egetia(Ravenna, 2003b), which includes approximately four
Andean species from Argentina, Bolivia, Peru, Ecuador and Venezuela. Outgrouwps wer
selected from the gener@lsynium Raf. (five sp.),OrthrosanthusSweet (one sp.) and
SolenomelusMiers (two sp.), which are closely related fisyrinchium within the
Sisyrinchieae tribe (Goldblatt et al., 2008). Plant material was sampled mostly from the wild,
or from cultivated specimens obtained from seeds collected in the wild and held in botanical
gardens or national collections. A special effort was put on the sampli8gsyinchium
micranthumCav., a species that exhibits a high level of morphological plasticity and is
closely related toS. laxum Otto ex Sims andS. rosulatumE.P. Bicknell (Fig. S1
[Supplementary Informatio] Previous attempts to generate a taxonomical classification for
these variants have failed because plants often present contradictory combinations of
character states (Johnston, 1938; Ravenna, 2001b). Since the species geographical distribution
from Canada to South Chile (Ravenna, 200l1a, 2001b) is probably the widest of all
Sisyrinchiumspecies, specimens were widely sampled to represent morphological variation

and cover as much as possible its distribution range.
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Figure 1. Floral morphology of the four genera in Tribe Sisyrinchieakided in the present study: (A)
Orthrosanthus monadelphugSP174), (B)Solenomelus pedunculaty§P221), (C)Olsynium scirpoideum
(SP009), (D)Sisyrinchium tinctorium(SP240), (E)S. convolutum(SP108), (F)S. cuspidatun{SP038), (G)S.
scariosum(SP087), (H)S. micranthunmorphotype T (SP054) and @) demissur(SP034).

DNA extraction, amplification and sequencing

Total DNA from fresh or silica gel-dried leaves was extracted using the Nucl&Bjaint II
(MachereyNagel, Diiren, Germany) extraction kit, following manufacturer’s instructions. A

combination of fast and slowly-evolving coding and non-coding DNA regions were used to
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infer phylogenetic relationships among the taxa sampled. We used three coding cpDNA
regions (poC1, rpoB andmatK), two cpDNA intergenic spacersr{H-psbAandtrnQ-rps16,

two mtDNA introns fladl-2/3 and nad4-1/3 and the nuclear ribosomal DNA internal
transcribed spacer (ITS) region, including ITS1, ITS2 and the 5.8S gene. These loci have
shown their potential to complement each other and improve the resolution of the
phylogenetic signal at different taxonomic levels (Freudenstein and Chase, 2001; Chat et al.,
2004; Kress et al., 2005; Shaw et al., 2005, 2007; Chase et al., 2007; Hollingsworth et al.,
2009). Primers used to amplify each DNA region and additional primers used for sequencing
are given in Table S1 [Supplementary Information]. The ITS region was first PCR-amplified
for 10 different samples using primers ITS5 and ITS4 (White et al., 1990). The visualisation
of PCR products on a 1% agarose gel revealed two different amplified fragments (~500 and
700 bp). Both PCR products were size selected on the agarose gel and extracted with the
MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Australia). After sequencing and alignment, these
regions were BLASTED against Genbank to verify their identity. The smaller fragment
proved to be a contamination from fungal DNA. A semi-nested PCR amplifying only the 700
bp fragment was achieved using a specifically designed forward primer described in Table S1
[Supplementary Information]. PCR amplifications were performed using a PTC-100 MJ-
Research thermal cycler in 30 pl total volume reaction with the following reaction
components: 1.5 pl of genomic DNA (~15-50 ng), 1 uM of each primer, 250 uM of dNTP, 1x

of rTaq buffer, 2.5 mM of MgCJ, and 0.2 U ofTaq polymerase Taq CORE Kit 10, MP
Biomedicals, lllkirch, France). ThgoC1 andrpoB loci were successfully amplified with the
addition of DMSO (1.2 pl) to the PCR mix. The detailed PCR conditions for each DNA locus
used in this study are given in Table S2 [Supplementary Information]. Each DNA region was
amplified as a single fragment except in a few cases where internal primers originally
designed for sequencing were used to amplify the targeted region in smaller fragments. PCR
products were purified and sequenced at the Genoscope (Centre National de Sequencage. 2,
rue Gaston Crémieux, CP5706, 91057 Evry Cedex, France. www.genoscope.fr). Raw forward
and reverse sequences for each sample were assembled with CodonCode Aligner 3.5.3
(CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA); ambiguous bases were corrected

after examination of chromatograms, and consensus sequences were edited.

Phylogenetic analysis

Alignments were first produced using Clustal X (Thompson et al., 1997) and MUSCLE
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(Edgar, 2004) and further improved manually using MEGA4 (Tamura et al., 2007). All
detected polymorphisms (SNPs and insertit@letions [indels]) were visually checked and
further validated using a base quality threshold above 20. The indels of the non-coding
regions {rnH-psbAandtrnQ-rpsl16spacersnadl-2/3, nad41/2, ITS1 and ITS2) shared by

two or more taxa were coded as binary characters using GapCoder (Young and Healy, 2003),
a program based on simple indel coding sensu Simmons and Ochoterena (2000). All eight
DNA regions were first analysed independently (results not shown) and further combined
according to the genome. Since the comparison of the resulting topologies of cpDNA and
MtDNA regions revealed no instances of well-supported topological differences and provided
a higher resolution when analysed together than separately they were combined and compared
with the ITS results. Two minor topological incongruences were detected (see Results,
Combined cpDNA, mtDNA and nuclear DNA datg.ddbwever, since ho major topological
conflict was detected, all data were combined into a single supermatrix for subsequent
analysis.

Maximum Parsimony analysis

Data sets including indels coded with GapCoder were analysed using the parsimony criterion
in PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 2002). All our Maximum Parsimony (MP) analyses
used heuristic searches with 1000 random addition replicates, tree-bisection-reconnection
(TBR) branch swapping and multrees on, with all character states unordered and equally
weighted, and indels coded as previously described. Strict and majority-rule consensus trees
were calculated from all most parsimonious trees. The robustness of nodes was evaluated
using MP with 1000 bootstrap replicates of new heuristic searches (100 random addition
replicates, TBR branch swapping, multrees off). Our computer ran out of memory during
heuristic searches for five datasepstA-trnH trnQ-rpsl6 nadl-2/3 nad4-1/2and ITS),

leading us to conduct analyses for these regions and the combined datasets using a method
developed for this paper and the parsimony ratchet (Nixon, 1999), described in Appendix S1

[Supplementary Information].

Maximum likelihood and Bayesian analysis

Maximum Likelihood (Felsenstein, 1981) and Bayesian MCMC (Yang and Rannala, 1997)
analyses were performed. Model parameters listed in Table S3 [Supplementary Information]

were set to those calculated by MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). The Akaike information
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criterion was chosen to select the most appropriate model of DNA substitution for each data
set or data partition used in the analyses. Maximum Likelihood (ML) analyses were
performed using PhyML 3.0 online web server (Guindon et al., 2005) on data matrices
excluding the coded indels, since indels cannot be dealt with in PhyML. The reliability of ML

topologies was assessed by non-parametric bootstrap tests using 200 pseudo-replicates.

Bayesian analyses were run using MrBayes 3.1.2 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) with the
data partitioned and the most appropriate evolutionary model implemented for each partition
as indicated in Table S3 [Supplementary Information]. Coded indels were included in a
separate data matrix and treated using a simple model with variable rates. Two independent
runs, each comprising four Markov chains (one cold and three heated) and starting with a
random tree, were performed simultaneously fof génerations, sampling trees at every
100" generation. Convergence diagnostic was calculated evéryeb@ration and its critical

value was set in order to automatically stop the analysis when the standard deviation of the
split frequencies had reached the value defined by the stopval command (stoprule=yes
stopval=0.01). In all analysis, the first 25% trees from each run were discarded as burnin.
Resulting trees from the two independent runs were then pooled to produce one 50% majority

rule consensus tree and Bayesian posterior probabilities were generated for the resulting tree.

Combined datasets phylogenies

Phylogenetic trees resulting from all three analyses (MP, ML and Bayesismambined

to manually build a consensus tree. For each tree, a given node was kept in the consensus tree
only if the bootstrap support for MP or ML was higher than 80%, or if the posterior
probability (PP) was higher than 0.95. Consensus trees were assembled for each genome
dataset and for the combined cpDNA + mtDNA dataset in order to identify potential
topological conflicts among these different combinations. The consensus tree based on the

whole dataset analyses was constructed accordingly.

Trichome characterisation

Glandular trichomes are present in the flowers of numesgrinchiumspecies and for

several South American species it has been documented that they secrete oil collected by the
pollinating bees (Cocucci and Vogel, 2001). These trichomes are located on the stamens and
the adaxial side of tepals but the nature of their secretion has not yet been identified for many

species, especially the North American ones. Following the definition of ruptial nectaries by
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Delpino (1874) and Fahn (2000) these trichomes will be called nuptial trichomes in the
present study to emphasize the difference between them and glandular trichomes that can be
located elsewhere on the flower. Among the 85 speci8ssgfinchiumincluded in this work,

54 bear nuptial trichomes and 50 of which were studied for oil producing trichomes. Fresh
flowers at anthesis were observed under a Zeiss Stemi SV6 stereomicroscope (Carl Zeiss AG,
Gottingen, Germany) in order to record the shape, position and density of glandular
trichomes. Detailed observations of the morphological structure of nuptial trichomes were
carried out directly on fresh flower buds and fresh flowers at anthesis, with a scanning
electron microscope (SEM Hitachi S-3000N, Tokyo, Japan). Dissected organs were mounted
on an aluminium specimen holder and observed under low partial vacuum and Peltier cooling
stage. SEM pictures were taken using an environmental secondary electron detector (ESED).
Nile Red staining, which allows the detection of lipids according to their hydrophobicity
(Greenspan et al, 1985; Diaz et al, 2008), was used to obtain information about the oil content
of fresh flowers at anthesis. The emission spectrum of Nile Red shifts from red in the
presence of polar lipids to yellow when they are combined with non-polar lipids.
Observations were made using a Nikon AZ100 macroscope (Nikon France, Champigny-sur-
Marne, France). Nile Red yellow emission was observed with 450-500 nm excitation and 535
+ 20 emission filters; red emission was observed with 450-500 excitation and 610 long pass

emission filters.

For character optimisation, nuptial trichomes were coded using two discrete characters,
respectively the type (A) and localisation (B) of nuptial trichomes. Three states were defined
for the first character, namely (0) absent, (1) oil-producing trichomes and (2) non oil-
producing trichomes. Nuptial trichome localisation was coded as follows: (0) not applicable
(i.e., absence of trichomes), (1) present on the filamental column or filaments (depending on
the degree of fusion), (2) present on the filamental column and adaxial side of tepals and (3)
present on the adaxial side of tepals only. We considered that the presence of trichomes on
both the filamental column and the adaxial side of tepals should not be treated as a
polymorphism but as a separate character state, with potentially different functional
implications in the plant-insect interaction, due to the extended surface covered by the
trichomes. The consensus trees resulting from the cpDNA + mtDNA analysis on the one
hand, from the ITS analysis on the other hand (results not shown), and from combined
(supermatrix) analysis were used for character optimisation with the MP and ML methods
implemented in MESQUITE 2.73 (Maddison and Maddison, 2010). With MP, character states
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were treated as unordered, allowing any transition among states. ML optimisation was
conducted using the MK1 model of evolution (Schluter et al., 1997; Pagel, 1999), which gives

equal probability for changes between all character states.

Biogeographical patterns and inference of ancestral distribution

Ancestral patterns of geographical distribution were inferred using the same phylogenetic
trees as in the above paragraph. The four main geographical areas defined as character states
(Fig. 2) represent the overall distribution Sikyrinchiumspecies (plus the outgroups) on the
American continent. A fifth character state was definedSfoacreH. Mann which is found

on the island of Maui in the Hawaii archipelago.

Figure 2 Main geographical patterns of distribution within the range are&isfrinchium (A) subandean
ranges, between Argentina and Chile; (B) extended Parana river drasi; (C) central area circumscribed
between the south-western United States to Bolivia; (D) North American dreaed area included in Area A
corresponds to the distribution areas Sf arenarium S. chapelcoenseS. convallium S. cuspidatumnS
graminifolium S. macrocarpunS. nervosuns. papillosumS. pearceandS. striatum
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The distribution area of each species included in the study was verified (Barker, 2004) and
further literature-based investigations were conducted to obtain information on the
distribution of species not accepted by the World Checklist of Iridaceae. Detailed descriptions
of the way character states were defined are given in Appendix S2 [Supplementary
Information]. The distribution area of the genus was optimized similarly to what is described

in the above paragraph except that character states were treated alternatively as unordered or
ordered, with a step matrix which allowed a penalty for changes between non-adjacent areas.
Due to the presence of several multi-state taxa, only MP optimisation was performed.
Unfortunately, since the tree used was not fully resolved we could not infer the biogeographic

history using the parsimony-based dispersal-vicariance method (Ronquist, 1996, 1997).

RESULTS

Phylogenetic analyses

Chloroplast and mitochondrial dataAlignments of coding regions of both chloroplast and
mitochondrial regions were straightforward because insertion/deletion (indel) events were
absent. The recently discovemg$19gene was present in the spacer region betweenntHe
andpsbAgenes in all four genera included in the present study, as in most monocots (Wang et
al., 2008). Alignments were manually improved in intronic regions. MP, ML and Bayesian
analyses were conducted independently for each cpDNA and mtDNA regions. Table 1 gives
the number of parsimony informative characters, number of most parsimonious trees, tree
lengths, as well as the consistency (Cl) and retention (RI) indices for the strict consensus trees
resulting from MP analyses of the separate and combined datasets. There was little homoplasy
in four of the cpDNA datasets (CI > 0.80), except for psbA-trnH(CI = 0.65). In the same way,

the level of homoplasy was relatively low for the two mtDNA datasets (CI > 0.76). Trees

were rooted wittOrthrosanthusas sister to all other genera, according to the latest phylogeny

of Iridaceae (Goldblatt et al., 2008). The trees resulting from the MP, ML and Bayesian
analyses on separate datasets showed nearly identical topologies for each genome. All
chloroplastbased analyses but one resulted in trees displaying three strongly supported clades
(parsimony and likelihood bootstrap supports (PBS and LBS) > 80% and posterior probability
(PP) > 0.95), each corresponding to a monophyletic genus, respecHoinomelus

OlsyniumandSisyrinchium The ML analysis of thpsbA-trnHIocus supported the
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Table 1. Comparison of lengths and indices for the resulting strnitdeosus tree in parsimony analysis of
separated and combined data sets. Cl and RI are respectively the consistartgrdion indices.

Number of
Data partition Characters Variabl«(eo/(:)h aracters i}r?l?orrsr:”lrg?i\rllg pars'\iﬂn?(sjaious Igr:(:]flt Cl RI
characters (%) trees
rpoC1 508 38 (7.5%) 26 (5.1%) 4 50 0.80 0.96
rpoB 472 55 (11.6%) 33 (6.7%) 1 56 0.96  0.99
matK 1024 159 (15.5%) 95 (9.3%) 105 189 0.83 0.96
trnH-psbA + [coded indels] 667 + [36] 68 + [36] (14.8%) 38 +[26] (9.1%) 3809* 171 0.65 0.90
psbA 53 8 (15.1%) 5 (9.4%)
psbA-rps19 spacer 160 39 (24.4%) 19 (11.9%)
rps19 (negative strand) 279 10 (3.6%) 6 (2.1%)
rps19-trnH spacer 175 11 (6.3%) 8 (4.6%)
trnQ-rps16 + [coded indels’ 1929 +[209] 287 +[208] (23.1%) 167 +[109] (12.9%) 3693* 638 0.81 0.94
cpDNA combined matrix 4600 + [245] 607 + [244] (17.6%) 359 + [135] (10.2%) 3912* 1132 0.78 0.94
nad1-2/3 + [coded indels] 1657 + [39] 93 + [39] (7.8%) 39 +[33] (4.2%) 3954+ 154 0.88 0.97
5’-nadl-exon2 59 5 (8.5%) 1(1.7%)
nadl-exon2 82 1(1.2%) 0 (0%)
nadl-intron2 1516 87 (5.7%) 38 (2.5%)
nad4-1/2 + [coded indels] 1683 + [23] 61 + [23] (4.9%) 44 + [18] (3.6%) 4019* 115 0.76 0.95
nad4-intronl 1406 55 (3.9%) 40 (2.8%)
nad4l-exon2 277 6 (2.2%) 4 (1.4%)
mtDNA combined matrix 3340 + [62] 154 +[62] (6.3%) 83 + [51] (3.9%) 3962* 276 0.81 0.95
ITS + [coded indels] 665 +[50] 367 +[50] (58.3%) 276 + [36] (43.6%) 4012* 916 0.63 0.87
ITS1 225 151 (67.1%) 113 (50.2%)
5.8S 165 48 (29.1%) 28 (17%)
ITS2 234 152 (64.9%) 122 (52.1%)
28S 41 16 (39%) 13 (31.7%)
Global combined matrix 8605 + [357] 1128 +[356] (16.5%) 718 + [222] (10.5%) 3340* 2462 0.68 0.90

Notes:numbers into brackets are numbers of characters resultmgrfdel-coding. *: number of most parsimonious trees isipany ratchet

analysis.

monophyly of Sisyrinchiumonly moderately (LBS = 57.6). Analyses based on rijeB,

matK, psbA-trnHandtrnQ-rpsl6loci confirmed the position oDlsyniumas sister taxon to
SisyrinchiumandSolenomeluss sister taxon t@Isyniun¥Sisyrinchiumwith strong supports.

The only exception was the moderate support obtained for the sister group relationship
betweenOlsyniumand Sisyrinchiumin the ML analysis of th@sbA-trnHlocus (LBS=58.8).

The mitochondrial-based analyses gave identical results with strong support for the

monophyly and the relationships of the three genera, except for theSde@melusn the
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MP analysis of thenad4-1/2locus (PBS = 63.8). Almost all analyses resulted in the
monophyly ofSolenomelugOlsyniumandSisyrinchium confirming their respective positions
in the phylogeny. Since no incongruence was detected among tree topologies, chloroplast and

mitochondrial markers were combined into a single matrix for each genome.

Nuclear data PCR amplification of the ITS region failed for two sampl@stlirosanthus
monadelphufkavenna an@®Isynium douglasi{A.Dietr.) E.P.Bicknell), which were therefore

not available for the subsequent analyses of the nuclear data set. The alignment included 715
characters (665 from sequences and 50 from coded indels) of which 312 (43.6%) were
phylogenetically informative. The parsimony ratchet yielded 4012 equally most parsimonious
trees (details are given in Table 1) of 916 steps, CI (excluding uninformative characters) =
0.63 and RI = 0.87. Tree topologies resulting from MP, ML and Bayesian analyses showed no
major incongruence. The monophyly @fsynium(PBS = 100%, LBS = 100%, PP = 1) and
Sisyrinchium(PBS = 88.7%, LBS = 88.0%, PP = 0.98) was strongly supported, as was the
position ofOlsyniumas sister t&isyrinchium(PBS = 98.1%, LBS = 99.0%, PP = 1). Detailed

results are given in Fig. S2 [Supplementary Information].

Combined plastid, mitochondrial and nuclear DNA data $& major incongruence was
detected among topologies based on the separate analyses, allowing us to combine the
datasets. Chloroplast markers were combined into a single matrix totalling 4845 characters
(including the 245 coded indels), of which 494 (10.2%) were phylogenetically informative.
Most of the parsimony informative characters (66.5%) belonged to the spacersgpeb#te

trnH and trnQ-rps16 regions. There were 3402 characters in the total mtDNA matrix
(including 62 coded indels), of which 144 (3.9%) were phylogenetically informative.
Parsimony informative characters were mainly found in the introns of the mtDNA regions
studied (89.5%). Results obtained with the chloroplast and the mitochondrial matrices

respectively are given in Figs S3 and S4 [Supplementary Information].

Parsimony ratchet analysis of all eight DNA regions representing all three genomes yielded
3340 equally most parsimonious trees of 2462 steps, Cl (excluding uninformative characters)
= 0.68 and RI = 0.90. Maximum likelihood searches produced a best ML tree with -In L =
25978 (Fig. 3). The 30901 trees retained after the burn-in from the two runs of the Bayesian
analysis were summarized into a 50% majority rule consensus tree. Tree topologies resulting
from the total evidence analyses with parsimony ratchet, likelihood and Bayesian approaches
were largely congruent as shown by the number of shared nodes in the consensus tree (Fig. 4).

The monophyly of the three gené&alenomeluygOlsyniumandSisyrinchiumidentified with
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100.0 10;(1)0'/01 - 99,0/1.0 SP240 S. tinctorium
& ¢ SP181 S. longipes
100.0/1.0 SP179 S. aff. tinctorium

SP237 S. jamesonii
9 95.0 SP006 O. biflorum

WSPOW 0. douglasii

100.0 100.0/1.0 SP191 O. junceum

100.0 100.0/1.0 99.8 SP837 O. junceum
100.0/ 1.0 WSPSSB 0. junceum ssp. colchaguense |OG

SP009 O. scirpoideum
100.0 —SP005 Solenomelus segethi

100.0/1.0 L-8P221 Solenomelus pedunculatus
SP174 Orthrosanthus monadelphus

Figure 4 Consensus tree based on the strict consensus tree of the pgreatebet, the estimated maximum
likelihood tree and the Bayesian 50% majority rule consensus tree obtaimadthfe analysis of the full
molecular data set. Support values along nodes are parsimony bootst@paf®Be branches), likelihood
bootstrap (LBS, on the left, below branches) and Bayesian posterior ilitpb@P, on the right, below
branches). The major clades are labelled | to 1X. Thick red branches indicatet sdigtdeast 80% (PBS), 80%
(LBS) and 0.95 (PP). Thick green lines indicate branches in whightenl of the three support values reach
these minimum values while the third support value is at least 50% (PB&)L&E) and 0.95 (PP). Thick blue
lines indicate branches in which only one of the three support values rehehmiimum values set above
while the two other support values are at least 50% (PBS), 55% (LBS), 0.95 (PP).

the separate analyses is strongly supported in the consensus tree (PBS = 100%, LBS = 100%,
PP = 1 for each genus), and the placemem@Isyniumas sister genus t®isyrinchiumwas

also strongly supported (PBS = 100%, LBS = 100%, PP = 1). According to the topology and
node supports observed, we identified nine monophyletic groups \Bigynnchiumnamely
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64.0/1.0 96.0 —SP084 S. platense
84.5/1.0 -8P223 S. patagonicum
SP239 S. cf. macranthum
%4 ~SP063 S. minus Ivm
90.0/1.0 —-SP066 S. minutiflorum

| a=——————]
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56.1 67.9 78.5 SP060 S. micranthum GL - BRAZIL
S -/1.0 -/1.0 -SP186 S. micranthum BY - BRAZIL
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-/1.0 SP062 S. micranthum LLP - BRAZIL
93.5 [SP018 S. avenaceum
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99.5/1.0 93.4 SP052 S. megapotamicum Vi
08.0/10 96.0 SP073 S. pachyrhizum
100.0 Y T 96.5/1.0 —SP154 S. uliginosum
SP238 S. chilense
97.9 SP028 S. claritae
55.7 99.5/1.0 SP170 S. ostenianum
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-/1.0 821 SP133 S. commutatum ssp. capillare
84.0/1.0 —SP835 S. rambonis
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95.7 707 | 60.0/1.0 —SP121 S. fiebrigii
97.0/1.0 -/1.0 93.8 SP128 S luzula v
88.5/1.0 —SP138 8. cf. burchellii

. B0 spos7s. scariosum
53.5/1.0| L———————————————SP132 S. purpurellum ssp. trichospathum
517 SP092 S. setaceum

93.0 SP135 S. hoehnei
81.0/0.99 555 353 7000710 —SP152 S. fasciculatum
; 96.0/0.97 SP148 S. soboliferum
58.5/0.98 SP146 S. hasslerianum

Figure 4 Continued

75.8

100.0/1.0

cladesl to IX, all well supported in all of our analyses (PBS > 90%, LBS > 90%, PP = 1),

except clade IX which was strongly supported only in the Bayesian analysis (PP = 1), while
moderately supported in the MP and ML analyses (PBS = 75.7%, LBS = 59%). All internal
nodes concerning the relative placement of the clades appeared highly supported in the
Bayesian analysis but the results obtained with the parsimony and likelihood analyses were
more contrasted. The sister group relationship of clades | and Il with the rest of the genus was
strongly supported (PBS = 100%, LBS = 100%). High support was also found for the
respective sister relationships of clade Il (PBS = 83.8%, LBS = 93%), clade IV (PBS =
100%, LBS = 100%) and clade V (PBS = 100%, LBS = 100%) to the rest of the genus.

Moderate to weak supports were obtained for the respective sister relationships of clade VI
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(PBS =56.1%, LBS = 74.5%), clade VIl (PBS = 75.8%, LBS = 71%) and clade VIII €PBS
86.8%, LBS = 64%) with the remaining species.

The separate cpDNA + mtDNA and ITS analyses resulted in only two conflicting nodes
which concerned only one species each time (Fig. 5). In the cpDNA + mtDNA phyl&eny,
jamesoniiwas sister to all othe®isyrinchiumspecies, although this relationship appeared
strongly supported only in the Bayesian analysis (PBS = 64.1%, LBS = 74.0%, PP = 0.97),
whereas in the ITS phylogeny the species is found with clade 1l within a polytomy and clade |
is sister to all otheBisyrinchiumspecies with strong support in each analysis (PBS = 88.7%,
LBS = 88.0%, PP = 0.98).

Chloroplast + mitochondrial | F— \ Nuclear
data set _— Clade 1X data set

| mm Clade VIl

7 Clade VI

Clade VI

B
Clade V
Clade IV

Clade Il
Clade Il

4a

A
esssssssssss  Clade | ?
A
2 Olsynium

Solenomelus
Orthrosanthus monadelphus

Figure 5 Consensus trees based on the strict consensus tree of the pansitobet, the estimated maximum
likelihood tree and the Bayesian 50% majority rule consensus treerrgduoltim the analysis of the plastid +
mitochondrial datasets on one hand (left tree) and the nuclear datasetotimethleand (right tree). The major
clades are labelled | to IX. Red lines conn8ctjamesonif{A) and S. chilensgB) whose placement differs
between the two topologies. Thick red branches indicate support of at leasta8§i#omy bootstrap (PBS),
80% likelihood bootstrap (LBS) and 0.95 posterior probability (PPj)ckTgreen lines indicate branches in
which only two of the three support values reach these mininalnes while the third support value is at least
50% (PBS), 60% (LBS) and 0.95 (PP). Thick blue lines indicate branthésch only one of the three support
values reaches the minimum values set above while the two other tsugipes are at least 50% (PBS), 55%
(LBS), 0.95 (PP).
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Relationships among clades I, Il aBdjamesoniappeared as unresolved in the total evidence
analyses, and were consequently represented with a polytomy in our consensus tree of all total
evidence analyses. The only noticeable incongruence concerned the posBochdense

Hook., which varied greatly between the topologies obtained after analysis of the combined
cpDNA + mtDNA data set, and the ITS data matrix. In the first G@sehilensdell within

clade V with relatively strong supports (PBS = 81.5%, LBS = 75.5%, PP = 1), whereas in the
ITS phylogenyS. chilensdell within clade IX, which is only distantly related to clade V, also

with strong support (PBS = 97.9%, LBS = 95%, PP = 1). This incongruence led to the placing

of S. chilensat an intermediate position in our consensus tree of total evidence analyses.

Nuptial trichome observations

The character optimisations on the tree obtained from the full molecular dataset are reported
in Fig. 6: tree A shows the type of trichomes while tree B indicates their localisation. Our
observations confirmed th&rthosanthus monadelphasid allOlsyniumspecies included in

the present study were devoid of nuptial trichomes. Within the g8oleshomelusvhich
comprises onh&s. segeth{Phil.) Kuntze and. pedunculatuéGillies ex Hook.) Hochr., two
different types of nuptial structures were identified. The filamental colungh pédunculatus

was entirely covered by unicellular glandular trichomes without any secretion outside the
trichomes or any associated secretory cavity, Whilsegethpresented multicellular scales

all along the column, covered by secretions towards the lower part of the column. No oil
secretion was detected using Nile Red for either species. All nuptial trichomes observed
within Sisyrinchiumwere glandular and unicellular, except $n minutiflorumKlatt (see
description below). We observed that the nuptial glandular trichom@syrinchiumalways
produced a blister filled with secretions towards the tip (Figs. 7, 8 and 9), except for two
speciesS. hasslerianunBaker andS. hoehnel.M. Johnst. Secretions were stored below the
cuticle, which is pulled away from the primary wall to form a subcuticular space. The

thickness of the cuticle varies across species.

Sisyrinchium jamesoniand clade | (Fig. 6)All species were completely devoid of nuptial

trichomes.

Clade Il (Figs 6 and 8)While three species included in clade Il are devoid of nuptial

trichomes §. convolutunNocca,S. mandoniBaker ands. angustissimurfB.L.Rob. &
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Figure 6. Mirror trees showing the optimisation of the type gftialiglandular trichomes (tree A) and the distribution of nuptial trichomes &) on the
consensus tree (see Fig. 4), with Maximum Parsimony. Exteoamsnare coloured according to the character state observed, internal noddeuseel
according to the ancestral state inferred. Multicoloured branches correspondsiwlved ancestral character states under parsimony analysis. The evolui
history of both characters was also traced using Maximum LikeliHokelihood supports are indicated for seven internal nodes (2-3.4hdThe absence of
square in front of the external nodes corresponds to missing data.




Greenm.) Greenm. & C.H.Thomps.), the other three species within this clade exhibited
nuptial trichomes sparsely located all along the filamental column. These trichomes were very
scarce, with a slender stalk, a small blister of non-oil secretion with a particularly thin and

weak cuticle.

Clade 11l (Figs 6, 7 and 8)All species except twoS( convalliumRavenna and. cf.
nervosunPhil.) bore nuptial trichomes and all states defined for the localisation of nuptial
trichomes were present within the clade. No general pattern of trichome distribution on the
filamental column could be drawn from our observations. Trichomes were densely distributed
all along the column as well as on the free part of the filamentS. foracrocarpunidieron.,

they densely covered only the lower two-thirds of the filamental colungh pkarceiPhil.

andS. papillosumR.C. Foster., whil&. graminifoliumLindl. andS. aff. graminifolium bore
trichomes sparsely distributed all along the column. On the other hand, when nuptial
trichomes were distributed on the adaxial side of tepals, they were always concentrated at

their base.

Whatever their location, all nuptial trichomes in this clade produced oil. Apart 8om
graminifoliumand affine samples, which had trichomes resembling those of clade IljItlade
trichome cells exhibited a short thick stalk and the secretory cavity is larger, enclosed in a
thinner cuticle, than in the other clades including species bearing oil-producing trichomes.

Clade IV (Fig. 6) All species were completely devoid of nuptial trichomes.

Clade V (Figs 6, 8 and 9AIll members of this clade bore nuptial trichomes on the filamental
column and oil secretion was detected using Nile Red for all the species tested. The
distribution pattern of trichomes was very similar for almost all the species observed:
trichomes were densely tufted along the lower third of the column and sparsely distributed on
the upper two-thirds. The trichome stalk was long and slender and the blister size varied along
the column: trichomes on the lower third exhibiting a larger blister than those on the upper
two-thirds. Four species within this clade showed different distribution patterns of their
trichomes:S. fasciculatunKlatt, S. hasslerianunBaker andS. hoehnei.M. Johnst. bore
reflexed trichomes densely tufted along the upper two-thirds of the filamental column and
sparsely distributed on the lower third, whereas few trichomes were present only at the base

of the column ofS. rambonidR.C. Foster.

Clade VI (Fig. 6) Two species were devoid of nuptial trichomes but the other species forming

this clade exhibited dense nuptial trichomes along the lower third of the filamental column.
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Figure 7 Nuptial trichomes ofSisyrinchium striaturr{clade IlI). (A) Cross-section of the flower showing the
glabrous staminal column and the distribution of oil-glandular tridsomn the adaxial surface of tepals
(arrows). (B and C) SEM micrographs showing the distributiontb@dnorphology of oil-glandular trichorse
on tepals at anthesis (adaxial surface): (B) overview of the basal pdré dfrter tepal; (C) oil-glandular
trichome topped by the secretory cavity. (D) Differential interfeream@rast imaging of a nuptial trichome
showing the oil blister (arrow). (E and F) Fluorescence micrographer 4i@d-500 nm light excitation of the
same trichome stained with Nile Red: (E) red emission observed with d_Flémission filter showing
accumulation of polar lipids in a subcuticular space (oil blister); (F) yellovesom observed with a 535 + 20
emission filter - neutral lipids are concentrated in the oil blister.
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Figure 8 Nuptial trichomes of. tenuifolium/A and B),S. macrocarpunsubspmacrocarpum(C and E) ancs.
claritae (F and G). (A) Flower of the Central Americ&n tenuifolium(clade Il). (B) Distribution of nuptial
glandular trichomes (devoid of lipidic secretions) along the filamental colu@)nOyerview of the andro-
gynoecial apparatus &. macrocarpunsubsp macrocarpum(clade IllI): oil-glandular trichomes are located all
along the fused and free parts of the filaments. (D) Nile Redefigence (red emission) observed on trichomes
with a 610 LP emission filter (polar lipids are concentrated in thelisteh. (E) Nile Red yellow emission
observed on trichomes with a 535 + 20 emission filter (neutral lipids). Affangement of oil-glandular
trichomes along the filamental column 8f claritae (clade V). (G) Nile Red fluorescence (red emission)
observed on trichomes located on the lower part of the filamental columm@ 6B LP emission filter (polar
lipids).
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Figure 9 Nuptial trichomes 0. setaceurfA and C),S. micranthun{D and F) and. angustifoliun{G and H).

(A) Lateral view of theS. setaceunfclade V) flower showing the distribution of oil-glandular trichomes along
the filamental column. (B) Nile Red fluorescence (red emission) observeitioomes with a 610 LP emission
filter showing polar lipids accumulation in the oil blister. (C) Nile Red yelkanission observed on trichomes
with a 535 + 20 emission filter showing neutral lipids accunain the oil blister. (D) Arrangement of oil-
glandular trichomes along the carboy-shaped filamental colun$ aficranthum(clade VII). (E) Trichomes
stained with Nile Red: polar lipids observed with a 610 LP emission fikecancentrated in the oil blister. (F)
Nile Red yellow emission observed on trichomes with a 535 + 20 emidier showing neutral lipids
accumulation in the oil blister. (G) Location of nuptial trichomes (dewbiigidic secretions) on the lower half
part of the filamental column @&. angustifoliun{clade 1X). (H) SEM micrograph showing the arrangement and
the morphology of glandular trichomes on the filamental column.
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All nuptial trichomes observed in this clade produced oil that accumulated in the secretory

cavity.

Clade VII (Figs 6 and 9)The different morphotypes &. micranthurmand the closely related
species gathered in this clade possessed dense oil-producing trichomes on the lower thickened
part of the filamental column. This thickened area varied in extent from just the lower half to
the entire length of the fused part of the filaments among the different samples. Taxa included
in clade VII exhibited an unusual feature in the genus: oil-producing trichomes formed a row
along the middle vein of each tepal. This line usually ended at the lower third of the patent

disposition of tepals.

Clade VIl (Fig. 6) The two species forming this clade bore oil-producing trichomes
concentrated on the lower quarter of the filamental column. The remainder of the filamental
column ofSS. minusEngelm. & A. Gray was covered by sparse and scattered trichomes while
the middle half part of the column 8f minutiflorunmKlatt was glabrous and the upper quarter
was covered by reflexed multicellular deep purple trichomes. Located just below the anthers,
they exhibited a multicellular stalk and terminated in a glandular cell (as already shown by
Cocucci and Vogel, 2001).

Clade IX (Figs 6 and 9)Based on geographical distribution and trichome secretion, species
of this clade could be separated into two groups. Species from South America bore oil-
producing trichomes on the filamental column. Trichomes were densely arranged on the
lower third part of the column 5. patagonicunPhil. ex Baker ands. cf. macranthum
Griseb., while they extended onto the thickened lower two-thirds of the colugirpiatense

[.M. Johnst., with few scattered trichomes on the upper part. Furthermore, this latter species
exhibited a row of very sparse oil-producing trichomes along the lower third of the middle

vein of tepals.

All other species were from North America. Nuptial trichomes with a long and slender stalk
were always present on the filamental column but, even if they were topped by a small blister
of secretion, they did not produce oil. The trichomes were always scarce to very scarce and
were sparsely distributed from just around the column base to the entire lower two-thirds,

depending on the species.
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Trichome evolution

The MP optimisation of two aspects of trichome evolution is shown in Fig. 6. Values obtained
from the ML optimisations are indicated for the most internal nodes of the mirror trees. These
results show that the ancestral state SotenomelusOlsyniumand Sisyrinchiumwas the
absence of trichomes. They are absent from the early diverging gro8psyohchium Non-

oil producing trichomes appeared several times on the filamental column within clade II. The
ancestral state for clade Ill is unambiguously the presence of oil-producing trichomes but
their ancestral localisation is ambiguous with both MP and ML optimisation: trichomes first
appearing on both the filamental column and the adaxial side of tepals or only on the tepals is
equally parsimonious and more likely than the other states. The ancestral state for clade IV
was the absence of trichomes. Oil-producing trichomes evolved in the common ancestor of
clade V to clade IX and, except for clade VII, the ancestral localisation was on the filamental
column. For clade VI, the ancestral localisation was on both the filamental column and the
adaxial side of tepals. The number of origins of oil-producing trichomes (one single origin or
two separate origins) is ambiguous with the MP optimisation, but the ML optimisation

suggests that a single origin is more likely.

Biogeographical patterns and optimisation of ancestral distribution

The optimisation of biogeographical patterns on the phylogeny revealed the existence of a
strong phylogenetic signal for this characterSisyrinchiumas well as in the two closely
related gener®Isyniumand SolenomelugFig. 10).Solenomeluss restricted to the central

and Southern part of Area A, whil@lsyniumis distributed throughout Area A and the
Southern part of Area C, except douglasiiwhich has a range area extending towards the
Western United States. Withigisyrinchium S. jamesonjiclades | and Il are restricted to
Area C, excepS8. acrewhich is endemic to the Hawaii archipelago. The distribution area of
clade 1l covers the central and Southern parts of Area A (Chile and Argentinean Andes) and
corresponds to the red coloured part within this area (Fig. 2). Most of the species within
clades IV and V occur only within Area B (Southern Brazil, Paraguay, Northern Argentina
and Uruguay), exced. alatumHook., S. palmifoliumsubsp palmifoliumandS. vaginatum
subsp.vaginatumwhich are also distributed in the Southern part of Area C (Venezuela,
Ecuador, Peru and Boliviapisyrinchium chilensés distributed mainly in Area B (Chile,
Argentina and Falkland Islands) but is also present in the Southern part of Area C (Ecuador,

Peu and Bolivia). Excep®. cf. valparadiseunwhich is found only in the central part of Area
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A, all species within clade VI are distributed within Area B (Southern Brazil, Paraguay,
Northern Argentina and Uruguay). The range registered in the World Checklist of Iridaceae
for S. micranthum(Barker, 2004) was applied similarly to all morphotypes of the complex
because their respective ranges were impossible to determine accurately from the existing
data. Most taxa of clade VII are distributed in Areas A, B and C, Suitlaxumrestricted to

Areas A and B (Southern Brazil, Paraguay, Argentina and Uruguay),Samdsulatum
restricted to Area D (South-eastern U.S.A. to North-eastern Mexico). The two species
grouped in clade VIII are restricted to Area B. More than 80% of clade IX is exclusively
North American (Area D), exce@. cf. macranthumandS. patagonicumvhich are native to

Area A (Chile and Western Argentina), aBdplatenséo Area B (Southern Brazil, Paraguay,
Northern Argentina and Uruguay). Although ancestral nodes were well resolved for the
generaSolenomelusand Sisyrinchium and for clades | to VIII withirSisyrinchium deeper

nodes and ancestral state for clade IX were mostly ambiguous, preventing us from making
solid hypotheses about the evolutionary history of the geographic distribution of the genus
Sisyrinchium Results were identical whether character states were treated as unordered or
with a step matrix which allowed a double weight for changes between the non-adjacent

areas.

DISCUSSION

The phylogeny presented here includes the most extensive sampfmgyohchiumand its

two closest relative®Isyniumand Solenomeluperformed so far. A total evidence approach
was used to infer phylogenetic relationships witBisyrinchium the most speciose genus of
Iridaceae on the American continent. Data from the three genomes (chloroplast, mitochondrial
and nuclear) were combined after checking that there was only minor incongruence among
them, which might be related to gene flow or possibly hybrid origin of the concerned taxa.
Indeed, limited breeding studies (Cholewa and Henderson, 1984; Henderson, 1976)
concerning 10 North American species have shown that several species are genetically
compatible, producing fertile hybrids. The total evidence approach allowed us to identify
eight well-supported and one moderately-supported clades v@tgyminchium Most of the
phylogenetic information came from the non-coding regions of all three genomes, and the
information contained in indels had a major impact on tree topology. However, although
coding regions were highly conserved, they were useful for resolving the most internal nodes

of the phylogeny.
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BSP014 S. angustifolium
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Phylogenetic relationship within Sisyrinchium and infrageneric groupings

The most comprehensive infrageneric classification performed so far was proposed by
Bentham and Hooker (1883) who recognized 4 sections wahiyprinchium(Rudall et al.,

1986). Recently, two subgenera namiedhtronemaand Sisyrinchiumwere retained as
subdivisions withinSisyrinchium excluding two sectionEfiphilemaandNung previously

included in the genus by Bentham and Hooker (1883) and now grouped with the genera
Phaiophlepsand Chamelumunder the genus name Ofsynium(Goldblatt et al., 1990). The
phylogenetic study of Goldblatt et al. (1990), based on morphological, leaf anatomical and
basic chromosome number characters detailed in Table 2, suggested that species classified
within the subgenusSisyrinchium were actually more closely related to the genera
Solenomelusand Olsynium than the species composing the subgemfichtronema
Nevertheless, the trait differences used to discriminate between the two subgenera are unclear
and the subgenuEchtronemais actually regarded as a heterogeneous group of species
(Goldblatt and Manning, 2008). The present study shows that nditigronemanor
Sisyrinchiumare monophyletic. Most species included in subgdfcistronemaare more

closely related to the gener@lsynium and Solenomelusthan those of the subgenus
Sisyrinchium(Fig. 11).

An alternative proposal to subdivide the gensisyrinchium sensu strictoeXcluding
Olsyniun), into eight sections has been advanced lately by Ravenna (2000, 2002, 2003b) on
the basis of morphological characters (Table 2). The subdivisions recognised in this
classification are partly supported by our results, with some exceptions (Fig. 11). Species
from the sectiorHydastylusare distributed among clades | and IV, the latter including also
the species forming the sectidiperella This was unanticipated since this latter section is
characterised by distinctive morphological characters, such as absent or highly reduced basal
leaves, and caulescent plants bearing many short caulinate leaves (Ravenna, 2003b). The
present results suggest, however, that se¢tyarastylusshould be restricted to the species of
clade I, which corresponds to the initial morphological definitiorHgtlastylusas genus
distinct from Sisyrinchium(Bicknell, 1900). The most evident morphological differences
reside in the ancipital stem (simple and scapose, terminated by a spathe of two conduplicate
bracts) and in the yellow flowers. Tepals are obtuse or acute but neither aristate nor
emarginate, filaments are more or less adherent below but free and spreading for more than
half their length, anthers are versatile, slender style branches are divergent and ovary is

strictly glabrous. This set of morphological characters differentiates species of clade | from all

Page 143



—

ﬁlﬁ

—

T
—

"

SP014 S.
SP021 S.
SP068 S.
SP234 S.
SP042 S.
SP233 S.
SP086 S.
SP817 S.
SP816 S.
SPO053 S.
SP811 S.
SP019 S.
SP088 S.
SP020 S.
SP035 S.
SP040 S.
SP041 S.
SP034 S.
SP084 S.
SP223 S.
SP239 S.
SP063 S.
SP066 S.
SP049 S.
SP190 S.
SP839 S.
SP054 S.
SP059 S.
SP085 S.
SP189 S.
SP060 S.
SP186 S.
SP056 S.
SP062 S.
SP018 S.
SP082 S.
SP052 S.
SP073 S.
SP154 S.
SP238 S.
SP028 S.
SP170 S.
SP031 S.
SP133 S.
SP835 S.
SP135 S.
SP152 S.
SP148 S.
SP146 S.
SP091 S.
SP121 S.
SP128 S.
SP138 S.
SP087 S.
SP132 S.
SP092 S.
SPO71 8.
SP119 8.
SP102 S.
SP147 S.
SPQ76 S.
SP175 S.
SP115 8.
SP123 S.
SP163 S.
SP226 S.
SP099 S.
SP161 S.
SP160 S.
SP100 S.
SP097 S.
SP141 S.
SP224 S.
SP016 S.
SP017 S.
SP180 S.
SP232 S.
SP249 S.
SP038 S.
SP183 S.
SP821 S.
SP819 S.
SP826 S.
SP095 S.
SP046 S.
SP235 S.
SP032 S.
SP050 S.
SP807 S.
SP108 S.
SP184 S.
SP236 S.
SP010 S.
SP022 S.
SP023 S.
SP809 S.
SP813 S.
SP240 S.
SP181 S.
SP179 S.
SP237 S.

angustifolium

bermudiana

montanum

campestre

littorale

nashii

sarmentosum

aff. flaccidum

pruinosum

miamense

aff. strictum

bellum

scabrum

aff. bellum

funereum

idahoense

idahoense var. macounii
demissum

platense

patagonicum

cf. macranthum

minus

minutiflorum

laxum - ARGENTINA
micranthum B - BRAZIL
micranthum - URUGUAY
micranthum T - BRAZIL
micranthum LLY - BRAZIL
rosulatum - USA
micranthum S - BRAZIL
micranthum GL - BRAZIL
micranthum BY - BRAZIL
micranthum LLY - MEXICO
micranthum LLP - BRAZIL
avenaceum

cf. valparadiseum
megapotamicum
pachyrhizum

uliginosum

chilense

claritae

ostenianum

commutatum ssp. commutatum
commutatum ssp. capillare
rambonis

hoehnei

fasciculatum

soboliferum

hasslerianum
sellowianum

fiebrigii

luzula

cf. burchellii

scariosum

purpurellum ssp. trichospathum
setaceum

nidulare

densiflorum

caetanum

brasiliense

palmifolium ssp. fuscoviride
palmifolium ssp. palmifolium
wettsteinii

rectilineum

bromelioides ssp. bromelioides
vaginatum ssp. vaginatum
weirii

marchio

cf. marchioides

alatum

restioides

balansae

parvifolium

cf. nervosum
chapelcoense

pearcei

convallium

papillosum

cuspidatum

graminifolium

aff. graminifolium Y
arenarium ssp. arenarium
aff. graminifolium M
striatum

macrocarpum ssp. macrocarpum
macrocarpum ssp. laetum
angustissimum
macrophylium

mandonii

convolutum

tenuifolium

arizonicum

acre

californicum

brachypus

aff. californicum

elmeri

tinctorium

longipes

aff. tinctorium

jamesonii

|vm

Vil

\

Sisyrinchium (1)

Echtronema (1)

!_

0 CIl
T

|
:
1
|

Sisyrinchium (2)

Lenitium (2

Scirpeocharis (2)

Hydastylus (2

Viperella (2)

Spathirachis (2

Echtronema (2)

Hydastylus (2)

Segetia (2

Page 144




Figurel1l Major clades (I to IX) identified within the consensus phylogenetic te8iyrinchium(see Fig. 4).

The subgenera (1) proposed by Goldbéatal. (1990) and the sections (2) defined as subdivisions of the genus
by Ravenna (2000, 2002, 2003b) are indicated on the right sidieeofigure. Species are designated for
subgenusisyrinchium(red colour) and subgen&Ehtronema(green colour), according to Bentham and Hooker
(1883), Cholewa and Henderson (1984), Kerdgbal. (1986), Rudalkt al. (1986), Goldblatet al. (1989, 1990)

and Cocucci and Vogel (2001). Species labelled with the two colours wereatiesn classified in the two
subgenera. Uncertainties are coloured in grey.

Table 2.(1) Characters used by Goldblatt et al. (1990) to deSimyrinchiumand Echtronemasubgenera; (2)
Key to the sections of the gerssisyrinchiumestablished from the morphological characters used by Ravenna
(2003b).

(1) Character states Subgenus

Perianth outspread or rather rarely cupped. Filaments connate in aicglifube almost to the enc
Anthers almost sessile, short, tightly appressed to the style. Perianth pluelish or rarely

whitish with purple veins. Leaf mesophyll not axially elongated and edloBundle fibers when

present located at the xylem pole. Basic chromosome number x=8. Sisyrinchium
Perianth outspread. Filaments base connate or filaments often connate tadlednraccylindrical

tube, then free, spreading. Anthers versatile. Style arms long, sleftder¢canaliculated above.

Perianth yellow. Leaf mesophyll axially elongated and lobed. Bundle fibzated at the phloem

pole. Basic chromosome number x=9, secondary base numbers x=8 and 17. Echtronema

(2) Character states Section

A. Plant bearing basal leaves
B. Stem leafy. Inflorescence not pseudolateral.
C. Filaments connate nearly to the top, or rarely half way up. Sisyrinchium
CC. Filaments connate at different lengths but never to the top, emtéaigly free.
D. Lateral spathes, or at least most of them, pedatecylall of them herbaceous Echtronema
DD. Lateral spathes sessile, membranous, hyaline, conforming a spiciform
inflorescence, rarely absent. Spathirhachis
BB. Stem scapiform with a single apical reduced leaf or bract at the agerednénce
pseudolateral, often congested.
C. Stem ancipitate, winged.
D. Filaments almost completely connate into an elongate column, densely
glandular near the base and hairy upwards or sometimes only hairy. Lenitium
DD. Filaments glandless and glabrous, connate halfway down or le§®ehe
portion patent or spreading obliquely. Hydastylus
CC. Stem cylindrical, rarely slightly compressed, not winged.
D. Filaments almost completely connate into an elongate column, densely
glandular near the base and hairy upwards or sometimes only hairy. Scirpeocharis
DD. Filaments glandless and glabrous, connate half way down or ked$sedh
portion patent or spreading obliquely. Segetia
AA. Basal leaves absent. Plant caulescent bearing very many short leaves. Viperella
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other Sisyrinchiumspecies. Similarly, since clade IV is very well supported, its status as a
section should be considered. However, further investigations are needed to identify
morphological synapomorphies for this group. The sediontronemacorresponds almost
entirely to clade Il, except fo8. graminifoliumwhich belongs to clade Ill. The species of
sectionSpathirachis characterized by sessile lateral inflorescences with membranous spathes
along the floral stem (Goldbla#t al, 1990; Ravenna, 2003b), are found in clade III.
However, this clade includeS. graminifolium a species with pedunculate lateral spathes
classified in sectionEchtronema whereasS. brasiliense (Ravenna) Ravenna an8.
avenaceunKlatt, with sessile lateral spathes, have been classified in the selgtaastylus

by Ravenna (2000) on the basis of the herbaceous nature of the spathes, and belong to clades
IV and VI respectively. The present results suggest, therefore, that the presence of sessile
lateral spathes, on which secti@pathirachisis mainly basedis a homoplasious and non-
discriminating trait in the framework of a natural classification. Species classified in sections
LenitiumandScirpeocharisare grouped together in clade VII, with a monophyletic group of
four species of sectiomenitium (ancipitate, winged stems) and one species of section
Sisyrinchium (S. rambonip sister to a clade which includes all species of section
Scirpeochariqcylindrical stems) and two species of the former secgorsellowianunKlatt

andS. soboliferunRavenna, nested among species belonging to se&dtigmeocharis These

results strongly suggest that the two sections are not two clades but only a single natural
group. The presence & rambonign clade VIl suggests that the traits used to discriminate
this section should also be questioned. Apart fi®nrambonis the sectionSisyrinchium
sensuRavenna consists of clades VI to IX, which form a monophyletic group on the basis of
ITS, with strong support (results not shown): PBS = 97.9%, LBS = 95.0%, PP = 1. This group
is only moderately supported in the total evidence analyses, the supports obtained from the
Maximum likelihood and Bayesian analyses being moderate (LB = 74.5%, PP = 0.95) and
that from the MP analysis being weak (PB = 56.1%). The phylogenetic pattern corresponding
to this section (three well supported clades, VI to VI, and clade IX moderately supported)
suggests the section needs to be revised, all the more since combined morphological and
geographical features discriminate among the four clades.

SectionSegetiawas represented in our study by a single accesSiojatieson)jj making an
assessment of the monophyly of this section impossible. Further8orgmesoniiis

unplaced with regard to clades | and Il.
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Nuptial trichome evolution

The optimisation of nuptial trichomes on a phylogenetic tree (Fig. 6; Tree A) clearly shows
that the presence of glandular trichomes on the stamens and/or the adaxial side of tepals is
derived inSisyrinchium(with probably three independent origins). The results show that the
presence of nuptial trichomes along the filamental columrBa@é&nomelus pedunculatus
results from an independent transition. In the same way, an independent transition led to the
presence of nuptial trichomes on the filamental column in species of clade Il and, although
they were secretory, they produced no oil. The results suggest that these trichomes evolved
several times within clade 1l but since this hypothesis is well supported only in the Bayesian
analysis, we considered only one transition. In contrast, it is unclear whether the oil-producing
trichomes have a single or two evolutionary origins, both scenarios being equally
parsimonious on strongly supported internal nodes. The ML optimisation favours a single
origin for oil-producing trichomes, since the probability of state 1 (presence) at the
corresponding node indicated by a black arrow in Fig. 6 (Tree A) is higher than the
probability of state 0 (absence)®.768 vs. B=0.199). However, optimisation on trees
based on separate datasets (plastid DNA + mitochondrial DNA on the one hand, ITS on the
other hand) favours two independent origins. For both the probabilities associated with
absence of oil-producing trichomes at the relevant node are higher than the probability for
their presence, respectively £ 0.659 and P= 0.304 for the plastid + mitochondrial dataset,

and B = 0.638 and P= 0.342 for the ITS dataset. The probability values obtained for each
state under ML analyses vary in the same way at the following node indicated by awed arro

in Fig. 6 (Tree A): = 0.304 and P= 0.678 on the phylogenetic tree from the full molecular
dataset and = 0.633 or 0.638 and; P 0.350 or 0.342 when optimisation is performed on

trees based on the separate datasets.

The species in clade Il are distributed from northern-central Chile to Tierra del Fuego, along
the southern Andes (Fig. 2). They share this distribution area with only a few other oil-
producingSisyrinchiumspeciesS. valparadiseunfclade VI),S. chilenseandS. patagonicum

(clade IX) which are not phylogenetically related to clade lll, and the rangefattda clade

is totally disconnected from those of clades IV and V. Furthermore, all states for the
distribution of nuptial glandular trichomes, are represented in clade Il (Fig. 6; Tree B) and
this combination is unique among the clades identified within the genus. The comparative
observation of trichome morphology in almost all species included in the present study

revealed several distinctive features for the species of clade lll: the stalk of nuptial glandular
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trichomes is short and thick and the secretory cavity is proportionately larger with a thinner
cuticle (Figs 7, 8 and 9) than observed in the other clades. It is interesting to note that the
distribution area of species forming clade 1l is included within the range of oil-collecting
bees belonging to the genGhalepogenuswhile species of clade V are present within the
range area of oil-collecting bees from the gehasthanomelissalt has been shown that
several species of bees belonging to these two genera collect oiSfsynmchiumspecies
(Vogel, 1974; Cocucci and Vogel, 2001). This body of observations leads us to suggest that
oil-producing trichomes might have appeared at least twice independently within the genus.
The present observations, compared with those previously published (Coccuci and Vogel,
2001), suggest that shifts in the pollination system occurred between the species originating
from areas where oil-collecting bees are scarce or absent and species located in ageas whe
oil-collecting bees are known to collect oil on flowersSigyrinchium Thus, the shift from an
ancestral state devoid of nuptial trichomes towards the presence of oil-producing trichomes in
clades Il and IV, or the loss of oil production within clade 1X in the North American species,

is probably related to the occurrence of tropical oil-collecting bees which are ablege fora
for oil on Sisyrinchium These are absent from the central part (area C) and from the
northernmost part (area D) and present in the two other subareas of the distribution range of

the genus (Cocucci and Vogel, 2001).

It is important to note that our analyses of trichome evolution are preliminary because the
content of secretory trichomes was only tested for oil and not for other types of chemicals. As
a result, the scenarios for trichome evolution proposed in our study are over-simplified, but
still provide a first insight into general trends for the geiggrinchium

Biogeographical patterns and optimisation of ancestral distribution

A South-American origin foiSisyrinchiumis suggested by the location of the centres of
diversity of the genus (Cocucci and Vogel, 2001) and phylogenetic studies of Iridaceae
(Goldblatt et al, 2008) and of Sisyrinchieae (Goldblagt al, 1990). Although the
phylogenetic relationships betwe8njamesoniand the species grouped in clades | and Il is
unresolved in our tree, the results suggest that the genus arose somewhere between Bolivia
and south-western USA. The polytomy at the base of the tree, due perhaps to the poor
sampling in sectionSegetia,does not allow us to suggest a more precise area for the
geographical origin of the genus. Based on our results, two dispersal events might have

occurred toward the subandean ranges of Area A (clade 1ll) and the Parana river t&sin (A
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B) at the base of clades IV to VIIl. Unresolved nodes within clade IX prevent us from

proposing a geographical origin for this clade.

Conclusions

In this study, molecular, morphological and biogeographical evidences were used to clarify
phylogenetic relationships i8isyrinchiumand provide a first insight into the evolutionary
history of oil-producing trichomes in this genus. The results confirm the monophyly of the
genus and the relative positions of the ge@syniumandSolenomelusSeveral main clades

were identified withinSisyrinchiumwhich are only partially congruent with the subdivisions
recognised in the most recent infrageneric classification. Nuptial glandular trichomes evolved
at least twice, more probably three times, independently during the evolutionary history of the
genus. While the first transition, occurring toward the basal part of the tree, concerns a limited
number of extant species, we place the two following transitions to oil-producing trichomes
occurred at the base of two speciose clades, so these transitions were associated with major
biogeographical and ecological changes in the resulting clades. These observations suggest
that the acquisitions of oil-producing trichomes and the subsequent loss of the trichome
ability to produce oil among most of the North American species may well have played a key
role in patterns of speciation Bisyrinchium This work provides an essential framework for
future studies on the relationship between oil-secreting flowers and oil-collecting bees in the
Iridaceae, but a specific effort concerning the sampling of the species closely rel&ed to
jamesoniiand the basal clades | and Il remain particularly crucial for improving the resolution
at this phylogenetic level. Further phylogenetic studies that incorporate additional molecular
markers as well as morphological, cytological and ecological characters are aled teed
define more clearly the circumscription of taxonomic subdivisions within the genus, as well
as to obtain a better understanding of speciation patterns. Studying the evolutionary history of
oil-secreting structures in detail withBisyrinchium which is one of the largest genera of
angiosperms involved in specialized oil bee pollination, could help us to understand to which
extent species diversification of a plant lineage has been driven by this particular pollination

system.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary information is available online at www.aob.oxfordjournals.org and consists of
the following. Figure S1: lllustrations of the morphological plasticity observed wihin
micranthumand the closely related species. Table S1: Primers used for amplifying and
sequencing. Table S2: PCR profiles for DNA amplification. Appendix S1: Alternative
methods used for the Maximum Parsimony analyses. Table S3: Data and models used in
analyses. Appendix S2: Method used to define geographical areas as character states to infer
the ancestral patterns of distribution. Figure S2: Consensus tree based on the strict consensus
tree of the parsimony ratchet, the estimated maximum likelihood tree and the Bayesian 50%
majority rule consensus tree obtained from the analysis of the nuclear data set. Figure S3:
Consensus tree based on the strict consensus tree of the parsimony ratchet, the estimated
maximum likelihood tree and the Bayesian 50% majority rule consensus tree obtained from
the analysis of the chloroplast data set. Figure S4: Consensus tree based on the strict
consensus tree of the parsimony ratchet, the estimated maximum likelihood tree and the
Bayesian 50% majority rule consensus tree obtained from the analysis of the mitochondrial

data set.
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APPENDIX 1

Taxa (identification number), geographic origin (specimens cultivated in the greenhouse at
Université Paris-Sud 11 or elsewhere are noted after the geographic origin information),
vouchers (voucher specimens are deposited in the following herbaria: Universidade Federal
do Rio Grande do Sul = ICN, Université Paris-Sud = UPS. Thirteen samples are only
cultivated in the R. & E. Heaton NCCR&ssyrinchiumcollection without voucher deposited),

and GenBank accession numbepoCl, rpoB, matK trnH-psbA trnQ-rpslg§ nadl-2/3
nad4-1/2 ITS). Names in parentheses are names that are not accepted by the world Checklist

of Monocots (Barker, 2004). “na” indicates no sequence available for the accession.

Species;, Geographic originyoucher(Herbarium); Genbank accessiongoC1, rpoB, matK
trnH-psbA trnQ-rps16 nadl-2/3 nad4-1/2 ITS.

Orthrosanthus monadelphus Ravenna (SP174); Mexico: Oaxaca (cultivatéehauveau &
Pautz H09049 (UPS); HQ606558, HQ606668, HQ606778, HQ606888, HQ606998,
HQ607216, HQ607326, n&olenomelus pedunculatus (Gillies ex Hook.) Hochr. (SP221);
Chile: Region V (cultivated)Chauveau H09044UPS); HQ606679, HQ606789, HQ606899,
HQ607009, HQ607227, HQ607337, HQ6071130lenomelus segethi (Phil.) Kuntze
(SP005); Argentina: Neuguehauveau & Aubert HO900UCN); HQ606486, HQ606596,
HQ606706, HQ606816, HQ606926, HQ607144, HQ607254, HQ60TW3ium biflorum
(Thunb.) Goldblatt (SP006); Argentina: Santa Cruz (cultivat®d)& E. Heaton OLS100.03
(living collection); HQ606487, HQ606597, HQ606707, HQ606817, HQ606927, HQ607145,
HQ607255, HQ60703lsynium douglasii (A.Dietr.) E.P.Bicknell (SP007); Canada: British
Columbia (cultivated); R. & E. Heaton OLS100.02living collection); HQ606488,
HQ606598, HQ606708, HQ606818, HQ606928, HQ607146, HQ607256 Olsgnium
junceum (E.Mey. ex C.Presl) Goldblatt (SP191); Argentina: Chul@liauveau & Aubert
H09026 (ICN); HQ606568, HQ606678, HQ606788, HQ606898, HQ607008, HQ607226,
HQ607336, HQ607116.0lsynium junceum (E.Mey. ex C.Presl) Goldblatt (SP837);
Argentina: Mendoza;Chauveau & Aubert HO9050(ICN); HQ606593, HQ606703,
HQ606813, HQ606923, HQ607033, HQ607251, HQ607361, HQ60T4nium junceum

ssp. colchaguense (Phil.) J.M.Watson & A.R.Flores (SP838); Argentina: Rio Negro;
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Chauveau & Aubert HO905XICN); HQ606594, HQ606704, HQ606814, HQ606924,
HQ607034, HQ607252, HQ607362, HQ6071@®synium scirpoideum (Poepp.) Goldblatt
(SP009); Chile: Region Metropolitana (cultivated); & E. Heaton OLS104.1T7living
collection); HQ606489, HQ606599, HQ606709, HQ606819, HQ606929, HQ607147,
HQ607257, HQ607038Sisyrinchium acre H.Mann (SP010); USA: Hawaii (cultivated);
Chauveau & Heaton H09053UPS); HQ606490, HQ606600, HQ606710, HQ606820,
HQ606930, HQ607148, HQ607258, HQ607038isyrinchium alatum Hook.) (SP100);
Brazil: Santa CatarinajEggers & Souza-Chies 23ZICN); HQ606536, HQ606646,
HQ606756, HQ606866, HQ606976, HQ607194, HQ607304, HQ6078B§rinchium
angustifolium Mill. (SP014); USA (cultivated);Chauveau HO09002(ICN); HQ606491,
HQ606601, HQ606711, HQ606821, HQ606931, HQ607149, HQ607259, HQ607040.
Sisyrinchium angustissmum (B.L.Rob. & Greenm.) Greenm. & C.H.Thomps. (SP032);
Guatemala (cultivated)Chauveau HO09008UPS); HQ606502, HQ606612, HQ606722,
HQ606832, HQ606942, HQ607160, HQ607270, HQ6070Skyrinchium arenarium
Poepp. (SP819); Chile: Region VII (cultivatedyhauveau H09047UPS); HQ606589,
HQ606699, HQ606809, HQ606919, HQ607029, HQ607247, HQ607357, HQ607137.
Sisyrinchium arizonicum Rothr. (SP236); USA (cultivated)Chauveau HO9032UPS);
HQ606577, HQ606687, HQ606797, HQ606907, HQ607017, HQ607235, HQ607345,
HQ607125.Sisyrinchium avenaceum Klatt (SP018); Brazil: Rio Grande do Si#ggers &
Souza-Chies 28Q(ICN); HQ606494, HQ606604, HQ606714, HQ606824, HQ606934,
HQ607152, HQ607262, HQ60704Sisyrinchium balansae Baker (SP141); Brazil: Parana;
Eggers & Souza-Chies 364ICN); HQ606548, HQ606658, HQ606768, HQ606878,
HQ606988, HQ607206, HQ607316, HQE6070%¥syrinchium bellum S.Watson (SP019);
USA: California (cultivated);Eggers, Chauveau & Heaton HO0905%UPS); HQ606495,
HQ606605, HQ606715, HQ606825, HQ606935, HQ607153, HQ607263, HQ607044.
Sisyrinchium aff. bellum S.Watson (SP020); USA (cultivated}hauveau HO9005UPS);
HQ606496, HQ606606, HQ606716, HQ606826, HQ606936, HQ607154, HQ607264,
HQ607045.Sisyrinchium bermudiana L. (SP021); Bermuda (cultivatedR. & E. Heaton
SI1S156.00(living collection); HQ606497, HQ606607, HQR606717, HQ606827, HQ606937,
HQ607155, HQ607265, HQ607046Sigyrinchium brachypus (E.P.Bicknell) J.K.Henry)
(SP023); USA: California (cultivated)R. & E. Heaton SIS102.0{iving collection);
HQ606499, HQ606609, HQ606719, HQ606829, HQ606939, HQ607157, HQ607267,
HQ607048.Sisyrinchium brasiliense (Ravenna) Ravenna (SP147); Brazil: Par&iggers &
Souza-Chies 379ICN); HQ606550, HQ606660, HQ606770, HQ606880, HQ606990,
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HQ607208, HQ607318, HQ6070%isyrinchium bromelioides R.C.Foster ssporomelioides
(SP163); Brazil: Santa CatarinBggers & Souza-Chies 4 0CN); HQ606556, HQ606666,
HQ606776, HQ606886, HQ606996, HQ607214, HQ607324, HQ607 Bi¥yri(ichium cf.
burchellii Baker) (SP138); Brazil: Parankggers & Souza-Chies 361CN); HQ606547,
HQ606657, HQ606767, HQ606877, HQ606987, HQ607205, HQ607315, HQ607096.
Sisyrinchium caeteanum Ravenna (SP102); Brazil: Santa CatariBggers & Souza-Chies
224 (ICN); HQ606537, HQ606647, HQ606757, HQ606867, HQ606977, HQ607195,
HQ607305, HQ607086Sisyrinchium californicum (Ker Gawl.) Dryand.(SP022); USA
(cultivated); Chauveau HO900GICN); HQ606498, HQ606608, HQ606718, HQ606828,
HQ606938, HQ607156, HQ607266, HQ60708i&yrinchium aff. californicum (Ker Gawl.)
Dryand. (SP809); Mexico (cultivated)Eggers, Chauveau & Heaton HO0904QCN);
HQ606584, HQ606694, HQ606804, HQ606914, HQ607024, HQ607242, HQ607352,
HQ607132. Sisyrinchium campestre E.P.Bicknell (SP234); USA (cultivatedChauveau
H09030 (UPS); HQ606575, HQ606685, HQ606795, HQ606905, HQ607015, HQ607233,
HQ607343, HQ607123isyrinchium chapelcoense Ravenna (SP017); Argentina: Neuquen;
Chauveau & Aubert H09004ICN); HQ606493, HQ606603, HQ606713, HQ606823,
HQ606933, HQ607151, HQ607261, HQ6070&2syrinchium chilense Hook. (SP238);
Peru: Apurimac (cultivated)Eggers, Chauveau & Heaton HO905WUPS); HQ606579,
HQ606689, HQ606799, HQ606909, HQ607019, HQ607237, HQ607347, HQ607127.
Sisyrinchium claritae Herter (SP028); Brazil: Rio Grande do Satjgers & Souza-Chies 267
(ICN); HQ606500, HQ606610, HQ606720, HQ606830, HQR606940, HQ607158, HQ607268,
HQ607049.Sisyrinchium commutatum Klatt ssp.commutatum (SP031); Brazil: Parana;
Eggers & Souza-Chies 24%ICN); HQ606501, HQ606611, HQ606721, HQ606831,
HQ606941, HQ607159, HQ607269, HQ607058 s\rinchium commutatum ssp.capillare
(Baker) Ravenna) (SP133); Brazil: Paraifjgers & Souza-Chies 351CN); HQ606545,
HQ606655, HQ606765, HQ606875, HQ606985, HQ607203, HQ607313, HQ607094.
Sisyrinchium convallium Ravenna (SP232); Argentina: Chub@hauveau & Aubert H09028
(ICN); HQ606573, HQ606683, HQ606793, HQ606903, HQ607013, HQ607231, HQ607341,
HQ607121.Sisyrinchium convolutum Nocca (SP108); Mexico: Mexico (cultivatedgges,
Chauveau & Heaton H09019UPS); HQ606538, HQ606648, HQ606758, HQ606868,
HQ606978, HQ607196, HQ607306, HQ60708i&yrinchium cuspidatum Poepp. (SP038);
Chile: Region IV (cultivated);Eggers, Chauveau & Aubert HO901{ICN); HQ606505,
HQ606615, HQ606725, HQ606835, HQ606945, HQ607163, HQ607273, HQ607054.
Sisyrinchium demissum Greene (SP034); USA: ArizonaChauveau HO9009(ICN);
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HQ606503, HQ606613, HQ606723, HQ606833, HQ606943, HQ607161, HQ607271,
HQ607052.Sisyrinchium densiflorum Ravenna (SP119); Brazil: Santa CatariBggers &
Souza-Chies 321(ICN); HQ606540, HQ606650, HQ606760, HQ606870, HQ606980,
HQ607198, HQ607308, HQ60708Sisyrinchium elmeri Greene (SP813); USA: California
(cultivated); Chauveau & Heaton H0904ZUPS); HQ606586, HQ606696, HQ606806,
HQ606916, HQ607026, HQ607244, HQ607354, HQ6071%kyr(nchium fasciculatum

Klatt) (SP152); Brazil: Paran&ggers & Souza-Chies 39ICN); HQ606552, HQ606662,
HQ606772, HQ606882, HQ606992, HQ607210, HQ607320, HQ607H3Yrinchium
fiebrigii 1.M.Johnst. (SP121); Brazil: Parartéggers & Souza-Chies 338CN); HQ606541,
HQ606651, HQ606761, HQ606871, HQ606981, HQ607199, HQ607309, HQ607090.
(Sisyrinchium aff. flaccidum E.P.Bicknell) (SP817); USA (cultivatedtggers, Chauveau &
Heaton HO09043 (ICN); HQ606588, HQ606698, HQ606808, HQ606918, HQ607028,
HQ607246, HQ607356, HQ607136isyrinchium funereum E.P.Bicknell (SP035); USA:
California (cultivated)R. & E. Heaton SI1S126.0@ving collection); HQ606504, HQ606614,
HQ606724, HQ606834, HQ606944, HQ607162, HQ607272, HQ6078Egrinchium
graminifolium Lindl. (SP183); Chile: Region VII (cultivatedEggers & Chauveau H09024
(UPS); HQ606563, HQ606673, HQ606783, HQ606893, HQ607003, HQ607221, HQ607331,
HQ607111.Sisyrinchium aff. graminifolium Lindl. (SP821); Chile: Region V (cultivated);
Chauveau H09046UPS); HQ606590, HQ606700, HQ606810, HQ606920, HQ607030,
HQ607248, HQ607358, HQ607138syrinchium aff. graminifolium Lindl. (SP826); Chile:
Region IV (cultivated); Chauveau H09045UPS); HQ606591, HQ606701, HQ606811,
HQ606921, HQ607031, HQ607249, HQ607359, HQ6071R88rinchium hasserianum
Baker (SP146); Brazil: Parankggers & Souza-Chies 31ICN); HQ606549, HQ606659,
HQ606769, HQ606879, HQ606989, HQ607207, HQ607317, HQ60768BFrinchium
hoehnei 1.M.Johnst. (SP135); Brazil: Parartaggers & Souza-Chies 338N); HQ606546,
HQ606656, HQ606766, HQ606876, HQ606986, HQ607204, HQ607314, HQ607095.
Sisyrinchium idahoense E.P.Bicknell (SP040); USA: California (cultivatedd; & E. Heaton
S1S183.00(living collection); HQ606506, HQ606616, HQ606726, HQ606836, HQ606946,
HQ607164, HQ607274, HQ60705Sisyrinchium idahoense var. macounii (E.P.Bicknell)
Douglass M.Hend. (SP041); USA (cultivateR); & E. Heaton SIS180.0living collection);
HQ606507, HQ606617, HQ606727, HQ606837, HQ606947, HQ607165, HQ607275,
HQ607056.Sisyrinchium jamesonii Baker (SP237); Peru: Apumirac (cultivate@hauveau

& Heaton H09052(UPS); HQ606578, HQ606688, HQ606798, HQ606908, HQ607018,
HQ607236, HQ607346, HQ607128 syrinchium laxum Otto ex Sims (SP049); Argentina:
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Neuquen; Chauveau & Aubert HO9014(ICN); HQ606510, HQ606620, HQ606730,
HQ606840, HQ606950, HQ607168, HQ607278, HQ607@8rinchium littorale Greene
(SP042); Canada (cultivatedjhauveau HO9012CN); HQ606508, HQ606618, HQ606728,
HQ606838, HQ606948, HQ607166, HQ607276, HQ6070%¥syrinchium longipes
(E.P.Bicknell) Kearney & Peebles (SP181); USA (cultivate@ipauveau HO9023ICN);
HQ606562, HQ606672, HQ606782, HQ606892, HQ607002, HQ607220, HQ607330,
HQ607110.Sisyrinchium luzula Klotzsch ex Klatt (SP128); Brazil: Parartigggers & Souza-
Chies 341(ICN); HQ606543, HQ606653, HQ606763, HQ606873, HQ606983, HQ607201,
HQ607311, HQ607092.Sisyrinchium cf. macranthum Griseb. (SP239); Argentina
(cultivated); R. & E. Heaton SIS900.166living collection); HQ606580, HQ606690,
HQ606800, HQ606910, HQ607020, HQ607238, HQ607348, HQ607HEgrinchium
macrocarpum Hieron. ssp.macrocarpum (SP046); Argentina (cultivated)Chauveau
H09013 (UPS); HQ606509, HQ606619, HQ606729, HQ606839, HQ606949, HQ607167,
HQ607277, HQ607058S(syrinchium macrocarpum ssp.laestum Ravenna- unplaced name)
(SP235); Argentina (cultivated)Chauveau H09031(UPS); HQ606576, HQ606686,
HQ606796, HQ606906, HQ607016, HQ607234, HQ607344, HQ6073ZHrinchium
macrophyllum Greenm. (SP050); Mexico: Mexico (cultivate@hauveau & Heaton H09015
(UPS); HQ606511, HQ606621, HQ606731, HQ606841, HQ606951, HQ607169, HQ607279,
HQ607060.Sisyrinchium mandonii Baker (SP807); Venezuela (cultivatedhauveau &
Heaton HO09039 (ICN); HQ606583, HQ606693, HQ606803, HQ606913, HQ607023,
HQ607241, HQ607351, HQ60713Kigyrinchium marchio (Vell.) Steud.) (SP161); Brazil:
Santa CatarinaEggers & Souza-Chieg07 (ICN); HQ606555, HQ606665, HQ606775,
HQ606885, HQ606995, HQ607213, HQR607323, HQ607Byrinchium cf. marchioides
Ravenna (SP160); Brazil: Santa CatariBggers & Souza-Chies 406CN); HQ606554,
HQ606664, HQ606774, HQ606884, HQ606994, HQ607212, HQ607322, HQ607103.
Sisyrinchium megapotamicum Malme (SP052); Brazil: Santa Catarirtaggers & Souza-
Chies 236(ICN) ; HQ606512, HQ606622, HQ606732, HQ606842, HQ606952, HQ607170,
HQ607280, HQ607061Sisyrinchium miamense E.P.Bicknell (SP053); USA: Florida
(cultivated); R. & E. Heaton SIS176.0@living collection); HQ606513, HQ606623,
HQ606733, HQ606843, HQ606953, HQ607171, HQ607281, HQ6078BYrinchium
micranthum Cav. (SP839); Uruguay: ColoniaChauveau & Aubert HO905JICN);
HQ606595, HQ606705, HQ606815, HQ606925, HQ607035, HQ607253, HQ607363,
HQ607143.Sisyrinchium micranthum Cav. Type B (SP190); Brazil: Santa CatariBggers

& Souza-Chies 25X ICN); HQ606567, HQ606677, HQ606787, HQ606897, HQ607007,
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HQ607225, HQ607335, HQ60711Sisyrinchium micranthum Cav. Type BY (SP186);
Brazil: Rio Grande do SulEggers & Souza-Chies 266-F (ICNBQ606565, HQ606675,
HQ606785, HQ606895, HQ607005, HQ607223, HQ607333, HQ607SkEPrinchium
micranthum Cav. Type GL (SP060); Brazil: Rio Grande do $dgers & Souza-Chies 261-

K (ICN); HQ606517, HQ606627, HQ606737, HQ606847, HQ606957, HQ607175,
HQ607285. Sisyrinchium micranthum Cav. Type LLP (SP062); Brazil: Santa Catarina,
Eggers & Souza-Chies 234ICN); HQ606518, HQ606628, HQ606738, HQ606848,
HQ606958, HQ607176, HQ607286, HQ60706i&yrinchium micranthum Cav. Type LLY
(SP059); Brazil: ParandEggers & Souza-Chies 244-HCN); HQ606516, HQ606626,
HQ606736, HQ606846, HQ606956, HQ607174, HQ607284, HQ6078&yrinchium
micranthum Cav. Type LLY (SP056); Mexico, Chiapas (cultivateGhauveau & Heaton
H09054 (UPS); HQ606515, HQ606625, HQ606735, HQ606845, HQ606955, HQ607173,
HQ607283, HQ607064Sisyrinchium micranthum Cav. Type S (SP189); Brazil: Santa
Catarina; Eggers & Souza-Chies 229-AICN); HQ606566, HQ606676, HQ606786,
HQ606896, HQ607006, HQR607224, HQ607334, HQ607 Siggrinchium micranthum Cav.

Type T (SPO054); Brazil: Parand&ggers & Souza-Chies 242-AICN); HQ606514,
HQ606624, HQ606734, HQ606844, HQ606954, HQ607172, HQ607282, HQ607063.
Sisyrinchium minus Engelm. & A.Gray (SP063); Brazil: Santa Catarigggers & Souza-
Chies 230(ICN); HQ606519, HQ606629, HQ606739, HQ606849, HQ606959, HQ607177,
HQ607287, HQ607068Sisyrinchium minutiflorum Klatt (SP066); Brazil: Rio Grande do
Sul; Eggers & Souza-Chies 288CN); HQ606520, HQ606630, HQ606740, HQ606850,
HQ606960, HQ607178, HQ607288, HQ60706Byrinchium montanum Greene (SP068);
Canada: British Columbia (cultivatedR. & E. Heaton SIS114.02living collection);
HQ606521, HQ606631, HQ606741, HQ606851, HQ606961, HQ607179, HQ607289,
HQ607070.Sisyrinchium nashii E.P.Bicknell (SP233); unknown origin, cultivated in UPS
Bot. Gard.; Chauveau H09029ICN); HQ606574, HQ606684, HQ606794, HQ606904,
HQ607014, HQ607232, HQ607342, HQ6071Zsyrinchium cf. nervosum Phil.) (SP016);
Argentina: Neuquen;Chauveau & Aubert HO9003(ICN); HQ606492, HQ606602,
HQ606712, HQ606822, HQ606932, HQ607150, HQ607260, HQ6078&Yrinchium
nidulare (Hand.-Mazz.) I.M.Johnst. (SP071); Brazil: Parakfjgers & Souza-Chies 240
(ICN); HQ606522, HQ606632, HQ606742, HQ606852, HQ606962, HQ607180, HQ607290,
HQ607071.Sisyrinchium ostenianum Beauverd (SP170); Brazil: Rio Grande do &iggers

& Souza-Chies 434ICN); HQ606557, HQ606667, HQ606777, HQ606887, HQ606997,
HQ607215, HQ607325, HQ607108syrinchium pachyrhizum Baker (SP073); Brazil: Rio

Page 162



Grande do SulEggers & Souza-Chies 280CN); HQ606523, HQ606633, HQ606743,
HQ606853, HQ606963, HQ607181, HQ607291, HQ607&®rinchium palmifolium L.
ssp.palmifolium (SP175); unknown origin, cultivated in UPS Bot. Gathauveau H09020
(UPS); HQ606559, HQ606669, HQ606779, HQ606889, HQR606999, HQ607217, HQ607327,
HQ607107. Sisyrinchium palmifolium ssp. fuscoviride (Ravenna) Ravenna (SP076);
Argentina (cultivated)R. & E. Heaton SIS199.0@ving collection); HQ606524, HQ606634,
HQ606744, HQ606854, HQ606964, HQ607182, HQ607292, HQ6078i&grinchium
papillosum R.C.Foster (SP249); Chile (cultivatedyhauveau HO903{ICN); HQ606582,
HQ606692, HQ606802, HQ606912, HQ607022, HQ607240, HQ607350, HQ607130.
Sisyrinchium parvifolium Baker (SP224); Brazil: Santa Catarirteggers & Souza-Chies
237-C (ICN); HQ606571, HQ606681, HQ606791, HQ606901, HQ607011, HQ607229,
HQ607339, HQ607119.Sisyrinchium patagonicum Phil. ex Baker (SP223); Chile
(cultivated); Chauveau H09027ICN); HQ606570, HQ606680, HQ606790, HQ606900,
HQ607010, HQ607228, HQ607338, HQ6071%B&yrinchium pearcel Phil. (SP180); Chile:
Region IX (cultivated); Chauveau H09022(ICN); HQ606561, HQ606671, HQ606781,
HQ606891, HQ607001, HQ607219, HQ607329, HQ6071@Bsyrinchium platense
[.M.Johnst. (SP084); Brazil: Rio Grande do Stggers & Souza-Chies 187CN);
HQ606526, HQ606636, HQ606746, HQ606856, HQ606966, HQ607184, HQ607294,
HQ607075. Sisyrinchium pruinosum E.P.Bicknell (SP816); USA: Texas (cultivated);
Eggers, Chauveau & Heaton HO09048UPS); HQ606587, HQ606697, HQ606807,
HQ606917, HQ607027, HQ607245, HQ607355, HQ607 S&§rinchium purpurellum ssp.
trichospathum Ravenna (SP132); Brazil: Parankggers & Souza-Chies 35QICN);
HQ606544, HQ606654, HQ606764, HQ606874, HQ606984, HQ607202, HQ607312,
HQ607093.Sisyrinchium rambonis R.C.Foster (SP835); Brazil: Rio Grande do Fggers

& Souza-Chies 57X ICN); HQ606592, HQ606702, HQ606812, HQ606922, HQ607032,
HQ607250, HQ607360, HQ60714@isyrinchium rectilineum Ravenna (SP123); Brazil:
ParanaEggers & Souza-Chies 33BCN); HQ606542, HQ606652, HQ606762, HQ606872,
HQ606982, HQ607200, HQ607310, HQR6070%isyrinchium restioides Spreng. (SP097);
Brazil: Santa CatarinajEggers & Souza-Chies 25ZICN); HQ606534, HQ606644,
HQ606754, HQ606864, HQ606974, HQ607192, HQ607302, HQ6078BYrinchium
rosulatum E.P.Bicknell (SP085); USA: Georgia (cultivatetIN 187084(ICN); HQ606527,
HQ606637, HQ606747, HQ606857, HQ606967, HQ607185, HQ607295, HQ607076.
Sisyrinchium sarmentosum Suksd. ex Greene (SP086); USA (cultivatéghauveau H09017
(ICN); HQ606528, HQ606638, HQ606748, HQ606858, HQ606968, HQ607186, HQ607296,
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HQ607077.Sisyrinchium scabrum Schitdl. & Cham. (SP088); cultivated (material provided
by the Royal Botanic Gardens, Kew - 0525R);& E. Heaton SIS114.0@ving collection);
HQ606530, HQ606640, HQ606750, HQ606860, HQ606970, HQ607188, HQ607298,
HQ607079.Sisyrinchium scariosum 1.M.Johnst. (SP087); Brazil: Rio Grande do Stggers

& Souza-Chies 271ICN); HQ606529, HQ606639, HQ606749, HQ606859, HQ606969,
HQ607187, HQ607297, HQ607078syrinchium sellowianum Klatt (SP091); Brazil: Santa
Catarina;Eggers & Souza-Chies 23BCN); HQ606531, HQ606641, HQ606751, HQ606861,
HQ606971, HQ607189, HQ607299, HQ6070&syrinchium setaceum Klatt (SP092);
Brazil: Rio Grande do SulEggers & Souza-Chies 214CN); HQ606532, HQ606642,
HQ606752, HQ606862, HQ606972, HQ607190, HQ607300, HQ6078BYrinchium
soboliferum Ravenna (SP148); Brazil: Paraldggers & Souza-Chies 3§ICN); HQ606551,
HQ606661, HQ606771, HQ606881, HQ606991, HQ607209, HQ607319, HQ607100.
Sisyrinchium striatum Sm. (SP095); Chile (cultivated)Chauveau HO09018(ICN);
HQ606533, HQ606643, HQ606753, HQ606863, HQ606973, HQ607191, HQ607301,
HQ607082.Sisyrinchium aff. strictum E.P.Bicknell (SP811); USA (cultivatedfhauveau &
Heaton H09041 (UPS); HQ606585, HQ606695, HQ606805, HQ606915, HQ607025,
HQ607243, HQ607353, HQ607138isyrinchium tenuifolium Humb. & Bonpl. ex Willd.
(SP184); Mexico: Veracruz (cultivatedizhauveau & Pautz HO902HCN); HQ606564,
HQ606674, HQ606784, HQ606894, HQ607004, HQ607222, HQ607332, HQ607112.
Sisyrinchium tinctorium Kunth (SP240); Ecuador (cultivated}hauveau & Heaton H09034
(ICN); HQ606581, HQ606691, HQ606801, HQ606911, HQ607021, HQ607239, HQ607349,
HQ607129. Sisyrinchium aff. tinctorium Kunth (SP179); cultivated in UPS Bot. Gard.
(material provided by MNHN Bot. Gard. 4662(ggers & Chauveau HO0902 UPS);
HQ606560, HQ606670, HQ606780, HQ606890, HQ607000, HQ607218, HQ607328,
HQ607108.Sisyrinchium uliginosum Ravenna (SP154); Brazil: Pararigggers & Souza-
Chies 393(ICN); HQ606553, HQ606663, HQ606773, HQ606883, HQ606993, HQ607211,
HQ607321, HQ607102Sisyrinchium vaginatum Spreng. sspvaginatum (SP226); Brazil:

Rio Grande do SulEggers & Souza-Chies 268CN); HQ606572, HQ606682, HQ606792,
HQ606902, HQ607012, HQ607230, HQ607340, HQ607128isyrinchium cf.
valparadiseum Ravenna (SP082); Argentina, Rio Neg@hauveau & Aubert HO901@CN);
HQ606525, HQ606635, HQ606745, HQ606855, HQ606965, HQ607183, HQ607293,
HQ607074.Sisyrinchium weirii Baker (SP099); Brazil: ParanBggers & Souza-Chie348
(ICN); HQ606535, HQ606645, HQ606755, HQ606865, HQR606975, HQ607193, HQ607303,
HQ607084 Sisyrinchium wettsteinii Hand.-Mazz. (SP115); Brazil: Santa Cataribggers &
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Souza-Chies 25Q(ICN); HQ606539, HQ606649, HQ606759, HQ606869, HQ606979,
HQ607197, HQ607307, HQ607088.

1.1. Détail des informations supplémentaires utiliées dans l'article 2

Les tableaux et figures constituant les informations supplémentaires citées dans l'article sont

présentés en annexe 2.
1.2.Résumé des principaux résultats de ’article 2

1.2.1. Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire produite dans le cadre de cette étude confirme la monophylie du
genreSisyrinchiumainsi que la position relative des gen@syniumet SolenomelusNeuf
clades majeurs ont été identifiés au sein du g&usgrinchium remettant en cause les

subdivisions infragénériques proposées antérieurement.

1.2.2. Histoire évolutive des trichomes glandulaires

La reconstruction de I'histoire évolutive des trichomes glandulaires floraux indique sans
ambiguité que leur présence sur la colonne filamentaire et/ou sur la face adaxiale des tépales
de plus de 60% des especes incluses dans l'étude est dérivée a l'intérieur du genre
Sisyrinchium Elle résulte probablement de trois transitions indépendantes, deux d'entre elles
ayant conduit a I'apparition d'élaiophores de type trichomes au sein de clades dont la richesse
spécifigue remarquable pourrait indiquer que ces structures glandulaires ont joué un role

majeur dans la diversification du genre.

1.2.3. Biogéographie du geni®&isyrinchium

Bien que l'aire d'origine du geng&syrinchiurm'ait pu étre déterminée précisemment, celle-ci
s'étendant de I'Amérique Centrale au nord des Andes, deux événements majeurs de dispersion
ont été identifiés. Ces deux zones de dispersion se situent en Amérique du Sud, I'une couvrant
le bassin versant du fleuve Parana en incluant le nord de I'Argentine, le sud du Brésil, le
Paraguai et I'Uruguai, alors que la seconde s'étend la long de la chaine montagneuse des
Andes entre I'Argentine et le Chili. Les deux transitions ayant conduit a l'apparition des

élaiophores au sein du genre sont associées a ces changements biogéographiques et

écologiques majeurs.
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1.3.Variation du taux de diversification au sein du genreSisyrinchium

Afin d'évaluer la valeur des hypotheses émises dans le cadre de l'article 2 concernant
I'importance du réle joué par l'acquisition des élaiophores dans la diversification du genre
Sisyrinchiumsur le continent américaimes deux méthodes d’estimation de 1’évolution du

taux de diversification au sein de la phylogénie précédemment mises en ceuvre a I'échelle des
Iridoideae (cf. article 1 - Materials and method®tection of differential diversification

rates) ont été utilisées. L'objectif de ces méthodes d'estimation est de mettre en évidence
I’existence éventuelle de variations au sein de la phylogénie, et d’évaluer I’impact de la
présence des trichomes glandulaires floraux (caractére A), et plus particulierement des
élaiophores (caractere B), sur la diversification du g8regrinchium

1.3.1. Résultats

L'ensemble des six méthodes d'analyse statistique implémentées dans SymmeTREE indiquent
pour chacune des phylogénies testées l'existence d'au moins un changement significatif du
taux de diversification a l'intérieur du ger8syrinchium(Tableau 6).

Tableau 6. Detection of diversification rate variations among the g&issgrinchiumusing the SymmeTREE
software. Uncertainties associated with polytomies within the strict corsstnegu(MP analysis) and the 50 %
majority rule (MR) consensus tree (Bayesian analysis) were assesgeddrgting 100 000 random resolutions
under the TSS ERM algorithm, providing upper and lower boundberonfidence interval. These 'high' and
‘low' asymmetry values correspond to the tail probabilities for the .02®@&drequentiles, respectively. The
sensitivity of the whole-tree statistics to large-scale diversification rateivar@dé¢creases to the right across a
given row (i.e.,d> M, >M,>Ms > My > B)).

Fully resolved tree le M, M, My My B,

ML best-scoring tree < 0.000001 < 0.000001 < 0.000001 <0.000001 <0.000001 0,00106

* *

Tree with polytomies I M, M, My My B,
high high high high high high
low low low low low low

Strict consensus tree  0,00001 0,00002 0,00008 0,00003 0,00011 0,00372

(MP) 0,00006 0.00079 0,00675 0,00220 0,02610 0,21537

MR consensus tree 0.00002 0.00004 0.00006 0.00076 0.00105 0,00493

(Bayesian analysis)  0.00014 0.00098 0.00917 0.00271 0.03115 0.26156

Note significantP-values are underlined.

Le fait que les valeurs de probabilités obtenues tendent & croitre du test statistersde

test B (toutes les valeurs de probabilités sont significatives et seules les valeurs du test B
sont marginalement significatives dans le cas de I'arbre consensus strict obtenu par la méthode
du Maximum de parcimonie et de l'arbre consensus majoritaire obtenu par la méthode

Bayesienne) indique qu'il est probable que le ou les changements de taux de diversification se
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sont produits a une grande échelle phylogénétique. Le test statigtiquplémenté dans
SymmeTREE et permettant d'identifier la position d'éventuels changements de taux de
diversification a l'intérieur de la phylogénie a fourni un soutien significatif (valeur de
probabilité = 0,05 pour chacun des arbres) pour I'existence d'un unique changement. Ce
dernier se serait produit de maniére concomitante avec l'apparition des élaiophores a la base
du clade V (cf. Fig. 6 de l'article 2).

Les comparaisons détaillées des différents modeles obtenus par la méthode du Maximum de
Vraisemblance BISSE (Maddison et al., 2D@dur les caractéres A et B sont récapitulées
respectivement dans les Tableaux 7 et 8. Les valeurs des différents parametres (y compris les
taux de diversification nets et les ratios des taux de spéciation/extinction) calculés a partir du
meilleur modele pour les lignées en absence (état de caratere 0) ou en présence (état de
caractére 1) de trichomes glandulaires floraux (caractere A) d'une part, et des élaiaphores d

type trichome (caractere B) d'autre part, sont reportés dans le Tableau 9.

Tableau 7. Comparison of full and constrained ML BISSE analyses for charaAcfauptial trichomes) within
the genusSisyrinchium The six BISSEparameters are the speciation rates (Ag and A) in absence vs. presence of
nuptial trichomes in the lineages, the extinction ratgsafd |4), and forward and reverse transition rateg (q
and qg). Nested models were compared with likelihood ratio tests with 1 degfesedbm; the comparison is
given in the comparison columB:values are bolded when significaft< 0.05).

Model  Constraints Ao M Ho M1 Qo1 Jio InL Comparisor P
A-1 None 41443 70544 34948 23134 717 5185 -834.12

A-2 ho=M 55158 55158 49940 9.00 E-5 3.78 6844 -832.47 vs.A-1  0.0693
A-3 Ho = b 40888 75642 34128 34128 8.71 4829 -834.07 vs. A-1 0.7421
A-4 Q10 = Qo1 40980 94948 31934 808.91 2740 2740 -833.06 vs.A-1  0.1453
A-5 Ao=MA1, Mo = Hh 67706 67706 59610 59610 1878 39.12 -827.40 vs. A-3 0.0002
A-6 o =X, Go= G2 58486 58486 51809 19003 954 954 -826.50 vs. A-3  0.0001

A-7 Ho = M1, Gio = Cpa 39434 74306 31530 31530 1421 1421 -831.66 vs.A-3 0.0282

Model  Constraints Ao M Ho M1 Qo1 Jio InL Comparisor P

A-8 ho =21, Ho = 67707 67707 59611 59611 23.96 23.96 -826.67
A-7 Mo = M1, Gro = Cpa 39434 74306 31530 31530 1421 1421 -831.66  vs. A-8 0.0015

A-6 o= A1, Gho = Op1 584.86 584.86 518.09 190.03 9.54 9.54 -826.50 vs. A-8 1

A-5 ho=12A1, Mo = [ 67706 67706 59610 59610 1878 3912 -827.40  vs. A-8 0.2270
A-4 O10 = On 40980 94948 31934 808.91 2740 2740 -833.06 vs. A7 0.0942
A-3 Mo = [ 40888 75642 34128 34128 871 48.29 -834.07  vs. A7 0.0281
A-1 None 41443 70544 34948 23134 717 5185 -834.12 vs. A-3 0.7518
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Tableau 8. Comparison of full and constrained ML BISSE analyses for charactéridBofnal elaiophores)
within the genusSisyrinchium The six BISSE parameters are the speciation rates (Ao and A;) in absence vs.
presence of trichomal elaiophores in the lineages, the extinction ratesxduu), and forward and reverse
transition rates (g and go). Nested models were compared with likelihood ratio tests with 1 degree ajrfreed
the comparison is given in the comparison coluRmalues are bolded when significaRt£ 0.05).

Model  Constraints Ao M Ho M1 Jo1 Jio InL Comparisor P
B-1 None 513.76 649.49 453.25 30.70 1.54 120.56 -833.11

B-2 ho=M 590.89 590.89 53524 1.96E-4 1.31 127.75 -831.43 vs.B-1  0.0002
B-3 Ho = 49452  844.07 430.21  430.21 2.61 93.09 -837.56  vs.B-1  0.2950
B-4 010 = 1 455.07 1225.84 355.87 1148.03  30.55 30.55 -829.13 vs.B-1 <1E-5

B-5 Ao =M1, Mo = [ 677.07 677.07 596.11 596.11 4.66 75.88 -829.36 vs. B-3 <1E-5

Model  Constraints Ao M Ho M1 Qo1 Jio InL Comparisor P

B-8 Mo =M1, Ho = Hy, 677.07 677.07 59611 59611 2335 2335 -819.77

B-7 Ho= 1, Go=(phy 474146 77751 39306 39306 1408 1408  -822.46 vs.B-8  0.0203
B-6 M=, Qo= 68118 68118 59459 62750 2559 2559  -819.93 vs.B-8  0.5760
B-5 Mo =M1, Ho = Hy 677.07 677.07 59611 59611  4.66 75.88  -829.36 vs.B-8 <1E-5

B-3 Ho = Mo 494.52 844.07 430.21 430.21 2.61 93.09 -837.56 vs. B-5 <1E-5

B-1 None 513.76 649.49  453.25 30.70 1.54 120.56 -838.11 vs. B-3 0.2435

Tableau 9. Values of the different parameters obtained from the best ML BISSE nwdghdracter A (nuptial
trichomes) and character B (trichomal elaiophores). Parameters are repoaiohafrdm the left to the right:
the speciation rates (Ao and 1) in absence (state 0) vs. presence (state 1) of nuptial trichomnteshomal
elaiophores in the lineages, the extinction ratgsafd 1), the forward and reverse transition rateg é&nd qo),
the rates of net diversification (r = A-p) and the speciation/extinction ratios (a = A/p).

Character A: nuptial trichomes (state 0: absent - state 1: present)

Best model Constraints Ao M Mo My o r 2 =Y
A-3 Ho = s 408.88 756.42 341.28 341.28 67.60 415.14 1.20 2.21
Character B: trichomal elaiophores (state 0: absent - state 1: present)

Best model Constraints Ao M Mo My o ry & &
B-3 Mo = M1 49452 844.07 430.21 430.21 64.31 413.86 1.15 1.97

Le meilleur modele déterminé pour le caractere A comme pour le caractére B est celui pour

lequel seuls les taux d'extinction sont contraints a I'égalité entre les deux états de cagactere (U

= M.

1.3.2. Discussion

by

Les taux de diversification calculés a partir des valeurs des paramétres de speciation et
d'extinction du meilleur modéle BISSE indiguent que ce taux est 6,15 fois supérieur au sein
des lignées ou les trichomes glandulaires se sont développés par rapport a ce que I'on observe

au sein des lignées dépourvues de ces structures glandulaires. Les valeurs obtenues pour les
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deux états du caractére B (élaiophores de type trichome) montrent elles aussi que le taux de
diversification des lignées ayant développées ce type de structure est 6,45 fois supérieur a
celui que l'on observe dans celles qui en sont dépourvues. Ces difféerences importantes
indiquent que l'apparition et le développement de ces structures au sein du genre
Sisyrinchium et plus particulierement des élaiophores, a certainement joué un rdle majeur

dans la diversification de ce groupe taxonomique sur le continent américain.

Les résultats obtenus grace a la méthode SymmeTREEE aad'analyse de la topologie de

la phylogénie, viennent renforcer ce constat en indiquant non seulement que un ou plusieurs
changements de taux de diversification se sont produits au cours de |'évolution du genre

Sisyrinchium et que I'un de ces changements s'est produit simultanément avec une des deux
apparitions des élaiophores identifiees, a la base d'un clade dont la richesse spécifique est

remarquable.

L'ensemble de ces observations vient conforter I'nypothése émise dans le cadre de l'article 2
quant a limportance du rble joué par l'apparition des trichomes glandulaires, et plus

particulierement des elaiophores, au cours de l'histoire évolutive duQjepr@chium

2. ldentification des ressources offertes aux pollinisateurs au sein de la

tribu des Sisyrinchieae

2.1.Résumé du contexte et des objectitk I’article 3

Les nectaes et les élaiophores qui sont apparus sur les piéces florales de nombreuses especes
de Sisyrinchieae ont pour particularité d'étre ls@aliessentiellement sur la colonne
staminale, alors qu'au sein des autres tribus qui composent la sous-famille des Iridoideae, ces
structures sont généralement distribuées sur les tépales. Comprenant plus de 45% de la
richesse spécifique connue au sein des trois tribus constituant I'ensemble des especes
d'Irioideae distribuées dans la region néotropicale et les zones tempérées immédiatement
adjacentes, les Sisyrinchieae constituent la plus importante tribu de la famille présente sur le
continent américain. Le développement particulierement important d'élaiophores de type
trichome au sein du gen®isyrinchiuma certainement joué un role préponderant dans la
diversité exceptionnelle observe au sein de ce clade. Néanmoins, la connaissance de ces
structures ainsi que de celles susceptibles de fournir d'autres types de ressources aux

pollinisateurs reste limitée a I'échelle de la tribu.
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Malgré des similitudes développementales importantes, il n'a pas été possible jusque la
d'établir s'il existait ou non un lien entre I'évolution des différents types de structures

glandulaires identifes au sein de la tribu. Cette partie de I'étude avait donc pour objectif

d'améliorer notre connaissance de ces structures, ainsi que de caractériser |'éventuelle
production d'autres ressources pour les pollinisateurs, et non identifiees jusqu'alors. Des
observations structurelles ainsi que plusieurs types de tests histochimiques ont été realisés afin
d'identifier et de caractériser les structures glandulaires existantes ainsi que les ressources
polliniques éventuellement disponibles au sein des fleurs de plusieurs espéces des genres

OrthrosanthusSisyrinchiumet Solenomelus

Ces observations, ainsi que celles disponibles dans la littérature concernant les pollinisateurs
et la production de ressources au sein de la tribu, ont été utilisées dans le contexte
phylogénétique établi préecédemment afin d'apporter de nouvelles informations concernant

I'histoire évolutive de ces structures a I'échelle des Sisyrinchieae.
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Abstract

Iridaceae is one of the few families in which floral oils, in addition to pollen and nectar, are
produced and collected by pollinators as a resource. In this family, perigonal nectaries and
trichomal elaiophores are restricted to the subfamily Iridoideae, the only exception being the
perigonal nectaries observed for one specielritea Aiton (Aristeoideae). Nectaries and
elaiophores are highly unusual within the tribe Sisyrinchieae in that both structures occur
mainly on the staminal column, while they are usually distributed on the tepals in the other
tribes of the subfamily. Sisyrinchieae is the largest tribe of Iridaceae present on the American
continent. It includes more than 45 % of the species richness identified among the three
mostly New World tribes of the subfamily (Sisyrinchieae, Trimezieae and Tigridieae). The
high diversity observed may be related to the exceptional development of trichomal
elaiophores within the species rich gergisyrinchium but the knowledge concerning the
other types of nuptial glandular structures within the tribe is still limited, preventing us to
estimate the role played by these structures in species diversification.

Structural observations and histochemical tests were performed to identify and characterize
glandular structures and pollen rewards within the flowers of the gebeh@osanthus
SisyrinchiumandSolenomelusAmong the species studied, perigonal nectaries were detected
only in Solenomelus segethand trichomal elaiophores were characterized only within
Sisyrinchium. All species showed large amounts of additional resources available for
pollinators in the form of pollenkitt and polysaccharides present in the cytoplasm of the pollen
grains. The results are discussed in a phylogenetic context, with regard to pollinators and
floral rewards reported for the tribe Sisyrinchieae.

Key words. Orthrosanthus perigonal nectaries, pollenkitiSisyrinchium Solenomelus

trichomal elaiophores.
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INTRODUCTION

In flowering plants, resources sought by pollinators are predominantly pollen and nectar,
which provide proteins and carbohydrates. However, a handful of families includes species
that produce floral oils collected by specialised bees, which use these lipids to feed their
larvae and build their nests. Iridaceae is one of the few families including both nectar-
producing and oil-producing species, in addition to species providing only pollen as a
resource for pollinators. Within Iridaceae, floral oil glands called elaiophores are exclusively
observed among the American tribes of Iridoideae, extefaniopsis parviflora(Jacq.) G.J.
Lewis, a species from South Africa belonging to Crocoideae (Goldblatt and Manning, 2008).
Oil foraging by specialized oil-collecting bees is a widely exploited pollination strategy in the
Neotropics and hundreds of Iridaceae secrete floral oils in the New World (Rudall et al.,
2003). Based on the topology of the latest comprehensive phylogeny of the family (Goldblatt
et al., 2008), the most parsimonious explanation for the distribution of oil glands is that they
evolved once in the common ancestor of the Trimezieae and Tigridieae tribes, with at least six
reversions, and twice within the gen8ssyrinchiumL. (Sisyrinchieae) with at least one

subsequent reversion (Renner and Schaefer, 2010; Chauveau et al., 2011).

The tribe Sisyrinchieae is sister to the entirely New World tribes Trimezieae and Tigridieae, It
includes four strictly American genera, naméisyniumRaf. (c. 12 sp.)Sisyrinchium(c.

140 sp.),SolenomelusMiers (2 sp.) andTapeinia Juss. (1 sp.) (Goldblatt et al., 2008;
Goldblatt and Manning, 2008), and 13 Australasian species within the g@rierasanthus

Sweet (9 sp.) antibertia Spreng. (16 sp.Bisyrinchiumwith more than 77% of the species
richness of the tribe is the central genus of Sisyrinchieae. Beside pollen, oils are the second
major reward produced by numerow&syrinchium species (Chauveau et al., 2011)
Documented uses of floral lipids by oil collecting bees from the Tapinotaspidini tribe
(Apidae) show that females mix oils with pollen during their visit and subsequently use this
mixture to feed their larvae (Vogel, 1974; Cocucci and Vogel, 2001; Truylio et al., 2002).
These floral oils are secreted fkrichomal elaiophores distributed either on the staminal
column or on the adaxial side of tepals (Cocucci and Vogel, 2001; Chauveau et al., 2011).
Except for two species, nuptial trichomes among the genus are always glandular and
secretory, but they do not always produce oils, and the secretions of humerous species from
Central and North America have not yet been identified (Chauveau et al., 2011). Elaiophores
have never been observed in any other genus of the tribe (Goldblatt and Manning, 2008),
although nuptial trichomes were identified on the filamental columnSolenomelus
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pedunculatugGillies ex Hook.) Hochr. and multicellular scales covered by secretions are
present all along the column 8blenomelus segetfihil.) Kuntze (Chauveau et al., 2011).
Within the tribe, sugar rewards produced by perigonal nectaries are known for only two
species ofOlsynium (O. junceum(E.Mey ex Presl) Goldblatt an®. douglasii (A.Dietr.)
E.P.Bicknell), and nectar is probably secreted from cells of the swollen filamental column
(Forcone et al., 1997; Cocucci and Vogel, 2001; Rudall et al., 2003) and not from nuptial
trichomes, which are entirely missing @Isynium, Libertia, Orthrosanthusand Tapeinia
(Cocucci and Vogel, 2001; Rudall et al., 2003; Chauveau et al., 2011). Since neither
elaiophores nor sugar nectaries have been identified within these genera, the only reward
offered by their flowers to pollinators is probably the pollen itself (Rudall et al., 2003;
Goldblatt and Manning, 2006; Chauveau et al., 2011).

This study aimsat identifying and characterizing pollination rewards within the tribe
Sisyrinchieae. Floral secretory structures, pollen and pollenkitt contents were investigated
intensively for the first time within the gene8ssyrinchium SolenomelusndOrthrosanthus

The results allowed us to make hypotheses about the evolution of pollination rewards within

the whole tribe, in a phylogenetic context.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Fresh flowers at anthesis were collected from plants grown in the botanical garden of the
Université Paris-Sud (Table 1) and obtained mostly from seeds collected in the wild. A total
of 22 Sisyrinchiumspecies covering the different clades proposed in the literature (Chauveau
et al., 2011) were sampled. In addition, tBmenomeluand oneOrthrosanthusspecies were

included to complete this sampling.

Inclusion and light microscopy

Fresh flowers at anthesis were dissected under a Zeiss Stemi SV6 stereomicroscope (Carl
Zeiss AG, Gottingen, Germany) and mounted in glycerin-gelatin (Johansen, 1940). For
structural observations, the samples were fixed with 1% glutaraldehyde and 4% formaldehyde
(McDowell and Trump, 1976) in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.2; then washed in 0.1
M sodium phosphate buffer, pH 7.2, and lastly with distilled water. They were immediately
dehydrated in a graded series of ethanol solutions and embedded in hydroxiethylmetacrilate
(Gerrits & Smid, 1983). Semi-thin sections (3 to 5 mm) obtained with a Leica RM 2165
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Table 1. List of species examined, with distribution of nuptial trichomes and ftrat secretory structures,
sources of plant material and voucher informations.

Taxon

Distribution

Nuptial trichomes

Other nuptial

Source of

plant material ~ Voucher™
®

Staminal Adaxial side secretory
column of tepals structures
Orthrosanthus monadelph&avenna 0 0 0 Mexico: Chauveau & Pautz
Oaxaca H09049 (CN)
Sisyrinchium alatuntHook. 0 0 0 Brazil: Santa  Eggers & Souza-
Catarina Chies 232 (ICN)
Sisyrinchium angustifoliurill. 1 0 0 Cultivated in  Chauveau H0900Z
UPS Bot. Gard. (ICN)
Sisyrinchium chilenselook. 1 0 0 Peru: Chauveau et al.
Apumirac H09054 (ICN)
Sisyrinchium claritad-erter 1 0 0 Brazil: Rio Eggers & Souza-
Grande do Sul  Chies 267 (ICN)
Sisyrinchium commutatuidatt 1 0 0 Brazil: Parand  Eggers & Souza-
Chies 265 (ICN)
Sisyrinchium cuspidatufoepp. 0 1 0 Chile: Region Chauveau & Auber
v H09011 (ICN)
Sisyrinchium demissuf@reene 1 0 0 USA: Arizona  Chauveau H0900¢
(ICN)
Sisyrinchium elmerGreene 0 0 0 USA: Chauveau H0904z
California (ICN)
Sisyrinchium foliosurhM.Johnst. 1 0 0 Brazil: Rio Eggers & Souza-
Grande do Sul  Chjes 281 (ICN)
Sisyrinchium idahoengg.P. Bicknell 1 0 0 Cultivated in  Chauveau H0905%
UPS Bot. Gard. (ICN)
Sisyrinchium limarinunRavenna 0 1 0 Chile: Region  Chauveau H0905¢
v (ICN)
Sisyrinchium macrocarputdieron 1 1 0 Cultivated in  Chauveau H0901:2
UPS Bot. Gard. (ICN)
Sisyrinchium micranthur@av. 1 1 0 Brazil: Parana  Eggers & Souza-
Chies 242-A (ICN)
Sisyrinchium palmifoliunt. 0 0 0 Cultivated in  Chauveau H0902(
UPS Bot. Gard. (ICN)
Sisyrinchium patagonicuihil. ex Baker 1 0 0 Cultivated in  Chauveau H09027
UPS Bot. Gard. (ICN)
Sisyrinchium platenseM.Johnst. 1 0 0 Brazil: Rio Eggers & Souza-
Grande do Sul  Chies 187 (ICN)
Sisyrinchium setaceukdatt 1 0 0 Brazil: Rio Eggers & Souza-
Grande do Sul  Chies 214 (ICN)
Sisyrinchium striatunsm. 0 1 0 Chile: Region  Chauveau H0901¢
Metropolitana (ICN)
Sisyrinchium tenuifoliurklumb. & Bonpl. 1 0 0 Mexico: Chauveau & Pautz
ex Willd. Veracruz H09025 (ICN)
Sisyrinchiumaff. tinctorium Kunth. 0 0 0 Cultivated in  Chauveau & Egger
UPS Bot. Gard.  H09021 (ICN)
Sisyrinchiumcf. tofoenseRavenna 0 1 0 Chile: Region  Chauveau H09057
v (ICN)
Sisyrinchiumsp.nova05 (aff.vaginatun) 0 0 0 Brazil: Parana  Eggers & Souza-
Chies 383 (ICN)
Solenomelus segetkuntze 0 0 1 Argentina:  Chauveau & Auber
Neuguen H09001 (ICN)
Solenomelus pedunculat(Gillies ex 1 0 0 Chile: Region  Chauveau H09044
Hook.) Hochr. \ (ICN)

Notes character states are absent (0) or present”(1}he geographical origin of each specimen is repoSetbsequently, they were
cultivated in the greenhouse at Université Paris-8ud™: voucher specimens are deposited in the followindgpdrarm: Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (ICN).
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microtome (Leica Microsystems, Nussloch, Germany) were stained for general histology
using 1% toluidine blue in 1% sodium borate solution (Mercer, 19B6Bservations were
carried out using an optical microscope Reichert-Jung Polyvar MET (Polyvar MeteReli

Jung, Germany) equipped with a digital camera.
Histochemistry

The histochemical tests for lipids were performed on fresh material with Sudan Red 7B
(Brundrett et al., 1991) and Nile Red (Greenspan et al., 1985; Diaz et al., 2008). Sudan Red
7B staining, which allows the detection of total lipids content, was used on fresh flowers
sections including nuptial trichomes, contents being stained pink-red in the presence of lipids.
Anthers were also dissected at anthesis for each species studied and stained with Sudan Red
7B to detect lipids in the pollenkitt. Nile Red staining, which allows the detection of lipids
according to their hydrophobicity, was used to detect lipids in nuptial trichomes of fresh
flowers at anthesis and to discriminate between polar and non-polar lipids. Nile Red yellow
emission specific to non-polar lipids was observed with-880 nm excitation and 53620
emission filters; red emission detecting the presence of polar lipids was observed with 450
500 excitation and 610 long-pass emission filters. All observations were made using a Nikon
AZ100 macroscope (Nikon France, Champigny-sur-Marne, France) equipped with digital
Nikon DS-ril. Achieving and compressing images with different focal planes was performed

using the software Nikon NIS-Element D, version 3.0.

Semi-thin sections obtained with the microtome were submitted to the following
histochemical tests to detect other classes of chemical compounds produced by floral glands
or accumulated in pollen grains: Lugol solution was used to detect starch (Johansen, 1940),
periodic acid - Schiff (PASS reaction) for total polysaccharides (O'Brien and McCully, 1981),
Ruthenium Red for mucilage and pectins (Johansen, 1940), and all images were captured
using the optical microscope. For all histochemical tests, appropriate controls were run

simultaneously.

RESULTS

Five species oBisyrinchium(S. alatumsS. elmerj S. palmifoliumS. aff. tinctoriumandsS. sp.

nova 05, affine toS. vaginatury as well asOrthrosanthus monadelphwsnd Solenomelus
segethj had flowers completely devoid of nuptial trichomes. The surface of the adaxial face
of the tepals and of the staminal column was smooth (Fig. 1a), except for the staminal column

of S. segethi
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Figure 1. Staminal column and distribution of trichomes am8mgyrinchiumand Solenomeludlowers. a
Staminal column devoid of trichomeSisyrinchium elmerib Lower half part of the staminal column &f
angustifolium showing nuptial non oil-secreting trichomes. Top view of the andro-gynoecium d3.
macrocarpumoil-producing glandular trichomes are located all along the fused anpidireseof the filamentsd
Close-up of a tepal db. striatumshowing the distribution of oil-glandular trichomes at the base of the adaxia
surface.e Staminal column ofSolenomelus segetltiovered with multicellular secretory scaldsStaminal
column ofSolenomelus pedunculatastirely covered with unicellular non-secreting trichongxsale barsa, d

= 1000 ump, c, e andf = 500 pm.

Within Solenomelusthe filaments are entirely fused, forming an elongated and cylindrical
staminal column, which exhibits nuptial glandular structures significantly different for each
species included in this small genus. The surface of the staminal colurSn s#gethi
presented a rugulate aspect (Fig. le), decreasing from the lower half to the top. These
structures formed multicellular scales on the surface of the staminal column, distinctively
covered by secretions in the lower half. The staminal colunfs. gledunculatuss densely
covered from the base to the top by numerous unicellular glandular capitate trichomes formed
by a long a thin stalk distinctively overtopped by an enlarged part (Fig. 1f) devoid of any
blister of secretion.

Among theSisyrinchiumspecies bearing nuptial glandular trichomes, the distribution and
anatomical features of trichomes were already described for most of the species included in
this study (Chauveau et al., 2011), but two spectedifharinumandS. cf. tofoensg and

several new distinctive features concernthgnacrocarpumvere observed for the first time.

In the two strictly Chilean specieS, limarinumandS. cf. tofoensethe staminal column was
smooth and cylindrical, and nuptial unicellular and glandular trichomes overtopped by a
blister of secretion were observed at the base of the adaxial side of tepals. A similar
distribution pattern was observed $1 cuspidatunand S. striatum(Fig. 1d), in which the

shape of the perianth was hypocrateriform, contrary to the flat perianth of the two former
species. InS. macrocarpumfew unicellular glandular trichomes topped with a blister of
secretion were detected on the inner side of the staminal column as well as on the adaxial side
of the inner tepal, close to the base of the staminal column. The flowers of this South Andean
species exhibit an unusual distribution pattern of trichomes, which were densely distributed
all along the staminal column and on the free parts of the filaments (Fig. 1c). Various
distribution patterns of trichomal elaiophores on the staminal column are illustrated in Fig. 2,
showing variation in the size of the elaiophores area and in the shape of the staminal column

amongsSisyrinchiunmspecies.
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Figure 2 Distribution of oil-producing trichomes (trichomal elaiophores) on the staminal oobfrdifferent
Sisyrinchiumspeciesa Column ofS. commutatunshowing densely packed elaiophores on the lower balf.
Thickened staminal column &. platensevith densely packed elaiophores on the lower two thao@ylindrical
column ofS. foliosuncovered with densely packed elaiophores on the lower thirddp@dlumn ofS. chilense
with elaiophores located on the lower quarter (eale barsa-d = 1000 pum.

The floral chemical compounds identified in the nuptial trichomes and other putative floral

glandular structures observed for each sample are reported in Table 2.
Nuptial glandular structuresg Sisyrinchium

The structural observations and histochemical tests showed that nuptial glandular structures
were always epidermal unicellular trichomes when they were present in flowers of

Sisyrinchiumspecies. Except for the North American spe&8esangustifolium(Fig. 1b), S.
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demissumand S. idahoens, as well as the Central American spe@egenuifolium these
trichomes were oil secreting and possessed a dense, intensively staining and highly granular
cytoplasm (Fig. 3b,d

Table 2. Chemical compounds identified by histochemical tests in nuptial trichomestlaerdputative floral
secretory structures.

Taxon Qil Starch Total polysaccharide Acidic polysaccharide
Sudan Red 7 Nile Red Lugol Schiff-PAS Ruthenium Red
Orthrosanthus monadelphus - (0) -(0) -(0) - (0) - (0)
Sisyrinchium alatum - (0) - (0) -(0) -(0) - (0)
S. angustifolium - - - - -
S. chilense ++ ++ - - -
S. claritae ++ ++ - - -
S. commutatum ++ ++ - - -
S. cuspidatum ++ ++ - - -
S. demissum - - - - -
S. elmeri -(0) -(0) -(0) - (0) - (0)
S. foliosum ++ ++ - - -
S. idahoense - - - - -
S. limarinum ++ ++ - - -
S. macrocarpum ++ ++ - - -
S. micranthum ++ ++ - - -
S. palmifolium -(0) -(0) -(0) -(0) - (0)
S. patagonicum ++ ++ - - -
S. platense ++ ++ - - -
S. setaceum + + - - -
S. striatum ++ ++ - - -
S. tenuifolium - - - - -
S.aff. tinctorium - (0) - (0) - (0) - (0) -(0)
S.cf. tofoense ++ ++ - - -
S.sp.nova05 (aff.vaginatunm - (0) - (0) - (0) - (0) -(0)
Solenomelus segethi - (0) - (0) - (0) ++ (0) ++ (0)

Solenomelus pedunculatus - - - - -

Notes species devoid of nuptial trichomes are indicated& (@) histochemical tests were performed for these samplie @pidermal cells

of the staminal column. (-) corresponds to the absef@e significant amount of each chemical compound tested. detection of a

significant amount of each chemical compound is repavigd(+) and (++), (+) indicating a lower amounttb& corresponding compound

than (++).

Numerous mitochondria and plastids lacking starch grains but often containing lipid droplets
occurred within the cytoplasm, and the nucleus was not enlarged in most cases. Although a
blister of secretion was always present in a subcuticular space at the tip of the trichomes
observed, variatiom size were observed, and blisters of oil-producing trichomes (Fig. 3a, c;

Fig. 4a, b) were always bigger than the blisters of trichomes that did not secrete oil (Fig. 4c,
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d), indicating that the amount of secretion accumulated between the cell wall and the cuticule

was higher in the case of oil-producing trichomes.

Figure 3 Trichomal elaiophores oSisyrinchium claritae(a), S. macrocarpumb), S. setaceunfc) and S.
micranthum(d). a Differential interference contrast imaging (DIC) of a trichome located on ther loaif of the
staminal column, showing the oil blister covered with the striate cubiclengitudinal section of a trichome
located on the staminal column, showing the apical portion stained withidihe Blue. The cuticle was
ruptured during the process; the arrow indicates a remaining poctidrichomes on the lower half of the
staminal column showing the blister of oil secretion and the striate cuditlengitudinal section of trichomes
located on the staminal column stained with Toluidine Blue. The thick cutithe @il blister is indicated by the
arrow. Scale barsa, c= 50 pm;b, d =20 pm.

Oil accumulation within the subcuticular space of oil-producing trichomes was detected with
Sudan Red 7B and Nile Red stainings, the latter indicating that both polar and non-polar lipids

were highly accumulated (Fig. 5a-d). The aspect of the cuticle surface and its thickreess we
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variable among species. Among species with trichomal elaiophores, the trichomes cuticle of
S. claritae(Fig. 3, 4b), S. commutatups. foliosumandS. setaceunwas striate and thick,

while for S. chilensgS. micranthum(Fig. 3d),S. patagonicumS. platensdFig. 4a) andS.
tenuifolium (Fig. 49, a Central American species bearing non oil-secreting trichomes,

striations were not observed even though the thickness of the cuticle was comparable to the

previous species.

Figure 4.Morphology of nuptial trichomes among SisyrinchieaeQil-producing trichomes on the staminal
column of Sisyrinchium platensé DIC imaging of oil-producing trichomes &. claritaestained with Sudan
Red 7B, showing the oil accumulated in the blister of secretion (armWjichome ofS. tenuifoliumstained
with Sudan Red 7B (*: blister without oil accumulatiod).Trichome ofSisyrinchium demissuistained with
Sudan Red 7B (*: blister without oil accumulatiorg. DIC imaging of one trichome ofolenomelus
pedunculatusthe arrow indicates the presence of very thin elongated structures on tigectalgical part of the
trichome.Scale barsa-d = 50 um.
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Thin cuticles without striations on the surface were observed for the non oil-secreting
trichomes of the North American speci€s @ngustifoliumS. demissunand S. idahoenge
and for the oil-producing trichomes of the South Andean spe@escijspidatumS.

limarinum, S. macrocarpuns. striatumandsS. cf. tofoensg

The structural observations did not indicate the presence of secretory cells within the staminal
column of the species sampled. Furthermore, no polysaccharides were detected within the
staminal column for the species with or without nuptial trichomes, indicating that none of the

species oSisyrinchiumsampled produced nectar.

Figure 5 Fluorescence micrographs of oil-producing trichomes stained with Nile &eld Sisyrinchium
commutatumnc, d S. limarinum a andc Red emission showing the accumulation of polar lipids in the oil blister.

b andd Yellow emission showing the accumulation of non-polar lipids enghme blisters of secreticBcale
bars a-d = 50 um.

Starch was never detected within nuptial glandular trichomes. Among species devoid of
nuptial trichomes (Fig. 6a), as well as those with trichomal elaiophores (Fig. 6d), starch was
only observed in the cells of the staminal columrSotsetaceumyherestarch grains were
detected within the cytoplasm in the epidermal layer and the inner tissues (Fig. 6¢). Numerous
starch grains were observed within the cytoplasm of cells mainly distributed around the
vascularized tissues (Fig. 6bf the staminal column in North and Central American species

bearing non oil-producing nuptial trichomes.
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Figure 6 Transverse sections of the staminal column of fdigyrinchiumspeciesa S.elmeri Starchless tissue
(*) of the staminal column devoid of nuptial trichomes stained with i@ivle Blue.b-d Staminal tissue stained
with PAS-Schiff. b S. angustifolium starch grains are present mostly around the vascular tissuesS?*)
setaceumstarch was detected within the cytoplasm of the epidermal cells and éndigsnes of the staminal
column (*).d Transverse sections of the staminal column and the oil-producingnréshofS. platenseNo
starch accumulation was detected in these tisSoede barsa-d = 100 pm.

Nuptial glandular structures Orthrosanthus and Solenomelus

Structural observations and results of each histochemical test were negative for the tissues of
the staminal column oDrthrosanthus monadelphusdicating the absence of nectaries or

elaiophores.

Neither secretory cells nor polysaccharides production and accumulation were detected in the
staminal column ofSolenomelus pedunculatuadicating no nectar production. Sudan Red

7B and Nile Red tests were negative for oil accumulation within trichomes and other tissues
of the staminal column and tests were also negative for starch accumulation. Structural
observations of trichomes showed that these cells were highly vacuolated and lacked any
secretory cavity at anthesis (Fig. 4e, 7d). The cuticle had a striate surface, sggaestin

reinforced resistance compared to a smooth surface.

The staminal column of. segethiwas covered by a layer of longitudinally elongated
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epidermal cells forming multicellular scales at the surface (Fig. 7a-c), mainly on the lower
half of the column. PAS-Schiff and Ruthenium Red tests showed that secretions of pectin
mucilage mixed with polysaccharides were accumulated mainly within intercellular spaces
between the outer epithelial layer and the subepithelial cells (Fig. 7b, c). The outer surface of
the staminal column with large epidermal cells secreting a high amount of polysaccharides
was characteristic of epithelial nectaries, nectar being presumably accumulated in the
subepidermal spaces in this region. Sudan Red 7B and Nile Red tests were negative for oil
accumulation within epithelial cells and other tissues of the staminal coldmrstarch

accumulation was detected with Lugol at anthesis.
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Figure 7 Sections of the staminal column 8blenomeluspeciesa-c S. segethia Transverse section (TS)
stained with Toluidine Blue, showing the outer epidermal layer of elongat@tory cellsb TS stained with
PAS-Schiff, showing polysaccharides secretions (red) accumulatea wlighiintercellular spaces and on the
outer surface of the staminal colummLongitudinal section stained with Ruthenium Red, showingptetin
mucilage (purple) covering the secretory cells and within the intercellpbares below the outer epidermal
layer. d TS of the staminal column db. pedunculatustained with Toluidine Blue, showing the highly
vacuolated cytoplasm of the nuptial trichorm@sale barsa = 100 pmp-d = 50 um.
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Pollenkitt and pollen cytoplasm content

Observations on fresh material and Sudan red 7B histochemical tests showed that high
amounts of pollenkitt were present in the pollen of each species sampled and numerous lipids
droplets were always detected, often glued to the pollen grain external surface (Fig. 8a-f).
Tests with PAS-Schiff on the pollen cytoplasm content revealed the presence of high amounts
of dissolved polysaccharides within the cytoplasm for all samples (Fig. 8g-i). Starch grains

were detected in the pollen cytoplasm of only two specssyrinchium chilenseand

Solenomelus pedunculat(lHg. 8h, ).

DISCUSSION

The genusSisyrinchiumis the most species rich genus among Neotropical Iridoideae, and
numerous species have developed trichomal elaiophores related to specialized oil-bee
pollination (Goldblatt and Manning, 2008). Chauveau et al. (2011) showed that these
glandular structures probably evolved twice independently within the genus, leading to two
distinct lineages. One of these lineages is distributed in the South Andean region while the
other one has its centre of origin and diversity in the Paranaensic region with subsequent
dispersal events through South America towards North America. Among our study species,
cuspidatumsS. limarinum S. macrocarpuS. cf. tofoenseandS. striatumbelong to the first
lineage. Sisyrinchium claritagS. commutatunS. setaceunare included in one of the two
major clades forming the second lineage, whilechilenseS. foliosum S. micranthums.
patagonicumandsS. platenseare included in the other clade with the North American species

S. angustifoliumS. demissurandS. idahoense

The species belonging to the first lineage are distributed in the range area of the specialized
oil-bee pollinators of the genushalepogenugHolmberg, 1903), subgenuBhalepogenus
(Apidae: Tapinotaspidini), which are the main known pollinators of the oil-producing species
of Sisyrinchiumwithin this range area (Cocucci et al., 2000; Cocucci and Vogel, 2001). The
species ofChalepogenusnvolved in Sisyrinchiumpollination have specialized oil-collecting
structures that are mainly formed of outstandingly developed absorbing leg pads, while
presenting reduced abrasive structures on the forelegs (Roig-Alsina, 1997; Cocucci et al.,
2000; Cocucci and Vogel, 2001). The thin cuticle obseimespecies of the South Andean
lineage ofSisyrinchiumruptuesvery easily during manipulations, a fact that could be related

to the particular morphological features of the oil-collecting structures of their pollinators.
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Figure 8 Pollenkitt and pollen grain contenta-d Light micrographs of fresh materiah Sisyrinchium
tenuifolium b S. micranthumc S. angustifoliumd S. limarium e-f Light micrographs with Sudan Red 7B
showing oil content in pollenkitte S.limarium f S. tenuifolium g-i Pollen grains stained with PAS-Schiff
showing the total polysaccharides contanss. elmeri h S. chilense i Solenomelus segethirrows indicate
starch grains within the cytoplasm of few pollen grain§ ofhilenseandSolenomelus segeti8cale barsa-f =
50 um;g-i =20 um.

Within the second lineage, several species samplechflenseS. micranthumS. platensgsS.
setaceumm are almost exclusively pollinated by specialized oil bees of the genus
Chalepogenussubgenud.anthanomelissgHolmberg, 1903), which were observed foraging

oil only on Sisyrinchiumspecies (Cocucci et al., 2000; Cocucci and Vogel, 2001, Machado,
2004). The bees of this subgenus have evolved abrasive and absorbing forelegs pads,
potentially allowing them to rupture the thick cuticle observed on the trichomal elaiophores of
these species (Fig. 3d) and then collect the oil released (Cocucci et al., 2000; Cocucci and
Vogel, 2001).

Neither structural observations nor histochemical tests @eteettaries or nectar within the
staminal tissues of the study species, and compounds which were neither oil nor sugar were
observed within the trichomal elaiophores of the North American species of the second
lineage. It should be noted that the number and density of nuptial glandular trichomes on the
staminal column, as well as the amount of compounds accumulated in the subcuticular space,
were much lower than those observed among the South American species of the same lineage.
These results, together with the fact that bees of the Tapinotaspidini tribe are absent in North
America (Cocucci and Vogel, 2001), suggest that the association with specialized oil-
collecting pollinators was lost during the northward dispersion of the genus. The occurrence
of few nuptial trichomes on the staminal column would then be a vestigial condition, and at
least one major shift of pollination strategy would have occurred during the dispersal event.
Since these trichomes are sterile, it is likely that the only reward available for pollinators
among the North American species of this lineage is pollen, even though the chemical
compounds accumulated in the blister of these trichomes still need to be characterized.
Among the North American species, some are mainly pollinated by solitary bees of the family
Halictidae that collect pollen, and even if insect pollination is generally thought to promote
outcrossing, observations of their behaviour and the rate of self-compatibility observed for
several North AmericaBisyrinchiumspecies suggest that these pollinators may increase self-
pollination (Cholewa and Henderson, 1984; Montgomery, 2009). Although most of the North
American species studied are thought to be self-compatible, it has been shovi that

idahoensds nearly unable to be self-pollinated, since it is characterised by a high degree of

Page 188



protandry and physical separation of the stigmas and anthers (Henderson, 1976; Cholewa and
Henderson, 1984). Further investigations are needed concerning the pollination biology of
these species d@isyrinchiumin order to determine the range of biotic vectors involved in
their pollination, to estimate the relative extent of effective self-pollination and to determine

whether pollen is indeed the only reward collected.

In S. tenuifoliumfew nuptial trichomes located on the staminal column were also observed.
This species is distributed from Mexico to Panama and is nested within a clade that includes
only Central American species. Non oil-secreting glandular trichomes evolved independently
within this clade, where both species with and without nuptial trichomes occur (Chauveau et
al., 2011). Structural observations and histochemical tests conducted on this species gave
similar resultsto those obtained for the three North American speSieangustifoliums.
demissumandS. idahoenseeven though they are not closely phylogenetically relatesl to
tenuifolium.In this latter species, the cutide significantly thinner than in the three other
species. Since the flowers 8f tenuifoliumproduce no oil and no nectar, it seems likely that
the only reward offered to pollinators is pollen, and nuptial trichomes might therefore play
another role in pollination. Further investigations concerning the identification of the
chemical compounds secreted by the nuptial trichomes and the biotic vectors involved in the

pollination of this species are obviously necessary.

No nuptial secretory structure and no accumulation of starch were detected within the
staminal tissues of the different species Sikyrinchium devoid of nuptial trichomes,

suggesting that pollen is likely the only reward available for pollinatcifsese species.

The presence of starch is characteristic of many nectary and osmophore cells, ganiaelly
presecretory stage, and it has been suggested that it could be a source of energy for intensive
metabolic processes, or indirectly a nectar sugar component (Pac8kanagnska, 2007).

The difference observed in the presence/absence of starch between non oil-producing
trichomes and elaiophores could be accounted for by a difference in starch use. At the
anthesis stage, oil is already widely accumulated in the blister of secretion of trichomal
elaiophores, and if starch was used during the metabolic process of production of lipids, it
may explain why starch was not detected at this stage for species bearing trichomal
elaiophores. On the contrary, the presence of numerous starch grains within the cytoplasm of
cells distributed around the vascularized tissues of the species bearing non oil-producing
nuptial glandular trichomes at the anthesis stage may indicate that starch is not used. The

accumulation of starch observed for the North American spe8iesngustifolium S.
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demissumand S. idahoensamight be a vestigial condition related to the ancestral oil-
producing state of the nuptial trichomes.

In the same way, the occurrence of few starch grains within the cytoplasm of the epidermal
cells and the staminal column cellsifsetaceummight be related to the lower amount of oil
secretions observed at the anthesis stage within the trichomal elaiophores of this species,
compared to the amount of oil accumulation deteatethe other species with trichomal
elaiophores. The reduced consumption of starch would explain why starch grains are still

present at anthesis.

The results of the present study are in agreement with previous observations suggesting that
oil-producing trichomes are present in a wide range of species watgyrinchium
distributed almost only in the Neotropical region (Chauveau et al., 208 show here that

these trichomes produce either exclusively oil, or no reward for pollinators. In oil-producing
trichomes, non-polar and polar lipids are accumulated in the subcuticular space. The higher
intensity of specific fluorescence observed for polar lipids suggests that they are probably
secreted in higher amounts than non-polar ones. Nectaries were not detdbtedpecies
sampled, suggesting that oils and pollen are likely to be the only rewards available for the

biotic pollinators within the genus.

Pollenkitt abundance and pollenkitt lipid content were examined for each of our study species,
together with the presence of total polysaccharides within the pollen grain cytoplasm. Starch
grains were only detected in few pollen grains (Fig. 8h, i) of two species. In starchless pollen
grains, starch is assumed to be totally hydrolysed during the final phase of maturation into
glucose, fructose, sucrose, pectins and other types of cytoplasmic carbohydrates and the
pollen cytoplasm is therefore stained with PAS-Schiff (Pacini et al., 2006). The occurrence of
these higly energetic compounds in the pollen of our study species suggests that pollen
might play a major role in the pollination strategies of the species of the tribe Sisyrinchieae.
The role of pollenkitt in attaching pollen to pollinators, and the ability of pollen-consuming
insects to cue in on pollen lipids has already been widely demonstrated in many Angiosperms,
where pollen provids numerous other nutriments, including carbohydrates (Hesse, 1979a, b,
c; Dobson, 1987, 1988; Pacini and Hesse, 2005; Roulston and Cane, 2000). Specialized oil-
bees involved in the pollination of speciesSiyrinchiumbearing trichomal elaiophores also
collect pollen, which is mixed with oil to feed their larvae (Cocucci and Vogel, 2001; Truylio

et al., 2002). Observations of the behaviour of the specialized oGhalepogenus betinae

(Urban, 1995) onSisyrinchium micranthunflowers show that pollen attracts primarily
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females bees (Truylio et al.,, 2002), suggesting an essential role of pollen in oil-bee
pollination, in addition to oil. Truylio et al. (2002) showed tBatyrinchium micranthurrs
also actively visited by pollen collecting bees of the family Apidae, suggesting thaalseve

pollination systems may occur simultaneously among oil-producing spe@esyahchium

Elaiophores and nectaries were not detected within the staminal tissues of the species of
Orthrosanthusand Solenomelusbserved, indicating that pollen might be the only resource
available for pollinatorén these species, except for segethwhere nectaries were found on

the staminal column. The results obtained @rmonadelphusre congruent with previous
observations made on flowers Of laxus(Endl.) Benth., a species distributed in Australia
(Rudall et al., 2003). Nuptial trichomes were only observed on the staminal colugin of
pedunculatusbut they were not secretory at the anthesis stage and structural observations
showed that the cytoplasm was highly vacuolated and presented none of the characteristics of
secretory cells (densientensively stained and granular cytoplasm). The latest comprehensive
phylogeny of the tribe showed that the nuptial trichomesSofpedunculatusevolved
independently from those observed among the g&mginchium(Chauveau et al., 2011)

and our observations suggest that they are structurally and anatomically not related. Their

function remains to be identified.

The staminal secretory structures reportedSosegethare characterized as nectaries for the
first time here, but it is important to note that they are structurally different from those
observed within the genuIsyniumby Rudall et al. (2003). While nectar is secreted from
cells forming scales on the outer epidermal layer of the staminal colun$h ségethi
observations inO. douglasiisuggested that nectar was secreted from highly vascularized
tissue beneath the epidermal layer, and from anticlinally elongated epidermal cells on the
inner and outer surfaces of a swollen part of the staminal calu®n junceum(Forcone et

al., 1997; Rudall et al., 2003). A similar swollen base was obsenaeral other species of
Olsynium suggesting that these species might produce nectar similarly to what was found for
O. douglasiiand O. junceum Further investigations are necessary to determine whether
nectaries occur among these species, although it is already know@.tpatlippi (Klatt)
Goldblatt, which exhibits a swollen staminal column, does not produce nectar (Cocucci and
Vogel, 2001). Then, even though the perigonal nectaries exhibit topological similarities
betweenOlsyniumandSolenomeluand these two genera are phylogenetically closely related,

it is impossible to make hypotheses about the evolutionary pattern of these secretory

structures within the tribe without conducting further studie©igynium However, our
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observations within the genuSisyrinchium combined with the results of the Ilatest
comprehensive phylogeny of the tribe (Chauveau et al., 2011) suggest that the absence of
perigonal nectaries or elaiophorissthe plesiomorphic condition foBisyrinchiumand it

seems likely that the trichomal elaiophores identified in this genus did not evolved from

perigonal nectaries.
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3. Conclusions du chapitre 2

L'ensemble des observations réalisées dans le cadre de cette partie de |'€umis aep

mettre en évidence les principaux points suivants :

- La monophylie du genr8isyrinchiumest fortement soutenue mais les principaux clades

observés au sein de la phylogénie du genre indiquent que la classification infragénérique
actuelle devrait faire I'objet d'une révision majeure. En effet, les résultats indiquent que de
nombreux états de caracteres morphologiques utilisés pour établir les subdivisions a l'intérieur

du genre sont homoplasiques.

- Pollen et lipides sont les seules ressources disponibles pour les pollinisateurs au sein du
genreSisyrinchium Il ne semble pas qu'il existe de différence majeure en ce qui concerne la
présence de pollenkitt et le contenu en sucres des grains de pollen entre les espéces possédant

des élaiophores et celles qui en sont dépourvues.

- L'apparition des élaiophores de type trichome a l'intérieur du @syanchiuma joué un

réle majeur dans la diversification de ce clade sur le continent américain. Ceux-ci ont évolués

a deux reprises indépendamment a l'intérieur du genre. Chacune de ces évolutions est associée
a des changements écologiques et géographiques majeurs et a certainement contribué a la
dispersion du genre a lintérieur des deux zones principales de diversité identifiées en
Ameérique du Sud : le bassin du Parana d'une part et les sud de la chaine des Andes d'autre
part. La dispersion d8isyrinchiumen Amérique du Nord s'est accompagnée de la perte de la
capacité des trichomes floraux a produire des lipides et il ne s'est pas produit de transition vers

la production de nectar parmi les especes concernées.

- Des nectaires épithéliaux se sont développés sur la colonne staminale de plusieurs espéces
au sein du genr®lsyniumet d'une seule des deux especes du gSotenomeluslLes

nectaires observés au sein de ces deux genres resultent de phénomeénes évolutifs indépendants
et apparemment sans rapport avec l'apparition des élaiophores de type trichome a l'intérieur

du genreSisyrinchium

Néanmoins, des études complémentaires sont indispensables afin de compléter ces
conclusions. En effet, la phylogénie obtenue dans le cadre de cette étude n'a pas permis
d'identifier avec précision la zone géographique correspondant au centre d'origine du genre
Sisyrinchiumet la résolution des polytomies observées au niveau du nceud le plus profond

ainsi qu'a l'intérieur de plusieurs clades majeurs est indispensable afin de reconstruire de

maniére plus précise l'histoire évolutive du genre. L'utilisation de marqueurs nucléaires a
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copie unique ou a faible nombre de copies particulierement utiles pour résoudre les relations
phylogénétiques entre espéces proches constituerait une stratégie d'approche. Gedé-ci de
étre menée de maniere concomitante avec la constitution d'un échantillonnage plus large au
sein de la vaste zone géographique couvrant I'Amérique Centrale et le nord des Andes afin
d'identifier de maniere plus précise le centre d'origine du clade et d'affiner le scénario de
dispersion du genre a travers le continent américain. Par ailleurs, la constitution de ce
nouveau jeu de données devra s'accompagner d'une étude approfondie des états de caracteres
morphologiques, anatomiques et cytologiques au sein du genre afin de définir les
synapomorphies qui serviront de base a I'établissement d'une nouvelle classification
infragénérique mais qui pourront aussi étre utilisés pour tester I'existence de corrélations entre
I'apparition des élaiophores et le changement d'état d'autres caracteres qui pourraient aussi
avoir joué un réle sur I'évolution des taux de diversification a lintérieur du genre et

I'émergence de ce systéme de pollinisation spécialisé.

Enfin, la raretéles données concernant la biologie de la reproduction et plus particulierement

la biologie de la pollinisation de la plupart des espéces de la tribu des Sisyrinchieae constitue
un handicap majeur pour la comprendre l'histoire évolutive des structures sécrétrices de
lipides et de nectar a l'intérieur des fleurs de ce groupe taxonomique. De méme quéécela a
constaté a I'échelle des Iridoideae, il semble donc indispensable de constituer un jeu de
données fiable concernant les relations plantes pollinisateurs afin de confirmer les hypothéses
résultant des observations réalisées au cours de cette étude dans un cadre phylogénétique plus

large et plus robuste.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

1. Conclusion générale

Au cours de son histoire évolutive, la dispersion de la famille des Iridaceae a l'intérieur de la
zone néotropicale et des régions tempérées adjacentes s'est accompagnée de l'apparition chez
de nombreuses espéeces de structures florales sécrétrices de lipides collectés par des abeilles
spécialisées de la famille des Apidae. Ces structures, appelées élaiophores et formées de
trichomes glandulaires, constituent une des caractéristiques principales de trois des cinqg tribus
qui composent la sous-famille des Iridoideae. En outre, parmi les 11 familles d'angiospermes
ou ce type de structure glandulasfest développé, les Iridaceae se distinguent par I'existence

de multiples évolutions indépendantes ayant conduit a I'apparition des élaipphores
caractéristique que cette famille semblent ne partager qu'avec les Orchidaceaded?armi
genres d'lridoideae ou se sont produites ces transitiiegrinchium de par sa richesse
spécifique remarquable au sein de la famille et son extension a travers une grande partie du
continent américain, constitue probablement un cas exceptionnel au sein des Iridaceae. En
effet, regroupant a lui seul plus du tiers de I'ensemble des especes ou se sont développés des
élaiophores chez les Iridaceae, les relations plantes-pollinisateurs spécialisées qui sont
associées a l'existence de ces structures pourraient avoir joué un rbéle prépondérant dans le

succes évolutif de ce genre a I'échelle continentale.

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette these apporte un éclairage nouveau sur
I’évolution et la diversité des élaiophores, mais aussi des autres structures glandulaires
florales susceptibles d'étre impliquées dans la pollinisadiesi bien a I’échelle de la sous-

famille des Iridoideaqu’a celle du genreSisyrinchium

Le premier objectif de cette these était d'éclaircir, a ces deux exhakonomiquesges$

relations phylogénétiques de nombreux taxons mal connus ou dont la position phylogénétique
n‘avait jamais été testée au moyen de phylogénies moléculaires. La production de phylogénies
robustes a ces deux échelles taxonomiques devait servir d'une part a clarifier la systématique
des groupes taxonomiques étudiés et d'autre part a disposer d'un cadre phylogénétique

permettant de réaliser I'ensemble des autres objectifs poursuivis.
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Les résultats confirment sans équivoque la monophylie des trois tribus Tigridieae, Trimezieae
et Sisyrinchieae, cette derniére constituant le groupe frére du clade formé par les deux
précédentes. Alors que les subdivisions génériques sont fortement ssatémiérieur de la

tribu des Sisyrinchieae, la phylogénie indique que ce n'est pas le cas pour les Trigiézseae

Tigridieae.

En établissant la classification la plus récente de la famille, Goldblatt & Manning (2008)
avaient déja souligné que la circonscription des genres a lintérieur de ces deux tribus, en
prenant en compte des variations mineures de caractéres morphologiques floraux, ne reflétait
pas les liens de parenté entre espéces regroupées au sein d'un méme genre. Ces auteurs
saulignaient notamment que le nombre de genres reconnus a l'intérieur de la tribu des
Tigridieae, devrait probablement étre fortement réduit a I'avenir. L'absence de consensus en ce
qui concerne les caractéres diagnostiques qui devraient étre retenus pour définir les genres et
l'absence d'information phylogénétiqgue pour de nombreux taxons a l'intérieur de ces deux
tribus ne permettaient pas juqu'a aujourd'hui de proposer une classification respectant le

principe de monophylie.

De ce point de vue, la phylogénie réalisée dans cette these fournit un cadre denréflex
beaucoup plus solide que ce qui existait jusqu'a maintenant et les observations qui en
découlent viennent renforcer le constat qui avait été fait, tout en soulignant que les problémes

de systématique different entre les Trimezieae et les Tigridieae.

Dans le premier cas, la subdivision de la tribu en trois geNesanfarica Pseudotrimeziat
Trimeza) n'est pas remise en cause. Par contre, les espéces de lalsecitinappartenant

au genre Trimezia s'avérent plus proches phylogénétiquement des espéces du genre
Pseudotrimeziaque de celles formant la sectidirimezia Ces dernieres sont en effet
rassemblées dans un clade nettement séparé du clade englobant Rsgedotrimeziat les
espeéces de la sectioduncella du genre Trimezia Afin de respecter le principe de
monophylie, les résultats suggerent une révision de ces deux genres afin que leurs

délimitations correspondent a celles des clades identifiés.

L'examen de la phylogénie des Tigridieae révéele que les sous-tribus antérieurement definies
(Cipurinae et Tigridiinae) ne sont pas monophylétiques. Néanmoins, deux clades ont été
identifiés (clades A et B) dont le rang taxonomique pourrait correspondre a celui de sous-tribu

carils forment la dichotomie majeure au sein de la tribu des Tigridieae.
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A lintérieur de ces deux clades, les relations phylogénétiqgues déterminées lors de cette étude
ont montré que les six genre€alydorea Cypellg Gelasing Mastigostyla Nemastyliset

Tigridia) qui représentent plus de 70% de la richesse spécifique de la tribu ne sont pas
monophylétiques. A partir de ces résultats, nous suggérons que les divisions générigues
fassent l'objet d'une révision a I'échelle de la tribu en adoptant la méme philosophie que celle
qui a été retenue pour la révision de genres majeurs au sein de la sous-famille des Crocoideae
(Goldblatt & Manning, 2002, 2007; Manning & Goldblatt, 2005) et des Iridoideae (Goldblatt

et al., 2002), qui considere que des variations mineures de la morphologie florale ne peuvent a

elles seules constituer des états de caractére diagnostiques a I'échelle du genre.

Enfin, la phylogénie produite a I'échelle du geiSisyrinchiuma permis de mettre en
évidence 9 clades majeurs dont le rang taxinomique se situe entre le genre et I'espece. Leur
existence invalide I'existence des sous-genres et sections définies dans les classifications
antérieures (Goldblatt et al., 1990; Ravenna, 2000, 2002, 2003) et ouvre la voie a la définition
de nouvelles subdivisions respectant le principe de monophylie.

Le second objectif de cette thése consistait a retracer I'histoire évolutive des structures florales
productrices de lipidest de nectar aux deux échelles taxonomiques. A partir de ces données,
le troisiemeobjectif était de tester si I’évolution des élaiophores, et plus largement des
structures florales productrices de ressources susceptibles d’étre utilisées par les

pollinisateurs, avait pu jarun role dans la diversité spécifiqugourd’hui observée.

A l'échelle des Iridoideae, deux principales informations caractérisent I'évolution de ces
structures glandulaires. L'existence d'apparitions multiples, suivies de nombreuses reversions,
essentiellement a l'intérieur de la tribu des Tigridieae, mais aussi au sein des Trimezieae et des
Sisyrinchieae, constitue la premiere d'entre elles. La seconde information essentielle est
laugmentation du taux de diversification des lignées dans lesquelles les trichomes
producteurs de nectar ou de lipides, constituant I'essentiel des structures glandulaires
identifiées, sont présent_es analyses ont de plus montré que I'apparition des élaiophores de
type trichome ne semblait pas avoir entrainé a elle seule de changements de taux de

diversification.

Cet ensemble de constatations nous a permis de formuler une nouvelle hypothése quant aux
facteurs qui pourraient avoir été a l'origine de la diversification de la sous-famille sur le
continent ameéricain. Les structures glandulaires sécrétrices de nectar ou de lipites étan

généralement associées a différents types de stratégies de pollinisation, la labilité importante
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de ce caractére pourrait étre correlée avec l'existence de multiples changements delsystéme
pollinisation au cours de l'histoire évolutive des Iridoideae, conférant aux membres de cette
sous-famille une capacité accrue d'adaptation et de dispersion au sein de la zone néotropicale
et des zones tempérées immeédiatement adjacentes. L'apparition de trichomes glandulaires
sécrétant du nectar ou des lipides au sein des fleurs d'un grand nombre d'espéces ne serait
dans ce contexte qu'un des facteurs ayant joué un réle dans le succes évolutif de ce groupe de

végetaux.

Le scenario évolutif le plus probable a I'échelle du geBigyrinchium présente des
caractéristiques différentes. L'apparition de trichomes glandulaires floraux se serait produite a
trois reprises de maniere indépendantes, deux de ces apparitions ayant conduit au
développement d'élaiophores. Ces évenements seraient associés a la dispersion du genre dans
le sud des Andes d'une part et le bassin du Parana d'autre part. Ces deux régiarentonst

les deux centres majeurs de diversitéSigyrinchiumen Amérique du Sud. Une réversion
majeure se serait ensuite produite lors de la dispersion du genre en Amérique du Nord, les
trichomes encore présents sur les fleurs des especes de cette région ne produisant ni nectar ni

lipides.

Le taux de spéciation au sein des lignées ou sont présents les élaiophores est en outre
significativement supérieur a celui des lignées qui en sont dépourvues, cet accroissement
ayant pour conséquence une augmentation d'un facteur supérieur a six du taux de

diversification.

L'ensemble de ces résultats suggére que l'apparition des élaiophores a certainement joué un
réle prépondérant dans la diversification du gedisyrinchiuma l'intérieur des deux zones

principales de diversité identifiees en Amérique du Sud.

En dehors des résultats proprement dits, le travail réalisé a permis de mettre en évidence qu'au
regard des objectifs de cette these, la rareté des données disponibles concernant non
seulement les caractéristiques morphologiques, anatomiques ou cytologiques, mais aussi la
biologie de la pollinisation de la majorité des especes incluses dans les différents volets de
cette étude, constituait un handicap majeur. Ces données sont en effet indispensables afin de
poursuivre la démarche engagée pour mieux comprendre la systématique des différents
groupes taxonomiques etudiés, et évaluer la robustesse des hypotheses qui ont été émises
concernant l'importance de I'évolution des stratégies de pollinisation a difféerentes échelles

taxonomiques.
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2. Perspectives

La construction d'une banque de données incluant un large échantillonnage des caractéres sus-
mentionnés constituerait un outil indispensable en vue non seulement de répondre aux
questions de systématique mais aussi de mieux comprendre I'histoire évolutive des Iridaceae
sur le continent américain. En effet, cela permettrait d'identifier les changements d'états de
caractére associé a l'apparition de tel ou tel clade et ainsi de définir les synapomorphies qui les
caractérisent. Le programme PROTEUS (http://eflower.myspecies.info/proteus) constitue a
cet égard un outil particulierement performant. A partir de ces données, il serait aussi
envisageable d'observer la maniére dont ces caractéres ont évolué au cours du temps les uns
par rapport aux autres et, par le biais des outils d'analyse comparative, de tester I'existence de

corrélations entre les états de différents caractéres.

En parallele, le role supposé des changements de stratégies de pollinisation a I'échelle des
Iridoideae et celui de la pollinisation avec récompense lipidique a l'échelle du genre
Sisyrinchiumdoivent étre confirmés par une caractérisation beaucoup plus fine des relations
plantes-pollinisateurs sur une gamme d'especes suffisamment large a ces deux échelles
taxonomiques pour pouvoir en tirer des informations statistiquement fiables. Outre les
données concernant les pollinisateurs (identification, comportement, fréquences de visite), les
informations recueillies devront aussi concerner la biologie reproductive des especes
végétales étudiées (degré d'autocompatibilité, taux de fécondité, production et viabilité du
pollen, production de ressources, emission d'odeurs, phénologie de la floraison) afin de
pouvoir évaluer de maniére plus précise le degré de complexité des interactions plantes-
pollinisateurs et d'évaluer le rdle éventuel des changements de systemes de pollinisation sur le
processus de radiation. Ces observations pourraient aussi permettre de déterminer le role de la
relation interspécifigue dans I'évolution des caracteres floraux associés aux pressions de

sélection exerceés par les pollinisateurs.

Enfin, ['échantillonnage et la robustesse des phylogénies constituent deux aspects
fondamentaux qui devront faire I'objet d'améliorations. En premier lieu, cela permettrait de
connaitre de maniere plus précise le nombre de transitions et de réversions vers les différents
états de caractére des structures glandulaires florales qui se sont produites, essentiellement
parmi les Trimezieae et les Tigridieae, ou la majeure partie des interrogations demeurent. A
I'échelle des Iridoideae, I'effort d'échantillonnage devrait se porter sur la représerdasivité
principaux genres non monophylétiques afin de vérifier la validité des observations qui ont

été formulées au cours de cette étude en ce qui concerne la systématique mais aussi I'histoire
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évolutive des structures glandulaires florales. A I'échelle du g&isgrinchium la
constitution d'un échantillonnage plus large au sein de la zone géographique couvrant
I'Amérique Centrale et le Nord des Andes serait un élément indispensable pour inférer une
histoire biogéographique complete et cohérente de ce clade. L'amélioration de la résolution et
de la robustesse des phylogénies moléculaires aux échelles taxinomiques auxquelles ce travalil
devrait étre réalisé nécessite probablement le développement dans un premier temps d'un jeu
de marqueurs nucléaires a copie unique ou a faible nombre de copies. Bien que plus difficiles
a isoler et a caractériser que celles des génomes chloroplastiques, mitochondriaux ou de
I'ADN ribosomique, couramment utilisées en systématique moléculaire, ces régions du
génome nucléaire ont démontré leur utilité pour améliorer la résolution et la robustesse des
reconstructions phylogénétiques aux rangs taxinomiques auxquels ce travail devrait étre
réalisé (Small et al., 2004). Les deux régions nucléaires a faible copie agtl intron 2/3 et SQD1
déja séquencées ch€&rocus vernugL.) Hill (Iridaceae: Crocoideae), ainsi que les génes
PhyB et PhyC, qui ont montré un haut degré de résolution chez les angiospermes basales, les
Arecaceae, les Poaceae, les Malpighiaceae et les Fabaceae, pourraient constituer dans ce cadre
un premier jeu de régions candidates (Samuel et al., 2005; Li et al., 2008; Ludena et al.,
2011).
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ANNEXES

Annexe 1 - Informations supplémentaires de l'article 1

Table S1. Primers used for amplifying and sequencing.

Primer name Directio

PCR, sequencing Primer sequence 3"

Source

rps4 + spacerps4-trnS

rps4f Forward
trnSr Reverse
rpsi6intron

rpsl16f Forwad
rpsler2 Reverse
matK + matk-5’trnK intron
matKk-f1 Forward
trnK-2r Reverse
matk-f2 Forward
matk-f3 Forward
matkrl Reverse
matk-r2 Reverse
rbcL

rbcL-1f Forward
rbcL-1360r  Reverse
rbcL-656f Forward
rbcL-675r Reverse
trnL-F region

c B49317 Forward
f A50272 Reverse
e B49873 Forward
d A49855 Reverse

PCR,Seq
PCR,Seq

PCR,Seq
PCR,Seq

PCR,Seq
PCR,Seq
Seq
Seq
Seq
Seq

PCR,Seq
PCR,Seq
Seq
Seq

PCR,Seq
PCR,Seq
Seq
Seq

ATGTCCCGTTATCGAGGACCT
TACCGAGGGTTCGAATC

GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACT

TCGGGATCGAACATCAATTGCAA

ATGGAAGAATTACAAGGATAT
AACTAGTCGGATGGAGTAG
CATATAAACCAATTATCAAAC
CTTGTCTAAAGCTCAATTTTG
ATCCTGTACGATTGATACC
AGTTTGATAATTGGTTTATATG

ATGAGTTGTAGGGAGGGACT
CTTCACAAGCAGCAGCTAGTTC
TGCGTTGGAGAGACCGTTTC
GAAACGGTCTCTCCAACGC

CGAAATCGGTAGACGCTACG
ATTTGAACTGGTGACACGAG
GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
GGGGATAGAGGGACTTGAAC

(Souza-Chies et al., 1997)
(Souza-Chies et al., 1997)

(Oxelman et al., 199
(Oxelman et al., 1997)

This study

(Johnston and Soltis, 1995)
This study (internal primer)
This study (internal primer)
This study (internal primer)

This study (internal primer)

(Reeves et al., 2001)
(Reeves et al., 2001)
This study (internal primer)

This study (internal primer)

(Taberlet et al. 1991)
(Taberlet et al. 1991)
(Taberlet et al. 1991)
(Taberlet et al. 1991)

Notes:Seq = sequencing
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Table S2. PCR profiles for DNA amplification. (1) Initial denaturation;NRmber of cycles; (3) Denaturation,
annealing, and elongation steps for each cycle; (4) final elongation stepefbéume and duration are indicated
for each step.

Locus PCR profiles

rps4+ spacerps4-trnS (1) 94°C-3 mn; (2) 40; (3) 94°C-1 mn, 56°C - 40 s, 72°831Imn; (4) 72°C-5 mn
rpsl6intron (1) 94°C-3 mn; (2) 40; (3) 94°C-1 mn, 58°C - 40 s, 72°831Imn; (4) 72°C-5 mn
matK+ matk-5’trnK intron (1) 94°C-3 mn; (2) 40; (3) 94°C-1 mn, 53°C - 40 s, 72°Cr2 (#) 72°C-5 mn
rbcL (1) 94°C-3 mn; (2) 40; (3) 94°C-1 mn, 55°C - 40 s, 72°@F2 (4) 72°C-5 mn
trnL-F region (1) 94°C-3 mn; (2) 40; (3) 94°C-1 mn, 56°C - 40 s, 72°40Imn; (4) 72°C-5 mn

Table S3. Data and models used in Maximum Likelihood (ML) and Bayesédysas (BI).

Data partition No. of positions Partition by codon Model

(without primers) position ML Bl
DNA partition
Spacerps4-trnS 378 GTR+G
rpsléexon 2 42 X K80
rpsl6intron 976 GTR+G
matK 1624 X GTR+I+G
matk-5’trnK intron 309 GTR+G
rbcL 1360 X GTR+I+G
trnL intron 629 GTRGAMMA GTR+G
trnL exon 2 50 K80
SpacetrnL-trnF 477 GTR+G

Coded indels partition (binary character)

Spacerps4-trnS 62

rpsl6intron 66 Simple model
matk-5’trnK intron 73 BINGAMMA with
trnL-F region 129 variable rates

Notes:partitionby codon position = partition treated as a codinditam.
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Table S4. Type and distribution of the floral glandular structures athengenera and species studied, arra
according to the classification of Goldblatt and Manning (2008).

Taxon Floral glandular structure Source
Anatomica Secretory Distribution
type type

Sisyrinchieae

Libertia 0 0 0 Goldblatt and Manning (2006, 2008)

Olsynium douglasii 4 5 1 Rudall et al. (2003), Chauveau et al. (2011

Olsynium filifolium Unknown Unknown Unknown This study (presence of a swollen staminal
colum, nectar presence not tested)

Olsynium frigidum 0 0 0 This study (absence of swollen staminal
column)

Olsynium junceum 4 5 1 Forcone et al. (1998), Chauveau et al. (20:

Olsynium scirpoideum Unknown Unknown Unknown Chauveau et al. (2011) / this study (presen
of a swollen staminal colum, nectar presen
not tested)

Orthrosanthus 0 0 0 Rudall et al. (2003), Goldblatt and Manning
(2006, 2008), Chauveau et al. (2011)
Sisyrinchium angustifoliur 1 0 0 Chauveau et al. (2011) and Silveiro, A.,

personal communication.

Sisyrinchium californicum 0 0 0 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium chilense 1 2 1 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium convolutum 0 0 0 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium micranthum 1 2 1 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium minus 1 2 1 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium palmifolium 0 0 0 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium aff.pusillum 0 0 0 Chauveau et al2011)/ this study

Sisyrinchium sellowianum 1 2 1 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium striatum 1 2 3 Chauveau et al2011)

Sisyrinchium uliginosum 1 2 1 Chauveau et al2011)

Solenomelus pedunculatu 1 0 1 Chauveau et al. (2011) and Silveiro, A.,
personal communication.

Solenomelus segethii 2 3 1 Chauveau et al. (2011) and Silveiro, A.,
personal communication.

Trimezieae

Neomarica candida 1 1 2 Vogel (1974)

Neomarica northiana 1 1 2 Vogel (1974)

Pseudotrimezia 0 0 0 Chukr and Giulietti (2003), Goldblatt and
Manning 008

Trimezia 1 2 2 Simpson and Neff (1981), Ravenna (1988)

Goldblatt and Manning2Q08
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Table S4. Continued

Taxon Floral glandular structure Source
Anatomica Secretory Distribution
type type

Tigridieae

Ainea 0 0 0 Ravenna (1979a)

Alophia sylvestris 1 2 2 Henrich and Goldblatt (1994), Goldblatt an
Manning (2008)

Alophia veracruzana 0 0 0 Goldblatt and Howard (1992)

Calydorea alba 0 0 0 Roitman and Castillo (2005) / this study

Calydorea approximata 0 0 0 Goldblatt and Henrich (1991)

Calydorea azurea 0 0 0 Goldblatt and Henrich (1991)

Calydorea basaltica 0 0 0 Ravenna (2005) / this study (very few
trichomes at the base of the adaxial face o
tepals)

Calydorea campestris 0 0 0 Goldblatt and Henrich (1991) / this study
(very few trichomes at the base of the ada
face of tepals)

Calydorea crocoides 0 0 0 Goldblatt and Henrich (1991) / this study
(very few trichomes at the base of the ada
face of tepals)

Calydorea longipes 0 0 0 Ravenna (2005) / this study (very few
trichomes at the base of the adaxial face o
tepals)

Calydorea minima Roitman and Castillo (2007)

Calydorea pallens Goldblatt and Henrich (1991), Ravenna
(2001)

Calydorea undulata 0 0 0 Ravenna (2001)

Calydorea xyphioides 0 0 0 Goldblatt and Manning (2008)

Cardenanthus vargasii 1 2 2 Goldblatt and Manning (2008) / this study

Cardiostigma 0 0 0 Foster (1945)

Catila amabilis 1 2 2 Ravenna (1983)

Cipura campanulata 0 0 0 Henrich and Goldblatt (1994)

Cipura paludosa 1 2 2 Henrich and Goldblatt(1994), (Goldblatt an
Manning (2008)

Cobana 0 0 0 Ravenna (1974), Henrich and Goldblatt
(1994), Goldblatt and manning (2008)

Cypella 1 2 2 Vogel (1974), Ravenna (1981a, 1981b),
Goldblatt and Manning (2008)

Eleutherine 0 0 0 Goldblatt and Manning (2008)

Ennealophus euryandrus 1 2 2 Vogel (1974), Goldblatt and Manning (200¢

Gelasine coerulea 0 0 0 This study

Gelasine elongata 0 0 0 This study
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Table S4. Continued

Taxon Floral glandular structure Source

Anatomica Secretory Distribution

type type

Herbertia 1 2 3 Vogel (1974), Ravenna (1989), Goldblatt a
Manning (2008)

Hesperoxiphion 1 2 2 Ravenna (1979b), Goldblatt and Manning
(2008)

Kelissa brasiliensis 1 2 2 Ravenna (1981c)

Larentia mexicana 1 Unknown 2 Foster (1950), Espejo-Serna and Lopez-
Ferrari (1996)

Larentia rosei 0 0 0 Espejo-Serna and Lopez-Ferrari (1996)

Mastigostyla cyrtophylla 0 0 0 This study

Mastigostyla sp.01 1 2 2 Goldblatt and Manning (2008) / this study

Nemastylis 0 0 0 Manning and Goldblatt (2008)

Onira unguiculata 1 2 2 Ravenna (1983)

Phalocallis 1 2 2 Ravenna (2009) / this study

Sessilanthera 0 0 0 Molseed and Cruden (1969), Goldblatt anc
Manning (2008)

Tigridia philippiana 1 2 2 Ravenna (1969) fof. minuta Vogel (1974)
for T. lutea/ this study

Tigridia 1 2 2 Molseed (1970), Goldblatt and Manning

(subgenus Tigridia) (2008)

Tigridia 1 1 2 Molseed (1970), Goldblatt and Manning

(subgenus Hydrotaenia) (2008)

Tigridia (Rigidella) 1 1 2 Cruden (1971), Goldblatt and Manning
(2008)

Tigridia (Colima) 1 1 2 Molseed and Cruden (1968), Goldblatt and

Manning (2008)

Floral glandular structure. Anatomical type: (0) absent, (1) unicellular triebp(2) pluricellular scales, (3)
carpel margin cells, (4) epithelial cells. Secretory type: (0) absent, (1) mathoectaries, (2) trichomal
elaiophores, (3) pluricellular scales nectaries, (4) septal nectaries, (5) epithelial nectaries. Distii@utio
absent, (1) staminal column, (2) inner tepals, (3) tepals, (4) ovary.

Literature cited in Table S4:

Chauveau O, Eggers L, Raquin Cget al. 2011. Evolution of oil-producing trichomes in
Sisyrinchium(lridaceae): insights from the first comprehensive phylogenetic analysis of the

genusAnnals of Botanyt07: 1287-1312.

Chukr NS, Giulietti AM. 2003. Revisdo dePseudotrimezidroster (Iridaceae)Sitientibus
Série Ciéncias Bioldgica3(1/2). 44-80.

Cruden RW. 1971.The systematics dRigidella(Iridaceae)Brittonia 23: 217-225.
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Espejo-Serna A, Lopez-Ferrari AR. 1996.Comentarios floristico-ecologicos sobre las
iridaceas mexicanaécta Botanica Mexicana4: 25-47.

Forcone A, Galetto L, Bernardello L. 1997.Floral nectar chemical composition of some

species from PatagoniBiochemical Systematics and Ecol@3y5): 395-402.
Foster RC. 1945 Studies in Iridaceae [IContributions from the Gray Herbariub5: 1-54.

Foster RC. 1950. Studies in the Iridaceae VI. Miscellaneous novelties and transfers.
Contributions from the Gray Herbariutv1 22-28.

Goldblatt P, Hendrich JE. 1991.CalydoreaHerbert (Iridaceae Tigridieae): Notes on this
New World genus and reduction to synonymySa#ipingostylis Cardiostigma Itysa and
Catila. Annals of the Missouri Botanical Gard&8g: 504-511.

Goldblatt P, Howard TM. 1992. Notes onAlophia (Iridaceae) and new specie8,

veracruzanafrom Vera Cruz, MexicdAnnals of the Missouri Botanical Gard&8: 901-905.

Goldblatt P, Manning JC. 2006.Radiation of pollination systems in the Iridaceae of sub-
Saharan AfricaAnnals of Botan@7: 317-344.

Goldblatt P, Manning JC. 2008.The Iris family - natural history and classificatiohimber
Press, Portland, Oregon, USA.

Henrich JE, Goldblatt P. 1994. In: Davidse G, Sousa M, Charter AQ (EdsHora
Mesoamericana: Alismataceae a Cyperacedaiversidad Nacional Autbnoma de México,

Missouri Botanical Garden and The Natural History Museum. Vol. 6. D.F., Mexico, 71-80.

Molseed E, Cruden RW. 1968.A new species oNemastylis(Iridaceae) from Mexico.
Brittonia 20(3): 235-237.

Molseed E, Cruden RW. 1969Sessilantheraa new genus of American Iridace&eittonia
21:191-193.

Ravenna P. 1969Notas sobre Iridaceae. I\Revista del Instituto Municipal de Botanica
3(2): 25-38.
Ravenna P. 1974Cobana a new genus of Central American IridaceBetaniska Notiser

127 104-108.

Ravenna P. 1979aAinea, a new genus of Iridaceae from MexiBotaniska Notisef324):
467-469.
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Ravenna P. 1979b.New species of Iridaceae from Galapagos and ColonBoéaniska
Notiser132(4): 463-466.

Ravenna P. 198laEight new species and two new subspecieybella (Iridaceae).
Wrightia7: 13-22.

Ravenna P. 1981bA submerged new species Gypella(Iridaceae) and a new section for
the genus (s.str.Nordic Journal of Botanyt: 489-492.

Ravenna P. 1981cKelissg a new genus of Iridaceae from South Bra&illletin du Muséum
national d'histoire naturelle. Section B, Adanso8(&): 105—110.

Ravenna P. 1983Catila andOnira, two new genera of South American Iridacdderdic
Journal of Botanyd(2): 197-205.

Ravenna P. 1988aNew species and miscellaneous notes in the genoezia(lridaceae)-
[I. Onira Botanical Leaflet4(1): 1-15.

Ravenna P. 1989A new species oHerbertia (Iridaceae) from SE South Ameriddordic
Journal of Botanyd(1): 55-56.

Ravenna P. 2001The Iridaceae of the Cuyo region Argenti@eira Botanical Leaflet§(1):
1-18.

Ravenna P. 2005.New species of South American bulbous Iridacearira Botanical
Leaflets10(13): 39-45.

Roitman G, Castillo A. 2005.Calydorea alba(lridaceae: Tigridieae), a new species from
Uruguay.Boletin de la Sociedad Argentina de Botard®3-4): 311-312.

Roitman G, Castillo A. 2007.Calydorea minimglridaceae, Tigridieae), a new species from
South AmericaBoletin de la Sociedad Argentina de Botarm@3-4): 321-323.

Rudall PJ, Manning JC, Goldblatt P. 2003. Evolution of floral nectaries in Iridaceae.
Annals of the Missouri Botanical Gardéf: 613-631.

Simpson BB, Neff JL. 1981 Floral rewards: Alternatives to pollen and necfarals of the
Missouri Botanical Gardeg8: 301-322.

Vogel S. 19740Iblumen und dlsammelnde Biengkbhandlungen Akademie Wissenschaften
Mathematisch-Naturwissenschaften Klasse, Tropische und Subtropische Pflanzerivelt
267.
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Likelihood reconstruction (model Mk1)
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- 1: unicellular trichomes

D 2: pluricellular scales
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- 4: epithelial cells
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Pseudotrimezia recurvata
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Neomarica candida
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Character A: nuptial glandular structure -
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Neomarica northiana Sub-tree: Sisyrinchieae

Trimezia martinicensis anatomical type
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Character A: nuptial glandular structure -

Py=0,85 e
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Sisyrinchium angustifolium
Sisyrinchium minus
Sisyrinchium micranthum
Sisyrinchium uliginosum
Sisyrinchium sellowianum
Sisyrinchium chilensis
. Sisyrinchium palmifolium
Sisyrinchium striatum
. Sisyrinchium californicum
‘ Sisyrinchium convolutum
. Sisyrinchium aff. pusillum
() olsynium filfolium

' Olsynium douglasii
" Olsynium junceum
‘ Olsynium scirpoideum
) Olsynium frigidum
. Solenomelus segethi
Solenomelus pedunculatus
. Libertia sessiliflora
(3 O Libertia chilensis
€ (O Libertia ixioides
. Orthrosanthus monadelphus
. . Orthrosanthus chimboracensis

. Orthrosanthus multiflorus

Figure S1-A Trees showing the ML optimisation of the anatomical type (character Aymifal glandular structures on the ML best-scoring tree for the ance
nodes of the three study tribes, and for Sisyrinchieae and TrimeRiektive likelihoods corresponding to the likelihood values calculategaft character stat

are reported on nodes.
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Sub-tree: Tigridieae - clade A
Character A: nuptial glandular structure -
anatomical type

Likelihood reconstruction (model Mk1)
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- 1: unicellular trichomes

|:| 2: pluricellular scales

:' 3: carpel margins cells

- 4: epithelial cells
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Sub-tree: Tigridieae - clade B
Character A: nuptial glandular structure -
anatomical type

Likelihood reconstruction (model Mk1)

D 0: absent

- 1: unicellular trichomes

:I 2: pluricellular scales

|:] 3: carpel margins cells

[ 4: epithelial cells

Py=0,23
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(O Cardiostigma longispatha

() Cardiostigma mexicana
Tigridia alpestris ssp. alpestris
Tigridia alpestris ssp. obtusa
Tigridia flammea

) Tigridia convoluta
Tigridia meleagris
Tigridia chiapensis
Tigridia oaxacana
Tigridia immaculata
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) O Sessilanthera citrina

() Sessilanthera heliantha
Tigridia pavonia
Tigridia orthantha
Tigridia seleriana

. Cobana guatemalensis
Ennealophus euryandrus

() Mastigostyla cyrtophylla

) Cardenanthus vargasii

Mastigostyla sp.01
Tigridia philippiana
Hesperoxiphion peruvianum

{0 Gelasine coerulea

() Gelasine elongata
Phalocallis coelestis

(O Eleutherine latifolia

() Eleutherine bulbosa
Alophia sylvestris

(O Alophia veracruzana

Figure S1-B Trees showing the ML optimisation of the anatomical type (charactef Aptial glandular structures on the ML best-scoring tree for clade
and B of Tigridieae. Relative likelihoods corresponding to the likelihood saaleulated for each character state are reported on nodes.
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Figure S2A. Trees showing the ML optimisation of the secretory type (char&}tef nuptial glandular structures on the ML best-scoring tree foamcestral
nodes of the three study tribes, and for Sisyrinchieae and TrimeRiekaive likelihoods corresponding to the likelihood values calculated ébr claaracter state
are reported on nodes.
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Sub-tree: Tigridieae - clade A
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FigureS2B. Trees showing the ML optimisation of the secretory type (charBgtef nuptial glandular structures on the ML best-scoring tree for cladesl2
B of Tigridieae. Relative likelihoods corresponding to the likelihood valueslaeted for each character state are reported on nodes.
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FigureS3-A. Trees showing the ML optimisation of the distribution (charactef@uptial glandular structures within the flower on the ML bestiag tree for the
ancestral nodes of the three study tribes, and for Sisyrinchieae mmelziEae. Relative likelihoods corresponding to the likelihood values calculatedhdb
character state are reported on nodes.
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Figure S2-B. Trees showing the ML optimisation of the distribution (characterf@uptial glandular structures within the flower on the ML best-scorieg

for clades A and B of Tigridieae. Relative likelihoods corresponding takisléhbod values calculated for each character state are reported on nodes.




Table S5. Comparison of full andnstrained ML BISSE analyses. The six BISSE parameters are the speciation rates (Ag and
L) in absence vs. presence of nuptial trichomes (character D) in ¢glagdis, the extinction ratesy(pnd p), and forward
and reverse transition rateg{@nd gg). Nested models were compared with likelihood ratio tests with 1 degfessedbm;
the comparison is given in the comparison colufivalues are bolded when significaf £ 0.05) and underlined when
marginally significant.

Model Constraints o M Mo M1 Oozx O1o InL Comparisor P
D-1 None 128.54 261.79 77,82 84,59 71,82 148,54 -333.11

D-2 ho=2A\1 213.06 213.06 219.03 2.97E- 5242 187.58 -332.10 vs.D-1 0.155
D-3 Ho = W1 129.36 259.83 80.33 80.33 70.62 149.50|-333.11 wvs.D-1 0.975
D-4 O10= Qo1 112.66 317.31 6.40 210.23 126.74 126.74 -332.72 vs.D-1 0.378

D-5 Ao =M1, Ho= M 215.25 215.25 123.28 123.28 125.47 15549 -329.79 vs.D-3  0.009
D-6 Ao = A1, Qo= Co1 215.16 215.16 132.12 114.67 162.05 162.05 -329.53 vs.D-3 0.007
D-7 Mo= M1, Cho= Qo1  155.01 251.21 111.71 111.71 173.86 173.86 -330.99 vs.D-3 0.039

Model Constraints Ao M Mo Ve Oo1 O1o InL Comparisor P
D-8 Mo=2As Ho= M1, Gio= 0oz 215.25 215.25 123.28 123.28 158.32 158.32 -329.50

D-7 Mo = M1, Gho = Co1 155.01 251.21 111.71 111.71 173.86 173.86 -330.99 vs.D-8 0.084
D-6 o= A1, 010 = Qo1 215.16 215.16 132.12 114.67 162.05 162.05 -329.53 vs.D-8 0.806
D-5 A=A Ho= 215.25 215.25 123.28 123.28 125.47 155.49 -329.79 vs.D-8 0.446
D-4 O10= Qo1 112.66 317.31 6.40 210.23 126.74 126.74 -332.72 vs.D-7 0.062
D-3 Ho = W1 129.36 259.83 80.33 80.33 70.62 149.50|-333.11 vs.D-7 0.039
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Table S6. Comparison of full and constrained ML BISSE analyses. The six BISSE parameters are the speciation rates (Ag and

A1) in absence vs. presence of trichomal elaiophores (character E) in the lirtbagestinction rates ¢uand p), and
forward and reverse transition rateg;(@nd qo). Nested models were compared with likelihood ratio tests with 1 degree of
freedom; the comparison is given in the comparison collfvalues are bolded when significaRt£ 0.05) and underlined

when marginally significant.

Model Constraints Ao M Mo M1 Ooz O10 InL Comparisor P
E-1 None 190.92 231.14 161.63 29.26 86.91 252.58 -331.16

E-2 ho=A\1 212.02 212.02 19151 7.00 82.20 259.62 -331.09 vs.E-1 0.713
E-3 Mo = My 179.48 260.20 116.63 116.63 102.40 214.43 -331.08 vs.E-1 0.690
E-4 O10= Qo1 168.18 309.26 31.46 275.47 155.57 155.57 -330.44 vs.E-1 0.229
E-5 A=A Ho= 215.25 215.25 123.28 123.28 126.40 208.21|-330.41 vs.E-2 0.243
E-6 o= A1, O10= Qo1 213.67 213.67 72.86 188.06 177.18 177.18 -329.50 vs.E-2 0.074
E-7 Mo = M1, Gho = Coz 223.06 205.13 122.60 122.60 171.45 171.45 -328.57 vs.E-2 0.024

E-8 ho=2A1, Ho= M1, Cho= 0oz 215.25 215.25 123.28 123.28 168.40 168.40 -328.53 vs.E-5 0.052

Model Constraints Ao M Mo M1 Oo1 O10 InL Comparisor P
E-8 Mo=2A1 Ho= M1, Gio=0o1 215.25 215.25 123.28 123.28 168.40 168.40 -328.53

E-7 Mo = M1, Gho = Coz 223.06 205.13 122.60 122.60 171.45 171.45 -328.57 vs.E-8 0.777
E-6 o =M1, O10= Qo1 213.67 213.67 72.86 188.06 177.18 177.18 -329.50 vs.E-8 0.163
E-5 ho=2A1, Ho= Wy 21525 215.25 123.28 123.28 126.40 208.21|-330.41 vs.E-8 0.052
E-4 O10= Qo1 168.18 309.26 31.46 275.47 155.57 155.57 -330.44 vs.E-5 0.806
E-3 Mo = My 179.48 260.20 116.63 116.63 102.40 214.43 -331.08 vs.E-5 0.247
E-2 =M 212.02 212.02 191.51 7.00 82.20 259.62 -331.09 vs.E-5 0.243
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Table S7. Detection of diversification rate variations among the tribes Sisyrinchienezi€ae and Tigridieae
using the SymmeTREE software. Uncertainties associated with polytauitiés the strict consensus tree (MP
analysis) and the 50 % majority rule (MR) consensus tree (Bayasaysis) were assessed by generating 100
000 random resolutions under the TSS ERM algorithm, providing uppetdower bounds on the confidence
interval. These 'high' and 'low' asymmetry values correspond to the tail prababidit the .025 and .975
frequentiles, respectively. The sensitivity of the whole-tree statisticsge-faale diversification rate variation
decreases to the right across a given row (.M, > M, > MZ* > My > By).

* *

Fully resolved tree I¢ M, M, My My B,
ML best-scoring 0.09759 0.02394 0.01775 0.00904 0.0211 0.20651
tree
Tree with polytomies le M, M., My’ My B,
high high high high high high
low low low low low low
Strict consensus trer ~ 0.10084 0.02631 0.01705 0.00893 0.0136 0.10804
(MP) 0.26363 0.18538 0.19139 0.13653 0.19749 0.53232
MR consensus tree 0.101 0.02637 0.01493  0.00668 0.0105 0.0916
(Bayesian analysis) 0.36135 0.27515 0.23865 0.19169 0.20363 0.44118

Note significantP-values are underlined.
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Annexe 2 - Informations supplémentaires de l'article 2

Figure S1 lllustrations of the morphological plasticity observed witBinmicranthumand the closely related
species. Voucher and flower view. (A. micranthum morphotype LLY (SP059). (B)S. micranthum
morphotype GL (SP060). (Q. rosulatun{SP085). (D)5. micranthummorphotype BY (SP186).
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Table S1. Primers used for amplifying and sequencing.

Primer name Direction PCR, sequencing Primer sequence 3"

Source

rpoC1

rpoC14f Forward PCR,Seq GTGGATACACTTCTTGATAATGG
rpoC13r Reverse  PCR,Seq TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC
rpoB

rpoB-1f Forward PCR,Seq AAGTGCATTGTTGGAACTGG
rpoB-4r Reverse  PCR,Seq GATCCCAGCATCACAATTCC
matK

matK-Xf Forward PCR,Seq TAATTTACGATCAATTCATTC
matK-3.2r Reverse PCR,Seq CTTCCTCTGTAAAGAATTC
matK-S571f Forward  Seq CATATAAACCAATTATCAAAC
matK-S571r Reverse Seq AGTTTGATAATTGGTTTATATG
trnH-psbA

psbA Forward PCR,Seq GTTATGCATGAACGTAATGCTC
trnHEYe Reverse PCR,Seq CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
trnQ-rps16

trnQ-S1f Forward PCR,Seq GCGTGGCCAAGTGGTAAGGC
rps16-S1ir  Reverse  PCR,Seq GTTGCTTTCTACCACATCGTTT
trnQ-S801f Forward  Seq AACTCTTGATACTCGAGAAGAAGTG
trnQ-S493r Reverse  Seq TACGCCCGTTATTTGGACTTTC
trnQ-0S896 Forward  Seq TTTCGGTTAAGTCAAAGGAGG
trnQ-0343r Reverse Seq GTACAAGCATGCCCTGAATG
trnQ-So874r Reverse  Seq CCCTTTGAGTTAACCGAAAGGCATTG
nad1-2/3

nadlE21f Forward PCR,Seq ACAGAGGATGTGCTCGTACGG
nadll2-465r Reverse Seq TCGTCCATTCGTTGGGTGATC
nadll2-871r Reverse Seq GCCCTAAGAAGCAGAACGCAC
nadll2-801f Forward Seq CGTTTTCATTTCGTGGAAGTCC
nadlE3ir  Reverse PCR,Seq GCGCCATGACAATCTCACTCG
nad4-1/2

nad4gE1if  Forward PCR,Seq GAAAGCGTGCCAATCCCTATG
nad411-400r Reverse Seq CCTGGTCGGGTACAGTTTCC
nad411-936r Reverse Seq CGGCCTGTAGAGCACATGTAAG
nad411-824f Forward  Seq GGCGACCATAACATAAGGCAATG
nad1l1-1283 Forward Seq CCTGAGAAGGGAGTGGCTACC
nad4E2ir  Reverse PCR,Seq GCCAAGATGACGGATCCTGC
ITS

ITS5b Forward PCR,Seq GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG
ITS-38f Forward PCR,Seq CTGCGGAAGGATCATTGTC
ITS4 Reverse  PCR,Seq TCCTCCGCTTATTGATATGC

http://www.kew.org/barcoding/protocols.htm

http://www.kew.org/barcoding/protocols.htm

http://www.kew.org/barcoding/protocols.htm

http://www.kew.org/barcoding/protocols.htm

http://www.kew.org/barcoding/update.html
http://lwww.kew.org/barcoding/protocols.htm
This study (internal primer)

This study (internal primer)

(Shaw et al. 2005)
(Shaw et al. 2005)

modified from trn@"® (Shaw et al. 2007)
modified from rpS16x1 (Shaw et al. 2007)
this study (internal primer for Sisyrinchium)
this study (internal primer for Sisyrinchium)
this study (internal primer for outgroups)
this study (internal primer for Olsynium)

this study (internal primer for Solenomelus)

this study

this study (internal primer)
this study (internal primer)
this study (internal primer)

this study

this study

this study (internal primer)
this study (internal primer)
this study (internal primer)
this study (internal primer)

this study

modified from ITS5 (White et al., 1990)
this study
(White et al., 1990)

Notes:Seq = sequencing
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Table S2. PCR profiles for DNA amplification.

Locus PCR profiles

rpoC Initial denaturation at 94°C for 1 mn followed by d{tles of 94°C denaturation for 30 s, 53°C annedting0 s and
rpoB 72°C elongation for 40 s, followed by a final elorigatstep of 5 mn at 72°C.

matK (http://www.kew.org/barcoding/protocols.html).

psbA-trnH

trnQ-rps16 Initial denaturation at 94°C for 5 mn followed by dftles of 94°C denaturation for 30 s, 62°C annedting0 s and
elongation for 1 mn 30 s, followed by a final elotiga step of 5 mn at 72°C.

(http://www.kew.org/barcoding/protocols.html).

nadl-2/3 Initial denaturation at 94°C for 5 mn followed by d{tles of 94°C denaturation for 1 mn, 65°C annedbngO s and

elongation for 2 mn, followed by a final elongatistep of 5 mn at 72°C.

nad4-1/2 Initial denaturation at 94°C for 5 mn followed by dftles of 94°C denaturation for 1 mn, 64°C annedtingO s and

elongation for 2 mn, followed by a final elongatistep of 5 mn at 72°C.

ITS Initial denaturation at 94°C for 5 mn followed by dftles of 94°C denaturation for 1 mn, 58°C annedbind mn and

elongation for 1 mn, followed by a final elongatistep of 5 mn at 72°C.

APPENDIX S1. Alternative methods used for the Maximum Parsimony sesly

Searching for all of the islands of most parsimonious trees is an important step in any analysis
that uses parsimony as the optimal criterion (Maddison, 1991; Page, 1993), but the time
necessary to conduct such tepaee’s explorations increases logarithmically with the size of

the data matrix (Nixon, 1999). If the trees found with the branch swapping algorithm are all
kept and swapped themselves, the search often aborts because the computer runs out of
memory. In order to avoid this problem and to limit the number of trees swapped during each
replicate while maximizing exploration of the tree-space for islands of equally parsimonious
trees, two independent methods were used for the analysis ptib#etrnH trnQ-rpsl16
nadl-2/3 nad4-1/2and ITS regions and for the combined dataset. First, heuristic searches
were modified to keep only the 500 first most parsimonious trees of each replication (nchuck
= 500 chucksore = 1). Second, parsimony ratchet (Nixon, 1999) searches consisting of 20
independent replicates of 200 iterations with 15% of characters reweighted per iteration were
scripted using the program PAUPRat (Sikes and Lewis, 2001) and run in the program
PAUP*. In both cases, strict and majority-rule consensus trees were calculated from all most
parsimonious trees and the robustness of nodes was evaluated using MP with 1000 bootstrap
replicates of new heuristic searches (100 random addition replicates, TBR branch swapping,

multrees off).
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Table S3. Data and models used in analysis.

Data partition No. of positions Partition by Model

without primers codon position ML Bl
rpoC1 508 X GTR+I GTR+I
rpoB 472 X GTR GTR
matK 1024 X GTR+G GTR+G
trnH-psbA 667 HKY+I+G
psbA 53 X K80
psbA-rps19 spacer 160 GTR+G
rps19 (negative strand) 279 X HKY+I
rps19-trnH spacer 175 F81+l
trnQ-rps16 1929 GTR+G GTR+G
cpDNA combined matrix GTR+I+G
nadl-2/3 1657 GTR+I
5’-nadl-exon2 59 F81
nadl-exon2 82 X HKY
nad1-intron2 1516 GTR+I
nad4-1/2 1683 GTR+I+G
nad4-intronl 1406 GTR+I+G
nad4-exon2 277 X HKY+I
mtDNA combined matrix GTR+I+G
ITS 665 GTR+I+G
ITS1 225 GTR+G
5.8S 165 K80
ITS2 234 GTR+G
28S 41 K80+l
Global combined matrix GTR+I+G

Notes:partitioned by codon position = partition treatexda coding partition in bayesian analysis.
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APPENDIX S2. Method used to define geographical areas as character states to aficesial patterns of
distribution.

Species were grouped firstly in accordance to the two major centers of diversity already
identified for the genusisyrinchium(Cocucci and Vogel, 2001): the area A was defined
along the subandean ranges, between Chile and Argentina, and the area B was delimited
around the Parand river basin. The remaining species were divided in two major areas,
according to morphological similarities showed by most of the species included in these
geographical subdivisions. The vast majority of 8igyrinchiumspecies described between

the south-western part of the United States and Bolivia (area C) are included in the subgenus
Echtronemaand are morphologically closely related (Klatt, 1861; Baker, 1892; Bicknell,
1900; Macbride, 1936; Rudall et al., 1986; Henrich and Goldblatt, 1987, Calderon de
Rzedowski, 1988; McVaugh, 1989; Goldblatt et al., 1990; Espejo and Lépez Ferrari, 1996;
Cholewa and Henderson, 2002; Barker, 2004), even if morphological, anatomical and
cytological discordances emerge in this subdivision. The area D was delimited in order to
cover the distribution area of North American species gathered in the sul@jsyrirschium
(Goldblatt et al., 1990) and represents the vast majority of Stisgrinchium species
distributed in the area thus defined. These species exhibit a strongly homogeneous
morphological pattern and they are often not easily distinguished from each other apparently
because of the phenotypic plasticity within species which conduct the discriminatory
morphological characters to overlap (Cholewa and Henderson, 2002). Almost all of them bear
few stipitate glandular trichomes on the lower half-part of the filamental column and although
their secretion content is still unknown, no oil-collecting bees have been recorded to pollinate
or visit Sisyrinchium species in that area (Cocucci and Vogel, 2001). This body of evidence

features a well discriminated group of species.
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Figure S2 Consensus tree based on the strict consensus tree of the pgrsatobiet, the estimated maximum
likelihood tree and the Bayesian 50% majority rule consensus tree olframethe analysis of the nuclear data
set. Support values along nodes are parsimony bootstrap (PBS, abaredyalikelihood bootstrap (LBS, on
the left, below branches) and Bayesian posterior probability (PP, on thebetgw branches). The major clades
are labelled I to IX. Thick red branches indicate support of at least 80% (PBSjLLB®and 0.95 (PP). Thick
green lines indicate branches in which only two of the threpsstipalues reach these minimum values while
the third support value is at least 50% (PBS), 60% (LBS) and 0.95 TRiek blue lines indicate branches in
which only one of the three support values reach the minimunesaat above while the two other support
values are at least 50% (PBS), 55% (LBS), 0.95 (PP).
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Figure S3. Consensus tree based on the strict consensus tree of the pgreitobiet, the estimated maximum
likelihood tree and the Bayesian 50% majority rule consensus ttamexdh from the analysis of the chloroplast
data set. Support values along nodes are parsimony bootstrap (PBS,rahokied), likelihood bootstrap (LBS,
on the left, below branches) and Bayesian posterior probability fPEheoright, below branches). The major
clades are labelled | to IX. Thick red branches indicate support of at least 80% §p®S),.BS) and 0.95 (PP).
Thick green lines indicate branches in which only two of the threeosupplues reach these minimum values
while the third support value is at least 50% (PBS), 60% (LBS) and 05 TRick blue lines indicate branches
in which only one of the three support values reach the miniraloes set above while the two other support
values are at least 50% (PBS), 55% (LBS), 0.95 (PP).

Page 244



100.0
100.0/1.0

\

FigureS3 Continued

95.3

79.0/1.0

70.6
80.5/1.0

79.5/1.0

74.5/1.0

88.5/

84.5/1.

0

1.0

92.5/1.0
99.9

96.3

100.0/1.0

99.2

98.0/1.0

925/1.0

91.9

94.0/1.0

95.0/1.0

92.0/

96.5/1.0

89.1

1.0

81.0/1.0

86.0

98.2

97.0/1.0

87.8
81.5/1.0

-/1.0

SP239 S.

SP063 S.
SP066 S.
SP049 S.
SP190 S.
SP839 S.
SP062 S.
SP056 S.
SP054 S.
SP189 S.
SP085 S.
SP059 S.
SP186 S.
SP060 S.
SP018 S.

SP835 S.

SP133 S.
SP031 S.
SP170 S.
SP028 S.
SP091 S.
SP1218S.
SP128 S.
SP138 S.
SP152 S.
SP135 8.
SP146 S.
SP132 8.

SP092 S.
SP238 S.

. miamense

. aff. strictum

. angustifolium
. bermudiana

. montanum

. campestre

. pruinosum

. aff. flaccidum
. littorale

. nashii

. sarmentosum
. idahoense var. macounii
. idahoense

. aff. bellum

. funereum

. bellum

. scabrum

. demissum

. platense

. patagonicum

cf. macranthum

minus

minutiflorum

laxum - ARGENTINA
micranthum B - BRAZIL
micranthum - URUGUAY
micranthum LLP - BRAZIL
micranthum LLY - MEXICO
micranthum T - BRAZIL
micranthum S - BRAZIL
rosulatum - USA
micranthum LLY - BRAZIL
micranthum BY - BRAZIL
micranthum GL - BRAZIL
avenaceum

. cf. valparadiseum
. uliginosum

. pachyrhizum

. megapotamicum

rambonis

commutatum ssp. capillare
commutatum ssp. commutatum
ostenianum

claritae

sellowianum

fiebrigii

luzula

cf. burchellii

fasciculatum

hoehnei

hasslerianum

purpurellum ssp. trichospathum

. soboliferum
. scariosum

setaceum
chilense

| Vil

vil

vi

Page 245




100.0
99.5/1.0

99.8
100.0/ 1.0

SP095 S.

SP819 S.

SP826 S.

= SP016 S.
-/0.97 SP017 S.
SP180 S.

SP249 S.

SP232 S.

SP038 S.

- SP183 S.
79.0/- ———  SP821 S.
SP046 S.

SP235 S.

SP050 S.

SP032 S.

69.5 SP807 S.
88.0/1.0 —SP184S.
SP236 S.

SP108 S.

SP237 S.

99.0/1.0

99.5/1.0

71.5/1.0

100.0/1.0

striatum

arenarium ssp. arenarium
aff. graminifolium M

aff. nervosum
chapelcoense

pearcei

papillosum

convallium

cuspidatum

graminifolium

aff. graminifolium Y
macrocarpum ssp. macrocarpum
macrocarpum ssp. laetum
macrophyllum
angustissimum

mandonii

tenuifolium

arizonicum

convolutum

jamesonii

. californicum

. brachypus

. aff. californicum
. acre

. elmeri

. tinctorium

. longipes

. aff. tinctorium
87.9 SP006 O.
SP007 O.
SP009 O.
SP191 0.
SP837 O.
SP838 O.

biflorum
douglasii
scirpoideum
junceum

junceum oG

junceum ssp. colchaguense

100.0 SP005 Solenomelus segethi

Figure S4 Consensus tree based on the strict consensus tree of the pgrsatobiet, the estimated maximum
likelihood tree and the Bayesian 50% majority rule consensus tree obtoradthe analysis of the
mitochondrial data set. Support values along nodes are parsimony bod®&&pbove branches), likelihood
bootstrap (LBS, on the left, below branches) and Bayesian posterior fitpb@P, on the right, below
branches). The major clades are labelled | to 1X. Thick red branches indicatet figpdeast 80% (PBS), 80%
(LBS) and 0.95 (PP). Thick green lines indicate branches in whightanl of the three support values reach
these minimum values while the third support value is at least 50% (PB&)L&5) and 0.95 (PP). Thick blue
lines indicate branches in which only one of the three support vadaels the minimum values set above while

the two other support values are at least 50% (PBS), 55% (LBS), 0.95 (PP).
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