Chapitre 6

Les défis inhérents a la systématique

et a la taxinomie de genres ayant connu
une radiation explosive récente :

le cas des orchidées du genre Ophrys

Les orchidées du genre Ophrys ont connu une radiation évolutive explosive récente.
Ces orchidées ont développé, au cours des quelques derniers millions d’années, une
stratégie de leurre sexuel leur ayant permis de s’adapter a différents insectes pollini-
sateurs (surtout les abeilles sauvages) existant eux depuis nettement plus longtemps. Au
sein de ce genre, un grand nombre d’espéces ayant été décrit par des orchidophiles
tarde a étre validé par la communauté scientifique. La plupart de ces taxons sont
interfertiles, ce qui rend 1’application du concept « biologique » de I’espece délicat a
appliquer.

Si la dizaine d’espéces constituant les « tétes de groupe » du genre ont été confir-
mées par différentes analyses phylogénétiques, la délimitation des quelques 350 espéces
restantes décrites a ce jour reste assez confuse. Dans ce contexte ou 1’activité taxino-
mique des orchidophiles tend a étre plus rapide que celle des scientifiques, les progrés
récents de la génomique et de la taxinomie intégrative ouvrent des perspectives pro-
metteuses. La validation scientifique des limites entre espéces au sein du genre Ophrys
pourrait permettre une meilleure appréhension de la diversité de ce genre emblématique
par le grand public ainsi que la mise en place d’actions de conservation plus efficaces
car mieux ciblées.

Chapitre rédigé par Joris BERTRAND, Michel BAGUETTE, Nina JOFFARD et Bertrand SCHATZ.
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6.1. Introduction

Au sein de la famille des Orchidaceae, le genre Ophrys présente une monophylie
trés fortement supportée par un faisceau de données génétiques, phénotypiques et
écologiques. Toutes les espéces du genre Ophrys partagent une stratégie commune
dite de « leurre sexuel » pour attirer leur(s) insecte(s) pollinisateur(s). Cette stratégie
de pollinisation constitue une innovation biologique clé permettant d’expliquer leur
radiation « explosive ». Leurs fleurs ressemblent étrangement a la femelle des espéces
d’abeilles sauvages assurant leur pollinisation. Cette ressemblance est non seulement
morphologique (taille, forme et parfois pilosité), mais avant tout olfactive puisque
I’odeur émise par le labelle (pétale central différencié sur lequel se positionne le polli-
nisateur) est trés similaire a la phéromone sexuelle spécifique de 1’espéce d’abeille
(voir la revue de (Baguette et al. 2020)). Emergeant généralement une a deux semaines
avant leurs femelles, les males de 1’espéce d’abeille en question sont ainsi confrontés
a ces fleurs particuliéres, en I’absence de femelles. Attirés, ils tentent de copuler avec
le labelle et, dans leurs mouvements, se collent les pollinies sur le corps. En répétant
ce comportement sur d’autres fleurs de la méme espéce d’Ophrys, ils propagent le
pollen de fleur en fleur. Les Ophrys parasitent ainsi ’attraction spécifique du male par
la femelle d’abeille, ce qui explique que chaque espéce d’Ophrys soit majoritairement
pollinisée par une seule espece d’abeille ((Joffard ef al. 2019) et références y figurant).
Les abeilles sauvages se sont diversifiées au Crétacé il y a 110 a 140 millions d’années,
parallélement a la diversification des Angiospermes (Danforth ez al. 2013). De son c6té,
le genre Ophrys serait apparu il y a seulement environ 5 millions d’années (Breitkopf
et al. 2015) et a ensuite connu des épisodes de diversification massive a la faveur de
transitions de pollinisateurs, permettant a la fois I’exploitation de nouvelles niches
écologiques et la mise en place de I’isolement reproductif entre lignées. C’est ce con-
texte historique, et la relation asymétrique entre Ophrys et pollinisateurs, qui expli-
quent en grande partie la diversification spectaculaire de ce genre. Sachant que presque
2 000 espéces d’abeilles sauvages sont répertoriées en Europe (Nieto et al. 2014),
sans compter celles d’Afrique du Nord, le genre euroméditerranéen des Ophrys pour-
rait se diversifier davantage encore sur la base d’interactions de pollinisation quasi
spécifiques.

Le genre Ophrys ayant connu une diversification importante, rapide et récente, la
systématique et, a fortiori, la taxinomie de ce genre sont loin d’avoir atteint 1’état de
consensus. Ainsi, alors que Delforge (2016) recense dans la version la plus récente de
son ouvrage Orchidées d’Europe, d’Afrique du Nord et du Proche-Orient pas moins
de 354 espéces d’Ophrys dans la dition, certains auteurs reconnaissent quant a eux
la pertinence de 9 espéces seulement et se montrent relativement sceptiques face a
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la quantité de ce qu’ils considérent comme des espéces « éthologiques » (Bateman
2018 ; Bateman et al. 2018). La plupart des scientifiques travaillant sur le genre Ophrys
prétendront étre plus intéressés par la compréhension des processus écologiques et
évolutifs ayant engendré I’impressionnante diversité de ce genre que par le fait d’y
délimiter des espéces. Au demeurant, c’est la définition méme de 1’espéce qui meéne
ces scientifiques a se positionner dans cette gamme allant d’une dizaine a plusieurs
centaines d’espéces d’Ophrys. 1l leur incombe donc d’argumenter ce positionnement,
d’autant que celui-ci peut avoir des implications importantes, notamment en matiére de
biologie de la conservation. La relative démocratisation des approches de séquengage
haut débit et de métabolomique, de méme que I’émergence des méthodes de taxinomie
intégrative, permettent désormais d’analyser de fagon combinée des informations géné-
tiques et phénotypiques (morphologie et odeurs florales par exemple). Ces approches
semblent particuliérement prometteuses pour pouvoir délimiter les espéces d’Ophrys
de facon reproductible et actualisable en se basant sur des procédures statistiques en
tant qu’outils d’aide a la décision.

6.2. La spéciation chez Ophrys : une divergence évolutive vue comme
un continuum réticulé

6.2.1. Difficulté d’appliquer le concept biologique de I'espéce dans le
cas d’Ophrys!

L’espéce a classiquement été définie comme un groupe de populations naturelles
effectivement ou potentiellement interfécondes et étant génétiquement isolées d’autres
groupes similaires. Ce concept biologique de 1’espece, formulé par Mayr (1942), apparait
comme relativement peu adapté aux plantes dans la mesure ou la formation méme
occasionnelle d’hybrides (pouvant étre viables et fertiles) concernerait au moins un
quart des especes reconnues comme valides (Mallet 2005). Cette situation est d’autant
plus marquée au sein du genre Ophrys dans lequel il apparait que la grande majorité des
especes sont interfertiles si I’isolement prézygotique est contourné (voir, par exemple,
(Scopece et al. 2007)).

Afin de proposer une définition cohérente de la notion d’espéce pour les Ophrys, il
est donc primordial de considérer I’espéce dans le contexte du processus de la spécia-
tion. La spéciation est généralement définie comme la formation de nouvelles especes
qui divergent a partir d’ancétres communs. Cette divergence évolutive fait intervenir un
isolement reproductif correspondant a 1I’émergence de barriéres pré- ou postzygotiques
qui se traduisent théoriquement a terme par une cessation définitive du flux génique
entre lignées.
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6.2.2. Causes de I'isolement reproductif chez Ophrys

L’isolement reproductif (figure 6.1) est d’autant plus facile a appréhender qu’il se
matérialise par une cessation immédiate, totale et permanente du flux génique entre
lignées, initiant par la méme occasion le processus de spéciation. Des populations
peuvent ainsi se retrouver complétement isolées génétiquement les unes des autres
par une barrieére physique infranchissable par les propagules responsables du flux de
geénes (graines ou pollen) : ¢’est le phénoméne de spéciation allopatrique, vicariante
ou géographique. Ce mode de spéciation — souvent considéré comme le mode par
défaut — se caractérise par une absence de migration de sorte qu’aucun flux génique
ne vient contrecarrer 1’effet des autres forces évolutives que sont la mutation, la
sélection naturelle et la dérive génétique de part et d’autre de la barriére physique.
Ce mode de spéciation serait relativement répandu chez Ophrys ou pas moins de 45
espéces ont été recensées comme endémiques de systémes insulaires méditerranéens,
que ce soit au sein de grandes iles ou au sein des iles de taille plus modeste comme
Malte, Karpathos, Andros ou Rhodes — sachant que ce nombre ne considére pas les
espéces présentes sur plusieurs groupes d’iles (Schatz 2017). A titre d’exemple, le
groupe d’Ophrys bertolonii est représenté aux Baléares par O. balearica, le groupe
d’O. lunulata a Malte par O. melitensis et celui d’O. bornmuelleri sur Andros par O.
andria. Ces especes d’Ophrys sont endémiques de ces iles sur lesquelles elles se sont
vraisemblablement différenciées en conséquence de leur isolement géographique. Il
est & noter que leur insecte pollinisateur principal n’est quant a lui pas endémique
de ces iles. Cette différenciation peut, le cas échéant, étre amplifiée par les effets
conjugués d’une adaptation aux contraintes particuliéres d’une écologie insulaire et
de la dérive génétique, d’autant plus attendus dans le cas ou la lignée insulaire se
serait formée a partir de petits effectifs. En milieu continental, les cas de vicariance
sont généralement plus délicats a documenter mais 1’observation de taxa d’Ophrys
présentant des aires de distribution disjointes (entre autres O. santonica, présent en
Saintonge (Poitou-Charentes) et dans le sud de la France) met en exergue et confirme
I’importance des facteurs géographiques dans la spéciation.

Par ailleurs, la divergence évolutive peut également se produire en 1’absence
d’isolement géographique et étre d’ordre purement écologique. Bien longtemps, la
notion méme de spéciation sympatrique a été¢ débattue. Or, dans le cas particulier des
Ophrys, 1l est désormais admis que 1’isolement reproductif pourrait assez fréquemment
s’initier en réponse a un isolement écologique seul (revue par (Baguette et al. 2020)).
Un nombre croissant d’études étaye ainsi un scénario suivant lequel des mutations
modifiant de fagon localement rare ou inédite le bouquet d’odeur émis par un individu
d’Ophrys pourraient lui conférer un avantage adaptatif concernant son aptitude a attirer
une nouvelle espece de pollinisateur. Ce franchissement de pics dans le paysage olfactif
de la guilde des insectes pollinisateurs, analogues aux pics de valeur sélective (fitness)
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dans le paysage adaptatif proposé par Wright (1932), permettrait d’initier la mise en
place de I’isolement reproductif prézygotique. La sélection directionnelle imposée
par le nouveau pollinisateur pourrait par la suite renforcer la barri¢re reproductive en
fagonnant la morphologie florale de la lignée émergente et/ou en induisant des décalages
phénologiques (c’est-a-dire période de floraison), ces derniers engendrant de plus un
isolement reproductif temporel. Ainsi, certains groupes, comme celui d’O. scolopax,
présentent des taxa trés proches qui ont des pollinisateurs différents et qui different
par la taille de la fleur (par exemple plus petite chez O. picta) ou par des périodes de
floraison sans recouvrement (par exemple plus tardive chez O. santonica). 11 est a noter
que bien que moins importantes, les préférences d’habitat peuvent aussi induire un
isolement reproductif d’ordre écologique (ou géographique) chez les Ophrys. Si la
plupart des espéces d’Ophrys s’épanouissent sur sol calcaire, certaines s’accommodent
en effet d’un substrat au pH l1égérement acide (telles qu’O. scolopax, O. conradiae et
O. tenthredinifera parmi celles de France métropolitaine). Pour assurer leur germination,
tous les Ophrys doivent par ailleurs établir a I’état de graine une symbiose mycorhi-
zienne avec des champignons du sol dépendant de I’habitat. Cependant, il n’existe a
notre connaissance aucune étude démontrant que ces mycorhizes interviennent dans
I’isolement reproductif entre espéces d’Ophrys, ce théme restant encore peu exploré
(Roche et al. 2010 ; Schatz et al. 2010 ; Gervasi et al. 2017).

6.2.3. Conséquences de la mise en place de I'isolement reproductif
dans le cas particulier du genre Ophrys!

La difficulté a replacer le concept d’espéce dans les deux précédents scénarios
tient au fait que la cessation du flux génique peut ne pas étre totale mais tend plutot
a se mettre en place progressivement en commengant pas étre décelable sur les seuls
traits (et génes) impliqués dans I’adaptation et I’isolement reproductif (figure 6.2).
Cette considération est importante car elle permet d’adopter une vision moins caté-
gorique de la spéciation qui peut alors étre vue comme un continuum allant d’une
divergence évolutive en 1’absence totale de flux de génes a des scénarios plus nuancés
dans lesquels I’isolement reproductif est d’abord partiel puis, éventuellement, se
consolide au cours du temps. A cela s’ajoute le fait que I’isolement reproductif peut-
étre dynamique, aussi bien dans le temps que dans ’espace. Chez les Ophrys comme
chez d’autres plantes et animaux, certaines especes présentent ainsi des aires de distri-
bution partiellement chevauchantes (parapatriques). C’est par exemple le cas pour
des espéces a large répartition, telle qu’O. insectifera, qui se trouvent localement en
contact avec des taxa endémiques a distribution bien plus restreinte du méme groupe
tels qu’O. aymoninii ou O. subinsectifera formant ¢a et la des zones d’hybridation peu
étendues mais potentiellement stables dans I’espace et dans le temps (Triponez ef al.
2013 ; Gervasi et al. 2017). Chez d’autres groupes taxinomiques, il a ét¢ montré
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qu’une telle situation résulterait souvent d’une remise en contact secondaire entre
deux taxa ayant préalablement divergé en allopatrie plutét que d’une divergence
parapatrique naissante. Les zones d’hybridation sont donc généralement le théatre de
la reprise méme partielle et temporaire d’un flux de génes suite a I’expansion géo-
graphique de ’aire de distribution d’au moins une des deux espéces.

Temps

Extinction/

Extinction
Flux (suivant intro-
génique gression)

Spéciation Spéciation (sans
hybride flux génique)

Figure 6.2. La spéciation dans un contexte d’évolution réticulée

COMMENTAIRE SUR LA FIGURE 6.2.— La partie droite illustre une divergence évolutive
« classique » sans flux génique au cours de la spéciation. La partie gauche illustre
les conséquences possibles d’une évolution réticulée. L hybridation introgressive
peut tantot étre a l'origine de lignées évolutives inédites (spéciation hybride), tantot
menacer l'intégrité de lignées préexistantes, tantot avoir lieu sans altérer de maniere
perceptible l'intégrité des lignées. Le positionnement du « curseur taxinomique » (en
pointillés) détermine le rang taxinomique des lignées : ici 6 ou 8 suivant les criteres.

Tous ces cas de divergence impliquant un flux de génes réduit mais non nul
(synonyme d’un isolement reproductif incomplet) attestent donc d’une évolution
potentiellement réticulée dans laquelle des lignées commenceraient a diverger les unes
des autres avant de potentiellement fusionner a nouveau, menant ainsi a I’émergence
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d’une lignée hybride inédite (spéciation hybride) ou d’un!essaim hybride en com-
plément d’au moins une des deux lignées parentales. Il est a noter que I’hybridation
n’est pas nécessairement génératrice de diversité, par exemple lorsque 1’intégrité
d’au moins une des lignées parentales se voit menacée par le maintien des hybrides et
I’introgression avec les lignées parentales. Lorsque des espéces produisent des hybrides
non viables, stériles, ou d’une manicére générale moins aptes a survivre et a se re-
produire, I’existence de barriéres postzygotiques est alors supposée. Chez les Ophrys,
les connaissances actuelles font état d’hybrides majoritairement viables (Scopece ef al.
2007) mais qui pourraient étre stériles (Vereecken et al. 2010) ou auraient en tout cas
une valeur sélective (fitness) souvent moindre que celle des taxa parentaux (Cortis et
al. 2009).

La notion d’espéce est donc a priori subjective dans le sens ou elle dépend d’un
seuil de divergence « minimal » sur lequel on positionne le « curseur taxinomique »
sur le continuum de la divergence évolutive. Le positionnement de ce curseur est
bien sir d’autant plus difficile dans un contexte d’évolution réticulée. Dans le cas de
I’étude de la spéciation chez Ophrys, il nous apparait pertinent de considérer la lignée
évolutive comme unité de travail, a partir du moment ou elle montre des signaux
(multiples) d’isolement pré- ou postzygotique. Ainsi, deux taxa trés proches, montrant
a la fois des différences, méme subtiles, au(x) niveau(x) morphologique et/ou phéno-
logique et attirant manifestement des espéces de pollinisateurs différentes, pour-
raient étre considérés comme aux premiers stades du processus de spéciation. Dans
ce contexte, la définition unificatrice de I’espéce basée sur une dynamique évolutive
en métapopulations (De Queiroz 2005, 2007) est particulierement intéressante car elle
présente le double avantage d’une pertinence conceptuelle et d’une efficacité opéra-
tionnelle en termes de conservation. Comme la divergence entre lignées est récente et
qu’une évolution réticulée est trés vraisemblable, il apparait par ailleurs peu approprié
d’adopter de maniére stricte le concept d’espéce phylogénétique dans le genre Ophrys
comme proposé par certains auteurs (Bateman 2018). Ce concept vise a reconnaitre
comme especes sceurs valides des groupes réciproquement monophylétiques (clades)
significativement divergents les uns des autres (Devillers et Devillers-Terschuren 2013).
Concernant Ophrys jusqu’a présent, la plupart des hypothéses phylogénétiques pro-
posées n’étaient basées que sur une poignée de genes tout au plus, chacun contenant
de toute facon trop peu de signaux pour discriminer clairement les espéces les unes des
autres. La réalisation d’études a 1’échelle phylogénomique devrait permettre d’obtenir
une phylogénie plus consensuelle du genre et aura au moins le mérite de mieux appré-
hender le degré de réticulation de son évolution. Dans 1’attente, nous proposons ici de
se baser sur une accumulation de preuves d’isolement reproductif dans une démarche
intégrative afin de définir des taxa avec pour objectif principal d’identifier et de décrire
des lignées pertinentes du point de vue de la spéciation, a savoir engagées dans un
processus de divergence évolutive.
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6.3. Etat des lieux des connaissances actuelles sur la systématique
des Ophrys!

6.3.1. Systématique moléculaire : apergu des connaissances actuelles!

Les études se basant sur des phylogénies moléculaires ont grandement contribué
a clarifier 1) le positionnement d’Ophrys parmi les autres genres de la famille des
Orchidaceae et 2) les relations entre lignées au sein du genre. Le genre Ophrys a d’abord
été considéré comme genre frére d’un groupe incluant les genres Anacamptis (sensu
lato) et Serapias (Pridgeon et al. 1997 ; Bateman et al. 2003) puis d’un groupe incluant
Anacamptis (sensu lato) et Serapias mais aussi Himantoglossum (Inda et al. 2012).
Plus récemment encore, une étude incluant en plus 1’espece Steveniella satyrioides
suggere que ce genre monospécifique pourrait étre le genre frére d’Ophrys, ces deux
genres formant le groupe frére d un autre clade incluant Anacamptis (sensu lato), Serapias
et Himantoglossum (Jin et al. 2017). Si les relations entre les genres Ophrys, Anacamptis,
Himantoglossum, Serapias — et dans une moindre mesure Steveniella — ont désormais
été corroborées par des travaux utilisant des marqueurs génétiques et des méthodes
sensiblement différentes, le branchement de ce clade par rapport a d’autres genres de
la sous-tribu des Orchidineae demeure incertain.

Ces différentes études ont pour dénominateur commun 1’utilisation des espaceurs
internes transcrits 1 et 2 (ITS1/1TS2 pour Internal Transcribed Spacers 1/2) et le géne
de la petite sous-unité 5.8S de 1’acide ribonucléique, une région de I’ADN ribosomique
située entre les petites et grandes sous-unités (18S et 26S, respectivement). Cette
portion d’ADN, portée par certains chromosomes (sur le génome nucléaire), est répétée
en tandem un grand nombre de fois. Cette importante quantité d’ ADN matrice facilite
son amplification puis son séquengage. De plus, les sous-unités de I’ ARN ribosomique
sont essentielles au bon fonctionnement de tout organisme, de sorte que les fortes
pressions de sélection stabilisantes s’exercant sur les génes qui les codent assurent une
relative homogénéité de ces séquences entre espéces pourtant relativement éloignées d’un
point de vue phylogénétique. Elles fournissent ainsi des régions conservées favorables
pour définir des amorces « universelles », afin de cibler une amplification des régions
ITS qui sont variables et informatives d’un point de vue phylogénétique. En effet, les
séquences ITS ne subissent pas de telles contraintes sélectives et peuvent ainsi accu-
muler davantage de mutations sans que cela n’impacte de maniére significative les
individus qui les portent. Un tel niveau de polymorphisme permet de fournir davantage
d’informations pour inférer les relations phylogénétiques entre especes n’ayant divergé
que relativement récemment. D’autres atouts de cette portion d’ADN pour 1’étude de
la phylogénie moléculaire des Ophrys ont par ailleurs été explicités par Bateman (2018).
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Il est a noter que les séquences ITS peuvent en revanche se révéler inexploitables
pour reconstruire une phylogénie a des niveaux taxinomiques supérieurs (par exemple
a I’échelle de la famille) en raison de leur évolution trop rapide pour inférer I’homologie
des caractéres moléculaires. Par exemple, des séquences ITS d’espéces appartenant
aux genres Ophrys et Cypripedium, dont I’ancétre commun aurait vécu il y a plus de
75 millions d’années, sont en pratique impossibles a aligner sans ambiguité. Pour obtenir
davantage d’informations, si possible en provenance de /oci indépendants des ITS,
d’autres auteurs comme Inda ez al. (2012) ont inclus des loci plastidiques (rp/16) et
mitochondriaux (cox!) alors que Jin et al. (2017) ont inclus a la fois un plus grand
nombre de loci plastidiques (matK, psaB, rbcl, trnL-F, trnH-psba) ainsi qu’un géne
nucléaire additionnel, celui de la xanthine déshydrogénase (Xdk). Dans la mesure ou
ces études étaient focalisées sur des niveaux taxinomiques supérieurs, aucune n’a en
revanche proposé un échantillonnage taxinomique exhaustif du genre Ophrys.

La phylogénie moléculaire du genre Ophrys a également été explorée plus en
détail. Ainsi, dés 2001, Soliva et al. proposaient par exemple une phylogénie incluant
32 especes et se basant sur les ITS et la séquence intronique chloroplastique trnL-F.
Si les relations entre les différentes espéces demeurent incertaines, cette étude met en
évidence |’existence de trois lignées principales qui ne correspondent pas tout a fait
a la dichotomie Euophrys/Pseudophrys ayant traditionnellement servi a la classifica-
tion des Ophrys sur la base de critéres morpho-écologiques. Les termes Euophrys et
Pseudophrys classent les Ophrys suivant la partie du corps de I’insecte sur laquelle
sont déposées les pollinies lors de la pseudocopulation. Par définition, les Pseudophrys
correspondent aux Ophrys chez lesquels les pollinies sont déposées sur la région
abdominale de I’insecte pollinisateur, tandis que les Euophrys correspondent aux
especes chez lesquelles les pollinies sont déposées sur la région céphalique du pollini-
sateur. Le travail de Soliva ef al. (2001), comme la majorité des études ultérieures,
établit que les Pseudophrys appartiendraient a une lignée commune avec les groupes
d’O. bombyliflora, O. tenthredinifera et O. speculum, cette lignée étant elle-méme
sceur d’une lignée incluant le groupe O. insectifera d’une part, ainsi qu’une autre
lignée regroupant tous les autres Euophrys (Euophrys « récents » (Tyteca et Baguette
2017)) d’autre part. Par opposition, les Euophrys « archaiques » forment un groupe
polyphylétique incluant a la fois le groupe O. insectifera et les groupes O. bombyliflora,
O. speculum et O. tenthredinifera.

Cette topologie sera en partie contredite par les études ultérieures qui position-
nent le groupe O. insectifera tantdt comme groupe frére des Pseudophrys et des
autres Euophrys « archaiques » (Bateman et al. 2003, 2018), tant6t en position
basale (Breitkopf et al. 2015 ; Devey et al. 2018), 1a ou d’autres études ne parvien-
dront pas a trancher quant a la position de ce groupe (Tyteca et Baguette 2017).
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L’étude de Devey ef al. (2008) élargit I’échantillonnage taxinomique en incorporant
131 especes dont le séquencage des ITS et des régions chloroplastiques trnD-trnT et
trnH-psbA permettra notamment de clarifier les relations entre macro-especes (telles que
définies par (Bateman et al. 2018)) ou especes « téte de groupe » d’Ophrys (10 groupes
(notés de A a J) aisément distinguables sur la base des marqueurs utilisés comme la
morphologie florale). Il est a noter que les travaux de Tyteca et Baguette (2017) auront
le mérite d’incorporer 107 espéces mais sur un nombre d’individus plus important encore
(189) méme si ces travaux se basent sur le séquencage des ITS seuls.

A ce jour, I'hypothése phylogénétique la plus utilisée reste celle proposée par
Breitkopf et al. (2015). Elle inclut 37 espéces d’Ophrys mais innove dans le fait d’avoir
incorporé 5 marqueurs nucléaires développés sur la base de la premiére ressource
génomique publi¢e pour le genre, a savoir la séquence d’un transcriptome d’Ophrys
sphegodes (Sedeek et al. 2013). A Dinstar de I’amplification des ITS, le principe du
développement de ces marqueurs génétiques consiste a cibler I’amplification de régions
introniques supposées variables, longues de quelques centaines de nucléotides, en
ancrant des amorces sur les régions exoniques adjacentes, supposées quant a elles
conservées entre especes proches. Ces /oci ont été¢ désignés par les auteurs sous les
appellations suivantes : beta-galactosidase-like (BGP), cinnamoy! alcohol dehydro-
genase (CAD), fatty acid desaturase (FAD), putative long-chain acyl-CoA-synthase
(LACS) et transcription factor-like (MYB). En outre, les auteurs ont incorporé
LEAFY/FLORICULA (LFY), un locus nucléaire simple copie ayant précédemment
démontré son utilité chez le genre Ophrys (Schliiter et al. 2007). Cette étude soutient
elle aussi I’hypothése selon laquelle le genre Ophrys comporterait trois clades prin-
cipaux : un « clade A » (comprenant O. insectifera), un « clade B » (comprenant les
groupes O. speculum, O. bombyliflora, O. tenhtredinifera et O. fusca) et un « clade
C » regroupant tous les autres Euophrys (O. apifera, O. heldreichii, O. umbilicata,
0. scolopax, O. holoserica (syn. O. fuciflora) et O. sphegodes (les trois derniers
étant difficiles a discriminer)).

6.3.2. Systématique moléculaire a I’ére de la phylogénomique

L’hypothese phylogénétique la plus récente concernant le genre Ophrys a été
publiée par Bateman et al. (2018). Elle n’inclut « que » 32 espéces d’Ophrys mais
peut étre considérée comme la premiére étude phylogénomique pour le genre dans la
mesure ou elle se base sur une matrice de 4 159 variants génétiques (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNP) qui constituent autant de caractéres obtenus par une approche
de sous-échantillonnage du génome de type RADseq (Restriction site Associated
DNA sequencing). Le génome des Ophrys étant de trop grande taille pour étre inté-
gralement séquencé simultanément sur un nombre satisfaisant d’individus, le principe
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de cette approche consiste dans un premier temps a faire digérer I’ADN génomique
total par des enzymes de restriction. Ces endonucléases coupent I’ADN dés qu’elles
reconnaissent sur sa séquence un motif particulier. Par exemple, I’enzyme de restriction
EcoRI entre en action dés qu’elle est en présence des 6 nucléotides GAATTC, mais
d’autres enzymes reconnaitront d’autres motifs, parfois de taille différente, qui leur sont
propres. Les extrémités de ces fragments sont ensuite séquencées par des techniques
de séquengage haut débit et les lectures traitées pour fournir des marqueurs génétiques
comparables entre individus, populations et espéces. Bien que I’appellation RADseq
corresponde souvent a un terme générique regroupant dans la réalité une multitude
de protocoles, tous font intervenir au moins une étape de digestion du génome par au
moins une enzyme de restriction et un séquengage des fragments obtenus par des
méthodes de séquencage haut débit (on parle aussi parfois de « méthodes de géno-
typage par séquengage »). Les résultats de 1’étude de Bateman ef al. (2018) sont
globalement concordants avec les précédents résultats de Breitkopf ef al. (2015) a
I’exception notable de la position du clade O. insectifera. Par ailleurs, 1’é¢tude de
Bateman et al. clarifie les relations systématiques entre les différents clades d’Ophrys
(appelés « macro-espéces » par Bateman ef al. (2018)).
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Figure 6.3. Topologie la plus probable pour représenter les relations phylogénétiques
entre les especes « téte de groupe » (macro-especes) d’Ophrys a la lumiere des
données génomiques les plus récentes (photos de J. Bertrand, B. Schatz et « Orchi »
(Wikimedia Commons)).
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6.4. Génomique et taxinomie intégrative : perspectives et enjeux!
6.4.1. Vers une généralisation des jeux de données a I'’échelle génomique

Comme bon nombre d’autres organismes non modéles, le systéme Ophrys béné-
ficie a I’heure actuelle de la relative démocratisation des méthodes de séquengage
haut débit. Des travaux pionniers tels que ceux de Sedeek et al. (2014) a une échelle
« intraspécifique » ou de Bateman ef al. (2018) a une échelle « interspécifique »
devraient ainsi tendre a se généraliser au cours des prochaines années. L’¢étude de
systémes subissant des phénomenes de diversification évolutive si « explosifs » impose
en effet Iutilisation d’un grand nombre de marqueurs génétiques pour 1) espérer avoir
la résolution suffisante pour inférer des hypothéses phylogénétiques informatives et
fiables et 2) confronter les différentes topologies obtenues a partir de ces milliers de
marqueurs génétiques afin d’espérer appréhender le degré de réticulation de ’arbre
évolutif des Ophrys, en tentant notamment de distinguer les phénomeénes de flux de
geénes (introgression) de ceux de tri incomplet des lignées (incomplete lineage sorting).
Pour ce faire, certains optent pour I’utilisation d’outils dérivés de la génétique des
populations a priori dédiés a 1’étude de la diversité et de la différenciation génétiques
a une échelle intraspécifique : c’est par exemple le cas des approches de séquengage
de type RAD (ou génotypage par séquengage).

Si ces approches se révéelent puissantes pour résoudre 1’histoire évolutive de
lignées proches, elles se frotteront a différentes limites a chaque fois que sera abordée
I’échelle taxinomique supérieure. Parmi les principaux inconvénients de ce type
d’approches, il est possible de citer le fait que les modifications de I’ADN expliquent
que les sites de restrictions au niveau desquels les enzymes coupent I’ADN ont
d’autant plus de chances de varier que les individus génotypés sont divergents du
point de vue évolutif. En conséquence, la quantit¢ de données manquantes dans la
matrice tend a augmenter au fur et 8 mesure que sont incorporées des lignées de plus
en plus divergentes, diminuant d’autant la taille du jeu de données. Une alternative
serait d’utiliser des méthodes globales qui consistent, a la base, a séquencer de fagon
aléatoire des portions de génome en visant a assembler de novo le plus grand nombre
de fragments possible en espérant trouver des régions homologues entre individus.

Ces approches ont récemment permis de séquencer et d’assembler avec succes
a un colt maitrisé des portions relativement répétées du génome des Ophrys telles
que celles des chloroplastes d’O. sphegodes et O. fusca iricolor (Roma et al. 2018) ou
encore d’O. aveyronensis (Bertrand et al. 2019). Des sophistications de ces approches
permettent par ailleurs de cibler des zones particuliéres du génome mais leur déve-
loppement nécessite des connaissances préalables étendues du génome. A ce jour, il
n’existe que quatre transcriptomes (Pifieiro Fernandez et al. 2019) et aucun génome
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de référence publié pour Ophrys. Ce retard relatif dans la génération de ressources
génomiques disponibles pour Ophrys peut en grande partie s’expliquer par la taille
importante des génomes de ces plantes (Leitch ez al. 2009). Au demeurant, on peut
s’attendre a la publication prochaine de davantage de génomes chloroplastiques et
de transcriptomes, de méme qu’a celle du premier génome de référence. Dés que ce
vide sera comblé, tous les ingrédients seront disponibles pour mettre en place des
approches de type capture de séquence qui pourront permettre de séquencer simul-
tanément des centaines, voire des milliers de régions génomiques.

6.4.2. Démarche de taxinomie intégrative!

Les confusions taxinomiques au sein du genre Ophrys ont des conséquences non
négligeables en termes de conservation. Plusieurs de ses espéces sont classées dans
la catégorie « données insuffisantes » des listes rouges de 'TUCN, y compris en France
(IUCN et al. 2010), notamment du fait d’incertitudes concernant leur rang taxinomique.
Pour cette raison, il est urgent de redéfinir les limites entre espéces d’Ophrys pour
améliorer la connaissance de leur état de conservation et 1’appropriation de ces limites
par les acteurs de terrain.

Comme mentionné précédemment, tous les scientifiques 1) n’ont pas la méme
définition de ce qu’est une espéce, 2) n’utilisent pas les mémes critéres pour distinguer
les espéces les unes des autres (Bateman et al. 2011 ; Vereecken et al. 2011), et 3)
ne requiérent pas le méme niveau de différenciation entre deux taxa pour considérer
ces derniers comme des espéces (c’est-a-dire 1’opposition entre les lumpers et les
splitters (Pedersen et Faurholdt 2007 ; Delforge 2016)). En particulier, il existe un
débat (Bateman ef al. 2011 ; Vereecken ef al. 2011) entre les partisans des critéres
« morphogénétiques », qui soutiennent que les taxa devraient avoir atteint la mono-
phylie réciproque et/ou étre caractérisés par des caractéres morphologiques diagnostiques
pour étre considérés comme de « bonnes » especes (Devey et al. 2008), et les partisans
des criteres « éco-¢thologiques », qui soutiennent que les interactions entre les Ophrys
et les pollinisateurs sont plus informatives que les marqueurs neutres en raison de
leur réle clé dans la spéciation (Schiestl et Ayasse 2002 ; Ayasse ef al. 2011).

Dans le méme temps, les orchidophiles continuent de décrire de nouvelles especes
d’Ophrys sur des bases essentiellement morphologiques et a élever des variétés ou des
sous-espéces au rang d’espeéces, un phénomeéne dénommé « inflation taxinomique »
(Isaac et al. 2004). Cette forte activité de la part des orchidophiles se traduit par 1’édition
d’ouvrages visant a décrire de nouvelles espéces, souvent sans réelle justification
scientifique. Dans le méme temps, les scientifiques tardent a réévaluer la pertinence de
chacune de ces nouvelles especes d’Ophrys du fait de la logistique complexe d’échan-
tillonnage a réaliser sur I’ensemble du bassin méditerranéen et des cotits d’analyse.
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Ceci explique le débat perpétuel autour de I’identification des Ophrys, et il convient
de trouver une issue constructive a ce débat.

Dans ce contexte, I’application d’une démarche de taxinomie dite « intégrative »,
qui permettrait de réconcilier critéres morphogénétiques et éco-éthologiques, semble
particuliérement prometteuse. Parce qu’il est souvent utile de combiner I’analyse de
plusieurs types de données — idéalement génétiques et phénotypiques — pour détecter
au mieux les limites entre espéces, notamment dans le cas de complexes d’espéces
ayant divergé récemment, de plus en plus d’auteurs préconisent I’utilisation d’une telle
démarche (Dayrat 2005 ; Will et al. 2005 ; Padial et al. 2010), plutot que des approches
reposant sur 1’utilisation d’un type de données unique, comme le metabarcoding
moléculaire (Hebert ef al. 2003). Cependant, dans la plupart des études taxinomiques
se voulant intégratives, les données génétiques et phénotypiques ont été intégrées de
maniére plutdt « itérative », ce qui implique de hiérarchiser ces données et introduit
donc une grande part de subjectivité dans cette démarche (Schlick-Steiner et al. 2010 ;
Yeats et al. 2011). Il est a noter qu’au cours de ces dernicres années, plusieurs auteurs
se sont pourtant employés a développer des méthodes de délimitation des especes
basées sur des modéles statistiques faisant des hypothéses explicites sur les processus
évolutifs a I’ceuvre afin d’améliorer I’objectivité et la rigueur statistique de ces déli-
mitations (Fujita ef al. 2012 ; Naciri et Linder 2015).

Ce n’est cependant que récemment que de telles méthodes ont été étendues a
I’analyse simultanée de données génétiques et non génétiques (phénotypiques ou
géographiques, par exemple), ouvrant ainsi la voie a une taxinomie véritablement
intégrative (Guillot ef al. 2012 ; Edwards et Knowles 2014 ; Solis-Lemus et al. 2015).
A titre d’exemple, le programme iBPP, mis au point par Solis-Lemus ez al. (2015),
est une extension du programme BPP (Rannala et Yang 2003 ; Yang 2015) qui permet
d’associer a I’analyse de séquences d’ADN celle de données phénotypiques, dont
I”évolution est modélisée par un mouvement brownien. Ce programme permet de tester
I’adéquation entre plusieurs modéles de délimitation d’espéces et lesdites données,
analysées simultanément ou indépendamment les unes des autres, dans un cadre
bayésien. Ainsi, I’intérét majeur de cette méthode est qu’elle permet de s’affranchir
d’une hiérarchisation a priori des différents types de données et d’une décision arbi-
traire quant au niveau de différentiation requis pour que deux taxa soient reconnus
comme deux espéces distinctes.!

Ce programme a ¢été récemment utilisé pour redéfinir les limites d’espéces au sein
du groupe des 12 Pseudophrys de France, pour lesquelles ont été collectées des données
génétiques et phénotypiques (morphologie et odeurs florales) (Joffard 2017). Analysées
seules, les données génétiques ne permettent de reconnaitre que 4 espéces. Analysées
en combinaison avec les données morphologiques et/ou chimiques, elles permet-
tent en revanche de distinguer 11 et 10 especes, respectivement, tandis que 1’analyse
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simultanée de ces trois types de données aboutit a la reconnaissance de 10 espéces,
les paires O. bilunulata/O. marmorata d’une part et O. funerea/O. zonata d’autre part
étant fusionnées. Ces deux fusions font sens puisque la similarité morphologique et
écologique de ces deux paires de taxa avait déja été soulignée par certains auteurs
(Bournérias et Prat 2005 ; Tison et Foucault 2014). Par ailleurs, il est intéressant de
constater que les données morphologiques ont un pouvoir résolutif équivalent, voire
supérieur, a celui des données d’odeurs florales, bien que ces derniéres jouent in-
déniablement un réle clé dans la spéciation. Les orchidophiles amateurs ou les acteurs
de la conservation pourraient donc pleinement contribuer a la recherche sur la taxi-
nomie des Ophrys via la collecte de données particulicrement informatives sur le
plan systématique.

Cependant, nous attirons 1’attention sur deux précautions a prendre dés lors qu’est
appliquée cette démarche de taxinomie intégrative : 1) les informations apportées pour
chaque espéce doivent étre représentatives de 1’ensemble de 1’aire de distribution de
cette derniére, incluant en particulier sa localité type, afin de pouvoir en toute confiance
associer un nom d’espéce validé aux données collectées ; 2) il est impératif de garder
a ’esprit que les espéces ainsi redélimitées restent avant tout des hypothéses que les
progres taxinomiques (collecte et inclusion de nouvelles données, par exemple) sont
susceptibles de remettre en question. Cette approche propose différents scénarios
avec différents nombres d’espéces et avec une valeur de vraisemblance. Ainsi, le choix
final de fusionner deux taxa reste celui des scientifiques adoptant cette approche ; ils
doivent donc expliquer ce choix et argumenter en faveur ou non de ces fusions. En
tenant compte de ces précautions, nous encourageons ici 1’application de cette
démarche de taxinomie intégrative a d’autres groupes d’Ophrys afin de résoudre les
problémes de confusion taxinomique au sein de ce genre et d’améliorer les stratégies
de conservation de ces espéces emblématiques mais souvent menacées.

6.5. Conclusion

En dépit de I’apport des outils de la génétique, et ce depuis une vingtaine d’années
maintenant, la systématique (de méme que la taxinomie) demeure particuliérement
problématique au niveau du genre Ophrys. Le nombre croissant de génomes chloro-
plastiques disponibles s’accompagnera dans les prochains mois de la mise a disposition
de plusieurs transcriptomes supplémentaires et, 8 moyen terme, d’un génome de référence
de haute qualité pour Ophrys. Ces ressources ouvriront a coup siir une nouvelle ere
dans le développement de marqueurs génétiques inédits pour parfaire les connaissances
concernant la systématique du genre. Elles ouvriront aussi pleinement la voie de 1’étude
des bases génomiques de I’adaptation et de I’isolement reproductif. En paralléle, leur
couplage a des approches de taxinomie intégrative s’appuyant sur de solides études de
terrain intégrant des données phénotypiques (morphologie, odeur, etc.) et écologiques
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(variables d’habitats, estimation de la valeur sélective relative) devrait permettre de
faire un grand bond en avant dans la compréhension des causes de la radiation évolutive
des Ophrys.
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