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Résumeé

Les palmiers constituent une famille emblématiquendmocotylédones, comprenant 183
genres et environ 2500 espéces distribuées sutdsudntinents dans les zones tropicales et
subtropicales. Leurs feuilles et leurs stipes, trasctéristiques, les rendent facilement
reconnaissables dans la nature. En revanche leurs passent souvent inapercues. Elles sont
généralement petites (quelques centimetres), tesneémisexuées, peu colorées (blanches ou
vertes) et regroupées sur de grandes inflorescef@agmendant les palmiers présentent une
diversité importante au niveau du systeme sexuwil @ombre d’étamines. Les trois systémes
sexuels principaux des angiospermes : hermaphredistonoécie et dioécie, sont présents
chez les palmiers. Le nombre d'étamines varie egtrelques unités (oligandrie) et des
dizaines, voire centaines, d’'unités (polyandrie)zcloertains genres. Nous avons étudié
I'évolution du systeme sexuel et du nombre d’étawmia I'échelle de la famille. Nous avons
pour cela utilisé une phylogénie comprenant tosgnres de palmiers, bien résolue, datée et
qui a été publiée récemment. Notre étude a moned’gncétre commun a tous les palmiers
était probablement monoique et possédait des fldigandres a 6 étamines. A partir de ces
états ancestraux, plusieurs transitions ont eu: lieers I'hermaphrodisme et la monoécie
d’'une part, et vers la polyandrie d’autre part. Dbmigjectif d’initier une recherche sur une
éventuelle explication fonctionnelle de 'augmeimiatdu nombre d’étamines, nous avons
compareé celui-ci a la production de pollen, en i@nida quantité totale de pollen produite par
les fleurs de 82 espéces. Notre étude a montréatpee, deux sous-familles, les fleurs ont
tendance a produire plus de pollen quand le nordiétamines est plus élevé. Nous avons
également réalisé la phylogénie moléculaire d’'umasgribu (les Ptychospermatinae) dans
laquelle la variation du nombre d’étamines est ptioanelle. De futures études sur la
génétique, le développement, I'écologie et la bi@alg la pollinisation sont nécessaires.

Mots clés: Arecaceae, évolution, morphologie de la flewwmbre d’étamines, palmiers,
production de pollen, phylogénie moléculaire, syséexuel

Reproductive structures in palms (Arecaceae): evotion of sexual system
and stamen number

Abstract

Palms (Arecaceae) are an emblematic family of motsoof 183 genera and around 2500
species distributed on all continents, throughawipital and subtropical areas. Their
characteristic leaves and stems make palms imnedgia¢cognizable in the field. The
inconspicuous palm flowers are usually consideedather dull. They are usually small (a
few centimetres), trimerous, often unisexual, cdiss (white or greenish) and grouped into
huge inflorescences. However palms exhibit a laigersity in sexual system and in stamen
number, diversity that is still poorly understoo@ihe three main sexual systems of
angiosperm, hermaphroditism, dioecy and monoecypagsent in palms. Stamen number
ranges between a few units (oligandry) to sevenakds and even several hundreds of units
(polyandry) in some genera. We studied the evatubibsexual system and stamen number at
the family level. We used as historical frameworkvell-supported and dated phylogeny,
published recently. Our study showed that the puga@ncestor of palms was monoecious and



bore oligandrous flowers with 6 stamens. From thaseestral states, several transitions
occurred: towards hermaphroditism and dioecy améitds polyandry respectively. In order
to initiate a research on a possible functionahificance of increase in stamen number, we
investigated the relationship between stamen numbe@pollen production, by extracting the
total pollen content from flowers of 82 species. Gudy showed a tendency towards higher
pollen production when the number of stamen in@gas two subfamilies. We also produced
molecular phylogeny of a subtribe (Ptychospermadiria which the range of variation in
stamen number is exceptional. Further investigatimmo genetic, developmental, ecology
and pollination biology are needed.

Keywords: Arecaceae, palms, sexual system, stamen numimduatien, flower morphology,
pollen production, molecular phylogeny
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Partie | : L’évolution de la morphologie de l'inflorescence et de la fleur

Les plantes et I'évolution

Les plantes, la diversité de leurs morphologiesleeteurs propriétés, sont étudiées depuis
I’Antiquité et encore aujourd’hui, dans une optiqu#itaire et de connaissance fondamentale.
Elles sont décrites et classées pour pouvoir égennues, étudiées et utilisées. En revanche
le contexte théorique dans lequel elles sont égdiéprofondément changé a mesure que la
vision du monde vivant se modifiait. Aprés une misicyclique de la nature portée par les
philosophes grecs dans laquelle tous les phénonmatesels se répétent indéfiniment, aprées
une vision fixiste du vivant influencée par le stianisme, une vision historique du monde a
émergé. Les entités vivantes s’inscrivent alors daesprogression temporelle irréversible au
cours de laquelle elles se modifient peu a peu. DassAnimaux sauvagg&756), Buffon
écrit ainsi que « le grand ouvrier de la Naturelegsemps ». Si la théorie transformisme de
Lamarck a initié la formalisation de cette nouveilsion (Corsi 2001), c’est Darwin qui dans
son livreL’Origine des especed 859) définit les fondements de la théorie dedlétion. Ce
nouveau paradigme a profondément bouleversé leacas biologiques. Les plantes et tous
les autres organismes vivants actuels sont pergosne les fruits d’une histoire qui a un
commencement et un sens. Dire que l'évolution miEssén sens signifie qu’elle est

irréversible (tout comme I'Histoire humaine), maisnplique pas qu’elle ait un but.

L’évolution des traits morphologiques

La morphologie est définie comme la forme et lacttire externe des étres vivants (Larousse
2013). Lorsque l'on étudie la morphologie d'un arigane, on s’'intéresse notamment a la

guantité, a la forme, a la répartition et a I'ongation des éléments qui le composent. Ainsi

pour décrire la morphologie d’une plante, on peartgxemple préciser la forme des feuilles,

leur agencement par rapport a la tige (phyllotaxie)le nombre des pétales de la fleur.

L’étude de la morphologie constitue I'un des fondets de la botanique. Depuis les débuts
de cette discipline, les traits morphologiques tonfjours servi a décrire les espéces et a les
classer (par exemple Linné 1753, Bentham & HooB&3lou Cronquist 1981).

La théorie de I'évolution implique que les organgsmse modifient au cours du temps, au

point de former des especes différentes. Ceci arbae nouvelles perspectives a I'étude de
la morphologie. Dans ce cadre théorique, la dit@rsnorphologique des plantes est

considérée comme le résultat d'un processus éfjoli@daptation (Bock & von Wahlert
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1965). Les traits morphologiques les mieux adaptésnvironnement ou a I'exécution d’'une
fonction précise dans cet environnement conféraravantage sélectif aux individus qui les
présentent. Les genes qui codent pour ces traitstsnsmis aux descendants (hérédité) et
sont donc davantage représentés dans les généraiomantes, provoquant ainsi une
modification progressive de la morphologie des espée Lorsque ces modifications
permettent aux individus d’occuper de nouvelleshesc écologigues (nouveaux milieux,
nouvelles interactions biotiques), un isolement adpctif peut survenir, favorisant
I’émergence d’'une nouvelle espéce (Levin 1971).dheersification des especes est donc
étroitement liée a celle des morphologies.

Cependant, la variabilité morphologique inter-indivelle sur laquelle s’exerce la sélection
naturelle n'est pas infinie mais s’exprime entrs lkemites fixées par un patron de
développement (Maynard-Smith et al. 1985). La notlerplan d’organisation, c’est-a-dire la
place des organes les uns par rapport aux autrd'sbard été mise en évidence chez les
animaux (Geoffroy Saint-Hilaire 1829) et a été cotffe par la découverte des genes
homeéotiques (Lewis 1978). Ces genes trés conselx@s les différents regnes du vivant,
déterminent les plans d'organisation des organismaestraignant ainsi I'évolution des
formes et structurant la diversité. Chez les plrdes genes contrélant le développement ont
été identifiés ; il s'agit des génes & MADS-boxr(lRyganan et al. 1995 ; Becker & Theissen
2003 ; Smaczniak et al. 2012). Ces génes sont somotamment pour contrbler la mise en
place des différents verticilles de pieces florale®dele ABC entre autres), mais ils ont
également été mis en évidence chez des groupesgdeaur ne possédant pas de fleur. Par
exemple chez les mousses ils jouent potentiellennrendle dans la mise en place des organes
végetatifs et reproducteurs (Singer et al. 2008daptation des plantes au milieu terrestre et
leur diversification est probablement liée a I'éuan de leur plan d’organisation (Kenrick &
Crane 1997 ; Graham et al. 2000). La diversité fiemes est donc permise par des
modifications des réseaux de genes ancestrauxarédal développement et par la génération
de nouveaux processus de développement (Beckér 2000 ; Theissen et al. 2000). Cette
relation entre développement et évolution a donm&éssance a une nouvelle discipline
appelée « Evo-Devo » (voir Goodman & Coughlin 2p00r une description).

D’autres processus évolutifs peuvent influencemtaphologie des plantes. La transmission
des caractéres morphologiques d’'une génératioaulrd est soumise a la sélection naturelle
et a la sélection sexuelle (Grant 1998kogsmyr & Lankinen 2002). Mais le hasard joue
également un réle important. En 1968, Motoo Kimaratroduit la théorie neutraliste de

I’évolution qui montre que de nombreux alleles patsni avantageux, ni désavantageux, et

16



donc ne sont pas ou peu soumis a la sélection.dexanir au sein des populations ne dépend
que du taux de mutation et de la dérive génétijaadérive génétique est un processus qui
participe a I'évolution des formes chez les plaifkéissband & Barrett 1992).

L’hybridation est également une composante impaetdetl’évolution des plantes (Rieseberg
et al. 1993). Elle intervient lorsque la reprodoctide deux plantes apparentées proches par
flux de pollen donne une descendance fertile. Gimesque plus de 70% des espéces
naturelles de plantes proviennent d’hybrides (Riesg et al. 1993). Ces hybrides peuvent
potentiellement présenter des caracteres morpliplegi nouveaux par rapport aux plantes
parentes (Rieseberg & Wendel 1993orjan & Rieseberg 2004).

En résumé, parmi I'ensemble des possibilités pesnpar la génétique et le développement
d'une lignée évolutive donnée (contraintes phyl@géunies), les traits morphologiques
évoluent de maniere neutre ou bien ceux qui sostndeux adaptés sont sélectionnés

(contraintes fonctionnelles et environnementales).

Si la théorie de I'évolution permet d’expliquer gmande partie la diversité des traits
morphologiques, elle permet aussi de comprendreekssemblances entre les organismes. La
similitude des traits morphologiques chez difféesnéspéeces peut étre expliquée par le fait
gu’elles ont hérité ces traits d’'un ancétre comraurbien par le fait qu’elles partagent les
mémes conditions écologiques. Dans le premier leastraits morphologiques sont des
homologies et peuvent étre utilisés pour reconstrigis relations phylogénétiques entre les
especes. Dans le deuxieme cas, il s’agit d’'un pihéne de convergence. Les convergences
sont fréquentes chez les plantes tant au niveaulede morphologie que de leur

fonctionnement (Reich et al. 1997).

Les Angiospermes

Les angiospermes constituent le groupe le plus itapbdes plantes terrestres tant en nombre
de taxons qu’en abondance. Prés de 90% des egpexgrantes terrestres (embryophytes)
sont des angiospermes (Crepet & Niklas 2009). Gpeaes occupent tous les types de
milieux de la toundra aux foréts tropicales, a deption des plus arides. Elles constituent en
outre les éléments de base de ces nombreux éanggstant par la structuration du milieu
qgue par la production primaire (Wing & Boucher 1P9Be nombre d’espéces connues
actuellement est estimé a environ 352 000 esp&asr{ et al. 2008). Mais cette estimation
varie selon les études en fonction du taux de syman (Scotland & Wortley 2003). De

nouvelles especes d’angiospermes sont encore deteshaujourd’hui, notamment dans les
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« hotspots » (Myers et al. 2000) de biodiversitg (@xemple Baker & Heatubun 2012). Le
nombre d’especes encore inconnues correspondraitvéion 10 a 20% du nombre des

especes décrites (Joppa et al. 2010).

Les angiospermes (Fig. 1) constituent un groupe ploylétigue (Angiosperms Phylogeny
Group 2009). On peut distinguer au sein des angrasgs deux grands groupes
monophylétiques, les monocotylédones et les eudéddnes qui s’enracinent au sein d’en
ensemble paraphylétique couramment nommeé « angiospebasales ». Les angiospermes se
différencient des autres plantes a graines par emain nombre de synapomorphies
principalement associées a I'appareil reproductearmi celles-ci on trouve la condensation
des organes reproducteurs dans la fleur (cf. gesmrici-dessous), qui leur donne leur nom
de « plantes a fleurs ». Il y a aussi la présenmeedstructure enveloppant les ovules qui se
transforme en fruit : le carpelle. Le mot « angiospe» signifie d’ailleurs « graine contenue
dans un vase ou récipient ». La double féconddt#onellule reproductrice contenue dans le
grain de pollen se divise pour donner deux noyagpraducteurs; I'un fusionne avec
'oosphere pour donner le zygote tandis que l'afiistgonne avec les deux noyaux polaires
pour former I'albumen, réserve nutritive pour I'emtin) et les étamines portant deux paires
de sacs polliniques sont également des caractgiestidu groupe (Soltis et al. 2009).

L’origine des angiospermes est un sujet de recheqehsuscite de nombreuses études. En se
basant sur des criteres morphologiques, les Gsétale groupe de gymnospermes, ont
longtemps été considérées comme le groupe freramgisspermes. Certaines phylogénies
moléculaires ont remis en cause cette hypothésementrant la monophylie des
gymnospermes actuelles. lls seraient donc lesyplushes parents actuels des angiospermes
(Bowe et al. 2000 ; Chaw et al. 2000). Cependasitékeides incluant les lignées fossiles,
semblent montrer que le groupe frére des angiosgsesarait constitué d’espéces aujourd’hui
éteintes (discuté dans Mathiews 2009). Finalememihlylogénie des plantes a graines est
encore incertaine et varie considérablement satgnchractéres étudiés et les marqueurs
moléculaires (Doyle 2012). La période de divergahe® angiospermes et des autres plantes a
graines est donc encore controversée et pourrait evdieu au Jurassique moyen ou avant
(Wikstrom et al. 2001 Clarke et al. 2011). La plupart du temps, la dataties phylogénies

et I'estimation des périodes de divergence desdégrévolutives, sont difficiles a cause du

manque de congruence entre les données molécwaipasontologiques, des éventuels
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Amborellales
Nymphaeales
Austrobaileyales
Chloranthales

eratophyllales
Ranunculales

r Proteales

L Sabiales
Trochodendrales
Buxales
Gunnerales
Dilleniales

= Saxifragales
Vitales

Santalales
Berberidopsidales
Caryophyllales
Cornales

Ericales

Asteridae
Pentapetalae

Eudicotyledonae

Fig. 1 : Classification des Angiospermes basée sur les relations phylogénétiques (Sauquet &
Nadot 2013 d’apres Angiosperm Phylogeny Group 2009)
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problémes d’identification des fossiles et de Ieété des méthodes que I'on peut utiliser (par
exemple Wikstrom et al. 2001Sauquet et al. 2012).

Peu de temps apres leur apparition, les angiosgeonteconnu une période de diversification
tres rapide au cours du Crétace, comme le mongre Ibi registre fossile (Wing & Boucher
1998). Cette importante et rapide diversificatidnitéconsidérée par Darwin comme un
« abominable mystere » (Friedman 2009) car ell@ait’pas en adéquation avec sa théorie.

En effet la théorie de I'évolution des espécestqil’elle a été élaborée par Darwin propose
que les caractéristigues des organismes évoluadugiiement et lentement en suivant les
modifications du milieu. Différentes hypothéses @€ proposées pour expliquer cette
période de diversification rapide. Il semblerait daueluplication du génome entier (De Bodt
et al. 2005), la possibilité de coloniser de norabes aires geographiques (Vamosi & Vamosi
2010), la capacité a utiliser les ressources gdliaeement que les autres végétaux (temps de
génération court ; Berendse & Scheffer 2009) etostir la capacité a développer des
interactions mutualistes avec d’autres organismensautant de facteurs ayant permis une
diversification rapide. Les angiospermes interagissnotamment avec des animaux
disperseurs de graines (Herrera 2002), des chaomsgnycorhyziens (Selosse et al. 2006) et
les bactéries (Friesen et al. 2011). Mais linteoac des plantes avec les animaux
pollinisateurs, notamment les insectes, semblda&plis importante pour expliquer le succes
evolutif des angiosperme@Regal 1977 ; Pellmyr 2002). Cette hypothése adaja été
proposée a I'époque de Darwin, par Saporta (Sadortdarion 1885, cité dans Friedman
2009) et a été largement étudiée depuis.

L’interaction plante-pollinisateur est étroitemdége a la morphologie de la fleur. D’une part
les variations morphologiques de la fleur ont augmdeles possibilités disolement
reproductif (changements dans l'identité des pishiteurs, dans la localisation du dép6t de
pollen sur le pollinisateur par exemple), permettdi@mpécher les croisements avec les
individus apparentés. D’autre part de nombreusaststes florales ont été mises en place car
elles rendaient la pollinisation plus ciblée etsphfficace, permettant la survie de populations
a faibles effectifs. C’est entre autre pour cesams que la fleur dans son ensemble et
certaines de ses caractéristiques sont considéréesne les principales innovations
évolutives des angiospermes ayant contribuéesrasimees et a leur taux de diversification

élevé.
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La fleur

Le plan d'organisation de la fleur est conservézcle majorité des angiospermes. Il est
composeé de quatre groupes d’organes presque teyytages dans le méme ordre sur un axe
court. De I'extérieur vers lintérieur, on trouvesl sépales (calice), les pétales (corolle), les
étamines (androcée) et les carpelles (gynécéestil).dia seule exception notable se retrouve
chezLacandonia schismaticélriuridaceae) ou les étamines sont centraleqteueces par
les carpelles (Ronse De Craene et al. 2003). é&dgs et les sépales forment le périanthe et
ils sont appelés tépales lorsque leur aspect megbgpas de les distinguer. Le gynécée est le
lieu de formation des ovules qui donneront lesrgmiapres fécondation. Par analogie avec
les modeles de reproduction animale, le gynécéeoesidéeré comme I'appareil reproducteur
« femelle » de la fleur. Les étamines, lieu de fation du pollen, sont considérées comme les
organes « males » de la fleur. La fleur constitaecde lieu de la reproduction sexuée des
angiospermes. Certaines espéeces possedent descihetenant les organes femelles et males.
Ce sont des fleurs hermaphrodites. D’autres préserdes fleurs unisexuées, contenant
uniquement les organes femelles ou les organessmiakx types principaux de systemes
sexuels sont alors définis pour qualifier ces espeésuivant la répartition des fleurs
unisexuées sur les différents individus. Si lesrfieunisexuées des deux sexes sont portées
par le méme individu, le systeme sexuel est geéati® monoique. Si les fleurs unisexuées
sont portées par des individus différents, femedtemales, le systeme sexuel est qualifié de
dioique. Si le plan d'organisation de la fleur ddén conserveé, tant chez les fleurs
hermaphrodites qu’unisexuées, en revanche il exiséeincroyable diversité d’organisation,
de forme, de couleur et de nombre de pieces auwlssithaque groupe d’organes.

La phyllotaxie :la phyllotaxie des organes floraux est I'angle g@pare deux organes par
rapport au centre de la fleur. On distingue traangds types de phyllotaxie : spiralée (angle
moyen de divergence est 137.5°, les organes de roétégorie tendent a suivre les nombres
d’une série de Fibonacci garantissant la meille@gelarité), verticillée (angles de divergence
€gaux entre les organes d’'un verticille mais d#fifés avec I'organe d’'un autre verticille) et
irréguliere. Chez les angiospermes basales ldtopdyies spiralées et verticillées coexistent
et semblent avoir passé de l'une a l'autre plusidois au cours de leur évolution (Endress
2011). Au contraire la phyllotaxie spiralée esteaite chez les monocotylédones et chez la
plupart des eudicotylédones (a I'exception de oetaRanunculales et Rosidées ; Ronce De
Craene & Smet 1998). La phyllotaxie irréguliere estirante chez les fleurs qui ont des

organes floraux nombreux, notamment des étaminedmeuses (chez les Nymphaeales et les
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Magnoliales parmi les angiospermes basales, cheXrirales parmi les monocotylédones ou
encore chez les Ranunculales parmi les eudicotgExip Ronce De Craene & Smet 1998 ;
Dransfield et al. 2008Endress 2011)Jne phyllotaxie en verticilles plus ou moins conxale
s’accompagnant d’une modification éventuelle denkxosité entre les verticilles (voir ci-
dessous), est présente chez la majorité des angiospées plus dérivées (Endress 2011).

La mérosité la mérosité (ou mérie) fait référence au nombregi#ines de chaque catégorie
et par extension au nombre d’organes présentsdtetgie verticille ou groupe. La mérosité
est majoritairement de 3 (trimére) chez les mondédones et de 5 (pentamere) chez les
eudicotylédones. Des variations autour de ce pattease ont eu lieu ; réduction du nombre
d’'organes par verticille (par exemple chez les Baar ou augmentation (duplication des
verticilles par exemple). Les rares cas de tétrem{érérosité de 4) dérivent de la perte d'un
organe dans deux verticilles de 3 organes (exteReceae) ou de la perte d’un organe dans un
verticille pentamere (ex : Oleaceae). La mérositeptus fluctuante chez les angiospermes
basales. La trimérie se retrouve chez les Magmrsliales Laurales et les Pipérales, la
pentamérie uniquement chez les Canellaceae. Psufldars a phyllotaxie spiralée, la
mérosité au sein d’'une série fluctue selon les $leamr suivant un nombre des séries de
Fibonacci (ex: Calycanthaceae). Ce phénoméne $muve également chez les
eudicotylédones basales notamment chez les Ramasead. Dans ce dernier groupe on
trouve également des fleurs pentaméres alors guitelers de eudicotylodénes basales sont

majoritairement dimeres (mérosité de 2) ou trim¢eesiress 2011).

La symétrie :-deux grandes catégories de symétrie sont retrouéesveau de la fleur des
angiospermes, la symétrie radiale ou actinomorfgissieurs plans de symétrie identiques) et
la symétrie bilatérale ou zygomophie (un seul mlansymétrie). La symétrie est en général
définie a partir du périanthe mais I'androcée eagleément considéré dans certains cas.
Quelques exceptions existent, avec des especemntapsdes fleurs dissymétriques (ex : au
sein des Fumarioideae, une sous-famille des Pagaresr) ou asymeétriques (ex : certaines
Fabaceae, Cannaceae). L’actinomorphie est considéréme I'état ancestral de la symétrie
chez les angiospermes. La zygomorphie apparaitz aae# dans le registre fossile et a avoir
évoluée a de nombreuses reprises indépendammenmintdlihistoire évolutive des
angiospermes (Jabbour et al. 2008 ; Citerne eR@l0). On la retrouve ainsi chez les
monocotylédones (ex : Zingiberales, Orchidaceaehet les eudicotylédones (ex : Fabaceae,
Asteraceae). Au contraire les angiospermes bapedsgntent une symétrie radiale comme la

plupart des eudicotylédones ayant divergé précogerfex : Ranunculales ; Damerval &
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Nadot 2007). La zygomorphie est considérée commenmoeation évolutive clé, promoteur
de la diversification. En effet elle est associém dositionnement plus précis du pollinisateur
sur la fleur et ainsi une pollinisation plus effieaet un meilleur degré de spécificité. Ce degré

de spécificité rend possible I'isolement reproduct ainsi la spéciation (Sargent 2004).

Le périanthe :Le plus souvent le périanthe est composé de deutcilles d’organes
différents, le plus externe est un verticille dpadés (calice) et le plus interne un verticille de
pétales (corolle). Les pétales et les sépales mieyseune organisation relative variée ; ils sont
soit imbriqués (se recouvrant partiellement suivamtpattern fixé), valvés (jointifs sans se
recouvrir) ou ouverts (séparés). lls peuvent égalgnétre fusionnés, partiellement ou
totalement. Il existe une tres grande variabilitéfalenes pour les organes du périanthe et
leurs fonctions peuvent également étre différer@d®z de nombreuses familles, les sépales
sont plus petits et moins colorés que les pétikeservent en grande partie a la protection du
bouton floral. Au contraire les pétales sont souvehbrés et voyants, participant ainsi a la
reconnaissance visuelle a longue distance dest@ssea animaux pollinisateurs (Thomson &
Wilson 2008 ; Dyer et al. 2012). Dans certains tessépales et les pétales ne peuvent pas
étre morphologiqguement distingués, leurs aspeets @arfaitement similaire, on parle alors
de tépales (ex. Magnolideae, Asparagales). Le mtéeaest particulierement modifié et
complexe chez certaines especes a symétrie blara pollinisation tres spécialisée (ex :
Orchidaceae chez les monocotylédones ; Fabalesialemmnchez les eudicotylédones). La
modification peut aboutir par exemple a la formatidun éperon, structure dédiée a la
présentation de grandes quantités de nectar alixigateurs. Les éperons sont considérés
comme une innovation évolutive clé des angiosperfagsrisant I'isolement reproducteur et
donc la spéciation (Hodges & Arnold 1995).

La disparition des sépales est un événement raréniervient lorsque la fonction de
protection du bouton floral a été transférée aualpé (ex : Apiaceae, Rubiaceae) ou a la
préfeuille florale (Acanthaceae ; Endress 2011} &@&pales sont parfois réduits et occupent
une autre fonction que la protection, comme pamgte une fonction dans la dispersion des
graines chez les Asteraceae (pappus). La dispadtida réduction des pétales s’est produite
plusieurs fois (ex : Cyperaceae, Fagales). Il seméh fonction de la distribution de la
présence ou de I'absence des pétales selon lepegdaxonomiques, que les pétales ont
évolué, disparu et réapparu plusieurs fois au cdar$histoire des angiospermes (Endress
2011). Chez certains groupes, le périanthe estuperdierement, le bouton floral étant

protégé par les bractées ou les préfeuilles (édar@nthaceae, Piperales, Poales, Betulaceae ;
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Endress 2011). La simplification du périanthe, \gardisparition, est souvent associée a une
pollinisation par le vent (Linder 1998Culley et al. 2002 Friedman & Barrett 2008). Une
des conséquences de la perte du périanthe estagpesition et le nombre des organes

internes, notamment les étamines, deviennentdabées (Endress 1990).

L'androcée : L'androcée est constitué de I'ensemble des étamiias de production du
pollen (D’Arcy 1996). Au sein de la fleur les étares peuvent étre arrangées en verticilles ou
en spirale. Lorsque les étamines sont nombreuagariigement peut étre plus complexe et
irrégulier (Ronse De Craene & Smets 1987 ; Rons€i@ene & Smets 1998).

Le nombre d’étamines est trés variable chez legoapgrmes et il a augmenté et diminué de
tres nombreuses fois au cours de I'histoire éwrutle ce groupe. Les fleurs possédant un
grand nombre d’étamines sont qualifiees de « pohgne tandis que par opposition, celles
possédant un petit nombre d’étamines sont qudifieoligandre » (Ronse De Craene &
Smets 1998). Plusieurs centaines ou plusieurs ensillid’étamines se retrouvent chez
différentes familles (Arecaceae, Lecythidaceae act&eae par exemple). Une augmentation
aussi importante du nombre d’étamines nécessitéagaptacle floral élargi par exemple chez
Tambourissa(Monimiaceae ; Endress & Lorence 1983) ou dedsfitees fins. Certaines
morphologies florales semblent incompatibles avess détamines nombreuses. C’est
notamment le cas de la zygomorphie (Jabbour et2@08) et des inflorescences tres
compactées des Asteraceae par exemple. L’évoldtiamombre d’étamines est discutée plus
en détails dans le chapitre 2 de cette these.

Certaines étamines peuvent étre stériles, c'esteaglie les anthéres ne produisent pas de
pollen ou du pollen non fonctionnel, on parle aldesstaminodes. Les staminodes peuvent se
trouver dans les fleurs hermaphrodites cotoyantttamines et dans les fleurs unisexuées
femelles, constituant les vestiges des étamines. st@minodes peuvent avoir différentes
fonctions dans la pollinisation, telles que I'attrtan des pollinisateurs ou la production de
récompenses pour ces derniers (Walker-Larsen & H&@@0; Ronce De Craene & Smets
2001).

Le gynécée Le gynécée est composé de I'ensemble des caspalii contiennent les ovules.

On distingue trois parties distinctes dans un dexple stigmate, partie distale sur laquelle se
posent les grains de pollen, le style, partie nmedldans laquelle progresse le tube pollinique
et I'ovaire, partie basale qui renferme les ovulebez la majorité des angiospermes, les

carpelles sont soudés (syncarpie) et les styles wgufiés au moins sur une partie de leur
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longueur. Les tubes polliniques sont ainsi répatise les différents carpelles méme si les
grains de pollen ont une répartition hétérogendesustigmates. Une sélection des meilleures
cellules reproductrices males est alors effectu¢écaelle du gynécée (Armbruster et al.
2002). La syncarpie est considérée comme une imioovavolutive clé des angiospermes et
elle est apparue plusieurs fois au cours de lesioiné chez les monocotylédones et chez les
eudicotylédones (Endress 2011). Chez la majoriséatiggiospermes basales, un seul carpelle
est présent ou lorsqu’il y en a plusieurs, ils matspas soudés (apocarpie). Chez les
monocotylédones, le nombre de carpelles est legausent 3 alors que chez la majorité des
eudicotylédones il oscille entre 2 et 5. Chez legi@gspermes basales et les eudicotylédones
ayant divergé le plus précocement, le nombre deetles peut étre plus élevé. lls sont alors
organisés en plusieurs verticilles ou en spirakes plus grands nombres de carpelles se
retrouvent chez les Monimiaceae (2000 carpelleg Thenbourissa ficus Lorence 1985) et
chez les Ranunculaceae (10 000 carpelles chezopetalum giganteumnTamura 1995 cité
dans Endress 2011). On observe une corrélatiore emtrgrand nombre de carpelles et
I'apocarpie et entre un nombre plus faible de depet la syncarpie. Cette corrélation est
probablement due a des contraintes architectugaiiese permettent pas d’organiser un grand
nombre de carpelles de maniere a ce qu'ils puisseatfusionnés (Endress 2006). Une des
caractéristiques morphologiques importantes du ggmeést la position de I'ovaire par rapport
au réceptacle floral. Il est dit infere lorsqu'stesitué en dessous du plan d’insertion des
pieces florales et donc inclus dans un réceptémial fconcave.

Il est dit supere lorsqu'’il est situé au dessupldm d’'insertion des pieces florales et donc
positionné au dessus d'un réceptacle floral convéves ovaires inféres sont supposés
protéger les ovules de la prédation, notammentgsapollinisateurs pouvant étre également

phytophages tels que les coléoptéres (Grant 1950).

La « synorganisation » des organes florauXune des tendances évolutives majeures de la
fleur des angiospermes est 'augmentation de marganisation » des différents organes. La
« synorganisation » est définie comme la conned@mdeux ou plus éléments structurels pour
former un systeme fonctionnel (Soltis et al. 20@e résulte de I'imbrication ou de la fusion
des organes au sein d’un verticille ou entre leoides. Nous avons vu notamment que les
pieces de la corolle peuvent étre soudées pouredomes structures morphologiquement
complexes telles que I'éperon et qui jouent un prkpondérant dans la pollinisation par les
animaux. Les carpelles sont également frequemnuentés afin d’optimiser la reproduction

(voir ci-dessus). La fusion des étamines, bien plus rare que celle des pétales ou des
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carpelles, se retrouve chez certains groupes etgibjouer un réle dans I'optimisation du
transfert du pollen par les pollinisateurs (Ren &g 2010). Chez les Asteraceae notamment,
les antheres sont soudées et forment un tube awdwugynécée. La fusion d’organes
appartenant a des verticilles différents intervipnincipalement entre les pétales et les
étamines et entre les étamines et les carpelless [Badeuxiéme cas, la « synorganisation »
permet la présentation secondaire du pollen sgynécée (Endress 2011). L’acquisition et la
perte de la « synorganisation » des fleurs onteeugdlusieurs fois durant I'histoire évolutive

des angiospermes (Soltis et al. 2009).

Le contrdle génétique de la mise en place des agéoraux

Les nombreuses variations de la morphologie déela flécrites ci-dessus s’inscrivent dans
un cadre développemental et sont régulées par deanismes génétiques dont I'étude est en
plein essor. La découverte des génes a MADS-bouvarbla voie a la compréhension du
contréle génétique de la mise en place des orgioresix (Coen & Meyerowitz 1991). Le
premier modéle proposé est connu sous le nom dedelm ABC » et suggere que la
détermination de l'identité des organes est réalss# I'action de genes appartenant a trois
fonctions différentes A, B et C (Coen & Meyerowit291). Selon ce modele, I'action des
genes de la fonction A permet la mise en placesdpales et conjointement avec ceux de B
la mise en place des pétales. L’action des genéds fdection C au centre de la fleur permet
le développement des carpelles par arrét de crmesdu meéristeme et conjointement avec
ceux de B, le développement des étamines. Grabidopsis thalianales génes de la
fonction A sontAPETALA1et APETALAZ ceux de la fonction BAPETALA3et PISTILLATA

et AGAMOUSpour la fonction C. Par exemple, la mutation dueg@&AMOUSprovoque le
remplacement des étamines par des pétales. D’autndsles ont été proposeés par la suite,
ajoutant par exemple des génes de la fonctionrhil{eades géenes SEPALLATA) activant les
génes du modele ABC (Pelaz et al. 208npma & Goto 2001 Castillejo et al. 2005). Il a
été proposé que les différentes protéines codéesqsa génes interagissent en quartets
(Theissen & Melzer 2007). Un modéle alternatif andéle ABC, FBC propose que la
formation des sépales soit permise par I'absenegpdéssion des génes B plutdt que par
I'expression des genes A. Les genes de la foné&tisiexprimeraientt dans toute la fleur pour
permettre la formation du méristéme floral (Schw@ammer et al. 1990). Les autres
caractéristiques de la morphologie de la fleur soimises au contréle d’autres genes. Par
exemple la mise en place de la symétrie bilatéeatenotamment contrélée par les genes
CYCLOIDEA DICHOTOMA RADIALISet DIVARICATAchezAntirrhinum majuset par des
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orthologues de ces génes chez d’autres espécesh(Bugachgo 2009 Preston et al. 2011).
Chez Linaria vulgaris un mutant naturel présentant une symétrie radialdieu de la
symétrie bilatérale habituelle, présente une mcalibn épigénétique de l'orthologue de
CYCLOIDEA (Cubas et al. 1999). Le role de I'épigénétique d#asolution de la
morphologie florale est un champ de rechercheegierencore largement a explorer.

Si les génes a MADS-box semblent étre responsahlesontréle de la mise en place des
organes floraux chez toutes les angiospermes (Bowb387), les limites de leurs zones
d’activité au sein de la fleur en développement patnétre un peu différentes suivant les
groupes. Le modéle ABC proposé d'abord chez ledicetylédones Arabidopsis et
Antirrhinum) présente des limites franches entre les zonegpgssion des différents génes,
permettant une détermination forte des différenttioiées d’organes. En revanche, chez les
angiospermes basales, il semble que les limitegpBssion soient moins clairement définies,
résultant en un gradient dans la morphologie dgaras (voir Frohlich 2007). Chez le
nénuphar par exemple, il y a une continuité emsepletales et les étamines (continuité liée a
'organisation spiralée des organes floraux). Lesdifications de limites des zones
d’expression des géenes a MADS-box et les nouvatiiesactions établies par les protéines
gu'’ils codent ont probablement participé a la diifezation des angiospermes (Theissen et al.
2000).

La morphologie de la fleur et la pollinisation

De nombreux traits morphologiques des fleurs soes ddaptations au processus de
pollinisation, c’est-a-dire au transfert du polides anthéres d’'une fleur au pistil de la méme
ou d'une autre fleur pour permettre la reproductaexuée. Ce transfert peut se faire
passivement au sein d’'une méme fleur ou grace agksds de pollinisation entre des fleurs
différentes. Lorsque le pollen fécondant provieninggme individu que les ovules, on parle
d’autogamie (autofécondation). Dans le cas comtiair parle d’allogamie.

Il est fréquent de rencontrer chez les angiosperaresystéme de reproduction mixte,
autogamie et allogamie. Différentes stratégies a@vitou limitant I'autogamie ont été
sélectionnées : la dioecie, I'auto-incompatibililé,dichogamie mais aussi des adaptations
morphologiques comme par exemple I'hétérostylie I@nantiostylie (Barrett 2002).
L’autogamie peut néanmoins constituer un avantagepermettant le maintien de la
reproduction dans les milieux pauvres en agensotimisation, ou le transfert de pollen est
limitant (Wilcock & Neiland 2002).
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Les agents de pollinisation peuvent étre abiotiquesat et eau) ou biotiques (animaux). De
nombreux traits floraux constituent des adaptat@timteraction de la plante avec les agents
de pollinisation, afin d’optimiser le transfert gollen. Des modifications importantes de la
morphologie en fonction des différents pollinisageont ainsi été mises en évidence (par
exemple Whittall & Hodges 2007 Thomson & Wilson 2008). Des expériences de
modification de la morphologie dans des populatioaisirelles ont montré que certains traits
floraux sont bien le résultat d’'une adaptation (Pheil 2009). En revanche, un effet de la
sélection sur les variations phénotypiques n'esd fmjours mis en évidence dans les
populations actuelles. Il semble donc que la mrs@lace des traits floraux constituant une
adaptation a la pollinisation se soit faite rapiéem durant les périodes d’intense
diversification et qu’en dehors de ces périodestlaction intervienne peu (Harder & Johnson
2009).

Environ 90 % des angiospermes ont leur pollen pamé par des animaux (entomophilie), en
grande majorité des insectes (Hyménopteres, Djtéteepidoptéres et Coléoptéres) mais
aussi des oiseaux et des chauves-souris (Flemizg 2009). Dans ce cas, un certain nombre
de traits floraux servent au signalement et a leoneaissance des fleurs par les
pollinisateurs : notamment la couleur, la symétas,guides nectariferes, les odeurs, le relief
de la structure des pétales. Il semble que lesipremespéces d’angiospermes avaient déja
mis en place cette interaction plante-pollinisateuque leur pollen était transporté par les
insectes (Thien et al. 2000). Environ 10% des espeatangiospermes ont leur pollen
transporté par le vent (anémophilie). Ce mode dénpsation a évolué plusieurs fois a partir
de la pollinisation par les insectes, dans desbégnndépendantes. Ce mode de transfert de
pollen est souvent associé a de petites fleurs, yogantes, au périanthe réduit. Il est
probablement avantageux pour assurer la reproaudtios des conditions environnementales
ou les pollinisateurs sont rares (Culley et al. 20@riedman & Barrett 2008Friedman &
Barrett 2009).

De nombreuses caractéristiques morphologiques ldessfliées a la pollinisation sont
apparues plusieurs fois dans l'histoire évoluties dngiospermes, dans des lignées parfois
tres éloignées phylogénétiquement. Cela peut stpxgl par le fait que les pressions
écologiques et environnementales étant trés fastegsla morphologie de la fleur, des
morphologies identiques pourront étre sélectionmdez des espéces non apparentées mais
vivant dans des conditions environnementales pgdhen résulte que les convergences sont
fréequentes dans I'histoire évolutive de la fleugetil faut y étre particulierement attentif si

I'on utilise ces caracteres pour la phylogénieabalassification.
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L’optimisation du transfert de pollen et l'interaxt avec I'agent de pollinisation ne sont pas
les seules forces de sélection qui peuvent s’apgligur la morphologie florale. Par exemple
la résistance aux herbivores ou a des stress eneinmgntaux peut également exercer une

contrainte sur I'évolution des traits (Strauss &iwatl 2006).

Les inflorescences

Chez de nombreuses especes d’angiospermes, lesrilegont pas solitaires mais réunies en
inflorescence. Différentes architectures d'inflesces existent et leur classification est
parfois difficile. En revanche leur organisationt e®uvent caractéristique d'un groupe
taxonomique (Prenner et al. 2009). On distingueamoment les inflorescences dont I'axe
principal est indéterminé (racémes), de celles dtte est déterminé (cymes). Les
inflorescences peuvent étre simples, c’est-a-direamportant qu’'un seul axe, ou bien porter
de plus ou moins nombreux embranchements. L'existest la position des bractées et
bractéoles (aussi appelées préfeuilles) sont égalenbes caractéristiques importantes de
I'architecture des inflorescences. Par exemplez cieenombreux eudicotylédones, une paire
de bractées constitue les premiers organes d'undamflorescence alors que chez les
monocotylédones il n'y en a qu'une (Prenner et 2009). La taille et le nombre
d’inflorescences portées par un méme pied sonablas en fonction notamment de stratégies
de reproduction et des ressources disponibles (Sadaubuc 1990).

La répartition des organes reproducteurs au seinfldars permet la mise en place d'un
premier niveau de diversité dans les modes de daption. Les fleurs peuvent ainsi étre
hermaphrodites ou unisexuées. La répartition ddleess hermaphrodites ou unisexuées sur
les inflorescences permet la mise en place d’'unideeniveau de diversité dans les modes
de reproduction. Des associations complexes desflenisexuées et hermaphrodites sur la
méme inflorescence, sur des inflorescences diffésenu sur des plantes différentes sont
retrouvées chez certains groupes.

Des hypotheses sur la fonction des différentesitaatbres des inflorescences ont été
proposeées et concernent différents aspects deradection (résumeées dans Jordan & Harder
2006). Les différents types d’inflorescences paanainfluencer le comportement des agents
de transport du pollen et ainsi la dispersion dilepolls joueraient notamment un role dans
I'attraction des pollinisateurs et leur comporteman sein de l'inflorescence. L'architecture
de I'inflorescence influencerait également la répan des ressources entre les fruits produits

ainsi que la prédation et la dispersion des fretitdes graines.
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Comme pour la morphologie des fleurs certainesctériatiques des inflorescences ont été

sélectionnées plusieurs fois au cours de I'histéirelutive des angiospermes, suggérant a
nouveau que les pressions environnementales saes fet conduisent a des phénomeénes de
convergence. Néanmoins la diversité des architestdes inflorescences est également le
fruit d’une interaction entre I'adaptation et le®gessus de développement (Prusinkiewicz

al. 2007). Le contrble génétique du développemest idflorescences est de plus en plus

étudié. Il semble que des genes telslgaAFY, APETALAlet TERMINAL FLOWERJouent

un réle important dans la mise en place de l'iftmence che&rabidopsis thaliangPrenner

et al. 2009).
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Partie Il : La famille des palmiers

Les palmiers (Arecaceae ou Palmae) constituenfaméle emblématique d’Angiospermes

monocotylédones. Cette famille compte 183 genrespproximativement 2 500 espéces
(Palmweb 2013), distribués dans toutes les zoonegcales et subtropicales du globe (Fig. 2).
Les palmiers sont présents majoritairement dangdgon Asie-Pacifique (environ 1 600

especes), en Amérique centrale et du Sud (envi@h éspeces) et de maniére moins
diversifiée en Afrique (environ 65 espéces).

Fig. 2 : Distribution des espéces actuelles de palmiers (Dransfield et al. 2008)

Les palmiers constituent les seuls représentantdodire des Arecales (Fig. 1). Selon la
derniére classification APGIII (Angiosperm Phyloge@roup 2009), ils appartiennent au
groupe des Commelinidae, au sein desquels néantesinelations phylogénétiques restent
incertaines. Les palmiers pourraient ainsi étrgréeipe frére des Dasypogonaceae ou bien des
autres membres des Commelinidae (Poales, ComnedisaZingiberales).

La monophylie de la famille est bien soutenue pamtles caractéres morphologiques que par
les marqueurs moléculaires (Baker et al. 2009). Qugr& peu de caracteres morphologiques
sont exclusifs aux palmiers et non partagés pantda membres des Monocotylédones.
L'appareil végétatif des Cyclanthaceae est par gkertrés similaire a celui des palmiers
(Stevens 2001). C’est le mode de développementeddies (présenté plus loin) qui semble

étre la caractéristique majeure de la famille.
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La diversification des différentes lignées de pahsipourrait avoir commencé au milieu du
Crétaceé il y a environ 100 millions d’années sursigercontinent Laurasie (représentant
actuellement 'Amérique du Nord et I'Europe ; Coewr et al. 2011). Baker et al. (2012a et b)
suggerent que la répartition actuelle des espésesplas probablement le résultat de
phénomeénes de dispersion sur de longues distancédt glue due au phénomeéne de

vicariance.

La famille des palmiers a été largement étudi@ietite. L'ensemble des travaux concernant
son évolution et sa classification a été réuni dansivre, Genera Palmarun{Dransfield et
al. 2008). Une grande partie des informations prt&sedans la suite de cette introduction fait

référence a cet ouvrage.

Les habitats des palmiers

Les palmiers occupent des habitats tropicaux ettreyicaux tres diversifiés (Dransfield et
al. 2008). Ils sont présents dans toutes les faréfscales humides (Fig. 3a et b), sous la
forme d'arbustes de sous-bois, de grands arbresgéar@ de la canopée ou de lianes
(palmiers grimpants ou rotins tels que les espdaagenreCalamu$ s’accrochant aux troncs
des autres arbres. lls constituent les végétauplles communs des zones montagneuses
tropicales. On les trouve également dans les habliitanides tels que les mangroves (Fig. 3c)
et les foréts inondées d’Amazonie (varzea), il gwésents sur les littoraux (Fig. 3d), dans
les foréts séches, les savanes et les oasis (FigD&es les zones sub-tropicales, les habitats
sont également variés. Par exemple, le g&amenoaest présent dans les foréts de pins en
Floride (Fig. 4a),Rhopalostylisdans les foréts légerement tempérées de Nouvélsde,
Trachycarpus dans les montagnes de I'Himalaya (Fig. 4b) Gitamaeropsdans les
végetations de type maquis en Afrique du Nord d¥iéditerranée (Fig. 4c).

La principale limitation écologique a la distribarti des palmiers est la température. En effet
ces organismes ne peuvent pas entrer en dormandegcription morphologique ci-dessous)
et ne peuvent donc pas survivre a de longues périddegel qui induisent des dommages
irréversibles a leurs cellules (Tomlison 2006).préasence de palmiers dans un milieu semble
également fortement corrélée a la disponibilitéean (Bjorholm et al. 2005 ; Kreft et al.
2006) et en énergie (liée au rayonnement solakEéserhardt et al. 2011). Le genre

Nannorrhopsest le seul a présenter des conditions de vieendeht désertiques.
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Fig. 3 : lllustration de la diversité morphologique des palmiers et de leurs habitats en zone

tropicale, de gauche a droite et de bas en haut : (a) forét tropicale humide en Amazonie,

by

Bactris, Attalea, Euterpe et Astrocaryum, (b) Howea fosteriana a Lord Howe Island en
Australie, (c) Nypa fruticans en Papouasie, (d) Cocos nucifera en Nouvelle Guinée, Areca

catechu et (e) Phoenix dactylifera a Oman (photographies (a) Couvreur et al. 2011 (b-e) Palmweb)

La plus grande diversité spécifique de palmier@4P8e trouve dans les foréts tropicales
humides (Couvreur et al. 2011). lls constituent kl@s membres les plus remarquables et les
plus importants de ce biome. Par leur diversitdeat abondance, ils jouent des rdles
écologigues majeurs entre autres dans la struictnrat la composition des sols ou les
interactions plantes-animaux (Henderson 2002 ; Didd<2008).

Particularités morphologiques et anatomiques

L'appareil végétatif de la majorité des palmiergégemte une architecture caractéristique et
aisément reconnaissable. Il se constitue d’'un frappelé stipe, pouvant étre de grande taille
et portant des feuilles palmées ou pennées (Fig. 5)

Les palmiers appartiennent au groupe des Monodatugks dont les membres se caractérisent

par I'absence de croissance secondaire. Si la i#ajdes Monocotylédones sont des
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herbacées a faible longévité, certaines espécesnganmoins capables d’occuper la strate
arborée et d’accroitre leur durée de vie. C'estde chez les palmiers mais aussi chez les
bambous, les pandanus et les Zingibérales (Ste2@0k). La transition vers des formes de
vie arborées a eu lieu vraisemblablement plusiéniss de maniére indépendante dans ce
groupe (Fig. 1). L'accroissement de la taille ppotentiellement constituer un avantage
compétitif pour la photosynthese mais aussi poulidpersion du pollen et des graines. Une
des principales caractéristiques des palmiersast tbur capacité a former des organismes a
port arbore, et ayant une longévité importantequernent a partir de processus de croissance
primaire (Tomlison 2006). En effet tous les tisslisn palmier sont issus de méristemes
primaires racinaires et apicaux en constant fonogment, complétés par des méristemes
intercalaires. Une fois établis, les tissus priegine pourront donc pas étre remplacés et
resteront actifs pendant la durée de vie du pajmgigrpeut se mesurer en siecles. En ce sens
les palmiers sont différents des arbres consid#mdsne « vrais » car produisant du bois, que
'on retrouve parmi les coniferes et les eudicatgides. Ces organismes produisent
continuellement de nouveaux tissus vasculaires sao@s a partir du cambium. Celui-ci
génere le bois (xyléme) vers lintérieur et le filjphloéme) vers I'extérieur. Ces tissus ne
fonctionnent que durant quelques décennies, puigemigent inactifs et conservent
uniguement leurs propriétés mécaniques. Le bos #nmmé permet le maintien du port érigé
du tronc. Le constant renouvellement des tissuswaises rend possible la survie de
I'individu pendant plusieurs siécles. L’absencecd@ssance secondaire pose donc un certain
nombre de questions concernant la formation du stipe longévité des palmiers. Les stipes
peuvent atteindre de grandes hauteurs et maintemort érigé en développant d’abondantes
fibres lignifiées, associées ou non aux vaisseanducteurs (Tomlison et al. 2011). Ces
fibres se retrouvent également dans les feuillaguiaelles conferent leur résistance. Le
systéme vasculaire et les fibres occupent l'inti#grdu stipe en grands faisceaux verticaux.
Lors de la croissance du jeune palmier, le stipé cfabord en diamétre jusqu'a atteindre la
circonférence de maturité, avant de croitre enéhaut.e diameétre est donc fixé précocement.
Chez certaines espéces néanmoins le stipe pewgnpEésine augmentation ultérieure du

diamétre par 'augmentation de la taille et du nades fibres.

Compte-tenu des caractéristiques morphologiqueanatomiques présentées ci-dessus, le
stipe des palmiers est le plus généralement noifiearen effet un axe dont les capacités
meécaniques et de transport sont fixées et limpéeda croissance primaire ne peut pas porter

de trop nombreux et volumineux embranchements.a®ertpalmiers néanmoins peuvent
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avoir des bourgeons axillaires (a la base deslésyilqui se développent pour former de
nouveaux axes (exChamaedorepn ou parfois présenter une division dichotomique du
méristeme apical (exNypa; Dransfield et al. 2008). Le développement dagdpeons et les
divisions de l'apex sont le plus souvent situésaabhse du stipe principal et chaque
embranchement produit son propre systeme racif@oenlinson et al. 2011). Cependant
chez Hyphaene coriaceaeles divisions de l'apex se font a différents awe du stipe,
donnant un aspect général inhabituel a ce palmier.

Fig. 4 : lllustration de la diversité morphologique des palmiers et de leurs habitats en zone

sub-tropicale, de gauche a droite: (a) Serenoa repens en Floride, (b) Trachycarpus

martianus au Népal, (c) Chamaerops humilis a Majorque (photographies Palmweb)

La longévité des cellules du stipe, les mécanismes leur permettent de rester
fonctionnellement et métaboliquement actives duuaet treés longue période sont encore mal
connus et constituent un vaste champ de recherobe ljavenir (Tomlinson et al. 2012).
L’'absence de croissance secondaire confére desageanaux palmiers qui échappent ainsi a
certaines limitations écologiques rencontrées pararbres possédant un cambium. Ils sont
plus résistants aux feux, aux pathogenes et au(Vemtlison 2006). L'activité permanente
des tissus primaires leur enleve néanmoins la dépaentrer en dormance, expliquant leur
vulnérabilité au gel et ainsi leur répartition gres exclusivement tropicale et subtropicale.
Des modifications du stipe sont également obsendes une catégorie de palmiers
présentant un mode de vie particulier, les palngeirapants ou rotins (exCalamug. Chez
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ces especes, le stipe est fortement allongé (jaguusieurs centaines de métres) et porte des
épines et des structures permettant de s’accrechxeutres arbres (Sunderland 2012).

L’extrémité du stipe porte un meéristeme apical taok qui produit les feuilles. Chez la

plupart des palmiers adultes, les feuilles sontramy@es en hélice ou en spirale et la
phyllotaxie suit les séries de Fibonacci (Drandfiet al. 2008). Comme pour la majorité des
Monocotylédones, la feuille se divise en trois ipart une partie basale pouvant entourer
entierement le stipe (cette structure est alorsléppa gaine), un pétiole et la partie terminale
portant les folioles. Cette derniére présente dgiands types d’organisation, palmée ou
pennée (Fig. 5). Contrairement aux feuilles palméss feuilles pennées possédent un axe
prolongeant le pétiole et portant les folioles. @kées en détail, les feuilles de palmiers sont
extrémement complexes. L'implantation des foliglesit suivre des patterns variés, en hélice,
en spirale, avec des angles et des tailles d'«@aeds » différents. Les folioles sont souvent
pliées ou ondulées créant des feuillets aux ofiiems et aux angles variés. Leur extrémité est
parfois découpée de facon réguliere ou irrégulié®s combinaisons possibles de ces
caractéres expliquent la grande diversité morphglegdes feuilles de palmiers. Leur mode

de développement est unique parmi les plantes uasfldes feuilles se développent en

structure pliée mais non divisée lorsqu’elles semtbouton et deviennent composées par la

séparation des folioles durant I'expansion.

Fig. 5: lllustration des deux principales morphologies de feuille, de gauche a droite :
(a) palmée (Licuala lauterbachii) et (b) pennée (Calamus gibbsianus) (photographies Palmweb)
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En période de floraison, le stipe produit une owsigurs unités reproductrices ou
inflorescences. Celles-ci sont le plus souvent fiées et produisent de trés nombreuses
petites fleurs. Cependant chez certaines espekesiste un seul axe d’inflorescence,
généralement en forme de pointe (63eonoma Les inflorescences sont positionnées par
rapport aux feuilles de deux manieres différentefoaction de leur mode de développement.
Dans un premier cas, les inflorescences se dévalbppela base des feuilles par
transformation du bourgeon axillaire en axe repctelr (en général un seul par feuille).
Elles parviennent a maturité au milieu des feuilbesbien en dessous apres la chute des
feuilles qui les soutenaient. Les feuilles et IeBorescences se développent en série, de
maniére indéfinie (situation qualifiée de pléonamdie). Dans un deuxieme cas, le stipe
poursuit sa croissance vegétative sans produingfla’eéscence jusqu’au moment ou le
méristeme apical se change en méristéme d’infleresz Une panicule terminale et massive,
située au dessus des feuilles, est alors produoirieant la mort de I'axe, incapable de
reprendre une croissance végétative. Cette situgtiafifiée d’hapaxanthique est rare chez
les palmiers (ex Corypha Metroxylonet Tahina; Dransfield et al. 2008).

Les fleurs de palmiers sont généralement petites,qdelques millimetres a quelques
centimetres. Les Phytelepheae constituent une eanegai sein de la famille, avec des fleurs
femelles pouvant atteindre une vingtaine de centaseles fleurs de palmiers présentent le
plan d'organisation trimere caractéristique de lapptt des Monocotylédones. Chez la
majorité des especes, les fleurs possedent trpmlest trois pétales et un ou trois ovules.
Cependant le périanthe peut étre parfois composéxdépales (ex Nypa Chelyocarpuset
Elaeig ou réduit a un anneau avec des lobes {@xinax ou Phytelephas Si le nombre de
pieces du périanthe et du gynéceée est tres peabl@ren revanche il existe chez les palmiers
une trés grande variabilité dans le nombre d’étasnjb@l & Moore 1980).

Les botanistes ont longtemps pensé que le pollsmpalkniers était dispersé par le vent. Mais
des études plus détaillées ont montré que la sdlion se fait presque exclusivement par
des insectes appartenant aux groupes des colénptire hyménoptéres et des diptéres
(Henderson 1986, 2002 ; Barfod et al. 2011).

La description de I'évolution des inflorescencesle$ fleurs chez les palmiers est I'un des

objectifs de cette these, elle est étudiée enldiztas les Chapitres 1 et 2.

Les fruits des palmiers présentent une large digersentre autres, de forme, de taille, de
texture, et d’organisation interne. La forme esplias souvent obovoide ou ellipsoidale. La

taille est trés variable de quelques millimétresd@danetre chez les especes@eonomaa
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pres de 50 cm de long chépdoicea maldavicgpar exemple. La plupart sont lisses mais
certaines peuvent porter des écailles (®aphia farinifera ou des poils (ex Wettinia
quinaria). Certains sont secs, d’autres charnus. La grarajerité des palmiers sont adaptés

a une dispersion des graines par les animaux (ZdAarglerson 1989, Henderson 2002).

Les palmiers constituent des organismes uniquede paode de croissance de leur stipe et la
morphologie de leurs feuilles mais ils sont aussintis pour étre la famille des records
biologiques. Ceux-ci incluent le stipe le plus &argouvant dépasser un metre de diametre
chez Jubaea chiliensiset le plus long (prés de 200 m chez les palmigisipants tels
Calamug, la plus grande feuille (25 m et plus chBaphia regali}, la plus grande
inflorescence (8 m de longueur et plus de 24 miflide fleurs che€orypha umbraculiferp

le plus grand fruit et la plus grande graine (juad®b kg chet.odoicea maldavica

Des palmiers et des hommes : importance écononaigc@nservation

Les palmiers fournissent de nombreux services &té&syques et ont un intérét économique
important. Ills se classent troisiemes apres lexcd2ma et les Fabaceae, dans la liste des
familles les plus importantes sur le plan de I'écoieet de l'utilité alimentaire (Haynes et
McLaughlin 2000). La majorité des ressources fagmpar les palmiers sont exploitées dans
le milieu naturel par les populations locales (eiption de subsistance) mais quelques
especes constituent des cultures d’intérét majeomme le cocotier Gocos nucifera
Fig. 3d), le palmier dattierPhoenix dactylifera Fig. 3e) ou le palmier a huileEkaeis
guineensis Les espéces de palmiers non domestiquées spottantes pour les populations
aux ressources souvent limitées, vivants a progimhds foréts tropicales. lls fournissent des
matériaux pour la construction des maisons, legsplgés meubles et les vétements, ils sont
utilisés comme combustible et constituent une souwle nourriture et de substances
médicinales. De nombreuses espéces de palmierségatément utilisées comme plantes
ornementales dans les jardins des zones tropietlssibtropicales et dans les serres des
jardins botaniques du monde entier. Outre des tgsaksthétiques indéniables, ils sont
€également appréciés pour leur haute résistance teariaplantation. Le stipe est en effet
capable de retenir une grande quantité d’eau, céeguend tolérants aux déplacements. lIs
ont également une capacité illimitée a générer develles racines adventices par un

mécanisme encore inconnu (Tomlinson et al. 2006).
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Malgreé I'importance des populations naturelles denpas pour le maintien des écosystémes
tropicaux (principalement les foréts humides) etrgawsubsistance des populations humaines
locales, un certain nombre d’especes sont aujourdiemacées de disparition. Les effectifs
des populations sont réduits principalement parsueexploitation et la destruction des
habitats. La majorité de la diversité spécifique dalmiers se trouve dans les foréts tropicales
humides qui connaissent aujourd’hui un déclin dé déforestation au profit de I'agriculture.
L’effet négatif de la déforestation est double :affet direct de destruction des individus et
des habitats et un effet indirect de la fragmentaties habitats (Galetti et al. 2006). En effet,
les petites populations isolées sont plus vulnémk I'extinction. De plus, I'habitat
fragmenté constitue un milieu défavorable pourdgents de dispersion, pollinisateurs et
disséminateurs de graines, fragilisant un peu péss populations de palmiers. Une
quarantaine d’espéces de palmiers sont présenddalaiste Rouge de I'lUCN (IUCN 2012).
La plupart sont classées comme vulnérables ou ayantisque d’extinction faible. Six
espéces sont considérées comme en danger d'extineti deux en danger critique,
Hyophorbe lagenicauligPage 1998) efahina spectabilis(Rakotoarinivo et Dransfield
2012). Une espece semble étre aujourd’hui éteimies de milieu naturelCryosophila
williamsii (Evans 1998). Le nombre important d’espéces dandammille, leur vaste
distribution et leur présence dans des zones pgadifficiles d’acces, rendent le suivi de la
viabilité des populations de palmiers difficile. Dembreuses données concernant leur statut
sont certainement a mettre a jour et a complétetlest especes sont peut étre en voie
d’extinction sans qu'’il soit possible de le détect® certaines espéces font déja I'objet de
mesures de protection, comme par exenplestona alfrediidans le « Millstream National
Park » (Australie ; Dowl 1998), la conservation gafniers ne pourra étre efficace que par la
création de nouvelles aires protégées et I'éducaties autorités et des populations
concernées. Sauvegarder ces especes dans les jaothmiques et les banques de graines ne

peut constituer qu’'une mesure provisoire.

Jusqu’a maintenant peu d’études ont été réalis@¢da sapacité des palmiers a répondre aux
changements climatiques. De nombreuses espéecesiiasubu de zones montagneuses
pourraient étre fortement menacées (Dransfield 2@8yevanche des déplacements d’aires
de répartition en relation avec la hausse des teanhpés ont déja été observésachycarpus

fortuneivoit ainsi son aire de répartition s’étendre Jverblord en Europe au fur et a mesure

des variations des minimums hivernaux de tempérgWialther et al. 2007).
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Classification et relations phylogénétiques

La taxonomie des palmiers est actuellement uneipliise trés dynamique et un effort
considérable a été fourni durant les derniéres rages pour réaliser des révisions
taxonomiques des différents genres et tribus. Gesix ont été synthétisés dans le livre de
Dransfield et al. (2008) qui présente la classifizaet les caractéristiques des 183 genres.
Ces genres sont répartis dans 5 sous-familles@almoideae, les Nypoideae, les
Coryphoideae, les Ceroxyloideae et les Arecoide&jribus (Fig. 6) et 27 sous-tribus. Cette
classification se base sur les relations phyloggmés mises en évidence par diverses études
utilisant des caracteres morphologiques et molé&eglaLes groupes (sous-familles, tribus et
sous-tribus) ont été reconnus sur le critere aevdaophylie. Notons que dans deux tribus, les
Areceae et les Trachycarpeae, les preuves étaisuaffisantes pour inclure certains genres
dans les sous-tribus. Ills sont considérés commen«placés » (unplaced) dans la

classification (Fig. 6).

Les Calamoideae regroupent environ un quart decesmdnnues de palmier (21 genres et
645 espéces) et leur aire de répartition s’étendeswzones tropicales d’Amérique, d’Afrique
et de la région indopacifigue. Les membres de cstigs-famille se distinguent par des
écailles présentes sur le gynécée et sur le fowdn(sfield et al. 2008). On trouve notamment
dans cette sous-famille les genres de palmierspgmits aussi appelés rotins (eRalamus.
Comprenant 391 espéce€alamus est le genre le plus diversifié des palmiers. Les
Calamoideae se placent comme le groupe frére delésuautres palmiers dans diverses
études phylogénétiques (Asmussen et al. 2006 ;rRsalkad. 2009).

La sous-famille Nypoideae est particuliére au siei; palmiers car elle ne contient qu’un seul
genre monospécifiqueNfpa fructicans Nypa est le palmier de mangrove dont l'aire de
répartition s’étend en Asie et dans la zone ouesPdcifigue. Ce palmier présente une
morphologie particuliere, notamment au niveau aélérescence, qui le distingue des autres
sous-familles. Les études phylogénétiques placénérglement cette espece comme groupe
frere de tous les palmiers excepté les Calamoiffesaussen et al. 2006 ; Baker et al. 2009).
Les Coryphoideae constituent une large sous-farfdlb genres et 519 especes) incluant le
genre trés diversifi€icuala (153 espéces). Leur aire de répartition compreantktla ceinture
tropicale. La majorité des especes (plus des 2AAnvien dehors des foréts tropicales
humides appartiennent a cette sous-famille (Thormeasde Franceschi 2012). lls se

reconnaissent notamment a leurs feuilles palmée®gsompar la plupart des espéces. On
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retrouve dans ce groupe le palmier datti®&mpenix dactylifergtribu des Phoeniceae). Les

Coryphoideae sont groupe frére du clade comprdasi@eroxyloideae et les Arecoideae.
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Fig. 6 : Classification des palmiers basée sur les études phylogénétiques (Dransfield et al. 2008)

Les Ceroxyloideae constituent une sous-famille de taille modestesndont l'aire de
répartition est trés diversifiée. Les 8 genresekdpeces sont répartis dans trois tribus. La
tribu Cyclospatheae contient un seul genre présaijuement dans les Caraibes et en
Amériqgue du Nord. Les Ceroxyleae regroupent desregemrmorphologiqguement et
génétiqguement similaires mais €loignés géographeune (I'un & Madagascar, un autre en
Australie et deux autres dans les Andes). Les Ripjteae sont originaires d’Amérique du
Sud. Malgré une diversité morphologique (des stmest végétatives et reproductives)
importante entre les sous-tribus, la sous-famplegaaait monophylétigue dans de nombreuses
phylogénies moléculaires (Asmussen et Chase 288inussen et al. 20065avolainen et al.
2006 ; Trénel et al. 2007 ; Baker et al. 2009) Ebnstitue le groupe frere des Arecoideae.
Les Arecoideae constituent la plus large et la pliusrsifiée sous-famille des palmiers. Ses
représentants sont présents dans les régionsdtepidu globe, en Amérique centrale et du

Sud, en Afrique, a Madagascar et sont particulier@mnombreux dans la région
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indopacifique. lls se distinguent par des feuijfennées et par I'organisation des fleurs sur
les inflorescences (cf Chapitre 1). On trouve notemt dans ce groupe, le cocoti€qgcos
nuciferaet le palmier a huilezlaeis guineensigtribu des Cocoseae). La monophylie de ce
groupe est bien soutenue par les études de phytogeéculaire (Asmussen et Chase 2001 ;
Asmussen et al. 20Q65avolainen et al. 2006 ; Baker et al. 2082ker et al. 2011).

Les délimitations des genres au sein de la fanatlie été fréequemment redéfinies. Des
divisions taxonomiques ont parfois été realisépartir de variations morphologiques infimes
ou bien a partir de spécimens incomplets. Les mabnayant des périodes de floraison
aléatoires il est parfois difficile d’échantillormkes fleurs et les fruits, caracteres pourtant
essentiels pour difféerencier de nombreuses espdegsalmiers. Au fur et a mesure des
nouvelles missions de terrain et des révisionsraxoques, les contours des genres sont
modifiés, de nouveaux sont créés et d'autres alvarddo Par exemple, Jeanson (2011a) a
suggéré de replacer les especes du géfakichia au sein du genrArenga De nouvelles
especes sont encore régulierement découvertes. délie alors rattachées a un genre existant
(par exempleAdonidia maturbongsiiBaker et Heatubun 2012) ou bien classées dans un
nouveau genre (par exempl@ransfieldiag Baker et al. 2006 oliahing Dransfield 2008).
Les phylogénies moléculaires ont permis de progredans la compréhension des contours
des genres en révélant la paraphylie de certaerdré’ eux. Ainsi, le genleanoniaa été créé
pour accuelllir 8 espéces qui semblaient appart@migenrelicuala (Henderson & Bacon

2011) sur des criteres morphologiques.

Les premiéeres tentatives de classification des ipamrendant compte de leur évolution, ont
été réalisées grace a l'observation de grandesmeed évolutives mais sans reconstruction
phylogénétique (notamment Moore 1973hl et Dransfield 1987). De nombreuses études
ont ensuite été menées pour élucider les relagpdnydogénétiques au sein de la famille,
d’abord a partir de caractéres morphologiques &toamiques, puis trés rapidement a partir de
caractéres moléculaires. Ces travaux ont permigedter les premieres classifications.
Certains groupes ont été confortés, d’autres mégdiiour aboutir a la classification la plus
récente, présentée en Fig. 6 et dont les subdigisactuellement identifiées (sous-familles et
tribus) ont été présentées ci-dessus (Dransfieldl.eR005 ; Dransfield et al. 2008). Les
phylogénies basées sur les caracteres morpholagspiesont d’abord concentrées sur des
niveaux taxonomiques inférieur a celui de la faen{jpar exemple Henderson 199Barfod

1991 ;Zona 1999). La premiere étude a I'échelle de lailfana associé a des caracteres

42



morphologiques, des caractéres moléculaires, ammbhisme de longueur des fragments de
restriction de ’ADN chloroplastique (RFLP ; Uhl at 1995). Des phylogénies moléculaires
a I'échelle de la famille, s’appuyant sur des ségas d’ADN, ont été publiées par la suite.
Elles ont pour la plupart utilisé des marqueursoidplastiques tetrnL-trnF (Baker et al.
1999 ; Asmussen et al. 2000 ; Amussen et Chase 2001 ; Asmust al. 2006)rpsl6
(Asmussen et al. 2000 ; Amussen et Chase 2001 ugsen et al. 2006)bcL (Amussen et
Chase 2001 Hahn 2002 ; Asmussen et al. 2008)pB (Hahn 2002) ounaK (Asmussen et
al. 2006). Deux marqueurs nucléaires ont été teéstéchelle de la famille : une partie de
I’ADN ribosomique (18S ; Hahn 2002) et le géne ibleanombre de copies codant pour la
malate synthétase (MS; Lewis et Doyle 2001). Desitmarqueurs nucléaires ont été
développés chez les palmiers, mais utilisés a desaumx taxonomiques inférieurs, pour
résoudre les relations phylogénétigues au sein dsmes-famille par exemple. Citons
notamment les régions non-codantes de I’ADN ribagam (ITS ; Baker et al. 2000) et deux
génes a faible nombre de copies (PRK et RPB2, todaspectivement pour la
phosphoribulokinase et une sous-unité de I'ARN pw@ase Il ; Lewis & Doyle 2002 ;
Roncal et al. 2005).

Les marqueurs chloroplastiques sont fréquemmerisédi car ils sont présents en de
nombreuses copies identiqgues dans une méme cetlslent ainsi plus facilement amplifiés
par PCR. lls ont en outre prouveé leur efficacitifférents niveaux taxonomiques dans divers
groupes de plantes. Cependant les palmiers ayatetmps de génération tres long, il semble
qgue I'évolution de leur génome chloroplastique $eitte (Asmussen & Chase 2001). Des
études ont montré que le taux de substitution dekatides est plus faible chez les palmiers
comparativement a d'autres Monocotylédones (Gautl.ei992 ; Gaut et al. 1996). Ces
conclusions ont pourtant été remises en causennoaéat Cuenca & Asmussen-Lange 2007)
et il semblerait plutét que les taux de substitusoient variables au sein de la famille, selon
la lignée et le marqueur.

Pour les reconstructions phylogénétiques, les neamgunucléaires sont en général plus
délicats a utiliser que les marqueurs chloroplastg notamment lorsqu’ils sont présents en
multiples copies divergentes (paralogues). Diff@sntopies assemblées dans une méme
étude et présentant des histoires évolutives diftés peuvent provoquer des confusions dans
les relations phylogénétiques. Pour contournercobl@me les marqueurs sont choisis au sein
de ’ADN ribosomique dont on pense que les mulspdepies évoluent de maniere concertée

ou parmi des genes a faible nombre de copies. @apemes paralogues peuvent tout de
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méme exister dans certains groupes et géner lastaotion phylogénétique (Baker et al.
2000 ; Lewis & Doyle 2002 ; Feliner & Rossello 2007
Le choix des marqueurs moléculaires a I'échelletdless et des sous-tribus est discuté dans

le Chapitre 3 de cette these.

Comme pour de nombreux groupes d’Angiospermes @spgirm Phylogeny Group 2009),
les phylogénies moléculaires ont apporté de gramdesliorations a la classification des
palmiers. L'une des modifications les plus imporantsuggérées par les phylogénies
moléculaires concerne l'identité de la lignée gmingre de tous les autres palmiers. Le genre
Nypa a longtemps été considéré comme occupant cette pdaplus a la base de l'arbre
phylogénétique (Uhl et al. 1995). Il s’avere audas phylogénies moléculaires que ce sont
les Calamoideae qui constituent le groupe freréods les autres palmiers (Asmussen et al.
2006 ; Baker et al. 2009).

Les phylogénies moléculaires ont également cordribuaméliorer la compréhension de
I'évolution de la famille et des biomes qui lui s@ssociés. En 2009, Baker et al. ont publié
une synthese de toutes les études phylogénétiguessla forme d'un super-arbre (et d’'une
super-matrice). Cette phylogénie présente une utisolsatisfaisante au niveau des genres,
méme si certaines relations ne sont pas encore fgigsoplues notamment au sein des
Arecoideae. Elle a été datée (Couvreur et al. 2@1Bide de différents fossiles (les fossiles
identifies comme appartenant a la famille des paisnsont passés en revue dans Dransfield et
al. 2008). La phylogénie a ainsi permis d’'estimégé de diversification des différentes
lignées, d’étudier les taux de diversification (Car et al. 2011) mais aussi de commencer
a expliquer la répartition géographique des espéBaker et al. 2012 a et b). Elle offre
€galement un cadre et un support pour étudier Ibéfom des caracteres morphologiques
(Nadot et al. 2011).
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Objectifs et méthodes

Mon travail s’inscrit dans une thématique généddecompréhension de I'évolution de la
morphologie de la fleur des angiospermes. Celknceffet présente une variabilité beaucoup
plus importante que celle observée au niveau dgmes reproducteurs d’autres groupes. La
fleur est ainsi considérée comme étroitement liesuzces évolutif de ce groupe. Néanmoins,
la compréhension des mécanismes évolutifs, soumehiples et imbriqués, qui ont conduit a
cette variabilité est délicate. En effet les seullesinées dont nous disposons sont le
phénotype et le génotype (souvent partiel) descespactuelles, c’est-a-dire le résultat de
I'évolution.

Depuis quelques décennies, nos connaissances td®ne phylogénétigues dans les
différents groupes du vivant ont considérablemeagmssé (voir par exemple, Tree of Life
Web Project, Maddison et al. 2007). Des avancéegt@nréalisées en biologie moléculaire
permettant d’obtenir des données moléculaires poutres grand nombre d’espéces et en
informatique permettant de traiter ces larges jdaxdonnées. Des phylogénies robustes et
bien résolues sont maintenant disponibles pourndesaux taxonomiques différents. Elles
fournissent un excellent cadre théorique pour I'étude I'évolution des caracteres
morphologiques. Regarder I'évolution d’'un caracidses un cadre phylogénétique constitue
une des premieres étapes de la compréhension demisrées qui ont conduit a sa diversité

et a sa répartition actuelle chez différents orgaes.

Si l'aspect général des palmiers, a travers la hwqgie de leur appareil végétatif, est
extrémement reconnaissable et emblématique, lewar@ppeproducteur et ses spécificités
sont beaucoup moins connus. Les inflorescencessefldéurs des palmiers possédent des
caracteres constants et d’autres extrémement \esjgimuvant parfois sembler labiles. Parmi
les caracteres qui varient peu a I'échelle de maillg, il y a notamment I'architecture des
inflorescences. Celles-ci sont le plus souvent tiioiées d’'un axe principal indéterminé,
présentant des ramifications portant les fleurs. revanche la répartition des organes
reproducteurs entre les fleurs (hermaphrodite osexuiée) et I'organisation de ces fleurs sur
les inflorescences sont des caracteres variabllesn tésulte une grande diversité dans les
systemes sexuels au sein de la famille. Le périanithére ou le nombre d’ovules (1 ou 3)
sont également des caractéres trés bien consef&shélle de la famille. Au contraire, le
nombre d’étamines est I'un des traits floraux pnémet la plus grande variabilité tant au

niveau inter-générique qu’intra-générique.
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L’objectif principal de ma these est d’étudier I'éwtion du systeme sexuel et du nombre
d’étamines, deux caracteres liés a la morphologid’'apgpareil reproducteur et qui sont

particulierement variables a I'échelle de la faendes palmiers.

Les caractéristiques des inflorescences et dessflirs espéces de palmiers sont étudiées et
constituent souvent des criteres essentiels paudilgésions taxonomiques. Les descriptions
morphologiques des différents genres et espécegpalimiers forment une littérature
abondante et riche, en partie synthétisée dansnend Genera Palmarum » (Dransfield et al.
2008). Durant ma these j'ai rassemblé une partieedeinformations, en me concentrant sur
les traits morphologiques liés au systeme sexualietombre d’étamines, afin de les étudier
dans un contexte phylogénétique. J'ai notammerli€&ta distribution de la variabilité de ces
traits le long de I'arbre phylogénétique, identiéé états ancestraux et les transitions qui ont
eu lieu au cours de I'histoire évolutive du groupén de compléter les informations de la
littérature concernant le nombre d'étamines et cemgar a comprendre les mécanismes
évolutifs qui ont contribué a la diversité de ceactere, jai réalisé des observations sur des
fleurs provenant de collections. Ainsi, pour 82exgs le nombre d’étamines a été compté et
la production de grains de pollen par fleur a étéeée.

D’importants progres ont été réalisés dans lesaissances phylogénétiques de la famille des
palmiers. De nombreuses phylogénies ont été pushlage basant d’abord sur des caractéeres
morphologiques, puis essentiellement sur des @exctmoléculaires. Ces recherches ont
abouti en 2009 a la parution d’'une phylogénie intitsu moins un représentant de tous les
genres de la famille (Baker et al. 2009). CettelqBnie a été révisée et datée en 2011
(Couvreur et al. 2011) et offre un cadre soliderpootre étude. Cependant dans certains
groupes, les relations phylogénétiques au niveau gdmres et des especes sont encore
incertaines et demandent a étre complétées. Dorarhese, j'ai donc réalisé une phylogénie
au niveau spécifique d’'une sous-tribu de 12 gentast les espéces présentent une variation

particulierement importante du nombre d’étamines.
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Organisation du manuscrit

Le premier chapitre est consacré a I'étude de ligian du systeme sexuel chez les palmiers.
La morphologie des fleurs hermaphrodites et unisexuét leur organisation sur les
inflorescences sont détaillées en relation avedifé&ents systemes sexuels présents dans la
famille. L’évolution du systeme sexuel est recamgtrsur I'arbre phylogénétique des genres
afin d’étudier les transitions qui ont eu lieu 'éhelle de la famille. Les relations entre les
systémes sexuels et la pollinisation, ainsi quebksses génétiques de la détermination des
sexes sont également évoqueées.

Le deuxieme chapitre traite de I'évolution du noenbifétamines a I'échelle de la famille.
Cette étude se base sur les données de la litgretisur des observations personnelles de
fleurs provenant de collections. Afin d’appréhendes mécanismes évolutifs qui ont
contribué a la diversité de ce caractere, le nordl@tamines est confronté a la production de
grains de pollen par fleur.

Dans un troisieme chapitre est présentée une éritiévolution du nombre d’étamines a une
échelle taxonomique inférieure. Une phylogénie mukre de la sous-tribu des
Ptychospermatinae est réalisée et utilisée pownstaire I'évolution du nombre d’étamines.
Les implications de cette phylogénie pour la taxoieome ce groupe sont également
discutées.

La synthése des résultats et les perspectivepsessagntées dans une conclusion générale.
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Chapitre 1:

Evolution du systeme sexuel

chez les palmiers
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Contexte et objectifs de I'étude

La répartition des fleurs hermaphrodites et/ou exuges dans les différents groupes de
fleurs, au sein d'une inflorescence, entre le®mficences et entre les individus, constitue un
caractere tres variable chez les palmiers. Celatitbduune grande variabilité dans la
distribution spatiale des organes males et femgle®st 'une des composantes principales
du systeme sexuel au sens large. Les autres conpssanpliquent notamment la
temporalité de maturation des organes sexuelssemtealités de croisement (fécondation
croisée ou auto-fécondation ; Barrett 2002).

Cette étude constitue un article de revue donolgsctifs sont : (1) de faire une synthéese de
la répartition spatiale et temporelle des sexesean des fleurs, des inflorescences et des
individus chez les palmiers; (2) d'étudier la mujwgie des fleurs hermaphrodites et
unisexuées, et notamment le dimorphisme entrddassfmales et femelles ; (3) de construire
I'évolution des systemes sexuels ; (4) d'étudietida entre la répartition des sexes et la
pollinisation et (5) de faire une synthése des a@sances sur les bases génétiques de la

détermination du sexe.

Caractéristiques des inflorescences et des fleurs galmiers

La répartition des sexes chez une espéce estqulassent divisée en trois catégories :
I'hermaphroditisme, la monoécie et la dioécie. Dahacune de ces catégories, les fleurs
hermaphrodites ou unisexuées peuvent étre organidée maniere différente sur les
inflorescences. Pour comprendre la diversité detgemes sexuels chez les palmiers, il est
nécessaire d’étudier la diversité des formes didsr@scences et la diversité des modes de
répartition des fleurs sur ces inflorescencesdt@mstruction de ce caractére est présentée en

Annexe 1).

Les palmiers produisent de nombreuses fleurs (deiqulrs centaines a plusieurs millions)
regroupées sur des inflorescences souvent masdesretrouve ainsi cheZorypha

umbraculiferal’une des plus grandes inflorescences des angiogse(8 metres de long et 24
millions de fleurs). Ces inflorescences constituenplus souvent un systeme monopodial,
indéterminé et ramifié. Elles sont formées d’'un gxiacipal né a la base d'une feuille (ou

plus rarement a la base d’une feuille modifiée aund’ bractée). Cet axe ne porte pas de
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ramification dans la partie proximale, appelé p&ddey mais en porte dans la partie distale,
appelé rachis (Fig. 7 ; Uhl & Dransfield 1984). Qeiorescences sont parfois qualifiées de
panicule, méme si ce terme est le plus souventrué&ser des inflorescences
déeterminées (Prenner et al. 2009). Chez certaspseces cependant les inflorescences ne
possédent qu’un axe principal et aucune ramificatties sont en général en forme de pointe
(qualifiées de « spicate » en anglais ; Dransf¢ldl. 2008).

La premiére bractée formée, appelée prophylleobeglinflorescence en développement et
parfois méme l'inflorescence mature. Le pédoncudatporter une ou plusieurs bractées
vides tandis que le rachis présente une bractéague insertion de ramification latérale. Ces
ramifications peuvent elles-mémes porter d’autassifications qui seront accompagnées par
des bractées. Le pattern de ramification de I'axiecgal se retrouve donc au niveau des
embranchements latéraux et cela jusqu’a cinq otosxchez certaines especes (ramification
d’ordre cing ou six). Toutes les ramifications,gnpris I'axe principal, se terminent par une
partie portant les fleurs, appelée rachilla. Cattghitecture de I'inflorescence est ainsi bien
conservée a I'échelle de la famille méme si quedquagiations sont apparues dans certains
groupes (Uhl & Dransfield 1984).

Fig. 7 : Morphologie caractéristique des inflorescences de palmiers, systeme monopodial,

indéterminé et ramifié ; a gauche Prestoea acuminataa droite Archontophoenix myolensis

(photographies Palmweb)

Les fleurs peuvent étre hermaphrodites (organeg miélfemelle dans la méme fleur) ou
unisexuées (organes méale et femelle dans des fiffesentes). Chez certaines espéces, les
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fleurs sont solitaires, accompagnées d’'une braetéun pédicelle portant une bractéole.
Elles peuvent également étre sessiles, la bradtda bractéole étant alors réduites ou
absentes. Chez certaines Calamoideae et CoryplkdiBesasseae), les fleurs possedent deux
bractéoles alors que le cas le plus courant clsemtaocotylédones est une seule (Prenner et
al. 2009). Les fleurs peuvent également étre réummegroupes de différents types. Les plus
courants sont des groupes a organisation sympodiadsi appelés cincinni, dans laquelle la
bractéole d’'une fleur porte une seconde fleur, d@riractéoles porte une troisieme fleur et
ainsi de suite (Uhl & Dransfield 1984 ; Dranfieldat. 2008). Dans ce cas l'inflorescence des
palmiers est tout a fait particuliere car elle ieédeux types d’organisations emboitées, I'une
ordonnant les ramifications de l'inflorescence’atire ordonnant les fleurs sur les rachillae
(Fig. 8).

Les espéces hermaphrodites présentent souveniedes $olitaires (par exemple chez les
Cryosophileae, Coryphoideae). Celles-ci peuverd égjalement organisées en cincinni de
deux fleurs (Lepidocaryeae, Calamoideae) ou plez ¢ds Chuniophoeniceae, Corypheae et
chez certains Trachycarpeae (Coryphoideae).

La répartition des fleurs unisexuées males et femethez les especes monoiques est
variable. Elles sont assez fréquemment réuniesrempgs bisexués et ainsi placées sur le
méme rachilla. Chez la majorité des Arecoideaehetz les Caryoteae (Coryphoideae), les
fleurs sont regroupées dans des cincinni de trewsrd, appelés triades. Une triade est
composee d'une fleur femelle entourée de deux dlendles. Il est possible que des fleurs
males en paires ou solitaires soient présentesldgrestie distale du rachilla, par formation
de triades incomplétes. Chez les Chamaedoreeaeoideme), un groupement de fleurs
particulier est présent : une rangée de fleurs temgremiere est une fleur femelle et les
suivantes des fleurs males, appelée acervulus. &seZalamoideae, on peut trouver des
organisations différentes et atypiques. CBerocalamugar exemple, un groupe central de
1 a 3 fleurs femelles est entouré de deux cindataraux de 2 a 4 fleurs méles, constituant un
mode d’organisation des fleurs unique chez les padnChezRaphig la partie proximale du
rachilla porte les fleurs femelles tandis que latipadistale porte les fleurs males. La
répartition des fleurs unisexuées sur des rachillasexués (Nypoideae) ou sur des
inflorescences unisexuées (notamment Arecoideaedlaivement rare chez les palmiers.

Les fleurs unisexuées des espéces dioiques somerdosolitaires. Chez les Calamoideae,
chez les Borasseae (Coryphoideae), une différenoegatiisation des fleurs entre les
individus males et femelles est observée : lesrdlefemelles sont solitaires (parfois

accompagnées d'une fleur méle stérile) et les dleméles réunies en cincinni. Les
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Phytelepheae (Ceroxyloideae) constituent un gréupart parmi les palmiers puisque ce sont
les seuls a présenter une organisation monopatkdkeur groupe de fleurs unisexuées.

Organisation sympodiale des fleurs

/)

Ramification monopodiale

Fig. 8: La double organisation des inflorescences de palmiers : systeme monopodial,

indéterminé et ramifié des axes de linflorescence, organisation sympodiale des fleurs
(schéma adapté a partir de Uhl & Dransfield 1984 et Dransfield et al. 2008)

Les fleurs unisexuées présentent fréquemment uarghisme qui s’exprime au niveau de la
taille, de la morphologie globale et de celle deganes reproducteurs. Dans ces fleurs
unisexuées, des organes stériles de l'autre sexessowvent présents (Nadot et al. 2011). Il
s’agit du pistillode dans les fleurs méales et desnsodes dans les fleurs femelles. La
présence de ces organes stériles leur donnantpectasgructurel et morphologique de fleurs
hermaphrodites. Les fleurs sont néanmoins fonctilement maéles ou femelles. Dans
certains cas, les organes stériles sont trés sdouiabsents et seuls les organes d’un sexe sont
apparents dans les fleurs. Elles sont donc steitdorent (morphologiquement) et
fonctionnellement unisexuées. Le pistillode etdesminodes sont probablement des organes
religues (héritage d’'un pattern de développementfleer hermaphrodite) ou peuvent
potentiellement jouer un réle dans le processupalinisation (Walker-Larsen & Harder
2000 ; Ronse de Craene & Smet 2001). lIs partitipdiattraction visuelle des pollinisateurs.
En effet Lorsque les récompenses ne sont préseptesdans un type de fleurs, les
pollinisateurs sont capables de les identifier etedevisiter préférentiellement. Les organes
stériles évitent ce processus et favorisent aims@ pollinisation croisée efficace. Les
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staminodes peuvent également étre consommeés paolésisateurs. CheZalyptrogyne
ghiesbreghtiangpar exemple, les chauves-souris pollinisatricesctessomment (Dransfield
et al. 2008). Le pistillode peut également abrites nectaires, presque équivalents a ceux
présents au niveau du gynéceée des fleurs femé&lkegelles structures ont été trouvées par

exemple cheEuterpe precatoriatDypsis befojqDransfield et al. 2008).

Synthese des résultats

Il existe une grande diversité au niveau des systesexuels chez les palmiers. Les trois
systémes principaux des angiospermes, hermaphredismonoécie et dioécie sont
représentés. lls le sont néanmoins dans des promordifférentes que celles retrouvées a
I'échelle des angiospermes. Ainsi la majorité dgseees de palmiers sont monoiques (52%)
contre 3 a 19% seulement chez I'ensemble des gagines. Certains systemes sexuels plus
complexes, associant des fleurs hermaphroditesisgxurées au sein de la méme espéce, sont
également représentés et le plus fréquent senteléaidromonoécie.

Différentes organisations des fleurs sont assoc#&edhaque systeme sexuel. Les fleurs
peuvent étre solitaires ou organisées en grougesydnisation des fleurs la plus répandue
chez les especes monoiques est le cincinnus git sfain systéme sympodial regroupant des
fleurs unisexuées. Lorsque le cincinnus est compsge fleur femelle entourée de deux
fleurs males, il est appelé triade. La grande nit@jdees especes hermaphrodites et monoiques
présentent un décalage temporel de maturation ele=ss {dichogamie). La protandrie et la
protogynie existent chez les palmiers, mais il dergbe la protandrie soit plus fréquente.

Les fleurs unisexuées présentent, dans certaingpgso un dimorphisme important, au niveau
de la taille, de la forme globale et des organesufie tendance dans le dimorphisme de taille
n'a été détectée ; les fleurs femelles peuvent plus grandes que les fleurs males et
inversement suivant les groupes. La présence diegyanfertiles (staminodes et pistillode)
est également variable. Certaines especes peuvssger les deux types d’organes alors que
d’autres n’en possedent qu’'un ou en sont totaleé@mbdurvues.

La reconstruction de I'évolution du systeme sexawgl I'arbre phylogénétique des palmiers
réveéle que I'état ancestral est la monoécie. Delmeuses transitions entre les différents
systémes sexuels ont eu lieu au cours de l'histnicdutive de la famille. Des transitions ont

également eu lieu entre des fleurs fonctionnellamamsexuées mais structurellement
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bisexuées (présentant des staminodes ou un pisfll@t des fleurs structurellement
unisexueées.

Il semble évident que le systeme sexuel ait ur stfela pollinisation et sur I'interaction avec
les nombreux insectes qui visitent les infloresesnade palmiers (pollinisateurs et
phytophages). Cependant cette relation est enearéfodiée.

Des géenes MADS-box impligués dans le modele ABC @8t mis en évidence chez le
palmier a huile Elaeis guineensjs Des hormones pourraient étre impliquées dans la
détermination des sexes au cours du développementintlerescences et des fleurs. Le
séquencage de génomes entiers ouvre de nouvetlgseptives pour la compréhension des
bases génétiques qui sous-tendent la diversitéyddsmes sexuels.

Cet article est le résultat de la mise en commun travaux de plusieurs chercheurs. Ma
participation a ce travail concerne essentiellenteendpartition spatiale des organes sexuels et
I’évolution du systeme sexuel. J'ai notamment dabo# a la rédaction des parties « Sexual
expression in space », « Morphology of sexual esgiom » et « Evolution of sexual
expression ». J'ai effectué les recherches condu@a résultats présentés dans la Table 1 et
la Figure 5, sur la fréquence et I'évolution destémes sexuels dans la famille. Les données
utilisées pour la reconstruction du systeme sesoelt disponibles dans I'Annexe 1 du
manuscrit de these. J'ai concu et réalisé certdigeses de I'article : Table 1 et Figures 3 a 6.
L’article de revue présenté sera soumis tres pineheent au journal « Pespectives in Plant

Ecology, Evolution and Systematics ».
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Introduction

The amazing diversity of reproductive structured simategies in flowering plants has
fascinated botanists and evolutionary biologisty sugce (Darwin, 1877) first published on
the subject. Although the floral groundplan is lygltonserved, with a sterile perianth
surrounding sexual organs in which female orgamsl invariably occupy the centre of the
flower, there is seemingly endless variation in shape, size, colour and number of floral

organs across angiosperms. The reasons for suehses¢ reproductive diversity remain a



major issue in evolutionary biology. In the broaghse sexual systems relate to sexual
expression in space and time, as well as to matirgegies (outcrossings selfing). The
term ‘breeding system’ is sometimes employed taries the spatial arrangement of sexes
(both sexes within the same flower, in differemwers borne on the same plant or each sex
on a different plant), although it usually refersmn specifically to the mating system (i.e.,
degree of outcrossing). Sexual expression in flomgeplants is classically broken down into
three main categories: hermaphroditism (in whidhlaWwers are bisexual), monoecy (male
and female flowers borne on the same plant), aodcgi (male and female flowers borne on
different plants), although occasionally, combioas of unisexual and bisexual flowers in
variable proportions can occur. Hermaphroditismthe most common pattern across
angiosperms and is generally considered as thestatstate, although some uncertainty
remains concerning the ancestral flower of all asgerms (see Endress and Doyle 2009).
(Renner and Ricklefs 1995) noted the existenceiaday in almost half of the angiosperm
families, 7% of the genera and 6% of the specibese figures are affected by major changes
in angiosperm classification over the last 15 yg#@msgiosperm Phylogeny Group 1998;
2003; 2009), but are nevertheless still widelyctiteess attention has been paid to monoecy
in comparison to hermaphroditism and dioecy. luaey of various temperate and tropical
floras it was estimated that monoecy occured io 33% of angiosperm species (de Jong et
al. 2008). Darwin (1877) considered monoecy an atiapt to favour out-crossing. More
recently it has been considered a means to redolbengstigma interference (Bertin and
Newman 1993) and to allow flexible adjustment ok sdlocation (Korpelainen 1998).
(Renner and Ricklefs 1995) pointed to the fact thahoecy, like dioecy, is often associated
with abiotic pollination. Besides these well-defineategories, a wide variety of sexual
strategies exist in flowering plants, involving feonal separation of sexual phases
(dichogamy) and various combinations of bisexua)erand female flowers that may even
vary between populations of the same species.

Among the angiosperms, the palm family stands supeng particularly diverse in
sexual expression both in space and time. Thelyammia relatively species-rich group
comprising ca. 2500 species, of which more than %% found in tropical rainforest
(Couvreur, Forest, and baker, 2011). Palms arepocunsus, typically large-bodied organisms
that often have major ecological impact in the prmmunities where they occur (Peters et
al., 2004). They are highly prized by rural dwelers a source of food, shelter and many
other services, in addition to including speciesnafjor economic importance (e.g., oil palm,

date palm, coconut and rattan). Although somewbatttained by their relatively simple
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modular body plan, they display an impressive amofinariation in the architectural design

of their leaf, stem and floral parts (Tomlinson, @D0This huge diversity applies not least to
sexual expression. Palm inflorescences range frobmamched, spicate structures to highly
branched panicles, the ultimate branches (rachilbearing sessile flowers that are either
solitary or grouped in sympodial clusters of twaee or more. Male and female functions are
often separated in varied patterns in space angl fnesumably to ensure cross-pollination in
association with the pollinating vectors, and ptipalso to increase fithess by optimising

the pollen/ovule ratio (Cruden, 2000).

The aim of this paper is: 1) to give a review okigd expression across the palm
family; 2) to summarize current knowledge of theelepmental and genetic basis of sexual
expression; 3) to reconstruct the evolution of safnde key characters leading to separation
of male and female functions; and 4) to discusstpg evolutionary pathways of sexual

expression in the family.
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Overview of sexual expression in palms

Sexual expression in space

As mentioned above, sexual expression is unusudilersified in palms.
Hermaphroditism, dioecy and monoecy are by famtlost common states, but the so-called
condition of “polygamy” (i.e., various combination$ bisexual and unisexual flowers on the
same individual or on separate plants) also oo@nansfield et al., 2008). At both the genus
and species level the prevalence of monoecy idyhglonounced, occurring in 61% and 52%
of all genera and species respectively (Table kg Jpatial distribution of male and female
functions takes place at various structural levelghin flowers (between floral organs) in
hermaphroditic species; within flower clusters {betn flowers), within inflorescences
(between regions of the inflorescence); within undlials (between inflorescences) in some

monoecious species; and between individuals incthoe species (Fig. 1).

Monoecy- Monoecy in palms is found in several tribestad tamily, and is achieved
through various ways. Of the 54% of monoecious paecies, the vast majority is found in
the species-rich Arecoideae, the largest subfaofilpalms with more than half of all palm
species (phylogenetic relationships among tribe$ subfamilies of palms are shown on
Fig. 2. In this almost entirely monoecious cladesinspecies are characterized by having
flowers gathered in triads or clusters derived frofads. The triad is a highly condensed
cincinnus consisting of a female flower, flanked o, male flowers (Fig. 1). Male and
female functions may be further separated by theaunation of fully developed triads at the
base of the rachillae, with partially developedatis” of 1-2 male flowers being produced
distally. Monoecy with flowers organized in tria@®nsisting of one female flower flanked
by two male flowers) also occurs in tribe Caryoteaesubfamily Coryphoideae (tribe
Caryoteae), although the three genera vary in $@xpessionCaryotaand some species of
Arengabear complete triads comprising both sexes, wkereaainingArengaspeciesand
Wallichia present unisexual inflorescences by reductionriafl$ to pairs of male flowers or
solitary female flowers (Dransfield and Mogea 198danson, 2011), resulting in monoecy at
the individual level or, apparently, dioecy in somnstances (Dransfield et al.,, 2008). A
comparable phenomenon occurs in some Arecoideeié and Attalea (tribe Cocoseae),

LepidorrhachisandMarojeya (tribe Areceae), anWettinia(tribe Iriarteae)), where reduction
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of triads results in unisexual inflorescences, whithth male and female inflorescences
occurring on the same individual (Baker and Hut&906).

The tribe Chamaedoreeae stands out in that in gmstra flowers are grouped in
rows along the rachillae, the so-called acervulusclv is a specialized inverted type of
cincinnus (Uhl and Moore 1978; Dransfield, Uhl &€t 2008). Each row has one proximal
female flower followed by distal male flowers, ttestal ones maturing first. Developmental
studies (Ortega-Chavez and Stauffer 2011) studiedatervulus itHyophorbeand provided
insight into how this develops by a combination rapid development and adnation,
reminiscent of what is found in the unrelated geaslia (Boraginaceae).

Other types of spatial arrangements of male andleffowers are found elsewhere in
the palm family. For example, species of the AmmiggenusRaphia (tribe Lepidocaryeae,
subfamily Calamoideae) bear solitary female flowensthe proximal parts of the rachillae
and solitary male flowers on the distal parts, wiylads of one of each sex sometimes found
at the junction, the sympodial dyad being a synapphy for the Calamoideae. In
Oncocalamusanother member of the same tribe, the complex sgmpdlower clusters
consist of up to 11 flowers. The central 1-3 flosvare female and flanked by two cincinni of
2-4 male flowers. In the monotypic gemgpa(Nypoideae), the solitary female flowers are
borne on the club-shaped apex of the inflorescemtereas the likewise solitary male
flowers are densely packed on catkin-like rachjllakich are borne on lateral branching

systems.

Dioecy - Complete separation of sexes on different irmtligls is observed in almost
one third (29%) of palm species. Dioecy is the praithant sexual system in Calamoideae
and Ceroxyloideae, where it occurs in 87% and 91R4he species respectively. In
Calamoideae, flowers are borne in dyads (or appadenvatives thereof) that display
complex patterns of shifts between sexes as wdlbed sterilisation and loss. In the species
rich genusCalamus(tribe Calameae) for example, female plants caggdd combining a
sterile male flower and a functional female flowand male plants bear solitary flowers,
whereas inMauritiella (tribe Lepidocaryeae) both female and male plaatsy solitary
flowers. In all dioecious Ceroxyloideae, flowerg apolitary. Remarkable arrangements occur
in the ceroxyloid tribe Phytelepheae, where thgdanale flowers are clustered in groups of a
few flowers along the rachis and the solitary feamffwers are spirally arranged along the

rachis.
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In the otherwise monoecious Arecoideae, the tribar@aedoreeae is notable in that it
includes the only two truly dioecious genera présenthe entire subfamily, namely
Chamaedoredthe only genus of the tribe with solitary floweendWendlandiella In this
latter genus, male flowers are arranged in rowsr(audi), like in the monoecious members of
the tribe whereas the female flowers are solitary.

Approximately 10% of the species in Coryphoideae dioecious, the rest of the
species bearing hermaphroditic flowers or being reoimus. In the otherwise hermaphroditic
genusLicuala dioecy may occur in a few species (e.g. the Ma@undc adscenden$Barfod
and Heatubun 2009). Recently, Henderson and B&fii] erected a genus to accommodate
a group of dioecious species, most from Vietnaiignio referred thicuala. Important fruit
crops are found among the dioecious coryphoidsribes Phoeniceae (date palm) and
Borasseae (palmyra). In the date pdmoenix dactylifergtribe Phoeniceae), experiments
have shown that female flowers can be induced ¢orbe functionally bisexual by hormonal
in-vitro treatment (Masmoudi-Allouche et al. 2009). cultivated collections oPhoenix
species, hermaphroditic flowers are also sometisges to formin planta (Demason and
Tisserat, 1980). Dioecy is also present in theet@huniophoeniceae, which includes four
genera among whicKerriodoxa (a monotypic genus endemic from peninsular Thdjlas
strictly dioecious,

Hermaphroditism - Strictly hermaphroditic palms are most numeraas the
Coryphoideae where they represent more than thuedegs of the 453 species included in
the subfamily in 28 of the 46 genera. Coryphoideaee hermaphroditic flowers with little
variation in flower structure and flower size. Thmvers of these species are either solitary or
in cincinni of up to ten flowergJoryphd, Two other subfamilies also contain hermaphroditi
species, to a lesser extent. Within Ceroxyloid@aseudophoenjwhich is sister to the rest of
the subfamily (Baker et al. 2009), is the only gemaving hermaphroditic flowers. In this
genus, the same inflorescence carries hermaplodtbivers on the proximal part of the
rachillae and male flowers with reduced gynoeciaatols the apex (Dransfield et al. 2008).
In Calamoideae, three genera are hermaphroditimelyaEremospathaand Laccosperma
(tribe Lepidocaryeae) ari€orthalsia (tribe Calameae). In the first two genera the #csvare
borne in dyads, in contrast to the latter one wiflekeers are solitary, although evidence from

bracteoles suggests a possible reduction from dyads
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“Polygamy - A handful of unrelated palm genera, found inla&daoideae and
Coryphoideae, harbour complex combinations of hiakxand unisexual flowers, and are
gathered under the vague term “polygamy”. The twtygamous genera of the subfamily
Calamoideae, nameBugeissondtribe Eugeissoneae) aiMketroxylon(tribe Calameae) from
SE Asia and the Pacific region, display dyads comgosf one male flower and one
hermaphroditic flower, which corresponds to androoexy. A more complex situation has
been described in two species of the tribe Traaipgae (Coryphoideae). Hermaphroditic
flowers are found in association with male flow@msRhapis laosensisa species of the
otherwise dioecious genthapis(Giddey, Spichiger, and Stauffer, 2009). A detatdady
of Trachycarpus takil(tribe Trachycarpeae) revealed an unstable sesysibm with age-
related changes from mainly male expression to indemale expression (Kholia 2009).
Cryptic andromonoecy/dioecy has also been repamntegrtain Australian and New Guinean
species otivistonaandSaribus(Dowe 2001; Dowe 2009). In these species the flowéall
individuals are morphologically similar at antheditowever, some trees never carry fruits
and are therefore functionally male. Whether that fcarrying palms are able to produce
viable pollen grains remains to be demonstratedthns the sexual system could either be
functionally androdioecious or dioecious. The inflecences are sometimes sexually
dimorphic such as ih. concinnawhere the non-fruit carrying inflorescences am@nbhed to
one order higher than the fruit carrying inflorasoes (Dowe and Barfod 2001).
Chuniophoenixtwo or three species distributed in Southern Asaoccasionally andro- or

gynodioecious, although most individuals bear his¢flowers (Dransfield et al. 2008).

Plasticity in sexual expression

Little is known about gender plasticity in angiosps in general, and palms make no
exception. One study conducted on the andromonogcpalm Attalea speciosa(tribe
Cocoseae, Arecoideae) showed considerable repredugiasticity according to the
environment. In pastures and groves, male repramucitarted at significantly smaller
heights of the palm than female reproduction, katt so in the forest (Barot, Mitja et al.
2005). Plasticity in the expression of male vs. dEmfunction was also noted in
androgynomonoecioug\ttalea funifera (Voeks, 1988, , 2002). Although alterations in
reproductive strategy by sex allocation may inflleepalm-pollinator interactions, they may
also be regarded in some cases as a side effebanfjes in resource allocation by the plant

and not necessarily linked to pollination.
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Changes in sexual expression have been observedeirAfrican oil palmElaeis
guineensis which produces female and male inflorescencesyales (Adam et al., 2005;
Adam et al., 2011). The length of these cyclesrdteenced by soil and light conditions and
consequently the number of female inflorescencedymed relative to male inflorescences is
a variable feature that reflects forest dynamicsfaetor that is exploited in oil palm
plantations for obtaining higher yields (Freemanaét 1981). In the dioecious species
Chamaedorea tepejilotthe number of inflorescences produced per plard fwand to be
positively correlated with height (age) in both smaind female plants, but males produced
significantly more inflorescences than females (@gaand Mendoza 1990), this difference

likely to be explained by resource allocation ollipation-related factors.

Sexual expression in time

Temporal separation of sexual expression operdtesraous spatial levels: flower
level in the case of hermaphroditic flower (dichagesensu stricth flower cluster level and
inflorescence level in the case of monoecious tpbeat level and population level in the case
of dioecious taxa (Fig. 1). In many palm infloresces sexual expression occurs in pulses or
cycles, probably as an adaptation to the behavVia@inaracteristics of the pollinating vector
(pollination is discussed later in this review).

Flower level—- In palms bearing only hermaphroditic flowers,hbptotandry (male
function matures before female function) and prgtgg(the opposite) can be found, with no
clear phylogenetic trend. (Barfod et al. 2003),oregd a shift in sexual expression in two
hermaphroditic species bfcuala distributed in Peninsular Thailand. lln spinosaopening of
the flowers along the rachillae is erratic wherarak. peltataflowering proceeds in pulses.
Each pulse lasts 4-5 days. The flowers are protarsdand both the male and female phases
last approximately one day. The distal tier of fewason one 40-60 cm long rachilla initiates
male anthesis on day one, and passes into thedgrhake on day two; the mid tier initiates
male anthesis on day two and female anthesis orthaag; the proximal tier initiates male
anthesis on day three and female anthesis on day fo

Flower cluster level In monoecious taxa, most often there is a diffee in anthesis
between male and female flowers. This applies xangle to Arecoideae and Caryoteae, in
which the majority of species have protandrousdsialhis may be due to architectural
constraints of the sympodial triad, in which thenéde occupies the lateralmost position in the

cincinnus and is therefore most likely to be th&t @ develop (Loo et al., 2006). In many
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cases, the male and female antheses are sepayatadyba matter of days, but often the
development of the female flower is substantialyaged. For example, in the extreme case
of Howea an entire year elapses between male and femtiesas (Savolainen et al., 2006).
Nevertheless, several genera of Arecoideae ar@gnobus, despite the constraints of the
triad. In the case oPinanga and protogynous species biiydriastele and Arecg this is
achieved by the female flowers being congenitallgroinside the inflorescence bud, the
stigma being receptive as soon as the inflorescexpands (Loo et al.,, 2006). Female
anthesis is of short duration and the male flowessich are already fully developed, open
shortly afterwards. Protogyny is also reportedypa in which the female flowers, borne in
a head at the apex of the main inflorescence eedxh anthesis before the male flowers on
highly branched lateral axes become exposed.

The initiation of flowering along the rachillae #so quite variable. IiHyospathe
elegangtribe Euterpeae, Arecoideae) flowering is erratiiowers of both sexes in the triad,
and as a consequence male and female flowerstasasmtare interspersed along the rachillae
without a clear pattern (Skov and Balslev 1989idbarth 2001). Opening of the flowers is
also scattered throughout the rachillae even whkmmefs are not in triads, like ibicuala
spinosa(Coryphoideae; Barfod, Burholt et al. 2003) orMauritia flexuosa(Calamoideae;
Ervik 1993). In contrast, the initiation of flowag along the rachillae can be highly
organized like for instance ieonoma irina(Borchsenius 1997), in which a first pulse
lasting 7-9 weeks is generated by the opening efitet-formed male flowers of each of the
sunken triads. A second pulse of equal durationitieted about three weeks later by opening
of the second-formed male flowers. Lastly, threekgdater, the opening of the third and last

formed, female flowers of each triad generates seplaisting 4-8 weeks.

Inflorescence level Some palms go through gender phases as a cemseqof
sexual separation at the inflorescence level. @pjgdies to hapaxanthic (i.e., flowering only
once in their whole lifetime) members of the geAuenga(tribe Caryoteae, Coryphoideae),
which produce inflorescences in a basipetal sequéDansfield and Mogea 1984), the distal
inflorescences entering anthesis before the prdxinaa few species, inflorescences bear
flowers of both sexes, with triads of female andenflowers. However, towards the end of
the lifecycle of the palm, inflorescences at thexpnal and often naked part of the stem
become male, by suppression of the female floweénetriad. For this reason, fruits are only
produced in the uppermost inflorescences (Jear®d@hl). Another example of temporal

separation of sexual expression is the cyclic flawge of the African oil palmElaeis
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guineensisand its South American congerter oleifera(tribe Cocoseae). Male and female
inflorescences are alternately produced, in cyofegarying duration, resulting in temporal
dioecy. The inflorescences that open during malesghaf flowering bear single functional
male flowers, while the inflorescences that openndufemale phases carry triads composed
of a female flower flanked by two abortive malevikrs (Adam et al. 2005). The individual
staminate flowers of the male inflorescence havenh®oposed to be structurally equivalent
to the triad unit of the female inflorescence (\leel, Breure, and Menendez, 1987).

The diversification of the palm family has led to anusually high diversity in sexual
expression (Fig. 1). Most combinations of the pheswenwe have dealt with in the
preceeding paragraphs are in fact representedlmspdlowever, a few never occur most
likely due to low fitness and ontogenetic constsinThis applies for example to
homogamous (non-dichogamous), hermaphroditic flewenich would be selected against

due to risk of autogamy and resulting inbreeding.

Morphology of sexual expression

The floral groundplan

The groundplan of the palm flower (Fig. 3) is tygicof the monocots and is
characterized by relatively few innovations as comgao other monocots and flowering
plants in general. It is considered likely thamierous-pentacyclic flowers are plesiomorphic
for the Arecaceae, along with the other commelimgages (Remizowa, Sokoloff, and
Rudall, 2010). Palm flowers have generally an actiarphic perianth, contrary to the highly
elaborate zygomorphic flowers of other Commeliragat such as found in the Zingiberales
and Commelinales. The perianth is present, thoufjanoinconspicuous, with usually
differentiated calyx and corolla, free or fusedf bo functional alteration of floral organs
such as in the ginger order (Zingiberales) anditisefamily (Iridaceae). All palms have
superior ovaries with a single ovule per loculeeTimorphology of palm flowers may,
however, vary in size, organ numbers and organofusiThus the male flowers of
Synechanthus warscewicsiamare no more than a few millimetres long, wheréasféemale
flowers of Aphandra nataliaare up to 25 cm long, which is the record in thmify and
among the longest flowers in the monocotyledonstiddarly the number of stamens is

highly variable from sometimes just one Dypsis lantzeangRudall et al., 2003) and J.
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Dransfield pers com.) to over one thousandimmandra decaspern®arfod 1991). From
an ancestral androecium composed of six stamen#likest monocots, transitions towards
more stamens have occurred repeatedly throughoufatidy, with a particularly high
variation in the Arecoideae (Nadot et al., 2011ngdd fusion may be more or less complete
and comprise either the fusion of organs withingame whorl (connation) and or the fusion
of organs among whorls (adnation). Compared to rotm@nocotyledonous taxa, the
gynoecium is unusually variable, from three fusegpels (the most common situation in
monocots), three free carpels, pseudomonomery e(teepels are formed in the early
developmental stages but only one fully develops)a single carpel (Rudall, Ryder, and
Baker, 2011). The floral receptacle is rather umifa@xcept in the extreme case of the tribe
Phytelephanteae. In this group the floral receptasf male flowers is enlarged to

accommodate the hundreds of stamens produced.

Sexual dimorphism

If separation in space and time are two importantedsions in the description of
sexual expression in palms, floral dimorphism delyais the third factor needed to fully
appreciate its huge diversity (Fig. 1). Indeeddladimorphism can be considered in some
respects to be a sub-component of spatial separdtiounisexual flowers the degree of
reduction of the non-functional sexual organs ghhi variable. At one extreme, male and
female flowers may be morphologically identical, Iswes in certain Australian and New
Guinean representatives difivistona (tribe Trachycarpeae) (Dowe 2009). At the other
extreme they may be strongly dimorphic such aséndioecious tribes Phytelepheae (Barfod
1991) and Borasseae (Dransfield, Uhl et al. 2008)the following section we give an
account of the morphological differences betweelreraad female flowers in palms broken
down into size, number of floral parts, and streattattributes.

Size— Although in palms female flowers tend to be lsiig larger than male flowers,
the difference in size seldom exceeds a factowof &and several groups actually display male
flowers that are larger than the female ones. ®haurs in particular in some taxa from the
predominantly monoecious subfamily Arecoideae, saglhe tribe Iriarteeae and the genera
Pinanga Nenga Hydriastele(tribe Areceae)Geonomatribe Geonomateael;aussia(tribe
Chamaedoreeae) artdlyospathe(tribe Euterpeae). The most noticeable contrassizé is
observed in the tribe Phytelepheae (Ceroxyloidebe)Aphandra natalia the enormous

female flowers are up to 25 cm long, narrow, wittag-shaped perianth parts and bunched
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within a partly enveloping peduncular bract whergesmale flower remains relatively small

in spite of the huge number of stamens densely gthadn the enlarged floral receptacle
(Barfod and Uhl 2001). In certain palms of thedriBorasseae, there is also pronounced size
difference between the female flower and male fisvgeich as ihodoicea maldivicawhich

has rounded female flowers up to 5 cm across armdwanale flowers less than twice this
length. Conversely, in cryptic unisexual flowerstsas those described foivistonathere is

no morphological difference at the time of anthdmswveen functional male and functional
hermaphroditic flowers. It should be noted howetrat the inflorescences of functionally
male palms are branched to one order higher anttharefore relatively distinct.

In species with pollination by deceit such as sstgpefor four species @alamusin
peninsular Thailand (Boegh 1996) a size differebetveen male and female flowers may
have been selected against due to the behavidhegdollinating bees. They are attracted to
inflorescences by visual cues and able to detedtramember even minor morphological
differences between male and female flowers (Batftadyen et al. 2011).

In male and female flowers, non-functional orgahshe opposite sex (pistillode in
male flowers and staminodes in female flowers) varysize and shape, between almost
identical to extreme reduction or even absence.(Blg There is one exception in
Chamaedorea (Arecoideae), where the pistillodéi@itale flower is larger than the pistil of
the female flower and may play an important roleinteractions with pollinating insects
(Askgaard, Stauffer et al. 2008).

Number of floral organs- In palms the number of parts in the perianth Vghare
invariably the same in male and female flowers. mhmber of functional stamens in male
flowers may differ however from the number of staades in corresponding female flowers
in some lineages. This applies to several lineafjése monoecious Arecoideae where almost
all western Pacific members of the tribe Areceaar lfemale flowers with three staminodes
on one side of the gynoecium (Baker et al., 2014dadt et al., 2011) whereas the number of
fertile stamens ranges from six to up to more thamndred. The same applies to several
members of the tribe Cocoseae characterised bprésence of a staminodial ring in their
female flowers and some dioecious members of theygDoideae (Nadot, Sannier et al.
2011). In the tribe Phytelepheae the female flowsase fewer, but larger staminodes
compared to the huge number of functional stamensnale flowers. The staminodes
originate in two whorls, the first whorl surroundithe carpel primordia and a second outside
the first (Uhl and Moore 1977; Barfod and Uhl 2001)
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In several unrelated lineages with unisexual fl@yehe pistillode is completely
lacking in male flowers whereas staminodes are eptesn the female flowers (e.qg.,
Chambeyroniaand Howeain the subfamily Arecoidea®hytelephasn the Ceroxyloideae,
Guihaia and Caryota in the Coryphoideae, dtleiodoxain the Calamoideae). This likely
reflects the differential expression of the floganes that control the development of floral
organs (see section “Towards understanding thetigemasis of sexual separation in palms”
below). In this context it is interesting to nobat the reverse situation, where staminodes are
absent in the female flowers and pistillodes aes@nt in the male flowers, is much rarer and
concerns only a few lineages, e.ygonicholsoniaor Euterpe (Arecoideae). The complete
absence of non functional organs in both femaleraal® flowers of the same species is even
rarer. It is found irPinanga(Arecoideae), in members of the tribe Caryoteamy{ghoideae)

and inNypa(Nypoideae).

Structural attributes- Extreme morphological differences between malg f@male
flowers can be observed in many groups in additomrsize and numerical differences.
Noteworthy examples are found in Borasseae, Piplieke,Nypa and many arecoids. In
Hydriastele for example, female flowers are typically lowynaded and symmetrical with a
short, leathery perianth, whereas male flowersaaieast twice as long, asymmetrical, with
long, often irregular petals and a low calyx. Fesn@adtal morphology is also correlated with
dichogamy inHydriastele the protandrous species bearing a triangular &likee petal apex,
which remains closed over the stigma during matbesis, the protogynous species lacking
such a lobe and leaving the stigmas congenitaippsad in bud.

At the perianth level, corolla aestivation varietvireen sexes in some tribes of the
Arecoideae (e.g., Areceae and Cocoseae), whesanthricate in female flowers vs. valvate
in male flowers (Dransfield et al., 2008). Anatoatisections of the flowers @&actris major
revealed how the male petals differ from the femates by being relatively fleshy and
having a single row of bundles located near theerinsurface. (Uhl and Moore 1977)
interpreted their function as a protection of th@ngens. After female flower anthesis, the
male flowers open and quickly disperse their polggains. Similarly, in ten species of
ChamaedoredAskgaard, Stauffer et al. 2008) revealed smabgizlensely staining cells in
the outer layers of the male petals. They pointedtioat detailed studies of the pollination
mechanism in these species are needed to gaiminsitheir putative role in the interaction

with the pollinators.
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A note on self-incompatibility Palms are regarded as self-compatible REF. We are
not aware of reports of gametophytic or sporophwdf-incompatibility in the family.
Experience from horticulture indicates that palmadily set fruit in cultivation, even when
only single individuals are present in a particuggrden, although interventions, such as
saving pollen and subsequent hand-pollination, beayequired to overcome dichogamy. We
note, however, that some hermaphroditic and monasapecies display poor fertility when
cultivated in isolation, the best known examplenbeithe Mauritian palmHyophorbe
amaricaulis (Maunder et al., 2002), which is extinct in theldyipersisting as a single

individual in a botanic garden where it fails td Bait.

Evolution of sexual expression

Evolutionary pathways leading to separate sexupt&ssion

Hermaphroditism is considered as the ancestral tondn angiosperms. Advantages
include the sharing by male and female functionsasts for the production of non-sexual
organs (sepals, petals, rewards), and it allow&fesilization when pollen transfer is
inefficient. Conversely unisexual flowers, espdygiain the case of monoecy, allow
dimorphism and consequently specialization in shame and positioning of male and
female flowers. It has been argued that monoecjddoave been selected because it favours
outcrossing, reduced interference between pollen stiggnas, or allows control of sex
allocation. Several hypotheses have been suggeste@xplain the transition from
hermaphroditism to monoecy. The most likely pathsvais hermaphroditism to
andromonoecy and then to monoecy (de Jong, Shraitth,Thuijsman, 2008). Strangely,
relatively little attention has been paid to thelation of monoecy, compared to dioecy.

Various hypotheses have been proposed to accounthé origin of dioecy in
angiosperms, focusing on different evolutionaryveirs such as pollination mechanisms
(Ashman, 2000) ecological factors (Vamosi, Ottod &arrett, 2003) Distinction has been
made between two main evolutionary pathways leatbngeparation of genders on separate
plants. One such involves monoecy and hypothesazgsadual transition in the relative
proportion of male to female flowers respectivelyentually leading to a complete separation
between male and female plants (Charlesworth andlé3meorth 1978). Evidence for
evolution of dioecy through monoecy has been foun@otula (Asteraceae; Lloyd 1975),

Siparunaceae (Renner and Won 2001) Sadittaria latifolia (Alismataceae; Dorken and
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Barrett, 2004) among others. The other hypothetigathway leading to dioecy in
angiosperms proceeds through gynodioecy, whichhwegomale sterility mutations, invasion
of hermaphrodite populations by female individuatsl further selection of the male such as
in Mercurialis (Euphorbiaceae; Harris and Pannell 2008; Pannedkké&h et al. 2008).
Interestingly there are no documented cases ofodimkcy as an intermediate stage in the
evolution of dioecy. Very few reports of reversar dioecy to other sexual systems exist. A
case have been describeddotula with a transition back to monoecy (Lloyd 1975) and
Mercurialis annuain which androdioecy most probably evolved fronoetly (Pannell,
Dorken et al. 2008). A phylogenetic analysis of dipé monocots suggested that dioecy
probably evolved more often directly from hermaglitiem than from monoecy (Weiblen,

Oyama, and Donoghue, 2000).

Hermaphroditic flowers: multiple gains or multiplesises?

The question whether the ancestor of all palms urddexual or bisexual flowers is
pertinent in view of the diversity of sexual systein the family and the predominance, in
terms of number, of species with unisexual flowdrdlas been suggested that the ancestral
palm flower is hermaphroditic. However, the diversof sexual systems in the early-
diverging subfamilies of palms challenges this hipsis. To investigate the evolutionary
pathways leading to different sexual expressiopahms we used a phylogenetic approach,
relying on a comprehensive genus-level phylogenyhefpalm family (Baker et al., 2009)
(including the novel genu3ahina, but not Lanonia) Using an exemplar approach, we
conducted a survey of 183 species, one for eachisgercluded this phylogeny, which
represent all of the genera recognized (Dranskeldl., 2008; Couvreur, Forest, and baker,
2011). Descriptions of the species were obtainedhfthe literature and recorded in the

database PROTEUS (sedtp://eflower.myspecies.info/protdusThe speciesvs genus

approach avoids the problem of coding polymorphigrhenever they occur within a genus.
PROTEUS allows precise and complete tracking of sloeirce information. Mesquite
(Maddison, W. P. and D.R. Maddison. 2011. Mesquatenodular system for evolutionary
analysis. Version 2.75 http://mesquiteproject.avgs used to perform maximum parsimony
optimization of the character “sexual system”, préed on Fig. 5A and 5B. We coded the
character as multistate, with three different stagpresenting the three major sexual systems,
namely hermaphroditism, dioecy and monoecy. Andrameoy was defined as a fourth

additional state, to represent the dominant systerong the so-called “polygamous” species.
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The optimization of sexual system evolution withtheee-state coding led to an
ambiguous state for the common ancestor of the evipalm family, as well as for the
common ancestor of subfamilies Calamoideae andx@eideae. The common ancestor of
palms could have been hermaphroditic or monoecithes,two hypotheses being equally
parsimonious. The relationship betwedypa and the other members of the family is still
poorly supported, making it difficult to ascertaivhether monoecy in this subfamily is
derived or ancestraNypais exceptional among monoecious palms, being btieeovery few
species with “perfectly unisexual” flowers, complgt devoid of either staminodes or a
pistillode.

Hermaphroditism is inferred as the ancestral dtat¢he Coryphoideae, and has been
inherited by the majority of species (see Tabledigecy and monoecy being clearly derived
in this subfamily. Monoecy is unsurprisingly infedr as the ancestral state of the Arecoideae
where it is found in the vast majority of speciesg Table 1).

Interestingly, when the fourth character state famidbnoecy) was taken into account
in the optimization, monoecy was unambiguouslyriefé as the ancestral state for the whole
family. From this state, dioecy and hermaphroditiemolved several times throughout the
family. Andromonoecy evolved either from dioecy rhaphroditism or monoecy. Dioecy
evolved either directly from monoecy, in Arecoideéeithin Chamaedoreeae), and in
Calamoideae (Calameae and Lepidocaryeae), or frermdphroditism in Coryphoideae
(Borasseae and Trachycarpeae). Monoecy evolveadagly once from hermaphroditism in
Coryphoideae (Caryoteae).

Within Calamoideae, the inferred ancestral statmasoecy, from which transitions
towards the three other states occurred. Theretvaoeindependent transitions towards
hermaphroditism in Lepidocaryeae and in Calamea&medy evolved twice independently in
Calamoideae, once in Lepidocaryeae and once inn@ae. The placement of the
andromonoecious genddetroxylonnested within the clade of dioecious species ilaiGaae
is intriguing, but could be accounted for by an eptmnal lability in sexual system in
Calamoideae, as suggested by the overall variatiserved in this clade. Andromonoecy is
also observed iEugeissonawhich is sister to all other Calamoideae . Itiddde noted that
in all species with unisexual flowers, male and d@mflowers bear well-developed non-
functional organs of the opposite sex.

The inferred ancestral state is hermaphroditismCoryphoideae, with here also
transitions towards the three other states. Diammjived in Borasseae and Trachycarpeae,

with structurally bisexual flowers (i.e. containingn-functional organs) except in the derived
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Guihaia (Trachycarpeae) where the male flowers have ndlpie. Two other independent
transitions towards dioecy occurred, onéPimenix(Phoeniceae) where evidence for sexual
chromosomes has been obtained (Siljak-Yakovleu.el896), and the other iKerriodoxa
(Chuniophoeniceae) which produces male flowersllyotievoid of a pistillode. Monoecy
evolved only once, in the common ancestor of Cag®t with male flowers devoid of a
pistillode in Caryotg and both male and female flowers devoid of narcfwnal organs in
Wallichia. Andromonoecy is reported in the monotypic gefehippia a member of the
hermaphroditic tribe Cryosophileae (Dransfieldletz008).

In Ceroxyloideae, the ancestral state is ambiguans might be monoecy,
andromonoecy or functional dioecy (male and fenflal@ers bearing non functional organs
evolved. The pistilode was secondarily lost withiPhytelepheae (in Aphandra and
Phytelephas).

In Arecoideae, the ancestral state is clearly mopowith flowers of both sexes
bearing non-functional organs. Dioecy evolved i tyenera of the Chamaedoreeae, namely
Chamaedoreaand Wendlandiella Renner and Ricklefs (1995) proposed that dioeay m
evolve from monoecy through divergent adjustmemtsea ratios between individuals (Fig
6). The pistillode was lost independently sevearaks in unrelated genera of the subfamily,
in Synechanthus(Chamedoreeae), itriartella (Iriarteeae), and in four genera of the
Cocoseae. Staminodes were lostSacratea(lriarteeae) and in Euterpeae. The complete
absence of non-fertile organs, leading to “perfeatiisexual” flowers (structural monoecy,
Fig 6), is clearly derived in palms. However, tlosdes appear to have occurred almost
randomly in terms of their phylogenetic distributiand no prior reductions of non-functional
organs can be inferred from observations of thargxtlades. Unisexuality in flowers can
result from abortion, loss of organ initiation @ptacement of organs of one sex (Mitchell
and Diggle, 2005). In palms, developmental studiesducted on the dioeciol®hoenix
dactylifera (Coryphoideae), have shown that flower unisexyabsults from the abortion of
organs of the opposite sex associated with antamesell division activity (Daher et al.,
2010). The developmental pattern of unisexual flewe the monoeciouNypa fruticansin
which non-functional organs of the opposite sexlacking, suggests that sexual dimorphism
is achieved in this species through the absenaag#n initiation (Uhl, 1972). IlCaryota
mitis (Coryphoideae), male flowers bear numerous stamaadsno pistillode, but a stamen
develops at the apex of the floral meristem, suggedomeotic replacement of the pistillode
by a male organ (Uhl and Moore, 1980). Althoughadat the floral ontogeny of palms is still

too scarce to provide an in-depth understandingetievelopmental mechanisms involved in
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flower unisexualisation, it is obvious that diffatemechanisms are at play in different
lineages of the family.

Sex and pollination

The role of sexual expression as a driving forcthe co-evolution of palm-pollinator
relationships is poorly understood. Palm infloreses are typically visited by a large variety
of insects differing both in specificity and behawi. Some insects mainly provide services to
the plant in terms of transferring pollen grainfieneas others have a negative eféegt by
damaging vital organs in the flower or predatingpatential pollinators. There is no doubt
that sexual expression may affect interactions eetwpalms and their floral visitors and that
the spatial and temporal separation of sexual es@e may increase the fitness of the palm
both in mutualistic and antagonistic relationshifsnstett 1999) and (Dufay and Anstett
2004) demonstrated a nursery-deceit pollination haeism in the dioecious (sometimes
polygamous) specigShamaerops humiligr the Catalonia region of Spain. The main weeuvil
pollinator, Derelomus chamaeropsislepends completely on the palm to complete ié&s li
cycle. It oviposits in both male and female flowdrst larval development is suppressed in
part of the female flowers, which therefore end updpcing fruits (Anstett 1999). Thus in
this well-documented case the main pollinating ¢chspecies is engaging in a relationship
with the palm that can be viewed as being both aligtic (transfer of pollews oviposition
site) and antagonistic (suppression of larval dgwelentvs destruction of reproductive
organ). Sexual expression varies @ humilis from polygamous to dioecious, but it is
unknown whether these differences are related tirade-off between floral protection and
attraction of pollinators. It should be borne imihithat other visiting insects may also play a
role in optimizing reproductive success, and tha tole may vary greatly in both time and
space. In members of the dioecious tribe Phytekpl€eroxyloideae), male flowers serve as
oviposition sites for the visiting staphylinid aodrculionid beetles, whereas the gynoecium is
deeply buried within the long bunched petals oetdide reach of many insects (Barfod,
Henderson et al. 1987; Bernal and Ervik 1996). itleatity of the highly dimorphic flowers
is disguised by the similar odour emitted by flosvef both sexes, misleading beetles for
which odours are the most important cue. On therdtiland, bees respond mainly to visual
cues and can distinguish and memorize morphologitiffierences. In the female
inflorescences of most species in the dioeciousribebt Salaccinae and Calaminae

(subfamily Calamoideae), the female flowers are lmlipvith a sterile male flower, whereas
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the male inflorescences carry only solitary (Calzam) or paired (Salaccinae) male flowers.
Boegh (1996) and Aroonrat and McKey (2012) havegsated that the sterile male flower
may disguise the identity of the female infloresmeand trick the bees to visit flowers with
little or no reward.

A few studies provide insight into the connectiostween temporal separation of
sexual expression and pollination mode. An associabetween protogyny and beetle
pollination (Bertin & Newman 1993, Henderson 20@Rhough exceptions do exist such as
Oenocarpus batayawhich is protandrous but beetle-pollinated (Kuelster, Silberbauer
Gottsberger et al. 1997; Garcia, 1988). These gbsations could be tested using groups in
which shifts between protogyny and protandry halken place. For example, a shift from
protandry to protogyny has occurreddimangain the Arecinae, a genus that is reported to be
beetle-pollinated. InHydriastele multiple shifts between protandry and protogyrgveén
occurred and beetle pollination has been observedme protogynous species. These genera
may hold exciting clues to the evolution of sexegbression and pollination, and the role of
these factors in promoting diversification.

In the dioecious speci¢zhytelephas seemanrsexual expression is displaced within
the flowering population with typically a diurnahset of male anthesis and nocturnal onset of
female anthesis. (Bernal and Ervik 1996) considehesl an adaptation to minimize the
competition for pollinators between male and femalants. Displacement of sexual
expression has also been recorded on more extamdedscales in the wind-pollinated
dioecious palmHowea forsterianaln populations of this species, endemic of Lorowe
Island, male palms were shown to initiate flowerbgjore female palms (Savolainen, Anstett
et al. 2006). This phenological difference may hakieen as a physiological response to the
edaphic stress that led to sympatric speciationHofforsteriana and H. belmoreanga
(Savolainen et al., 2006).

General conclusions regarding ecological corrslaik sexual expression in palms
(and other species) should be drawn with cautientduhe limited number of studies and the
complexity of plant-animal interactions. The exteegpatial separation of sexual functions in
dioecious flowering plants thus cannot be explairsgtiply as a means of achieving
outbreeding in plants that lack self-incompabil{fgenner and Ricklefs 1995). Sexual
expression in palms should instead be regardedresu#t of the dynamic interplay of many
selective forces during the diversification of faenily. Throughout the distributional range
of a single palm species selection pressures plpbary greatly depending on plant-

pollinator network interactions. Some insect wistand potential pollinators may be highly
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specific for a given palm species and play a kdg o the co-evolutionary relationship.
Other visitors are generalists and although theprdtically may transfer large amounts of
pollen grains they have little consequence foreba@ution of sexual expression in the flower

because their presence is too opportunistic.

Towards understanding the genetic basis of sexuatgaration in palms

Molecular regulation of palm flower development

Much progress has been made in the last two decadexlerstanding the molecular
mechanisms underlying flower development in plaAtsnajor milestone was reached in the
form of the ABC model published in 1991 by Coen ahelyerowitz (Coen and Meyerowitz,
1991) to explain the genetic determination of flows&ucture in two different eudicot species
(Arabidopsis thalianaand Antirrhinum maju$. This model, based on the homeotic activities
of specific genes grouped into A, B and C classes later extended to include D and E
functions (Angenent, Colombo, 1996; Pekizal, 2000). A large body of data has been
obtained to suggest that the ABC model can alsapyied, to a fairly large extent, to
monocots. Initial investigations tended to focus species of the Poaceae such as maize
(Ambroseet al, 2000) and rice (Chunet al, 1995); however, other studies were reported for
non-grass monocots, including members of the Agadea (Parket al, 2003), Liliales
(Kanno et al, 2003) and Commelinales (Ochiai T, 2004). As rdgdhe palm family, data
obtained with the African oil palnkElaeis guineensigrovided evidence for a general
conservation of the ABC model with distinct moleauildentities for petals and sepals (Adam
et al, 2007). Since most ABC homeotic genes encode MABStranscription factors, much
interest lies in the study of the diversity, exgies and functional activities of this gene
family in palms in order to understand the importaté that they have probably played in
the structural diversification of the flower andlamescence. In the case Bf guineensisa
total of 24 MADS box genes were described in 200§Adam et al, 2006) and (Alweest
al., 2006); other unpublished MADS box gene sequefricas this species figure in the
public databases. Palms present a technical chellengesearchers due to the lack of tools
available to investigate gene function in this grotlipis problem is compounded by their
phylogenetic distance from model plants, makingdifticult to extrapolate data from non-
palm species. Despite the apparent conservatioteé&in ABC functions controlling the
development of the flower in palms, it seems likiglgt the regulatory pathways determining

the structure of the inflorescence will have diwstgo a greater extent, given the rich
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morphological diversity of inflorescences not omty palms, but in monocotyledons as a
whole. From a genetic point of view, much of thigedsity is likely to have resulted from
gene duplications and neo-functionalisations, asleen suggested for the family Poaceae
(Cacharroret al, 1999; Theissert al, 1996).

Determination of flower and plant sexual dimorphism

As mentioned in the introduction, dioecy and moryoemlectively account for only a
little over 10% of angiosperm species; however, dmgribution of sexually dimorphic
lineages within the angiosperm phylogenetic treevesy scattered. This suggests that
unisexual flowers evolved from perfect flowers onuanmber of occasions since the separation
of angiosperms from gymnosperms (Charlesworth, 20@2also implies that the exact
mechanism of sex determination will differ betwedifferent sexually dimorphic lineages
(Diggle et al, 2011; Tanurdzic, Banks, 2004), even if a pastiabbnserved angiosperm-wide
framework for flower development exists. Thus itniscessary to carry out studies of each
lineage in order to determine the exact genetigsbafssex determination for the clade in
guestion. In the case of dioecious plants, systergahetics-based approaches have led to the
identification of sex-linked markers for a number different species, examples including
Actinidia chinensigkiwi fruit; (Fraseret al, 2009)) andryonia dioica(Oyamaet al, 2009).

A structural approach based on the availabilityseduenced genomes is also now possible
and has been applied to the case€afica papaya(papaya; (Wanget al, 2012)) and, of
special note here, date palm (Cherif et al., 20i3)he case obilene latifolig X ray-induced
deletions (Lebel-Hardenaadkt al, 2002) and C-ion beam radiation (Koizueti al, 2010)
were used to obtain sex determination mutants,ircoimig the classical genetic prediction of
three Y chromosome-located loci controlling carpappression, early stamen development
and late stamen development respectively. At pteska only two species for which sex
determination genes have been identified and ctearsed are maize and melon. In the case
of the polygamous species melo@uEumis melp sex ratios are controlled by allelic
compositions at two different loci, controlling thendromonoecious and gynoecious
(gynomonoecious) characters respectively. Datairddaby (Boualernet al, 2008) revealed
that theA allele present at the androdioecious locus encadegthylene biosynthesis enzyme,
CmACS-7, that repressed stamen development in &ftalers when active. (Martiat al,
2009) showed that the transition from male to fenfldwers in gynoecious lines resulted

from the inactivation of a zinc finger transcriptiéactor geneCmWIP1 that was necessary
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for carpel abortion in the male flower, and whictdirectly inhibited expression of th&
gene. In the case of maize, which produces morpgrmtly distinct male and female
inflorescences on the same plant, the charactemnsaif tasselseedmutants displaying
feminised male flowers allowed the identificationsefveral different sex determination genes
and an associated signalling pathway (CalderondJri2ellaporta, 1999)TASSELSEED1
was found to involved in jasmonic acid biosyntheaisd to regulateTASSELSEED?2
encoding a steroid dehydrogenase (Acestal, 2009; DelLonget al, 1993). Both genes are
required for the programmed death of pistil celtlsthe male flower, A third as yet
uncharacterised gen8ILKLESS1blocks tasselseed-induced cell death in thel pisthordia
of primary ear florets. Other genetic studies hpxavided evidence for the involvement of
epigenetic factors (Parkinsoet al, 2007), microRNAs (Chucket al, 2007) and
brassinosteroid hormones (Hartwig T, 2011).

The tasselseed sex determination pathway in maiae interesting example from an
evolutionary point of view, since studies were parfed to assess whether a similar
signalling system might be used to determine flosex in other plant groups. Although
orthologues of th& ASSELSEE@enes were easily identifiable in other plants, dalailable
data suggested that there was no functional coaisenvin sex determination beyond the
subfamily Panicoideae of the Poaceae (Malcombdip#gg 2006; Zaitchiket al, 2000). In
palms, the existence of multiple independent dmexiand monoecious lineages suggests that
the situation might be similar, with each groupspécies possessing a distinct mechanism to
determine unisexuality, as also suggested by theatian observed in the relative
development of non-functional organs (see paragrépgrmaphroditic flowers: multiple
gains or multiple losses?” above).

Although no specific genes have as yet been implican sex determination in palms,
there is some evidence to suggest that hormonebkahg to play a role in at least some
species. In the case of date palm, it has been mEnated that a specific cytokinin/auxin
application can alter the developmental fate of st@minodes of female flowers when
culturedin vitro so that they develop into functional stamens @aasmoudi-Allouche,
2009). In the case of oil palm, gibberellic acidatment was shown to increase the ratio of
male to female inflorescences (Corley, 1976). Tiaes@ provide a mere hint of what may
well be an important role for hormones in palm gexermination, a question that is being
addressed in ongoing research programmes (Aataah 2011).
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How might dichogamy be achieved in palms?

Although some data exist to demonstrate that diahmgg may be influenced by
environmental factors such as light availabilityri¢gman, Barrett, 2011), the underlying
genetic basis of this phenomenon in flowering @asteven less well understood than that of
sexual dimorphism. Nevertheless, it is interesthog note that in the case dfarya
illinoinensis(pecan nut), a single genetic locus appears taaatithogamy, with protogyny
being dominant over protandry (Beedanagarial, 2005). From an evolutionary point of
view, dichogamy might in some instances be a ftatdr of evolution towards sexual
dimorphism. (Pannell, Verdu, 2006) suggested fraputation modelling that androdioecy in
particular can evolve more easily from a heteraoijaimous population than from a
monomorphic hermaphroditic population. From a fior@l point of view, it seems probable
that dichogamy, like monoecy or dioecy, will havesen from occasional mutations within
the gene network controlling inflorescence and #owdevelopment, with different
mechanisms operating in different lineages. Giveat tlichogamy does not affect male or
female fertility, it can be speculated that soméhefmutations causing this condition occur in
the regulatory regions of developmental genes rdttan in their coding regions. Mutations
of this type could result in delayed (or accelatatdevelopment of specific floral organs
through altered gene promoter activity so as to yredorotandry or protogyny. No genes
controlling dichogamy have as yet been identifiedlowering plants, although it has been
suggested that the floral symmetry gene networkhtrptay a role in some cases (Kalisz, Ree,
and Sargent, 2006).

Sexual expression in palms: immediate and long termprospects

Although many long term obstacles to understandiagual expression in palms
remain, an exciting range of new tools centred radoNext Generation Sequencing (NGS)
technologies has become available in recent ya#assiineyet al, 2009) with potential
extending far beyond the scope of the traditionstlydied genetic models. In the context of
the Arecaceae, NGS sequencing has already alloegaercing of much of the date palm
genome (Al-Doust al, 2011) and genome sequence comparisons betweatefamd male
genomes have led to the characterisation of Y chsmme-specific regions for this species
(Cherif et al., 2013). Other palm genome sequeacexpected to follow in the near future.

Genome-wide association mapping and other rel&eshtques show great potential for the
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elucidation of genes that control flowering and mdlgust about any plant character of
interest. Given the rapid progress being made enddgwvelopment of genomic techniques, it
seems likely that the availability of reliable phgmmc data will quickly become a limiting

factor. Exploring, cataloguing and understanding gheat phenotypic diversity of palms and

its ecological correlates will therefore becometladl more important.

Conclusions

Sexual expression is one of the most striking atara underlying the biodiversity of the
palm family and doubtless fulfils a much wider edyi of purposes than simply promoting
outbreeding. Indeed The plethora of sexual expsasgatterns seen in palms, of which an
overview is given here, bears witness to the ingmirtole that this feature of the plant has
probably played in the evolutionary radiation o ttamily. Continued research in this area
will help to improve our understanding of the evamnary processes that underlie the

diversification of sexual systems, in both palms #ioering plants as a whole.
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Tables and Figures

Table 1 — Genus and species-level survey of sexual systepalms. The first column

indicates the total number of genera (in bold) sppekies (in italics). The other columns show
the occurrences of the four designated types ofiadegystem. Subfamilies are assigned
according to (Dransfield et al., 2008). Within theoryphoideae some genera are
polymorphic; the different sexual systems are takémaccount in the percentages shown in

brackets.
Number Monoecy % Dioecy % Hermaphoditism % Polygamy %
Arecaceae 183 61% 22% 16% 5%
ca 2500 52% 30% 17% 1%
Calamoideae 21 <10% 67% 14% <10%
645 4% 87% 7% 2%
Nypoideae 1 100% 0% 0% 0%
1 100% 0% 0% 0%
Corvphoideae 46 <5% (<7%) 24% (37%) 50% (56%) 9% (13%)
P 503 10% 13% 76% <2%
. 8 0% 87% 0% 13%
Ceroxyloideae
47 0% 91% 0% 9%
‘ 107 98% 2% 0% 0%
Arecoideae
1376 92% 8% 0% 0%

Fig 1 Overview of sexual expression in palms ; illustatiof the diversity in flowers
distribution, top to bottom, left to righbabal palmetta(solitary hermaphroditic flowers),
Nypa fructicans(heads of pistillate and stamintate floweiSynechanthus warscewiczianus
(monoecious flowers in acervulug)pnapea ledermannian@monoecious flowers in triads)

and Oncocalamus macrospath@sonoecious flowers in cluster); Drawings from Dsfeld

et al. (2008).
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Separation in space Separation in time

level
1 Protandrous flws. e.g. Cryosophila & Sabal
|
1 e.g. Thrinax, Licuala &
Bisexual flws. — SErEN0Q
| Protogynous flws.
|
Not separated in time P
floral |
Protogynous flws.
I e.g. Trachycarpus
I
! ?
Unisexual & bisexual flws. (polygamy) 1 Protogynous flws.
1
Not separated in time y 5
| Protandrous infl.
I e.g. Geonoma, Areca,
I Hyospathe and Nenga
— bisexual
inflorescence | %7 N.y pa, Ast.‘rocaryum,
I Protogynynous infl. Bactris and Pinanga
Inﬂor. Not separated in time! P
|
I
monoecy | ot Protandrous plant e.q. Attalea
cyclic
| Y
| . €.9. Arenga
Protogynous plant
-1 gY! p
! .
Unisexual flws. I - e.g. Elaeis,
unisexual cyclic
inflorescence |
Not separated intimey g. Wettinia p.p
Plant 1
1
W 3 e.g. Kerriodoxa, Phoenix,

dioecy Calamus & Chamaedorea



Fig 2 Summary tree showing relationships among subfasndied tribes of the Arecaceae

(Dransfiel et al. 2008)
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Fig 3 Palm flower ground plan; floral diagrams of twofdient species (modified from
Ronce de Craene 2010(Ronce de Craene, 2018)). Qorypha sp. (Coryphoideae)
hermaphroditic flower.g) Ptychosperma graciléAreceae) unisexual flowers, female on the

left and male on the right.

Fig 4 Non-functional sexual organs in palms; illustratmfithe morphological diversity. (A)
staminodes, left to right stamen lik&cfocomia sp, slightly modified Pholidostachys
pulchra) and highly modified Actinorhytis calapparig (B) pistillode, left slightly reduced

(Elaeis oleiferd, right highly reducedAsterogyne spicaja
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Fig 5 Supertree from the analysis of Baker et al. (20€f8)wing the evolution of sexual
system in palms optimized using Maximum Parsimof¥) all subfamilies except
Arecoideae. (B) Arecoideae (continuation of (A)pxX8s at the tip of branches are coloured
according to the actual character state: White embhphroditism, Light Grey = monoecy,
Dark Grey = dioecy, Black = andromonoecy. Brancbe®urs correspond to the inferred
ancestral sate. Several colours on the same bderatite ambiguity in the ancestral stafe.
indicates that a pistillode is lacking in this spscand? that staminodes are lacking. The
sexual system of each species used in the optilonzat typical of the sexual system of its
genus; exceptions (polymorphism within the genada within the species) are highlighted
by stars. Phylogenetic relationships and tribe rsaane as indicated by Baker et al. (2009).
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CEROXYLOIDEAE

|

ARECOIDEAE

B Ceroxylon quindiuense

B Juania australis

B Oraniopsis appendiculata

B Ravenea hildebrandtii

B Aphandra natalia
Phytelephas aequatorialis 1

CORYPHOIDEAE

B Ammandra decasperma

W Pseudophoenix vinifera

B Guihaia argyrata \7

B Rhapis excelsa *

O Maxburretia rupicola *

B Rhapidophyllum hystrix *

B Trachycarpus geminisectus *
B Chamaerops humilis *
OBrahea aculeata

O Johannesteijsmannia altifrons
O Pholidocarpus macrocarpus
O Saribus jeanneneyi

10 Licuala grandis *

O Livistona speciosa *

O Acoelorrhaphe wrightii

O Serenoa repens

O Pritchardia thurstonii

O Copernicia prunifera

10 Washingtonia robusta

10 Colpothrinax wrightii
Phoenix dactylifera

O Hemithrinax ekmaniana

O Leucothrinax morrisii

O Coccothrinax argentata
OThrinax radiata

O Zombia antillarum

W Schippia concolor *

O Trithrinax brasiliensis

O Chelyocarpus ulei

O Cryosophila warscewiczii

O ltaya amicorum

10 Sabal palmetto

B Borassodendron machadonis

e

=

B Borassus flabellifer

B Lodoicea maldivica

M Latania verschaffeltii

W Bismarckia nobilis

B Satranala decussilvae 1 i
B Hyphaene coriacea

B Medemia argun & &
OCorypha utan

O Arenga pinnata & *
O Wallichia disticha
@ Caryota mitis '
B Kerriodoxa elegans ’7

O Tahina spectabilis

O Nannorrhops ritchiana

O Chuniophoenix hainanensis *

o

CALAMOIDEAE

10 Nypa fruticans rz :

B Retispatha dumetosa

B Pogonotium ursinum

B Daemonorops grandis

B Calamus aruensis

B Ceratolobus concolor

B Pigafetta elata

B Myrialepis paradoxa

B Plectocomiopsis geminiflora
B Plectocomia mulleri

B Metroxylon salomonense
B Salacca ramosiana

B Eleiodoxa conferta r?

10 Korthalsia cheb

B Mauritia flexuosa

B Mauritiella armata

H Lepidocaryum tenue

O Raphia farinifera ' 9

O Laccosperma acutiflorum

O Eremospatha macrocarpa
O Oncocalamus mannii 742
Eugeissona tristis
O Typha latifolia *( Q

I

OKingia australis
O Tradescantia ohiensis
® Hanguana malayana & ¢

O Anigozanthos flavidus

O Musa acuminata

Ceroxyleae

Phytelepheae

| Cyclospatheae

Trachycarpeae

| Phoeniceae

Cryosophileae

I Sabaleae

Borasseae

| Corypheae

Caryoteae

Chuniophoeniceae

NYPOIDEAE

Calameae

Lepidocaryeae

I Eugeissoneae

OUTGROUPS
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(B)

O Hedyscepe canterburyana
O Rhopalostylis baueri
O Lepidorrhachis mooreana

OHowea belmoreana
’—,FED Laccospadix australasicus

O Linospadix monostachyos ¢

10 Dransfieldia micrantha

O Heterospathe elegans

O Clinosperma bracteale

O Cyphokentia macrostachya

O Neoveitchia storckii

O Satakentia liukiuensis
O Carpoxylon macrospermum

ONenga pumila : *
[— OAreca catechu
O Bentinckia nicobarica
O Clinostigma savoryanum
O Cyrtostachys renda
O Tectiphiala ferox
O Acanthophoenix rubra
O Deckenia nobilis
O Oncosperma tigillarium .
O Hydriastele wendlandiana '
O Dictyosperma album
O Rhopaloblaste augusta

O Brassiophoenix schumannii

O Drymophloeus litigiosus

O Ptychococcus paradoxus

O Carpentaria acuminata

O Wodyetia bifurcata

O Normanbya normanbyi

O Balaka seemannii

O Solfia samoensis

O Veitchia arecina

O Adonidia merrillii

O Ponapea ledermanniana

O Ptychosperma burretianum

O Kentiopsis oliviformis

O Actinokentia divaricata

O Archontophoenix alexandrae

O Chambeyronia macrocarpa '7

O Actinorhytis calapparia
— O Calyptrocalyx albertisianus

(] O Burretiokentia hapala

O Cyphophoenix nucele

O Physokentia petiolata

O Cyphosperma balansae

OBasselinia velutina

O Dypsis lastelliana
O Marojejya insignis
O Lemurophoenix halleuxii

10 Masoala madagascariensis
O Roscheria melanochaetes
O Verschaffeltia splendida

O Nephrosperma vanhoutteanum .
O Phoenicophorium borsigianum

Olguanura wallichiana

O Sommieria leucophylla

OPelagodoxa henryana
O Neonicholsonia watsonii &/
O Oenocarpus bataua

O Prestoea pubens

O Euterpe oleracea

O Hyospathe macrorhachis

O Calyptronoma occidentalis

O Calyptrogyne ghiesbreghtiana
O Asterogyne martiana

O Geonoma interrupta

O Pholidostachys pulchra

O Welfia regia

O Manicaria saccifera 'z
O Leopoldinia pulchra PN
O Sclerosperma mannii ¢ &

O Orania trispatha ¢ o

O Podococcus barteri
O Allagoptera arenaria
O Lytocaryum hoehnei
O Syagrus schizophylla
O Attalea allenii

O Cocos nucifera

O Parajubaea torallyi
OJubaea chilensis

O Butia capitata ~
O Voanioala gerardii &
O Jubaeopsis caffra

O Bactris gasipaes ¢

O Desmoncus orthacanthos
O Astrocaryum gynacanthum
O Aiphanes horrida

O Acrocomia aculeata
OElaeis oleifera

OBarcella odora

%m%% i

10 Reinhardtia simplex
10 Roystonea oleracea

B Chamaedorea seifrizii
O Gaussia maya

m Wendlandiella gracilis

O Synechanthus warscewiczianus \:
O Hyophorbe verschaffeltii

O Wettinia panamensis
Olriartella stenocarpa 5 ¢
\%’D Dictyocaryum Iamargklanum

10 Socratea exorrhiza &
Olriartea deltoidea

O Beccariophoenix madagascariensis 1

Areceae

I Pelagodoxeae

Euterpeae

Geonomateae

Manicarieae
Leopoldinieae
Sclerospermeae
Oranieae
Podococceae

Cocoseae

Reinhardtieae
Roystoneeae

Chamaedoreeae

Iriarteeae
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Fig 6 The evolutionary pathways from functional monogaigtillode are present in the male
flowers and staminodes are present in the femaileefis, thus all the flowers are structurally
bisexual) to structural monoecy (pistillode andrsteodes are lacking, thus the flowers are
functionally and structurally unisexual) and to ftiogal dioecy (pistillode and staminodes
are present, thus the flowers are structurallyxniah in Arecoideae. In monoecious species
flowers of both sex occurred on same individuale(esimg) whereas in dioecious species,
flowers occured on different individuals (two ringBlack = functional gynoecium; white =

functional stamens; grey = vestigial organs. Paémiechanism underlying transitions 1 =
loss of organ initiation or replacement of orgakbt¢hell and Diggle, 2005); 2 = sex ratio

adjustments (Renner and Ricklefs, 1995).

FUNCTIONAL MONOECY

Wl olby

STRUCTURAL MONOECY FUNCTIONAL DIOECY

WD Wi
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Chapitre 2 :

Evolution du nombre d’étamines

chez les palmiers
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Contexte et objectifs de I'étude

Les étamines sont les organes de la fleur porstantheres, lieu de production des
gamétophytes males : les grains de pollen. Le nendler ces organes est tres variable a
I'échelle des angiospermes, allant de un a plusieniltiers chez certains groupes. Lorsque les
especes présentent un nombre élevé d’étamines, selle qualifiees de « polyandres ». Au
contraire lorsque le nombre est plus faible, lgseess sont qualifiees d’« oligandres ». La
limite entre oligandrie et polyandrie est parfoidicdde a déterminer. Elle peut ainsi varier
selon les groupes taxonomiques, suivant la méresités mécanismes de développement.
Ainsi certaines eudicotylédones présentant une mérds cing (le nombre de piéces du
périanthe), la limite entre oligandrie et polyaedesst fixée a dix (c’est-a-dire plus de fois le
nombre de pieces du périanthe ; Jabbour et al.)20@8 fleurs présentant une phyllotaxie
spiralée possedent souvent un grand nombre d'étangihesont donc considérées comme
polyandres (Ronse de Craene et Smet 1998).

Les mécanismes de développement permettant la enisglace des nombreuses étamines
chez les especes polyandres ont été étudiés dédrenlis groupes. Ces études ont révélé que
l'insertion des étamines nombreuses était permisdégp@ansion du réceptacle floral ou par
la diminution du diametre de filets (Endress 20EL).revanche I'action de la sélection et les

bases du contrble génétique sont encore mal connues

Les palmiers constituent un groupe particulieremietéressant pour I'étude du nombre
d’étamines puisque celui-ci varie de un a millesain de la familleKig. 9. Les fleurs de
palmiers sont généralement petites, souvent deef@mmondie lorsqu’elles sont en boutons. I
existe néanmoins une diversité de formes, de sadtede couleurs selon les groupes. Les
pieces du périanthe et du gynécée varient peu erbneorhe périanthe est trimére : trois
sépales et trois pétales. Chez certaines espeaas,morphologie ne permet pas de les
distinguer. lls sont alors considérés comme dealdépLe gynécée est également trimere
chez la majorité des especes. Chaque carpelleecontn ovule. Dans certains cas, seul un
ovule sur les trois se développe. Chez certainpsces, des espaces entre les carpelles
peuvent abriter des nectaires (Schmid 1983). Autrama le nombre d’étamines est
extrémement variable et cela dans la majorité des-gamilles.

Dans ce groupe la limite entre I'oligandrie et ldypadrie a également été déterminée en
fonction de la mérosité. Les especes sont consdémbmme polyandres lorsqu’elles
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possedent plus de six étamines (c’est-a-dire pluslelex fois le nombre de pieces du
périanthe). Il a été montré que l'oligandrie a sbamines constitue I'état ancestral du
caractere et qu’'a partir de celui-ci de nombreussssitions vers la polyandrie ont eu lieu
durant I'histoire évolutive de la famille (Nadot at. 2011). En revanche I'ampleur des

transitions entre les taxons oligandres et polyasdpouvant posséder de sept a mille

étamines) et entre les taxons polyandres est entalreonnue.

Fig. 9 : lllustration de la diversité morphologique de I'androcée des palmiers et notamment
du nombre d’étamines; de gauche a droite et de bas en haut: Aphandra natalia,
Dictyosperma album, Arenga brevipes, Hedyscepe canterburyana, Calamus spectatissimus,
Orania ravaka, Lodoicea maldivica, Ptychosperma sp., Nypa fruticans, Veitchia sp., Welfia
regia, Dypsis baronii, Aiphanes chiribogensis, Heterospathe delicatula, Ptychococcus
paradoxus, Pinanga aristata, Burretiokentia grandiflora, Phytelephas macrocarpa,
Bismarckia sp., Jubaeopsis caffra, Wodyetia sp., Daemonorops verticillaris,, Caryota

rumphiana, Eugeissona utilis (photographies Sophie Nadot ; Julie Sannier et Palmweb)
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La polyandrie a été étudiée chez les palmiers engueconcerne le développement
(notamment Uhl & Moore 1980) mais les éventuellessgions de sélection ayant pu influer
sur ce caractére ainsi que le contrdle génétiqueodibre des organes sont encore inconnus.
Il a été suggéré que les especes présentant ud g@nbre d’étamines pourraient étre
pollinisées par les insectes, notamment des caéspet des abeilles (Uhl et Moore 1977).
L’augmentation du nombre d’étamines dans de nombgeoupes de palmiers pourrait donc
constituer une adaptation aux pollinisateurs. L&gnénes nombreuses seraient ainsi plus
attractives pour les pollinisateurs fournissantsplie ressources. Cependant cette hypothese
reste a tester. Nous proposons notamment d’étsdlEugmentation du nombre d’étamines

est corrélée avec une augmentation de la produddarains de pollen.

Cette étude constitue un article de recherche lésnbbjectifs sont : (1) d’étudier I'évolution
du nombre d’étamines a I'échelle de la famille palsniers, en se focalisant sur les transitions
vers la polyandrie et entre les taxons polyandr& ;de tester un lien potentiel entre le
nombre d’étamines et la production de pollen.

Synthese des résultats

Le caractere « nombre d’étamines » a été codeé lsoderme d'un caractere discret son
évolution a été étudié en se basant sur la phylegdn I'ensemble des genres de palmiers.
L’état ancestral du caractere est « six étaminetsla détermination de celui-ci est confortée
par le signal phylogénétique fort présent dansalaatere. A partir de cet état ancestral, de
nombreuses transitions vers des nombres élevémniigs ont eu lieu. La reconstruction de
'évolution du caractére montre que l'augmentatidun nombre d’étamines est rarement
progressive. Certaines transitions vers une fortgapdrie se font directement & partir d’'un
état oligandre et impliquent probablement des chaegés importants dans les processus de
développement des étamines.

La production de pollen, estimée chez 82 individegalmiers, représentant 82 espéces et 59
genres, se révele trés variable. Elle varie emteeagntaine de grains et plus de deux millions
de grains par fleur. Il existe une corrélation e nombre d’étamines et la production de
pollen, mais cette relation n’est pas linéaire. Tlegandividus appartenant aux Coryphoideae
testés dans cette étude possedent six étaminesnédgorrélation ne peut donc étre identifiee

dans ce groupe. Cependant on remarque que mémeasivibre d’étamines est constant, la
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production de pollen varie. La variation dans laduction de pollen est plus grande chez les
Calamoideae que chez les Arecoideae qui pourta@septent une plus grande variation dans
le nombre d’étamines. Dans les deux cas, néann@m®duction de pollen a tendance a étre
plus importante quand le nombre d’étamines augmdds expériences complémentaires
sont nécessaires pour comprendre si les augmergatpétées du nombre d’étamines chez
les palmiers sont le résultat de la sélection owndrelachement de contraintes
phylogénétiques. Dans le premier cas la polyanchigstituerait une convergence résultant
d’'une adaptation a un environnement similaire @ample un type de pollinisateur). Des
expériences dans des populations naturelles peameett d'estimer si des eétamines
nombreuses associées ou non a une production ¢kn peElevée, conférent un avantage
sélectif aux individus. Nous proposons notammentcdeparer la fitness d’individus
présentant des phénotypes différents au niveau ohbbreod’étamines et de la production de
pollen. Notre étude a mis en évidence des groupgenbmiques pour lesquels cette
variabilité est naturelle et qui constituent donclams groupes d'étude. Pour le nombre
d’étamines, la variabilité pourrait étre accentagpérimentalement en enlevant des étamines.
Les fleurs de palmiers étant regroupées en grarilbeascences, il est possible que 'unité de
pollinisation ne soit pas la fleur mais I'infloresee. L’'évolution du nombre d’étamines et de

la production de pollen pourrait étre étudiée égalet a I'échelle de I'inflorescence.

Cet article est encore une ébauche. Pour cette gaidconcu et mis en place un protocole
d’extraction du pollen adapté aux fleurs de palmatra notre problématique. Mon choix s’est
porté sur une extraction mécanique et non pas ghienpour limiter les pertes de pollen (les
protocoles sont présentés en Annexe 2 du manuscet)e technique présente I'avantage de
ne pas étre toxique pour I'expérimentateur. Lgsdarnces ont été réalisées en partie avec

I'aide des stagiaires M1 et M2, Stéphanie Valémessa Vilarét Gérard Imani.
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Abstract

The androecium of palms (Arecaceae) exhibits a ldrgersity in stamen number. From an
ancestral state with 6 stamens, both reductionrardase have occurred. Eighty-three genera
belonging to all subfamilies (except Nypoideae)lude species displaying more than 6
stamens (polyandry). The number of stamens in pdiyas species ranges from dozens to
hundreds units. Understanding this huge variatiostamen number has implications for our
knowledge of the evolution of flower and pollinatimmechanisms in palms.

In this study we surveyed the literature to obtiata on stamen number for the 183 genera of
the family, using an exemplar approach. We alsceofesl flowers from living and spirit
collection. We further used these data to optimike character on the generic-level
phylogeny, focusing on transitions towards polygnaind between polyandrous species. In
order to initiate a research on a possible funetisignificance of increase in stamen number,

we investigate the relationship between stamen eurabd pollen production. We extracted
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the total pollen content from flowers of 82 speciepresentative of the various palm tribes
and compared it to stamen number.

A strong phylogenetic signal was found in stamemiper allowing us to make optimization
of this character on the generic-level palm supertMany transitions towards polyandry
occurred from an ancestral state of six stamensgltine evolutionary history of the family.
Stamen number seems to have increase in abruptepedted way. Transitions between six
stamens and a high number of stamens are fregBetien production in palms is highly
variable and ranges from hundreds to millions grais showed that a relationship between
stamen number and pollen production exist in ounm@amg. There is a tendency towards
higher pollen production when the number of stanmecreases in Coryphoideae and
Arecoideae. However it is still difficult to undgand the evolutionary processes underlying
the evolution of these two characters. Based orresults, we proposed some improvements
of the experiment and some hypotheses that couldrtieer tested to investigate evolutionary

history of stamen number in palms.
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Introduction

Stamens are floral organs that bear fertile pagtlesducing structures, the anthers. These
structures are analogous in flowering plants toemsdx organs in animals. They play a
fundamental role in sexual reproduction and weres tbonsidered by botanists as an
important character in classifying plants (e.g.nérl753). The set of stamens (androecium) is
one of the four categories of the largely consemyedind plan of angiosperm flower (sepals,
petals, stamens and carpels, from outside to ipsltdexhibits a large diversity in organ
number, arrangement, shape and synorganizationr¢’'A996; Soltis et al. 2009; Endress
2011). The number of stamens increased and dedreapeatedly during the evolutionary
history of the flowering plants (reviewed in Endyr&011). Flowers bearing many stamens are
traditionally called “polyandrous”, vs. “oligandrdusvhen they have few stamens (Ronse
Decraene and Smets 1998). The ancestral stamerendionlangiosperms is controversial and
strongly dependent to the accuracy of phylogenetonstruction among basal angiosperms
(Ronse Decraene and Smets 1998dress and Doyle 2009; Goremykin et al. 2013)m8ta
number is highly variable in most basal lineages. #&ample, it varies from one stamen in
Hydatellaceae (Williamson and Schneider 1993), 2621 in Amborellaceae (Endress and
Igersheim 2000) and up to 200 in Nympheaceae (Sabmnend Williamson 1993). In
magnoliids, stamen number varies from very low valmePiperaceae (2-3; Endress 2011) to
huge values in Monimiaceae (around 1800; Loren@5)19Most monocot flowers have six
stamens, however increases occurred in Alismataleso more than 30; Salisbury 1926),
Pandanales (up to many hundreds; Huynh 1991), ®0abeto 120; Soderstrom and Londono
1988) and Arecales (up to more than 900; Dransgeldl. 2008). There is also a wide range
of variation in the eudicots. In Ranunculales (basaicots), numerous stamens are found in
Papaveraceae, Menispermaceae, Berberidaceae andddkateae with up to more than 2000

in the latter family (Tamura 1995; Damerval and dla@007). Many rosids have high
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numbers of stamens, particularly in Malpighiales {@50; Prance 1976) and Malvales (up
to 1000; Janka et al. 2008). In asterids, floweith @ huge number of stamens are found in
Caryophyllales (up to 4000 in Cactaceae, Barttdott Hunt 1993) and Ericales (up to 1200;
Prance and Mori 2004).

The variation in stamen number has been thoroughigdied from a morphological and
developmental point of view (Ronse Decraene andtSi@87; Ronse Decraene and Smets
1998), but little is known about the potential ftional significance of such variation.
Polyandry characterizes the so-called brush flowengh are pollinated by large animals
(sphingids, birds, bats; Endress 2011) and thelépetlinated systems (Bernhardt 2000).
Pollen and stamen tissues are a potential sourfmodffor insects and were probably critical
rewards in the development of the plant-pollinatwtualism, like nectar (Barrera and Nobel
2004). Crepet and Nixon (1996) suggested that aserein stamen number could be the
prelude to the transformation of stamens into etitra or reward-providing structures.
Supernumerary stamens could provide attractantsr@amdrds for pollinators that consume
flower tissues and pollen. They can also represeprrotection against herbivores. This
strategy could have promoted reproduction undesettemnditions (pollen-eating pollinators

and/or herbivores attacks) and thus could have belected many times in angiosperms.

The palms (Arecaceae) are an emblematic family ohanotyledonous species that play a
crucial ecological role in species-rich tropicabggstems, mainly rain forests (Peters et al.
2004). They comprise 183 genera and around 240flespdistributed worldwide in tropical
and subtropical areas. These genera are dividen fine subfamilies, Calamoideae,
Nypoideae, Coryphoideae, Ceroxyloideae and Areeaid@ransfield et al. 2008). Palm
flowers are usually small (generally less than 1 axross) and have the typical trimerous

ground plan of most monocot flowers, with three $gphree petals and one or three carpels
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(Dransfield et al., 2008). The androecium howevehildts a large diversity in stamen
number, among genera. From an ancestral stateswitamens, both reduction and increase
have occurred (Nadot et al. 2011). Ten of the 18Bega include species in which the
androecium is reduced to three stamens. Flowers wisingle stamen have even been
observed inDypsis lantzeangRudall et al. 2003). Eighty-three genera belongiagall
subfamilies (except Nypoideae) include species ay@py more than 6 stamens. The number
of stamens ranges from seven, eight and nine toyrfaransfield et al. 2008). The largest
number of stamens is found in the tribe Phytelephvelaere almost a thousand stamens have
been recorded iPhytelephagBarfod 1991). If the transitions towards polyandirgm the
ancestral state with six stamens are now identdi@dng genera, the patterns of transitions
within polyandrous genera are still almost unknolike in many other angiosperm groups,
the link between stamen number and pollinationtils oorly understood. A relationship
between numerous stamens and pollination by beatiédees in palms has been showed in
some species (e.tychospermaUhl and Moore 1977b). This suggests that the atgue
increase in stamen number throughout the familyicctwe the result of a selection for an
increased pollen production, used as reward fdmadbrs. However the relationship between

stamen number and pollen production in palms hesrrigen tested so far.

The aims of our study were (1) to examine the exmtuof stamen number within the palm
family at the species level, focusing on transgidrom oligandry towards polyandry and
among polyandrous species, and (2) to investiditdink between stamen number and pollen
production in palms. We conducted a survey of tlkerdity of stamen numbers in the family,
using an exemplar approach, based on data obtdined the literature and from direct
observation of flowers from living and spirit calteons. The number of stamens was

optimised on a phylogeny of the family to identdyolutionary patterns in the variation of
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this character. We quantified pollen production d&ototal 82 species, and further compared
this pollen production with stamen number. Thisstitntes a first step in identifying whether
there might be a link between stamen number andthabbn, and investigating the potential

functional significance of stamen number variatiopalms.

Material and methods

Stamen number optimization

Taxonomic sampling, stamen number data and phykigebackground

Using an exemplar approach, we recorded stamen eufob183 species representing all of
the genera recognized in Arecaceae (Dransfield. é2088), and six species of commelinid
monocots chosen as outgroups. The spedegenus approach avoids the problem of coding
polymorphism whenever it occurs within a genus.sTdpproach is particularly useful in our
case, since stamen number can be highly variatlitenagenera. Data were mostly obtained
from taxonomic treatments available in the literatunformation on stamen number was also
obtained from direct observation of flowers fronrigollections (Aarhus University; Royal
Botanic Gardens, Kew; Supplementary Tables 1 anBl@)vers were dissected under a Zeiss
Stemi SV6 stereomicroscope (Carl Zeiss AG, Goéttinggermany) to count the stamens. The
optimization of the character ‘stamen number’ wagfgrmed on the complete generic-level
supertree of the family (Baker et al. 2009). Theetwas slightly modified (Couvreur et al.
2011) by considering only accepted genera accoridiigransfield et al. (2008) and adding
the recently discovered gentlighina This latter version of the supertree was usethis
study. The original supertree included 13 outgrgppcies of commelinid monocots from
which we selected the following sinigozanthos flavidugHaemodoraceaeanguana

malayana(Hanguanaceaelingia australis(Dasypogonaceadyjusa acuminatgMusaceae),
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Tradescantia ohiensis§fCommelinaceae), and'ypha latifolia (Typhaceae). Whenever
possible, we chose to record stamen number fosgheies included in the study of Couvreur
et al (2011) (Supplementary Table 2). This apprcaatids misleading information due to

potential non-monophyletic genera.

Character codingand character optimization

Stamen number ranges between 1 and approximat@@ @0 palms. The exact range in
stamen number per species was recorded in the ad&aPROTEUS (Sauquet 2013).
PROTEUS allows precise and complete tracking okthece information. Data recorded and
references used are presented in Supplementarg 2ablefining character states for stamen
number proved problematic due to the high inter- entich-specific variability. Converting
continuous data into discrete classes makes intowma&asier to analyse in a phylogenetic
context, provided that classes are judiciously eho$n order to define meaningful classes,
we used the agglomerative hierarchical clusteragtatistical tool implemented in the R
software (R Development Core Team 2007). The $itsp consisted in calculating distances
between pairs of values with the functidist and the methoduclidian The functionhclust
included in the packagede4was used to group the resulting distances in dgmdms that
allow determining the classes that best fit thedgive classes (or character states) emerged
for the character ‘stamen numbe{Q) less than 6 stamens (corresponding to a reduation
stamen number from the ancestral stafg),6 stamens (the known ancestral state of the
family; states 0 and 1 correspond to oligandrousiepes defined by Nadot et al. (20112);

7 to 22 stamens (we called it low polyandr{3) 23 to 114 stamens (called moderate

polyandry);(4) more than 114 stamens (called high polyandry).
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The character was optimised using the MP (Maximwarsifhony) method implemented in
Mesquite 2.75 (Maddison and Maddison, 2011), wita default settings. Character states

were treated as unordered, allowing any transdimong states.

Correlation between stamen number and pollen produgon

Taxonomic sampling

We sampled flower buds from 82 species of palmgresenting 59 genera of the family.
Three of the five subfamilies are represented, with species (8 genera) from the
Calamoideae, 14 species (14 genera) from the Coigpae and 58 species (37 genera) from
the Arecoideae (Supplementary Table 1). We werdlerta find plant material representing
Ceroxyloideae and Nypoideae, but nevertheless ampbng is representative of the and
diversity in stamen number at the scale of the lignand mostly represents the taxonomic
diversity since the two unrepresented subfamiliesthe smallest of palms (Nypoideae is
monotypic anc Ceroxyloideae includes 47 specielgwér buds were obtained from spirit
collections (Aarhus University; Royal Botanic Gande Kew) and from living collection
(Jardin Botanique de la Ville de Pari®otanischer Garten Berlin-DahlerBupplementary
Table 1). Pollen production was estimated from spe#iserved and closed hermaphroditic or
male flower buds (for monoecious and dioecious igggcWe selected flower buds in which
the anthers had not yet dehisced, so that thempalbetent was intact. These constraints
considerably limited the amount of material fromieththe number of pollen grains could be
evaluated with confidence. In most cases, we foomlgt one individual per species whose
flowers matched all these criteria. In the follog/iwe will use the term ‘individual’ to refer to

both the individual and the corresponding species.
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Pollen grains extraction and counting

Three flowers per individual were sampled (rar@p;tsee Supplementary Tablel). Flowers
were dissected under a Zeiss Stemi SV6 stereommpes (Carl Zeiss AG, Gottingen,
Germany). The exact number of stamens was detednioreeach flower bud dissected. Six
anthers per flowers were taken, dried overnigt808C and grinded in a MM300 mixer mill
(Retsh, Germany). Pollen grains were resuspend@®Q@aL of Alexander’'stain (Alexander
1980). Three aliquots of the solution (3 xl5 were sampled to count pollen grains under an
Olympus BH-2 microscope (Olympus, USA). When flosvérad 6 or less stamens, these
stamens were all used to count pollen grains. Wlmemers had more than six stamens, in
order to avoid counting an excessive number ofepofjrains we chose to sample 6 stamens.
In this case, we selected stamens along a trafreestouter part of the androecium to the
inner part, in order to overcome the potential b of differences in pollen production
according to stamen position. The mean number oempajrains counted in the 3ib
aliquots was used as an approximation of the overadluction of each flower. In the case of
flowers with more than six stamens, this mean numias divided by six and multiplied by

the number of stamens.

Statistical analyses

We calculated the average pollen production pewviddal (mean of the values for the three
flowers and for the three counts per flower). Weckled if calculating a mean value had a
sense in our experiment by comparing between-iddals variability and within-individuals
variability. We also calculated the average stama@mber per individual (mean of the values
for the three flowers). Four datasets were contdjcone per subfamily (Calamoideae
dataset, Coryphoideae dataset, Arecoideae datasdt)one including all the data (total

dataset). We tested the correlation between ourvawiables, the average pollen production
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and the average stamen number, using the Spearrhartasst (Hollander and Wolfe 1973;
Best and Roberts 1975). Spearmahtsis a nonparametric, rank-based measure of statisti
dependence. This test was used because our datatdi a bivariate normal distribution
(even after a log-transformation). Our datasets h#s/e strong outliers that are in the tails of
both samples, and the Spearman correlation is knovwe less sensitive to this phenomenon
than other correlation tests. We used the R softf{RrDevelopment Core Team 2007) for all

the analyses.

Phylogenetic signal in stamen number and pollen pduction

Because observations on stamen number and polledugion were made on
phylogenetically related species, our data may taisscally non-independent due to
common ancestry (Felsenstein 1985; Harvey and PfH). We tested the presence of a
phylogenetic signal (Blomberg et al. 2003) in th tcharacters, in order to investigate a
tendency of related species to resemble each otber than expected randomly. Estimating
the presence of a phylogenetic signal is a presggquin phylogenetic comparative analyses.
We chose an approach that expresses the topolpyaadrties of the phylogenetic tree via an
orthonormal basis, which is further used to decasepahe character variance. This
decomposition provides a structure function, catethogram”, which leads to characterize
the dependence of character values on the topabdkie tree (Ollier et al. 2006). Three
different characters were tested: (1) stamen nurabire level of the palm family (183 palms
species, one per genera, plus the outgroups),td®)em number and (3) pollen production
from the correlation experiment (59 values, one genus). When data were generated for
several species within a genus (correlation expgartin mean values were calculated in order
to match with the generic-level supertree. The frem Couvreur et al. (2011) with branch

lengths was modified to include only taxa for whadita were available. Taxa with missing
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data were removed. We found data on pollen prooidor one outgroup speciedga mays
(Emberlin et al. 1999).

Analyses were conducted using the R software (Regwment Core Team 2007).
Complementary test statistics were generated tgndee the intensity and the nature of
phylogenetic signal: R2Max (significant change ima@acter appeared at one or several
nodes),D max (Kolmogorov-Smirnov statistic on uniform distrtion of variance), SkR2k
(variance distribution across the tree is rathewsd to the root or to the tips) and SCE
(average local variation of the orthogram valuedlieOet al. 2006). These tests were

performed with 999 Monte Carlo permutations of tipfues.

Results

Stamen number optimization

Figure 1 shows the MP optimization of the charamen number’ on the palm supertree.
The majority of species have six stamens (oligandnd it is the most common character
state in Calamoideae and part of Coryphoideae (irpeae). The ancestral state in the
palm family is six stamens and it is also the atreésstate in all subfamilies, except
Nypoideae where the single specidgpa fructicanshas three stamens (also oligandry).
According to the optimization, transitions toward ly@amdry occurred several times
independently in all subfamilies (except Nypoidedd)e most common transitions are from
six stamens to low polyandry and from six stamemsanbderate polyandry. Transitions
toward high polyandry are only found in the trid@sytelepheae and Areceae. Transitions
toward moderate and high polyandry occurred oftérectly from oligandry with an
exceptions in tribe Areceae, where moderate polyamdolved from low polyandry in
Howea belmoreanaand high polyandry evolved from moderate polysgndrBrassiophoenix

schumanni
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Correlation between stamen number and pollen produn

Stamen number and pollen production (number ofepofirains) for each flower of the 82
individuals included in our sampling are presentedupplementary Table 1. The average
pollen production per individual ranged from ~ 1Q@ffains in Sabal bermudana
(Coryphoideae) to ~ 2 600 000 grainsGaryota urengCoryphoideae). The average pollen
production for all the individuals was ~ 170 000 lpol grains (standard deviation around
355 000). The average stamen number per individungles from 3 ireca triandrag Dypsis
mirabilis and Dypsis ambilaensigArecoideae) to 190 idPtychococcus sp(Arecoideae).
Among the 82 individuals, 47 had 6 stamens, 4 bBasl than 6 and 31 had more than 6.

The inter-individual variability (standard deviatioof mean amount of pollen grains per
flower per individual) was 354943.9 pollen grains plower per individual and the intra-
individual variability (mean of standard deviatiper flower per individual) was 37201.14
pollen grains per flower per individual for the dbtataset. Differences of the same order
were observed for each subfamily dataset. The fgigntly lower value of intra- vs. inter-
individual variability allowed us to use the meaaiue of pollen production per individual in
the rest of our analyses.

The graphical relationship between stamen numbepahen is presented in Figure 2. There
was no apparent linear relationship. All individsiaF the subfamily Calamoideae (blue dots)
that were included in our dataset had 6 stamengalteh production in this subfamily was
moderate (between ~ 2000 and ~ 400 000 grains).gfdmtest range of variation in stamen
number was found in the subfamily Arecoideae (fr8nto 190 stamens) where pollen
production ranged between ~ 190 and ~ 900 000 gradims greatest range of variation in
pollen production was found in the subfamily Corgjgeae (between ~ 100 and ~ 2 600 000

grains) where stamen number ranged from 6 to 4iesta.

126



Results of correlation test are presented in Tabl& correlation was found between stamen
number and pollen production within Arecoideae, ypboideae, and at the family level, but
not within Calamoideae where only species with sixmens were sampled. The stronger
relationship was found in Arecoideae, with a Spearmo of 0.71 P-value = 3.849e-10)
which is a good value for this kind of test. Theretation was weaker in Coryphoideae with a

Spearmarrho of 0.65 P-value = 0.0127).

Phylogenetic signal in stamen number and pollen pduction

A phylogenetic signal was detected for the chardstamen number’ when the 183 species
(one per genera) were considered. This charaatebea&onsidered as shaped by phylogenetic
history because the four test statistics were Sogmt (Table 2) and the cumulative orthogram
had most of its values outside the confidence eped (Figure 3A). The R2Max statistics
shows that significant changes in the charactae stppeared at several nodes of the trees.
The SkR2k statistics shows changes in stamen nusdmn to have occurred relatively
recently since variance distribution across the tserather skewed to the tips. When the tree
including only the 59 species for which both stanmeiimber and pollen production were
recorded was considered, the test behaved in the gay (even if the first test statistics was
not significant; Table 2), confirming the existerafea phylogenetic signal in stamen number.
No phylogenetic signal was detected in pollen patidn. None of the four tests rejected the
null hypothesis of a uniform distribution of ortlragn values (Table 2) and values of the
cumulated orthogram remained within the confidesrveelopes (Figure 3B).

For this reason, phylogenetic comparative analysse not further conducted.
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Discussion

Stamen number evolution

Our study at the species level confirms what haehbghown before: six stamens is the
ancestral state of palms (Nadot et al. 2011). TTeegnce of a phylogenetic signal (Figure 3A)
in the character ‘stamen number’ at the level offtraily gives even more support to this
inferred ancestral state (Laurin 2004). From thisestral state repeated transitions towards
polyandry occurred (Figure 1). Interestingly, tiéioas towards moderate and high polyandry
occurred quite often from the ancestral state, sigwhat the evolution of stamen number is
not a gradual phenomenon with progressive incrisagethe ancestral state.

This phenomenon may be linked to the developmematilways of stamen initiation. Within
Angiosperms, not all polyandrous forms are homalsgsince they are associated with
different floral organizations, but also resultrfradifferent developmental pathways (e.qg.,
spiral vs. whorled phyllotaxis or centripetal ventrifugal stamen inception). In monocots,
stamens are commonly arranged in one or two witgrsiress 2011). In this clade, increase
in stamen number can take place by the insertiomaofe primordia coinciding with an
expansion of the receptacle, or by secondary dnssiof primordia (Ronse Decraene and
Smets 1987). Polyandry thus results from the adlditf stamens within a whorl and/or
addition of whorls of stamens. This situation isaé&ed as numerous stamens in whorls or
polycycly (Ronse Decraene and Smets 1998), wheneaserous and spirally arranged
stamens is considered by some authors as “trueapdty” (Ronse Decraene and Smets
1987). However, in polycycly like in spiral polyanyd arrangement patterns can be irregular
and lead to “chaotic” polyandry at anthesis (Rdbseraene and Smets 1998; Endress 2011).
These two kinds of polyandry (polycycly and spiraie found in palms and arose from an
ancestral state of six stamens in two whorls, aerowhorl of three stamens opposite the

sepals and an inner whorl of stamens opposite #talgp (Uhl and Moore 1980). All
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polyandrous taxa studied for androecial developmertept Phytelepheae, exhibit basic
trimery in the androecium. Most of the time inceas stamen number occurred by the
addition of whorls and/or addition of stamens witta whorl, thus leading to polycycly.
Enlarged primordia producing more than one starasnyell as the addition of whorls are
linked to apex expansion. After petal inception, tloeal apex expands in diameter and/or
height to accommodate the large number of staniéres.variability in stamen number thus
depends on apex expansion which will allow increasevhorl number or increase in
primordia size and division (number of stamens withiwhorl). In all cases, stamens develop
in different arrangements but always in antesegal@s) and antepetalous (AP) positions.
For example, irLodoicea Caryota(Coryphoideae) anBtychospermdArecoideae), the first
AS whorl has always three stamens whereas the AlPsivhorl can have more than three
stamens. When more inner whorls are present, they imostly three stamens and alternate
AS and AP positions (Uhl 1976; Uhl and Moore 198M)ere is a slight difference in the
developmental pathway BocrateaWettiniaandWelfia (Arecoideae), where several stamens
appear opposite each sepal (Uhl and Moore 1980)Eugeissona(Calamoideae) and
Ceroxylon(Ceroxyloideae), there are no additional whontsthe first genus, the AP whorl
has enlarged primordia that produce each sevamalests (Uhl and Dransfield 1984). In the
second genus, both AS and AP primordia produceraestamens (Uhl and Moore 1980). In
Phytelepheae, stamens arise in a spirally arrangeméh a centrifugal initiation (Uhl and
Moore 1977a; Barfod and Uhl 2001). This transitimiween six stamens in two whorls and
spiral polyandry is unique in palms.

Studying the genetic control underlying these d#fe developmental pathways will be useful
to understand stamen number evolution. Genes cbngyadpex expansion as well as the
number and size of primordia need to be identified their evolution studied. Orthologues of

genes already identified #rabidopsis thalianaould be good candidates. For example, it has
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been shown that SUPERMAN (Bowman et al. 1992) addlF (Huang and Ma 1997) play a
role in controlling floral meristem activity andgan number. Our study on stamen number
evolution could help selecting taxa on which condievelopmental and genetic analysis. The
comparison between sister groups with contrastedacte states for stamen number could
help understanding how transitions from oligandoy pplyandry or among the different
polyandrous states may have taken place.. In péatidt would be of great interest to unravel
the genetic control of stamen initiation in Phypdleae, with their intriguing highly
polyandrous androcium, unique among palm from gomalogical and a developmental point
of view,

Inflorescence and floral structure can constraindéeelopment of stamens. Endress (2001)
linked the two kinds of floral phyllotaxis (spiras. whorled) with floral organization. When
the organs are spirally arranged, the number idixed and leads to an “open” organization.
When the organs are whorled, the organization Iestd” and allows a higher level of
synorganization (Soltis et al. 2009). Both “opemida‘closed” floral organizations allow
increase in stamen number. However, complex synaggon, like zygomorphy is known to
possibly limit stamen number (Jabbour et al. 2008¢k of space due to interactions with the
female organs, the functional gynoecium in hermagiitic flowers or the pistillode in
staminate unisexual flower, could limit the numbérstamens (Ronse Decraene and Smets
1995). Zygomorphy is absent in palms (although s@pecies have slightly asymmetric
flowers prior anthesis) and several polyandrouscisgehave a more or less developed
pistillode. The mode of apical expansion and thenfof the primordia appear to depend on
pressure imposed on the floral apices, suggedteignodification of inflorescence bracts and
perianth could have preceded the evolution of pudya (Uhl and Moore 1980). This
hypothesis remains to be tested by developmentaliest at family level and within a

phylogenetic framework.
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Estimation of pollen production

Our results suggest that pollen production in pdwers is highly variable, with a number
of pollen grains ranging between a few hundredssawéral millions per flower. Retrieving
the total amount of pollen grains produced withimanther without any loss is a delicate
process. Pollen grains are usually extracted byhemccal treatment, called acetolysis
(Erdtman 1943). With this method, anther tissues digested by a mixture of acetic
anhydride and concentrated sulphuric acid. Polleaing need to be washed before
observation, and during this step part of themodten lost (personal observation). This is not
a problem if the purpose of the experiment is symmpbrphological observation; however it
could false the results if the purpose is to re&ithe total amount of pollen grains present in
the anthers. In order to reduce losses of pollamgras much as possible, we used a simple
protocol in which the anthers were dried, powdemea] the pollen grains were directly
resuspended afterwards. The only disadvantagesfdabhnique is the presence of numerous
anther fragments with the pollen grains. That ferttee observer to discriminate and count
visually the pollen grains under a microscope. Havea particle counter could easily be
used with our extraction technique.

Another issue in estimating the pollen productidm dlower is to discriminate viable grains.
Some methods exist but can only be used on freslefs. Most of our sampling was flowers
in alcohol; we were thus unable to estimate thecqrénge of viable pollen grains.

Complementary experiment on fresh flower will besaful improvement to our results.

Correlation between stamen number and pollen produgn
We evidence for the first time in the palm familg@relation between the number of stamens
and the number of pollen grains produced per flolewever, this relationship is not linear.

Within two subfamilies, Coryphoideae and Arecoideéhe number of pollen grains produced
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per individual tends to be higher when the numlbestamens increases). It is notably the case
in the Arecoideae (see Figure 2, red dots), eslheaiathe tribe Areceae. However when the
number of stamen is six, the ancestral state offah@ly, pollen production can be also
variable. It is the case in the three subfamili@angined. In palms, increase in pollen
production seems therefore to be achieved in tWwerdnt ways: increase in stamen number
and/or increase in pollen grains production witnmanther.

We identified a strong phylogenetic signal in ti@amcter stamen number but not in pollen
production. This suggested that stamen number doel@volutionarily conserved whereas
pollen production could be a more labile charadtawever, these interpretations must be
taken with caution. Evolutionary conservatism cougly either strong stabilizing selection
or a low rate of evolutionary change. Moreover dapvolutionary change (lability) could
occur under different process as genetic driftadural selection (Revell et al. 2008).

The work presented here is a first step in the tstdeding of the link between stamen
number and pollen production. One drawback of dudysis that we quantified pollen
production for only one individual per species. SThialue represents the production at the
time and location of sampling, which means thatgbeential variability of pollen production
among individuals of the same species and accordirdjfferent environmental conditions
was not taken into account. Moreover the positidntlee sampled flowers along the
inflorescence is unknown. This may be of importasicee the position of the flower on the
inflorescence is thought to influence pollen pradut as resources available decline distally
(Cao et al. 2011). Population-level studies on glbroduction could provide useful
information on the respective part of environmeasgurces) and phylogeny in the variability

of this character.
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Future prospects for the study of stamen number evotion

Our study revealed the existence of a link betw&#amen number and pollen production in
some groups of palms. In these cases, a high staumber could have been selected because
of the greatest quantity of pollen produced. Wheth@igh pollen production has a positive
impact on fithess needs to be tested. Modificationpollen production may reflect a
modification of the investment in reproduction (pmotlon of pollen grains and ovules)
and/or in male function only. This could be evaduaby comparing pollen/ovule (P/O) ratios,
but the diversity in sexual system found in paliNadot et al. in prep) makes this type of
approach relatively difficult. Traditionally, the® ratio is used with hermaphroditic species
(Cruden 1977) and is calculated within a flowertHis case it reflects pollination efficiency,
i.e. the likelihood of a pollen grain to reach msta, and it is correlated with the breeding
system (the P/O ratio is generally lower in autogasws. allogamous species; Cruden 1977,
Cruden 2000). However most palm species are mooge¢see Supplementary Figure 1) and
bear unisexual male and female flowers groupedusiers or on different inflorescences. For
monoecious species, the investment in reproduetr@hP/O ratio should be estimated at the
level of the flower cluster or the inflorescencéeThumber of male and female flowers has to
be taken into account, as well as pollen and oyumtuction. In dioecious species, the
investment in male and female functions is allogdietween individuals. Pollen production
therefore reflects the investment in reproductiomafe individuals.

A higher investment in male function could have rbeselected if it promotes pollination
efficiency. For example, both beetles and beeschviare the predominant pollinators of
palms (Barfod et al. 2011), are attracted by fl@vproducing copious amount of pollen.
Individuals that produce more pollen could be battampetitors than other individuals within
a species, but also than individuals of co-flonmgrspecies (Mitchell et al. 2009). Palm

flowers are usually small and grouped in huge ieoences. Henderson (2002) observed a
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high level of correlation between inflorescencehdecture (size, proximity of flowers) and

types of pollinators. Considering the high levelcompaction of the inflorescences in many
palm species, it is possible that inflorescencasaacthe main pollination unit instead of
flowers, as observed in Araceae (Chouteau et 862®ollen production should be therefore
investigated at the inflorescence level and reltddte type of pollen vector.

The evolution of stamen number may also be indepernufea potential selection on pollen

production. The link between stamen number andepolproduction observed in our

experiment could also be due to constraints orepalevelopment. If the production of pollen
grains per anther is constrained (genetically chiéecturally, by the size of anthers in the
latter case), more stamens lead mechanically toe npatlen grains. Whether numerous
stamens (considering or not pollen production) flgal trait under selection remains to be
tested. Repeated increases in stamen number fromne@stral state of six during the
evolutionary history of the family may be due tadbrelaxation of phylogenetic constraints.
The potential adaptive value of numerous stamenkl dmei tested by experimental study of
phenotype modification (Harder and Johnson 2009)eloving stamens from flowers on

individuals in natural population and investigatihg effect on performance in reproduction,
as well as the effect on the behaviour of visitgsllinators and predators) to determine if

numerous stamens could be an attractive and/ocieacketrait.
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Tables and Figures

Table 1 Correlation test between stamen number and polfedugtion within subfamilies

Arecoideae, Calamoideae and Coryphoideae, an@ &bl of the family.

Dataset Number of individuals Spearman's rho Statistic P -value
Arecoideae 58 0.7115013 9378.804 3.849e-10***
Calamoideae 10 NA NA NA
Coryphoideae 14 0.645272 161.4012 0.0127*
Total 82 0.6491594 32235.59 4.213e-11***

* £5%; ** £1%; *** <0.1%.

Table 2 Observed values and P-values for the four tesisstst (999 Monte Carlo

permutations of tips values): R2Max (significant i@ in character appeared at one or

several nodes)) max (Kolmogorov-Smirnov statistic on uniform distrtion of variance),

SkR2k (variance distribution across the tree ikaaskewed to the root or to the tips) and

SCE (average local variation of the orthogram vslu@llier et al. 2006). Three different

characters were tested: stamen number at thedétiee palm family (183 palms species, one

per genera, plus the outgroups), stamen numbeipalheh production from the correlation

experiment (59 values, one per genus).

R2Max

SkR2k

Dmax

SCE

Stamen number
(183 genera + outgroup)

Stamen number
(59 genera + outgroup)

Pollen production
(59 genera + outgroup)

0.1840802
P -value = 0.002

0.1166519
P -value = 0.891

0.1407943
P -value = 0.487

49.7784145
P -value = 0.001

21.6065310
P -value =0.019

26.9638366
P -value = 0.155

0.4297263
P -value = 0.001

0.3166157
P -value =0.014

0.1646906
P -value = 0.345

12.1236578
P -value = 0.001

1.8175951
P -value =0.017

0.3829492
P -value = 0.347
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Fig 1 Supertree from the analysis of Baker et al. (2088)wing the evolution of stamen
number in palms optimized using Maximum Parsimo#) All subfamilies except
Arecoideae. (B) Arecoideae (continuation of (A)pxX8s at the tip of branches are coloured
according to the character state: White = less éhatamens, Blue = 6 stamens, Yellow = low
polyandry (7-22 stamens), Red = moderate polyaii@8yl14 stamens) and Black = high
polyandry (more than 114 stamens). Branch coloormespond to the inferred ancestral sate.
Several colours on the same branch denote ambiguitye ancestral state. Genera included,
phylogenetic relationships and tribe names are doupto Baker et al. (2009) and Couvreur

et al (2011).
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I Moderate polyandry
Il High polyandry

M Brassiophoenix schumannii
B Drymophloeus litigiosus

W Ptychococcus paradoxus
B Carpentaria acuminata

B Wodyetia bifurcata

B Normanbya normanbyi

@ Balaka seemannii

B Solfia samoensis

W Veitchia arecina

B Adonidia merrillii

W Ponapea ledermanniana
B Ptychosperma burretianum
B Kentiopsis oliviformis

@ Actinokentia divaricata

O Archontophoenix alexandrae
B Chambeyronia macrocarpa
B Actinorhytis calapparia

@ Calyptrocalyx albertisianus
B Burretiokentia hapala

B Cyphophoenix nucele

B Physokentia petiolata

B Cyphosperma balansae

| Basselinia velutina

O Hedyscepe canterburyana
B Rhopalostylis baueri

B | epidorrhachis mooreana
B Howea belmoreana

O Laccospadix australasicus
O Linospadix monostachyos
O Dransfieldia micrantha

B Heterospathe elegans

B Clinosperma bracteale

O Cyphokentia macrostachya
B Neoveitchia storckii

B Satakentia liukiuensis

B Carpoxylon macrospermum
10 Loxococcus rupicola

@ Pinanga coronata

B Nenga pumila

O Areca catechu

B Bentinckia nicobarica

B Clinostigma savoryanum

O Cyrtostachys renda

O Tectiphiala ferox

0O Acanthophoenix rubra

O Deckenia nobilis

Tl

B Oncosperma tigillarium

0 Hydriastele wendlandiana
B Dictyosperma album

B Rhopaloblaste augusta

B Dypsis lastelliana

B Marojejya insignis

i

B m | emurophoenix halleuxii

B Masoala madagascariensis
*l Roscheria melanochaetes
B Verschaffeltia splendida

||=El Nephrosperma vanhoutteanum
O Phoenicophorium borsigianum

B |guanura wallichiana
B Sommieria leucophylla

B B Pelagodoxa henryana
® Neonicholsonia watsonii
O Oenocarpus bataua
B Prestoea pubens

B Euterpe oleracea
Hyospathe macrorhachis
| Calyptronoma occidentalis
B Calyptrogyne ghiesbreghtiana
B Asterogyne martiana
B Geonoma interrupta
B Pholidostachys pulchra
| Welfia regia

B Manicaria saccifera
_l Leopoldinia pulchra

{l Sclerosperma mannii
B Orania trispatha

E——w Podococcus barteri

0O Allagoptera arenaria

| Lytocaryum hoehnei

B Syagrus schizophylla

W Attalea allenii

B Cocos nucifera

O Parajubaea torallyi

O Jubaea chilensis

B\ Butia capitata

O Voanioala gerardii
m 10 Jubaeopsis caffra
10 Beccariophoenix madagascariensis
B Bactris gasipaes
O Desmoncus orthacanthos
B Astrocaryum gynacanthum
B Aiphanes horrida
B Acrocomia aculeata

| Elaeis oleifera
B Barcella odora

10 Reinhardtia simplex

O Roystonea oleracea

B Synechanthus warscewiczianus
B Hyophorbe verschaffeltii

O Wettinia panamensis

B [riartella stenocarpa

| Dictyocaryum lamarckianum

B Chamaedorea seifrizii
B Gaussia maya
m Wendlandiella gracilis

B Socratea exorrhiza

[—7——m Iriartea deltoidea

Areceae

Pelagodoxeae

Euterpeae

Geonomateae

Manicarieae
Leopoldinieae
Sclerospermeae
Oranieae
Podococceae

Cocoseae

Reinhardtieae
Roystoneeae

Chamaedoreeae

Iriarteeae
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Fig 2 Relationship between stamen number and pollenugtmoh (number of pollen grains);
(A): untransformed data showing ranges and strariiecs; (B): log-transformed data. Blue

dots correspond to individuals belonging to subfar@ialamoideae, green dots to subfamily

Coryphoideae and red dots to subfamily Arecoideae.
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Fig 3 (A) analysis of stamen number for 183 species (mregenera) of palms. (B) Analysis

of pollen production for 59 species (one per genligp: variance decomposition orthogram
plots; bottom: cumulative decomposition orthogralotg In the orthogram plots bars are
proportional to the squared coefficients (white gnaly bars stand for positive and negative
coefficients, respectively); the dashed line isdbper confidence limit at 5%, deduced from
999 Monte Carlo permutations (mean value indicdigdhe horizontal solid line). In the

cumulative orthogram plots circles represent ole®rwalues of cumulated squared
coefficients, expected values under HO are aloegsthaight line, and dashed lines stand for

the bilateral confidence interval.

Variance decomposition Variance decomposition

5
008 012
| |
)

010
]

004
|

— il =t .
o 1 U0
=]
1 12 25 38 51 64 77 80 105 122 139 155 173 147 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56

Cumulative decomposition Cumulative decomposition

1.0

04
]

0z

112 25 38 51 64 77 90 105 122 138 156 173 147 11 16 21 26 3 36 41 46 51 56

(A) (B)

146



Supplementary material

Table 1 Taxonomic sampling for the correlation test betwvatamen number and pollen
production. Sexual expression is specified. Stamanber and pollen production (hnumber of
pollen grains) for each flower of the 82 individisplecies are presented. The last two columns
give the mean value and standard-deviation for epollproduction within an
individual/species. AAU: Aarhus University herbanuKEW: Royal Botanic Gardens Kew
herbarium and spirit collection; Auteuil: Jardin tBoique de la Ville de Paris; Berlin:

Botanischer Garten Berlin-Dahlem.
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Subfamily Genera species Reference Sexual expression Flower Stamen Number ?f Mean Stan_da_rd-
Number pollen grains deviation
Arecoideae Adonidia merrilii KEW 54459 monoecious 1 43 95173 96097 22073
2 55 118617
3 50 74500
Adonidia maturbongsii KEW monoecious 1 26 32240 81828 46006
Heatubum©906 2 43 123123
3 36 90120
Aiphanes erinacea AAU 62007 monoecious 1 6 15040 14860 610
2 6 14180
3 6 15360
Aiphanes eggersii AAU 62012 monoecious 1 6 119480 97627 19229
2 6 90100
3 6 83300
Aiphanes aculeata AAU 1956 monoecious 1 6 100300 66660 34705
2 5 30980
3 6 68700
Aiphanes ulei AAU 62200 monoecious 1 6 12460 13427 2214
2 6 11860
3 6 15960
Aiphanes verrucosa AAU 60179 monoecious 1 6 26880 26107 2511
2 6 28140
3 6 23300
Archontophoenix cunninghamiana KEW 18253 monoecious 1 10 1680 8823 10102
2 12 15967
NA NA NA
Areca triandra AAU 41767 monoecious 1 3 4080 3840 216
2 3 3660
3 3 3780
Bactris sp. AAU 60110 monoecious 1 12 12240 11702 2295
2 12 9185
3 12 13680
Bactris setosa AAU 97661 monoecious 1 8 16460 14420 1816
2 8 13820
3 8 12980
Beccariophoenix alfredii KEW 74668 monoecious 1 16 166187 110029 68896
2 15 130750
3 13 33150
Calyptrocalyx leptostachys AAU 388 monoecious 1 13 26540 23100 4844
2 13 25200
3 15 17560
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Subfamily

Genera

species

Reference

Sexual expression

Flower

Stamen
Number

Number of
pollen grains

Standard-

Mean deviation

Arecoideae

Carpentaria

Chamaedorea

Chamaedorea

Cocos

Dictyosperma

Dypsis

Dypsis

Dypsis

Dypsis

Dypsis

Dypsis

Euterpe

acuminata

oblongata

seifrizii

nucifera

album

pembana

pusilla

mirabilis

baronii

bejofo

ambilaensis

precatoria

KEW 46653

Auteuil

Auteuil

AAU 60025

KEW 62141

KEW 22418

KEW 55818

KEW 56118

KEW 56129

KEW 54543

KEW 54871

AAU 6557

monoecious

dioecious

dioecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

monoecious

40
36

w
()}

448533
33840
163217

40940
19940
26280

99440
88440
94700

301200
169400
164600

34720
32220
14240

45660
35480
34440

2720
1560
3460
4220
2480
3160

220
220
120

36680
33480
22860

52040
46000
47240

120
360
480

WN =2ON=2qON_2AON 2ON =200 PR ON=_JON2ON=_2ON =2 ON _2ON =2WON -
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45760
42640
43900

215197 212177

29053 10771

94193 5517

211733 77518

27060 11173

38527 6199

2933 908

187 58

31007 7234

48427 3190

320 183

44100 1570
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Subfamily Genera species Reference Sexual expression Flower Stamen Number (.)f Mean Stan_dafrd-
Number pollen grains deviation
Arecoideae Geonoma camana AAU 67212 monoecious 1 5 7200 8393 1105
2 5 9380
3 5 8600
Geonoma densa AAU 67246 monoecious 1 6 29400 34093 4981
2 6 33560
3 6 39320
Heterospathe dransfieldii KEW 47993 monoecious 1 6 1240 22850 30561
2 6 44460
NA NA NA
Howea belmoreana KEW 43747 monoecious 1 42 323540 343957 50295
2 54 307080
3 45 401250
Hydriastele valida AAU 389 monoecious 1 16 115000 91953 33858
2 15 53080
3 15 107780
Hyospathe macrorhachis AAU 60647 monoecious 1 6 9400 9513 306
2 6 9280
3 6 9860
lguanura wallichiana AAU 41329 monoecious 1 6 38840 47610 12403
2 6 56380
NA NA NA
Iriartea deltoidea AAU 60097 monoecious 1 15 877800 872267 134985
2 16 734600
3 17 1004400
Nenga pumila AAU 43826 monoecious 1 6 57520 58170 919
2 6 58820
NA NA NA
Oenocarpus mapora AAU 60102 monoecious 1 6 241400 294533 61036
2 6 281000
3 6 361200
Orania longisquama KEW 29047 .86¢ monoecious 1 15 118950 96900 19097
2 15 86100
3 15 85650
Orania ravaka KEW 55916 monoecious 1 26 620100 599697 24009
2 25 605750
3 26 573240
Phoenicophorium borsigianum KEW 22900 mMonoecious 1 18 112440 101960 16718
2 18 110760
3 18 82680
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Subfamily Genera species Reference Sexual expression Flower Stamen Number ‘.)f Mean Stan_da?rd-
Number pollen grains deviation

Arecoideae Pholidostachys dactyloides AAU 60677 monoecious 1 6 115360 103540 14990
2 6 108580
3 6 86680

Pinanga disticha KEW 53741 monoecious 1 21 122220 107882 15939
2 16 90720
3 19 110707

Pinanga curranii KEW 48207 Monoecious 1 21 114800 170606 57064
2 23 228850
3 25 168167

Pinanga coronata KEW 29047.96! monoecious 1 25 228667 196902 28852
2 24 172320
3 27 189720

Ponapea ledermanniana  KEW 64789 MoNoecious 1 109 349890 272142 97176
2 102 163200
3 101 303337

Prestoea decurrens AAU 48354 monoecious 1 6 69800 78520 7553
2 6 82740
3 6 83020

Ptychococcus sp. KEW 64051 monoecious 1 178 656820 773883 158631
2 211 954423
3 182 710407

Ptychosperma lineare KEW 63986 monoecious 1 29 208413 200624 45473
2 28 151760
3 30 241700

Ptychosperma waitianum KEW monoecious 1 38 258907 243802 14095
Gardiner292 2 35 241500
3 35 231000

Ptychosperma gracile KEW monoecious 1 34 146313 125071 19215
Gardiner298 2 27 108900
3 32 120000

Ptychosperma elegans KEW 48132 monoecious 1 28 103787 98596 15372
2 30 110700
3 30 81300

Ptychosperma salomonense KEW monoecious 1 38 176573 108742 59250
Gardiner296 2 37 67093
3 32 82560

Ptychosperma schefferii KEW 75021 monoecious 1 38 82333 99982 15284
2 38 108807
3 38 108807
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Subfamily Genera species Reference Sexual expression Flower Stamen Number (.)f Mean Stangrd-
Number pollen grains deviation

11820 12860 3075
10440
16320
65720 64020 7085
70100
56240
151320 158020 5897
160320
162420
2140 2120 28
2100
NA
1278760 1188907 126567
1044160
45 1243800
43 1874800 2582933 766369
44 2477400
3396600
6180 7600 1711
9500
7120
6480 7520 1471
8560
NA
178060 169840 9824
158960
172500
10420 10227 1063
11180
9080
3080 2367 631
1880
2140
28980 13247 14206
1360
9400
1328800 1122067 259249
1206200
831200

Calamoideae Oncocalamus mannii KEW 64216 monoecious

Pigafetta filaris KEW 48699 dioecious

Plectocomia elongata KEW 45827 dioecious

Plectocomiopsis geminiflora KEW 45928 dioecious
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Coryphoideae Arenga listeri KEW 53951 monoecious
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BR|g 0 oloooloooloo o

Caryota urens Berlin monoecious

Chuniophoenix nana KEW 63005 hermaphroditic

Hyphaene coriacea KEW 26158 dioecious

N =JWON=22ON=_20ON =

zZ
>

Johannesteijjsmannia altifrons KEW 45897 hermaphroditic

Licuala glabra AAU 43893 hermaphroditic

Livistona chinensis AAU 43885 hermaphroditic

Nannorrhops ritchiana KEW 29047.34°  hermaphroditic

Phoenix paludosa AAU 45207 dioecious

WN =2ON =2AWODN 2N 2O N -
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Subfamily

Genera

species

Reference

Sexual expression

Flower

Stamen
Number

Number of

pollen grains

Mean

Standard-
deviation

Coryphoideae

Pritchardia

Rhapis

Sabal

Trachycarpus

Wallichia

mitiaroana

excelsa

bermudana

fortunei

caryotoides

KEW 62013

KEW 51382

KEW 74899

KEW 62808

KEW 63061

Table 2 Proteus file (voir Annexe 3 du manuscrit)

hermaphroditic

dioecious

hermaphroditic

dioecious

monoecious

6

10420
13860
17340

35860
22060
26700

120
90
120
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34620
39320
35440
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34280
97760
60520

13873

28207

110

36460

64187

3460

7022

17

2511

31898
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Figure 1: Mirror trees showing the MP optimisation of the evolution of stamen number (left) and sexayatem (right) (A) All subfamilies

except Arecoideae. (B) Subfamily Arecoideae.
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Character: 100b. Sex
Arecaceae (D2d)
Parsimony reconstruction
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Chapitre 3:

Evolution du nombre d’étamines

chez les Ptychospermatinae
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Contexte et objectifs de I'étude

Notre étude sur le nombre d’étamines a I'échelleadamille des palmiers (présentée dans le
chapitre 2), a mis en évidence des groupes de $agtans lesquels le caractére évolue de
maniére intéressante a étudier. C’est le cas notahpour une partie de la tribu des Areceae
(Arecoideae), la sous-tribu des Ptychospermatingaginaires de la région Sud-Ouest de

'océan pacifique (Fig. 10).

Brassiophoenix and Ptychococcus
2 and 2

Ponapea
4

Carpentaria Balaka
1
Ptychosperma Veitchia
30 11
Wodyetia and
Normanbya
land 1

Fig. 10 : Distribution de la sous-tribu des Ptychospermatinae dans la région Sud-Ouest de

'océan pacifique (modifié a partir de Dransfield et al. 2008)

Elle regroupe douze genres et environ soixantecespqui sont toutes polyandres. Pour
reconstruire I'évolution du nombre d’étamines aunsde cette sous-tribu un cadre
phylogénétique était nécessaire. Une phylogénieccntdire incluant 60% des espéces a
précédé notre étude (Zona et al. 2011). Néanmoantaiges relations phylogénétiques
n'étaient pas encore bien résolues. Nous avons damiisé une phylogénie moléculaire de
cette sous-tribu, basée sur différents marquewrigaies et chloroplastiques.
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Cette étude constitue un article de recherche temiobjectifs sont : (1) d’améliorer la
résolution des relations phylogénétiques entreetgmces et les genres de la sous-tribu des
Ptychospermatinae ; (2) d'utiliser le cadre phylafjé&ue ainsi obtenu pour reconstruire

I'histoire évolutive du caractére « nombre d’'étagsi a I'échelle de la sous-tribu.

Choix des marqueurs moléculaires

Le choix des marqueurs moléculaires est une étapeate des analyses phylogénétiques.
Suivant leur niveau de variabilité ils fournisstrgt informations nécessaires pour réaliser des
phylogénies a différent niveaux taxonomiques, ardi@milles, genres ou especes. Il est donc
important de choisir des marqueurs adaptés a llgéryie que I'on veut réaliser, dans notre

cas une phylogénie au niveau espéce incluant dyerres.

Les marqueurs chloroplastiqueshez les palmiers, les séquences d’ADN sembleritiéro
relativement lentement par rapport a d’autres fi@silun certain nombre de marqueurs qui
sont informatifs chez d’autres groupes d’Angiospesnse révelent insuffisants pour réaliser
des phylogénies résolues au niveau des especes.mot@amment le cas des marqueurs issus
du génome chloroplastique. Plusieurs études ont mhogue les séquences d’ADN
chloroplastique évoluent plus lentement chez ldmipas que chez les autres groupes de
monocotylédones (Gaut et al. 1992). Ces étudesebasar le genebcl ont montré
notamment que le taux de substitutions moyen étaitron cing fois plus important chez les
Poaceae que chez les palmiers (huit fois plusasiilconsidére la troisieme position des
codons). Ceci pourrait s’expliquer par la tres geadifférence de temps de génération entre
les Poaceae et les Arecaceae. Ces études ne sedpasaur un seul gene, n'ont pas dissuadé
les chercheurs de trouver d’autres génes ou daseségs non codantes chloroplastiques
pouvant étre suffisamment variables. Les premiphggogénies a I'échelle de la famille des
palmiers ont ainsi utilisé des marqueurs chlordjgass tels que I'intrompsl1§ les régions
trnL-trnF (Asmussen et Chase 2001) matK (Asmussen et al. 2006), en plus du gere.

Ces études ont montré que si en moyenne les ségiehtoroplastiques codantes et non
codantes présentaient le méme nombre de sitesnafids, les derniéres étaient caractérisées
par un taux d’homoplasie plus faible et devaiemtadétre préférées aux premieres. Elles ont
aussi déemontré que ces marqueurs sont peu infdsiatbduisant des phylogénies au niveau
genre avec de nombreuses polytomies, notammeriaus la sous-famille des Arecoideae.

Cependant une étude de la tribu des Chamaedor€e@ada et Asmussen-Lange 2007) a
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obtenu une méme qualité de résolution avec des umars chloroplastiques non-codant
(matK l'intron rps16 ndhF ettrnD-trnT) qu'une autre étude avec des marqueurs nucléaires
(Thomas et al. 2006). En 2009, les marquenasK et rbcl ont été choisi comme marqueurs
de base pour le barcode chez les plantes (CBOL)2B@emment une étude a I'échelle des
monocotylédones a visé a sélectionner de nouveawrquaurs chloroplastiques
potentiellement intéressants pour renouveler |& peimbre de marqueurs communément
utilisé (Scarcelli et al. 2011). lls ont ainsi diaé 100 paires de primers utilisables chez la
plupart des monocotylédones et explorant les difftas parties du génome chloroplastique.
Ces nouveaux marqueurs offrent la possibilité diarer la résolution des phylogénies en

apportant 'information de nouveaux sites variables

Les marqueurs nucléairesles premiers marqueurs nucléaires largemeniségilchez les
plantes sont issus des génes codant pour les sdés-wles ribosomes et des séquences
avoisinantes (région 18S-5.8S-26S). Si les ségeenodant pour les séquences d’ARN
fonctionnel ont été modérément utilisées, les sdécpee codant pour I’ARN non-fonctionnel
(internal transcribed spacer ou ITS) sont a I'omgide trées nombreuses études
phylogénétiques (Hughes et al. 2006). Chez lesipadnta région 18S a été le support d’'une
des premiéeres études a I'échelle de la famille (HaB02) sans apporter une résolution
suffisante pour une phylogénie au niveau espéceaégen ITS se divise en deux parties
suivant sa position de part et d’autre de la sécpielu 5.8S : 18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S. Le
séquencage des deux régions ITS est parfois tffi¢iollingsworth 2011) ; il est alors
possible de ne séquencer que la partie ITS2 qublsela plus informative pour discriminer
les relations phylogénétiques entre espéces (Gran2010). Cette séquence est ainsi de plus
en plus proposée pour compléteatK etrbcl, les deux marqueurs de base du barcode, et cela
notamment chez les palmiers (Chen et al. 2QE&anson et al. 2011b). Chez ces derniers, les
séquences ITS ont été utilisées dans trois soudldames Calamoideae (Baker et al. 2000),
les Coryphoideae (Jeanson et al. 2011b) et lesoftteae (Eiserhardt et al. 2011). Chez les
Calamoideae un fort taux de polymorphisme intraviadiel a été identifié, rendant le
clonage de différentes versions de la séquencessaice. En effet, la région codant pour les
ARN ribosomaux est présente en plusieurs centaunasilliers de copies qui sont répétées en
tandem sur une ou plusieurs régions chromosomidbes. différentes copies évoluent en
générale de facon identique (« concerted evolutfjopar des mécanismes tels que des
crossing-over inégaux et un fort taux de convergi@nique qui aboutissent a la réduction ou

la disparition des variations entre les séquencasediméme famille multigénique. Mais
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parfois lorsque I'homogénéisation n’'est pas termirdes copies divergentes peuvent
constituer des orthologues et des paralogues. s&auwéde paralogues peut alors poser des
problémes de séquencage et de reconstruction mgndtigue (Alvarez et Wendel 2003 ;
Bailey et al. 2003). Chez les Coryphoideae, I'absafion double signal sur les résultats de
séquencage, laisse penser gu'’il n’existe pas dagsotipe de paralogue divergent (Jeanson et
al. 2011b).

Ces incertitudes concernant la fiabilité des infations fournies par la région ITS, ont poussé
les scientifiques a concentrer leurs recherches des genes nucléaires possédant une ou un
faible nombre de copies (single copy or low-copglear genes ; Alvarez et Wendel 2003,
Hughes et al. 2006). Puisqu’ils sont présent drldaiombre de copies ces génes sont parfois
plus difficile a amplifier mais plus fiable concemdinterprétation de leur évolution. Trés t6t
dans I'histoire des phylogénies des palmiers, &seg nucléaires a faible nombre de copies
ont été considérés comme la source la plus impertainla plus intéressante de marqueurs
moléculaires (Lewis et Doyle 2001). Lewis et DoyR001, 2002) ont caractérisé deux
marqueurs, une portion du gene de la malate symth®d4S) et du gene de la
phosphoribulokinase (PRK). Ce dernier a été le ptisé, souvent en association avec une
portion de la séquence codant pour la deuxiéme woitss de 'ARN polymérase Il (RPB2).

lls ont particulierement contribué a améliorer desnaissances des relations phyogénétiques
au sein de la famille (Roncal et al. 2005, LooleR2@06,Savolainen et al. 2006, Norup et al.
2006, Thomas et al. 2006, Trénel et al. 2@Jenca et al. 200&Roncal et al. 2008, Baker et
al. 2011, Zona et al. 2011). Récemment, de nouvemrgueurs ont été caractérisés chez les
palmiers pour leurs fonctions liées a la morphogénét a la réponse a un stimulus
environnemental, respectivement AGAMOUS (AGl1) etYW®CHTOME B (PHYB;
Ludena et al. 2011). Leur histoire évolutive poiirnefléter I'existence de réponses
adaptatives particulieres, testés chez les Cocoseae

De nouvelles approches ont été développées pontifide des séquences non codantes du
génome nucléaire pouvant étre d’intéressants marguyghylogénétiques et notamment une
méthode dans laquelle des génomes entiers d’orgagismodéles sont comparés pour
identifier des régions conservées (« CATS » pocomparative anchor tagged sequences »).
Des primers sont dessinés a partir de ces séquehtestés sur des représentants du groupe
d’intérét pour estimer le niveau de variabilité ais séquences (Hughes et al. 2006). Cette
méthode a été utilisée chez les palmiers avec deens dessinés a partir de génomes de
monocotylédones (Bacon et al. 2007). Elle a pedinikentifier sept marqueurs permettant de

reconstruire des phylogénies a I'échelle des samsles et quatre marqueurs a I'échelle de
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genres apparentés. D’autres méthodes existenitedepar Hughes et al. (2006), mais n’ont

pas, a notre connaissance, été mises en ceuvreeshgamiers.

Choix des marqueurs pour la phylogénie des Ptydrosatinae: lorsque nous avons
commenceé notre étude, une phylogénie des Ptychuafiaae avait déja été réalisée a partir
de deux marqueurs nucléaires PRK et RPB2 (Zond. ét041). Celle-ci était assez bien
résolue au niveau genre, mais de nombreux claddsient pas soutenus, notamment au
niveau de relation entre especes. Il était donessire d’ajouter des marqueurs pour
ameéliorer la résolution. Il nous semblait intéressde tester des marqueurs chloroplastiques,
ce qui n'avait jamais été fait sur un large échiamtide la sous-tribu. En outre le génome
chloroplastique étant transmis d’un seul tenaningguement par la graine, il ne subit pas de
recombinaison et peut ainsi révéler une histoireludiwve un peu différente de celle des
séquences nucléaires. Il est ainsi intéressarddedmparer et de combiner les informations
gu'ils apportent. Nous avons donc choisi les dewtqueurs qui s'étaient révélé les plus
informatifs dans I'étude des Chamaedoreeae (Cueha@ssmussen-Lange 2007#natK et
ndhF. Apres une analyse préliminaire sur 14 espeaudis a été abandonné en raison de son
tres faible taux de sites variables (4 sites vagmblr 615) étaient variables. Nous avons donc
décidé de le remplacer par deux marqueurs récemdumtifiés, I'intron dendhAet I'intron

de rps15-ycfl(Scarcelli et al. 2011). La plupart des marqueaneroplatiques auparavant
sélectionnés, domnatK et ndhF, sont situés dans une région du génome appelé&rge L
Single Copy » (LSC) alors que ces nouveaux margusoint situés dans la région « Small
Single Copy » (SSC) et semblent plus variables.

L’intérét des marqueurs nucléaires ayant été laeggmémontré dans le passé, nous les avons
logiguement inclus dans notre étude. Nous avonsdiabord décidé de compléter le jeu de
donner de Zona et al. (2011), en séquencant PR#BR pour les nouvelles espéces de notre
étude. Cependant I'important taux d’échec pour phfication de RPB2 nous a contraints a
abandonner ce marqueur. Un autre géne nucléaaibla hombre de copies, a été sélectionné
parmi les nouveaux identifiés, AGAMOUS (AGL1 ; Ludeet al. 2011). Nous l'avons choisi

pour son taux de variabilité chez les Bactridiraé@%o de sites informatifs).
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Synthese des résultats

La combinaison de l'information de quatre marquewrsléaires (AGAMOUS 1, BRSC10,
nriTS2 et PRK) et de trois marqueurs chloroplastsggnak, ndhA, rpsl5-ycfl) a permis
d’améliorer la résolution des relations phylogénéts entre les espéces des
Ptychospermatinae. Les marqueurs chloroplastigeeg\&lent néanmoins beucoup moins
informatifs que les marqueurs nucléaires dans cites-tribu. Notre étude a confirmé la
monophylie des Ptychospermatinae et a permis dieglier sept grands clades. En revanche,
certaines relations phylogénétiques ne sont pasremésolues, notamment entre les espéces
du genre Ptychosperma. L'utilisation de marqueurtype microsatellites dans une approche
de génétiqgue des populations pourrait peut-étrengitre de comprendre la tres faibles
variation des séquences étudiés entre ces espéeces.

La phylogénie obtenue a été utilisé pour recongtrlievolution du caractére « nombre
d’étamines » dans cette sous-tribu. Les donnéedesnombre d’étamines des différentes
especes, disponibles dans la littérature, ont agsemblées. Des observations ont été
également réalisées sur des fleurs provenant dérsrtia reconstruction du caractére révele
une grande variabilité inter-spécifiqgue. A partium’ancestral modérément polyandre (entre
20 et 60 étamines), plusieurs augmentations versiambre plus important d’étamines
(autour d’'une centaine) ont eu lieu durant I'histoévolutive de la sous-tribu. Ce travail
constitue un cadre phylogénétique pour de futureded sur le développement, le contrble
génétique des étamines nombreuses, mais aus®alogie et notamment la pollinisation de

ces especes.

L’article de recherche présenté dans ce chapiti@ sgumis trés prochainement au journal
« Pespectives in Plant Ecology, Evolution and Syates ».

Une étude similaire a été effectuée chez une astes-tribu des Areceae: les
Archontophoenicinae. Les résultats de ce travail Fobjet d’'un autre article qui est présenté

en Annexe 4 du manuscrit.
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Abstract

The subtribe Ptychospermatinae (palm family) isuraly distributed in the South West
Pacific area and contains 12 genera and aroundpé0@ies, including numerous popular
ornamentals. Like many palms, Ptychospermatinaeeflsvare small, trimerous, unisexual
and always grouped into inflorescences of varioagss However they exhibit a wide
diversity in stamen number (a few units to sevdadens or even hundreds of units) that is
poorly understood from an evolutionary point ofwieAlthough advances have been made in
elucidating phylogenetic relationships within Ptyspermatinae, some relationships among
and within genera still remain to be clarified. Blave used a combination of four nuclear
markers (nrITS2, the conserved nuclear intron BRB&dd two low copy genes, PRK and
AGAMOUS) and three chloroplast markermatK ndhA andrpsl5ycfl) to propose a new
phylogenetic hypothesis for the subtribe. The comation of all these markers improved the
resolution and robustness of phylogenetic relahigss within the subtribe, allowing us to
identify seven major clades. This phylogenetic fearark was used to examine the evolution

of stamen number in the clade. The optimisations@amen number on the phylogeny
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highlighted the high level of inter-specific varibily, showing that the character is highly

labile and raising questions about the evolutiorzamy functional significance of this lability.

Keywords:androecium, Arecaceae, Areceae, phylogeny, palais)&e,
Ptychospermatinae, stamen number, AGAMOUS, PRK;dopy nuclear DNA
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Introduction

Over the last few decades, thanks to easy accaswlerular characters, our knowledge of
phylogenetic relationships between species hasased, providing useful frameworks to
study evolutionary trends in morphological and egalal traits. In particular, the evolution
of floral morphology has provoked great interesg.(eEndress, 2011) since the flower is
considered to be the key to the evolutionary sicoédngiosperms.

In Palms (Arecaceae) flowers are usually small égafy less than 1 cm across) and have the
typical trimerous groundplan of most monocot flosyexith three sepals, three petals and one
or three carpels (Dransfield et al., 2008). Thera wide variation in androecium features and
especially in stamen number. A recent study opthithe character “stamen number” on the
genus-level phylogeny of the palm family (Nadotakt 2011). From an ancestral state with
six stamens (twice the perianth merism), both rédocand increase have occurred. Ten
genera (of 183) include species with the numberaedido 3 stamens, and 84 genera include
species displaying more than 6 stamens. Polyanaigrg than 6 stamens) is thus quite
common in palms and stamen number can reach laafieess (several dozen to several
hundreds). If the transitions towards polyandrynfrthe ancestral state with 6 stamens are
now identified among genera, the patterns of tteoms among polyandrous species are still
poorly understood. Within Arecoideae (the largesbfamily of palms), the subtribe
Ptychospermatinae (tribe Areceae) includes exahlgigenera that produce polyandrous
flowers (Supplementary Table 1), with a number tafreens varying between 12 and 320.
This subtribe represents a good candidate to exathmeatterns of variation in stamen
number among polyandrous species and to test whadinicular trends can be detected.

The subtribe Ptychospermatinae (Arecaceae: Areaeidéreceae; Hooker, 1883) comprises
12 genera and around 60 species (Dransfield €2G08; PalmWeb, 2013). They are naturally

widespread in East Malesia (Moluccas, New Guina#gr8on Islands, Vanuatu) extending to
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Fiji, Tonga, Samoa and Northern Australia. Two ganAdonidia and Ponapea are more
distant from the main distribution area. The onecise of Adonidia are found west of
Wallace’s Line, on the island of Palawan and itistadre islands (Philippines) and on the
coast of Sabah (Borneo), and three specieBarfapeaspecies are found in the Caroline
Islands (Pohnpei and Palau). Ptychospermatinaespate rarely used as primary resources
by local populations, but the stems are sometimed as timber (e.¢?tychoccocus or as
food (e.g.Veitchia heart). However many species of the subtribe nedigant ornamentals
widely planted throughout the tropics and subtrepi{e.g. Adonidia merrillii, Balaka
seemannjiCarpentaria acuminataNormanbya normanbyr Wodyetia bifurcataDransfield

et al. 2008). The IUCN Red List of Threatened Sgechttp://www.iucnredlist.org/

classifies two species as critically endangerethér natural habitaBalaka macrocarpand
Solfia samoensiformerly Drymophloeus samoenkig he habitat oBalaka macrocarpdas
been severely reduced due to the conversion of tarayriculture and forestry plantations
(Fuller 1998; Hodel 2010).Solfia samoensiss a rare palm of montane cloud forests,
threatened mostly by natural disasters (Whistledafanson 1998). The recently discovered
speciesPtychosperma halmaherensialthough not yet included in the Red List, is also
considered as critically endangered due to thelssiza of the population (Heatubun 2011).
Two other species are endangered due to rapid =emsive deforestation for plantation
agriculture,Ptychosperma graciland Drymophloeus hentyiformerly Ptychosperma hentyi
Essig 1978).Wodyetia bifurcatais protected within the Cape Melville National Park
(Australia; Dowl 1998) andAdonidia maturbongsiiin the North Biak Nature Reserve
(Indonesia, Papua; Baker and Heatubun, 2012).

In the past decades, there has been an imporfant iefdelimiting genera and species of the
subtribe, resulting in numerous taxonomic revisiassig 1978; Irvine 1983; Zona & Essig

1999; Zona & Fuller 1999; Zona 1999b, 2005; Hod¥®. The monophyly of the subtribe is
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strongly supported by morphology (Zona 1999a). $gnzorphies include black scales at the
apex of the leaf sheath, leaf segment tip erosdurpmilar bract that pierces the tip of
prophyll, lag time between peduncular bract faltl anthesis, bullet-shape staminate buds
(more or less perpendicular to rachilla), numerstasnens and a pistillode usually bottle
shaped. Within the subtribe, the limited variation morphological characters makes
synapomorphies difficult to identify, resultinglmw morphological support for genera (Zona,
1999a). The latter study supported however thestaiement of two monotypic genera,
Adonidia(previously included iVeitchig andSolfia (previously included ilDrymophloeuk

In the first molecular phylogenies of palms inchgliseveral members of the subtribe, the
monophyly of Ptychospermatinae was not retrievednfdssen and Chase, 2001; Hahn,
2002). In 2006, two studies based respectively laatid and nuclear markers (Asmussen et
al., 2006; Norup et al., 2006) increased the tarwno sampling and identified
Ptychospermatinae as potentially monophyletic (witbderate support). In the complete
generic-level phylogenetic analysis of palms puigds by Baker et al. (2009), the subtribe
was resolved as monophyletic with 100% bootstrggps. In a large survey of phylogenetic
relationship among arecoid palms (Baker et al., 2&BEsed on sequences of the two low-
copy nuclear genes PRK and RPB2 and including ¥eisp of Ptychospermatinae, the
subtribe was resolved as monophyletic with goodpetp (82% maximum parsimony
bootstrap support and 88% maximum likelihood beoagstsupport). Zona et al. (2011)
recently produced the first molecular phylogenyused on the subtribe, based also on PRK
and RPB2 and including 37 species from 12 gendra.résults confirmed the monophyly of
Ptychospermatinae with strong support, and idextifix major clades. They also found that
the generaDrymophloeus Ponapeaand Veitchia were non-monophyletic. They proposed

consequently to rearrange species among theseag&idrough this study provided notable
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improvement in our knowledge of the evolutionargtbry of the subtribe, there were several
polytomies in the tree and some nodes were poapdpated.

Choosing DNA regions with the appropriate rate dfriation to address issues on
phylogenetic relationships among taxa is crucial depgends on the taxonomic level of the
study. Rapidly evolving DNA sequences are requii@dstudying closely related species.
Until recently, the majority of species-level phgémies in plants relied on a limited set of
non-coding plastid DNA loci (Hughes et al. 2006¢4ese they are potentially variable at low
taxonomic levels and easy to amplify using univef$ar plants) primers. It has been
demonstrated that plastid DNA sequences evolvelglowpalms compared to other monocot
groups (Wilson et al., 1990; Gaut et al., 1996; Assen and Chase 2001). However Cuenca
and Asmussen-Lange (2007) challenged this statearahtsuggested that the evolution of
plastid sequences in palms is complex and may aargng groups within the family. As a
consequence we chose to use a combination of seeekers from both the nuclear and
plastid genomes. Four markers were nuclear seqgsetiece AGAMOUS 1 (AG1) gene, the
beta-carotene hydroxylase gene partial sequenc&CBR), the nuclear ribosomal internal
transcribed spacer (nrITS2) and intron 4 of thesphoribulokinase (PRK) gene. Three
plastid markers were added: timaK pseudogene, and the intronsmafhA andrpsl5-ycfl.
Some of these DNA sequences have been widely nggltylogenetic analyses of palms, like
PRK (e.g. Lewis & Doyle 2002; Zona et al. 2011) amatK (e.g. Asmussen et al. 2006). The
other markers were chosen because there were eoedith be potentially variable enough to
be useful for infra-generic reconstruction in palfgse Ludena et al. (2011) for AG1, Bacon
et al. (2007) for BRSC10, Jeanson et al. (2011nfbFS2, and Scarcelli et al. (2011) for the
introns of ndhA and rps15-ycf). Phylogenetic reconstruction was carried out gis#ach
marker separately and in combination. It is nowelgcadmitted that adding taxa and markers

is beneficial (even if characters are missing fane taxa), in order to increase the accuracy
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of phylogenetic inference (Zwickl and Hillis, 200@/iens and Morrill, 2011). The aims of
our study were (1) to improve the resolution of ginglogenetic relationships among genera
and species of Ptychospermatinae, (2) to use thatirey historical framework to reconstruct

the evolution history of stamen number.

Material and methods

Taxonomic sampling

Taxa sampled, voucher and accession number infmmand GenBank accessions are given
in Appendix A. We obtained specimens from 46 of t6@ species recognized in
Ptychospermatinae, representing all of the 12 geakthe subtribe (Dransfield et al. 2008).
The ingroup included all species Aflonidia BrassiophoeniandPtychococcug2 species in
each genus). We sampled 17/30 specieBtpthosperma2/3 species obrymophloeus6/9
species ofBalaka (following Hodel 2010), 9/11 species ®feitchia and 1/4 species of
Ponapea The delimitation of genera follows the suggestimf Zona et al. (2011). The
sampling includes an unpublished taxon that origsdrom Indonesia, in a locality named
Gag Island (called ‘New taxon Gag Island’ in thisdy). Based on recent phylogenies (Baker
et al., 2009; Baker et al., 2011), 13 outgroup Esewere chosen among various subtribes of
the tribe Areceae, in order to root the trees. tPhaaterial or DNA samples were obtained
from DNA banks or living collections of botanicalarglens around the world (see

acknowledgements).

DNA extraction, amplification and sequencing
Total genomic DNA was extracted from silica-geledriieaf material using the NucleoSpin®
Plant Il (Machery-Nagel, Diren, Germany) extractikit, following the manufacturer’s

instructions. Primers used to amplify each DNA oegare given in Supplementary Table 1.
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PCR reactions (50.) were performed using the following conditionsx BCR buffer (MP
biomedicals), 1.5 mM MgCI2, 2001 each dNTP, @M each primer, 1UTaq polymerase
(Tag CORE Kit 10; MP biomedicals, lllkirch, France) addor 2 uL of DNA template.
Reactions were run using MJ-Research (PTC-100)Aqpdied Biosystems (Veriti 96 Well)
thermal cyclers programmed with the temperaturdlpsoshown in Supplementary Table 2.
PCR products were purified and sequenced by Becl@oatter Genomics (Essex, UK) or at
the Genoscope (www.genoscope.cns.fr). Forward ewerse sequences were assembled and
edited into contigs using CodonCode Aligner 4.@8donCode Corporation, Dedham, MA,
USA). Whenever possible, we used DNA from the samecimen to amplify all selected
markers, in order to obtain a homogeneous datas&t.combined the sequences obtained
from two different specimens for four species orffpme sequences were retrieved from

GenBank (specified in Appendix A).

Alignment and phylogenetic analyses

Sequences were aligned with ClustalW implementeMBEGA4 (Tamura et al. 2007) with
manual adjustments. A highly variable dinucleotiderosatellite (TC/GA) is present in
intron 7 of AG1 (Ludena et al 2011), and a regiébmioe nucleotides within thgsl15-ycfl
sequence also displayed a high variability. Thesgons were too difficult to align with
confidence and were therefore excluded from allyses. Unambiguously aligned gaps were
coded according to the modified complex indel codiMigCIC, Simmons et al. 2007) using
the software SeqState (Muller 2005).

Phylogenetic analyses were conducted on each msekarately (single regions analyses), on
plastid markers combined (plastid analysis), onearcmarkers combined (nuclear analysis),

and finally on all markers combined (total evideaoalysis; Kluge 1989).
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Maximum parsimony analysis

Maximum parsimony (MP) analyses were conducted uBRgP* version 4.0b10 (Swofford
2002). All characters were unordered and had egaalht (Fitch 1971). Most parsimonious
trees were found with a heuristic search with 1@icates using random stepwise addition
of sequence. The tree-bisection-reconnection (TBBhch swapping option was chosen and
multiple trees (MULTREES) were saved at each repdicThe maximum number of trees that
can be saved was fixed to 150,000 trees for alickea. The analyses were performed under
the DELTRAN option. When the analyses yielded 160,before completion of the heuristic
search (BRSC10, nrITS2ydhA and combined data sets) a two-step heuristiccheaas
applied: 1000 random replicates searches were ctedtlusing TBR branch-swapping and
only 10 trees per replicates were saved. A roundBR swapping (to completion) was
performed on this set of trees. When the maximummber of trees was reached before
completion (BRSC10 and combined matrices) the pamsy ratchet method (Nixon 1999)
was used. This method allows performing heuriséarsh with fewer trees in memory.
Twenty independent replicates of 200 iterationsti(wii5% of characters reweighted each
iteration) were generated using the software PAUR&i&es & Lewis 2001). Strict and trees
were calculated from all most parsimonious treésguBAUP. Support values for clades were
calculated by conducting 1000 bootstraps replicai&s one search per replicate under TBR
branch swapping, starting trees built random aollisequence and 20 trees saved at each

replicate.

Maximum likelihood and Bayesian inference analyses
Model parameters for each data set and for codingovscoding regions within data sets
were determined using jModelTest 2.1.1 (Darribale012). More models were tested for

the ML analysis (40) than for the Bl analysis (2d)deal with the models implemented in the
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softwares used for phylogenetic inference (PhyML Bh@ayes). The Akaike information
criterion was chosen to select the most appropraidel of DNA substitution. The models
used are presented in Supplementary Table 3. Maxitikehihood (ML) analyses were
performed using the PhyML 3.0 online server (Guigbml. 2005). Indels were not included
because PhyML 3.0 does not treat coded gaps. Baelsng was made with five random
BIONJ starting trees and SPR tree improvement. &raupport was assessed by calculating
200 bootstrap pseudo-replicates.

Bayesian inference analyses (BI) were run using &8 3.2 (Ronquist et al. 2011). Data
sets were partitioned in order to implement thet Ioesdel of evolution for each part (see
Supplementary Table 3). Indels were treated astiaddl datatype (like a morphological
present/absent character). Two independent MarkaindMonte Carlo (MCMC) runs, each
comprising four linked chains (one cold and threathd; as default settings), were performed
for 1 000 000 generations, sampling every 100 geiogrs. The convergence of the two runs
(the two tree samples becoming similar) was asdelgestopping the analysis when the
average standard deviation was below 0.01 (stopyek and stopval=0.01 in the mcmc
command). ForndhA, rpsl5ycfl and the plastid-DNA combined dataset, 1 000 000
generations were not enough to reach adequate gevestandard deviation (<0.01). The
analysis had to be run again for respectively 1@&1@ 2 000 000 and 1 787 000 generations.

The first 25% trees were discarded as burn-in.

Stamen number optimization

All the species included in this study are polyandr (more than six stamens). Data on
stamen number at species level were mostly obtdmed taxonomic treatments available in
the literature. Information on stamen number wa® abtained from direct observation on

flowers from spirit collections (Aarhus UniversitiRoyal Botanic Gardens, Kew). Flowers
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were dissected under a Zeiss Stemi SV6 stereomompes (Carl Zeiss AG, Gottingen,
Germany) to count the stamens. Range values, neieseand accession numbers are
indicated in Table 2. We were unable to find data stamen number for two taxa,
Brassiophoenix drymophloeoidemnd Ptychosperma nicolaithe last was classified as
dubious by Essig (1978) due to incomplete specimen)

For character optimization, stamen number was c@ded discrete character. Three states
were defined, namely (0) 6 or 12 stamens, (1) betwib and 60 stamens, corresponding to
moderately polyandrous species and (3) betweem&B@0 stamens, corresponding to highly
polyandrous species. All Ptychospermatinae haweeite with 15 or more stamens, only
outgroups had less stamens (6 or 12). We chosambioe 6 and 12 stamens in order to limit
the number of character states. The Bayesian 50fdritgyaule consensus tree resulting from
AG1 analysis (results not shown) and total evideanalysis were used to optimize the
character with the MP method implemented in Mesgaif7r5 (Maddison and Maddison,

2011). Character states were treated as unordatedjng any transition among states.

Results

DNA amplification and alignments

The average lengths of the DNA regions amplifiedeasgpproximately 450 bp for AG1, 320
bp for BRSC10, 400 bp for nrITS2, 663 bp for PRRPQ bp formak, 1090 bp forndhA
and 600 bp forpsl5-+ycfl. The number of characters in single gene and owudblregions
alignments, including nucleotides and coded gapgrésented in Table 1. Amplification
failed for a few samples resulting in datasetsiffiébnt sizes (see Table 1). We were unable
to obtain amplification for the full sequence ofiT82 in some specimens because the

sequence of the reverse primer appeared withiegfjgence. We chose to keep the specimens
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with missing data in our analyses, in order to mmaxé the amount of information used for

phylogenetic inference.

Phylogenetic analyses

Maximum parsimony statistics (number of parsimamfgiimative characters, number of most
parsimonious trees, tree lengths and consistentyai@ retention (RI) indices) for each
individual marker and for the combined datasets given in Table 1. There was little
homoplasy in most datasets (Cl >0.80) except fdfS2 and the combined matrices
(respectively C1=0.69, CI=0.76, CI=0.79 and CI=(.78ees were rooted wiiarpoxylonas
potential sister group to all other species, adogrdo recent phylogenies of the family
(Baker et al., 2009) and of the tribe Areceae (Ba&ktal., 2011). The trees resulting from the
MP, ML and BI analyses conducted on single regialignments showed nearly identical
topologies. Bayesian trees however tend to bethlighore resolved than the trees obtained

with the two other methods.

Nuclear data:All nuclear single regions analyses but one retriethe monophyly of the
subtribe with good supports (Figures S1-S4). Th&t bapport values are found for nriTS2
(Figure S1), with PBS (parsimony bootstrap suppert8%, LBS (likelihood bootstrap
support) = 86% and PP (posterior probabilities fr@ayesian analysis) = 1.00 (clade
credibility of 100%). The monophyly was less stigngupported with BRSC10 and PRK
(Figures S2-S3): with BRSC10, PBS= 90%, LBS=61% &M@=1.00, and for PRK,
PBS=67%, LBS=57% and PP=1.00. The subtribe waswoabphyletic with the AG1 marker
but most nodes were poorly supported (Figure S#éeStopological incongruences were not

supported, we combined the data for further analyse
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The nuclear DNA-combined alignment included 1878rahters (1835 nucleotides positions
and 44 coded indels) of which 238 (13%) were pawsiyrinformative. In the combined

nuclear analysis (Figure 1), Ptychospermatinae aepemonophyletic with strong support
(PBS=100%, LBS=96%, PP=0.99). Seven main cladesgaddrom this nuclear analysis, of
which three were strongly supported (PBS and LB8%&nd PP>0.95). Only four genera,
Veitchia DrymophloeusPtychococcusand Brassiophoenixwere resolved as monophyletic

with good supportBalakaandSolfiaform a strongly supported clade.

Plastid data The three single plastid regions alignments digpdl very few variable sites
(Table 1), and resulted in poorly resolved treesipf@ementary Figures S5-S7]. The
monophyly of Ptychospermatinae was poorly to maegrasupported. The best support
values were found witlnps15-ycf1(PBS=61%, LBS=58%, PP=0.82; Supplementary Figure
S5). The plastid DNA-combined alignment included984characters (3469 nucleotides
positions and 25 coded indels) of which 47 (1.4%)yevparsimony-informative. The 50%
majority-rule consensus tree resulting from the €%@gn Inference analysis, with clade
supports, is shown in Figure 2. The subtribe waslved as monophyletic with low supports
(PBS=66%, LBS=74%, PP=0.68). Only four of the segkxules emerging from the nuclear
DNA-combined analysis were retrieved in this analysThese markers provided little
information, as shown by the lack of resolutiorthe resulting tree, but some of the terminal
groupings observed in the nuclear tree were alsadfan this plastid analysis (e.§olfia
samoensisister group tdBalaka brachychlamysr Ptychosperma salomonensster group

to P. gracile P. elegansaandP. caryotoidel

Total evidence analyses based on the global nuglkestid alignmentSince we detected no

well supported conflicts (>80% bootstrap suppodiween the nuclear and plastid analyses,
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we combined the nuclear and plastid data in a et@lence dataset (Kluge and Wolf, 1993;
Nixon and Carpenter, 1996; Wiens, 1998).

The nuclear-plastid-combined alignment included®87aracters (5304 nucleotides positions
and 69 coded indels) of which 285 (5.3%) were pawsiy-informative. The 50% majority-
rule consensus tree resulting from the Bl analysih) support values from all three analyses,
is shown in Figure 3. The monophyly of the subtrivas very strongly supported
(PBS=100%, LBS=100%, PP=0.98). This analysis altbwe to identify seven major clades
that were similar to those obtained in the nucl@BA-combined analysis. Three clades are
strongly supported by all three phylogenetic meth@eigure 3). The Veitchia clade’
includes all the species &feitchia (PBS=99%, LBS=100%, PP=1.0@alaka and Solfia
form the Balakaclade’ (PBS=90%, LBS=100%, PP=1.00), aarpentariaand Wodyetia
form the ‘Carpentaria clade’ (PBS=100%, LBS=100%®=P.00). Ptychococcusand
Brassiophoenixare sister groups with full support (PBS=100%, EBS0%, PP=1.00).
Together with the two species Brymophloeusthey form the Drymophloeusclade’ with
low support in the MP and ML analyses but strongpsupin the Bl analysis (PP=1.00).
(PBS=90%, LBS=92%, PP=1.00Normanbya normanbyiis included with Ponapea
ledermannianain the moderately supportedNérmanbyaclade’ (PBS=72%, LBS=70%,
PP=1.00). The Ptychospermaclade’ includes all the species of the genus (eixée
halmaherenseand is fully supported in the ML and Bl analyge8S=100%, PP=1.00),
although moderately in the ML analysis (PBS=60%M)e TBI analysis suggests that the
‘Ptychospermalade’ is sister to theNormanbyaclade’ (PP=1.00). The/eitchiaclade’ and
the ‘Balaka clade’ are sister groups with almost full supp@BS=99%, LBS=100%,
PP=1.00). One difference between the nuclear-DN#lyais and the total evidence analysis
is the relationships between the species Aafonidia the newly discovered species

Ptychosperma halmaherenaad the new taxon from Gag Islandaturbongsii In the first
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one the two species é&fdonidiaandP. halmaherenséormed a monophyletic group whereas
in the second onAdonidia maturbongsiis sister toP. halmaherensand Adonidia merrillii

is sister to the new taxon from Gag Island. Howekiese relationships are supported only in
the Bl analysis (PP=1.00) and supports in the MP lsihdanalysis are low (<50%) or

moderate.

Stamen number optimization

The optimization of stamen number evolution on tib&l evidence analysis Bayesian tree
(50% majority-rule consensus tree) is shown on EigurAll the species included in the study
are polyandrous (more than 6 stamens). However smeneoderately polyandrous (between
15 and 60 stamens; in grey on Figure 4) and somdighly polyandrous (between 61 and
300 stamens; in black on Figure 4). The charagimisation suggests that the common
ancestor of the subtribe was probably moderatelyapdrous, and that transitions towards a
higher number of stamens occurred several timesperdiently during the evolutionary
history of the subtribe. One transition occurred tlee branch leading tdPonapea
ledermannianaone inWodyetiabifurcata and one in the common ancestoPtychococcus
and Brassiophoenix Transitions between a moderate and a high nurobastamens also
occurred within theVeitchiaclade’. The ancestral state in this clade is aodug, because
two scenarios are equally parsimonious (with thséeps) to account for the observed
distribution of character states. The first one liegotwo independent transitions towards a
high number of stamens, onebmymophloeusand one in the common ancestor ééitchia
arecina + V. metiti + V. winin + V. joannis + V. Bplis] and one reversal iWeitchia winin
The second involves only one transition in the camrancestor of the whole clade and two

reversals inVeitchia wininand in the ancestor o¥gitchia filifera+ Veitchia vitiensik
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Discussion

Nuclear vs. plastid markers

Phylogenetic relationships within subtribe Ptycheygpatinae have been explored recently
using two nuclear markers, PRK and RPB2 (Zona.e2@l1), including a sampling of 37
species (among the 60 recognized in the subtribd)18640 molecular characters (plus 46
coded gaps). In spite of this effort, the phylogeariyZona et al. (2011) remained partly
unresolved, in particular concerning relationshipghin the generaPtychospermaand
Veitchia In our study, all selected regions had expectgl hariation rates. The chosen non-
coding plastid markers showed very little informatvariation, with less than 2% parsimony
informative sites overall (Table 1). Only one nosas strongly supported (PBS and LBS
>80% and PP >0.95) in the tree basedmaiK (Supplementary Fig 6). The plastid DNA of
Ptychospermatinae is consistent with that of offj@ms in that it appears to evolve slowly
(Asmussen and Chase 2001). The level of informataretion in the chosen nuclear regions
varied between 6.3%AG1) and 24.3% (ITS2) and was therefore much highen tine one
observed in plastid alignments. It can be noted tiw variation rate of AG1 observed for
Ptychospermatinae was similar to the one found ipusly in Bactridinae (Arecoideae;
Ludena et al. 2011). The number of well-supportedes in trees based on individual nuclear
markers varied between two and seven, showing thetlear markers bring useful
information for phylogenetic reconstruction in ttese of Ptychospermatinae. The use of ITS
marker can be challenging due to possible amplifioadifficulty and paralogous copies
(Baker et al. 2000; Hollingsworth 2011). In our esipent, most of the time the
amplification of ITS2 was successful, except whesequence similar to the reverse primer
appeared in the third part of the sequence, leattingn aborted amplicon and raising the
question of universality of primers at a scaleaagé as seed plants (Chen et al. 2010). The

presence of ITS paralogues is an important issivaf@éz and Wendel, 2003) and can make
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phylogenetic reconstruction difficult in palm (Baket al. 2000; Lewis and Doyle 2001).
However ITS sequences recently attracted new stteard proved to be useful in some
groups of palms (Eiserhardt et al. 2011; Jeansoal.e2011). In Ptychospermatinae, we
detected on electropherograms only one sequencsppemmen, although double nucleotide
peaks occurred for few sites. No well-supportedomypuence between phylogenetic
reconstructions based on ITS2 vs. other markersdetected, so we included ITS2 data in
our combined analysis. However, if the use of @ tegion is planned at large scale within
the palm family further detailed investigations Wik needed, as suggested by Feliner and
Rossello (2007).

In spite of the little potential informativenessptastid markers, we chose to include them in
our analyses, because the plastid genome is iatledhiparentally and is not subject to
recombination. It can be thus interesting to comghe evolutionary history of plastid vs.
nuclear markers, in order to identify possible effef recombination on the accuracy of
species tree estimation (Posada and Crandall 2008ur case however, there were no major
incongruences among trees based on individual msarKéne tree resulting from the total
evidence analysis of our seven markers is the fiessived one, with 17 strongly supported
nodes (Fig 3), stressing the utility of combiningrieus sources of molecular characters for

phylogenetic reconstruction.

Phylogenetic reconstruction

In almost all individual and combined analyses (@aG plastid and total evidence), the
subtribe Ptychospermatinae was resolved as monetuhwith good support. This confirms
the conclusions of previous studies, based on nodogltal and molecular data (Zona 1999b;
Asmussen et al. 2006; Norup et al. 2006; Baked.e2809; Baker et al. 2011; Zona et al.

2011). It should be noted that phylogenetic retetiops among the outgroups (all belonging
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to the tribe Areceae) were not fully resolved. Videted the tree according to the supertree
topology of Baker et al (2009). Compared to presistudies, our phylogenetic hypothesis
based on the total evidence analysis provides ingafrogsolution of the relationships among
and within genera, allowing us to identify seveades within the subtribe (Fig 3): the
‘Veitchia clade’, the ‘Balaka clade’, the ‘Adonididlade’, the ‘Drymphloeus clade’, the
‘Carpentaria clade’, the ‘Normanbya clade’ and Tchosperma clade’. The names were
chosen as to match as closely as possible thoskimsgona et al. (2011) in order to allow
easy comparison. Each clade is discussed beloightdf the morphological characteristics

and geographical range of the species included.

The Veitchia clade

This well-supported clade comprises the regtchiaspecies of our sampling (out of eleven
recognised in the genus). These species are cebaract by an endocarp bearing a single
flattened ridge on one side (Zona 1999b, Zona adiér- 1999). WithinVeitchia three well-
supported clades emerge. One includes the fourngndgpecies VanuatuV( spiralis V.
winin, V. metitj V. arecing and one species from Fiji and Tonga {oannig. The second
includes two species to Fij/( filifera andV. vitiensi3. Considering the distribution areas of
these two clades, Fiji seems to be the ancesial @frthe genus, as previously suggested in
Zona et al. (2011), with subsequent overwater dssppedo Vanuatu. The distribution &f.
joannis sister group oY¥/. metiti,could be explained by secondary dispersal toalfgi Tonga.
The third includes two species both formerly clgsdiin the genuDrymophloeus(and
before in the genuRkRhederophoen)x V. subdistichaand V. pachyclada Although the
monophyly of \éitchia is strongly supported in the MP, ML and Bl anabjsthere are
marked morphological differences between the spe€ier example, leaf segments are linear,

the prophyll splitting is on the adaxial side ahe pistillode is longer than the stamens in

184



most Veitchia species whereas leaf segments are cuneate, theyjreplitting is on the
abaxial side and the pistillode is shorter thanstiaenens ifV. subdistichandV. pachyclada.
Our analyses confirm th&rymophloeuss not monophyletic, as recently showed by (Zona
2011). The species can be separated in two gro@sjnderstory species of Indonesia and
New Guinea, D. litigiosus and D. oliviformis related in our analysis to the
PtychococcuBrassiophoenixclade, and the emergent species of the Solomandsl
V. subdistichuandV. pachycladusThis is consistent with the differences in morplgaal
traits and ecological conditions between thesegmwaops (Zona 1999b Blumea). For example
persistent prophyll and pedoncular bract are chariatic of D. litigiosusandD. oliviformis
These species also have smaller pollen grains. Stlemon Islands are closer to the
geographical range &feitchia(Vanuatu and Fiji). Unfortunately we were not atdenclude

D. lepidotusin our analysis; we cannot know its position witlthe subtribe. However the
geographical range and the ecology of this speaiesn favour of its relationship witD.

subdistichusandD. pachycladus

The Balaka clade

This clade is resolved as sister to Meitchia clade with full support. These two clades
comprise species with the easternmost distribwtitinin Ptychospermatinae.

Our analysis confirmed th&olfia samoensis related toBalaka, as found by Zona et al.
(2011), and suggests furthermore that the spesiesmbedded with the latter genus. The
Bayesian Inference analysis strongly supported stersigroup relationship between the
monotypic genusSolfia and Balaka tahitensisyhich is congruent with the distribution of
these two endemic taxa in the Samoa IslaBdtakaandSolfia are usually distinguished by
the endocarp shape, angular with a rostrunBfdakavs. terete and rounded fBplfia (Zona

1999a; Dransfield et al. 2008). HoweverBalakatahitensisridges on the endocarp are only
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slightly angled and rostrum is absent (Hodel 20&king it more similar to the endocarp of
Solfia samoensignd supporting the close relationship between lspbécies. The other
species oBalaka,all from the Fiji Islands (Viti Levu or Vanua Levuprm a well-supported
clade.Balakadiffusawas formerly considered as a subspecid3atdka macrocarpgMoore
1979; Fuller 1997; Watling 2005) but Hodel (201@ftated the species on the basis of
differences in geographical ranggalaka diffusais from Viti Levu andBalaka macrocarpa

is from Vanua Levu) and length of inflorescenBal@ka macrocarpaas smaller and more

compact inflorescences).

The Adonidia clade

Adonidiawas reinstated as a separate genus (veichig by Zona 1999a and this was
confirmed by Zona et al. (2011). The total evidemg®lysis suggests tha&tdonidia is
paraphyletic, due to the placement &f maturbongsii as sister toPtychosperma
halmaherensebut the relationship is moderately supported. fiénly discovered taxon from
Gag Island (Indonesia) appears related.tmerrillii but also with little support. Interestingly,
Adonidia (including P. halmaherengeis monophyletic in the nuclear DNA-combined
analysis, but with low supporAdonidia merrillii is the only species of Ptychospermatinae
occurring to the west of Wallace’s Line, an impattdiogeographic interface (Baker and
Couvreur, 2012)Adonidia maturbongsiand the new Gag Island taxon are geographically
close to each other, occurring on islands at theteme end of New Guinea. Both species of
Adonidiawere related in the study of Zona et al. (201hey display strong similarities in
their inflorescences and infructescences (whitliescences branched up to four orders and
red fruits; Baker and Heatubun 2012). Further aesyare obviously needed to address the

issue of the monophyly &donidia
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The Drymophloeus clade

The two remaining species @frymophloeusD. oliviformis andD. litigiosus are grouped
together in the total evidence tree with strongpsup They are distributed in New Guinea
and the Moluccas (Zona 1999b). They share seveogbimological features like stilt roots,
persistent prophyll and peduncular bract (Zona b»99

Previous molecular studies had suggested a resijpn(although moderately supported)
betweenPtychococcusandBrassiophoeniXAsmussen et al, 2006; Norup et al., 2006; Baker
et al. 2011; Zona et al., 2011). Our study confitha these two genera are monophyletic and
closely related with strong support. After taxonomevision, the number of species in
Ptychococcuswas reduced to two and the geographical rangeiatest to New Guinea
including the Bismarck Archipelagos (Zona 20Bdassiophoeniincludes two species also
endemic to New Guinea (Zona and Essig 1999). Bettea share a strongly ridged endocarp
(they differ by the colour, black or brown foPtychococcus straw-coloured for
Brassiophoenixand have the same distribution area.

Our analysis suggests with moderate support Bimginophloeuss related taPtychococcus
andBrassiophoenixXthe relationship is however fully supported ie Bayesian analysis). All
these species share a common geographical range @GUénea and surrounding islands).
They are understorey palms of moderate to smadl. 8rassiophoenixand Drymophloeus
have similar leaf forms (Dransfield et al. 2008&).should be noted that plastid markers
support an alternative hypothesis, wBhassiophoenixand Ptychococcudorming a clade
with Adonidia merrillii and the new taxon from Gag. Further investigatiares needed to

assess the robustness of Brgmophloeuslade.
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The Carpentaria clade

Our analysis confirms with strong support the sigioup relationship between the two
monotypic gener&arpentariaand Wodyetiasuggested by Zona et al. (2011). Both genera
are endemic to Northern Australia (Northern Teryitoand north-east Queensland
respectively; Dowe 2010). They have flat strongbyking fibrovascular bundles in the
endocarp, and a ring of fibrovascular bundles & resocarp (Irvine 1983), and both have
greenish inflorescence axes (Zona 1999a), contarphe white colour found in all other
members of the subtribe. In other morphologicaltuiess, Wodyetiais more similar to
Normanbya another monotypic genera endemic to north-easeqal@nd, but itNormanbya
the bundles of the fruit are purely fibrous (Irvia®83), unlike the fruit oMWodyetiaand

Carpenteria

The Ptychosperma clade

The largest genus of Ptychospermatinag resolved as monophyletic (except
P. halmaherengewith strong support in the ML and Bayesian analy$BS=100% and
PP=1.00) but low support in the MP analysis (PBS#pMistorically the genus was divided
in four subgeneraPonapea Korora (both included in the reinstated genB®napea
Dransfield 2008),Ptychospermaand Actinophloeus.This latter subgenus had been first
considered as a subgenusDrymophloeusn 1877 by Odoardo Beccari, later as a separate
genus, namedctinophloeusand finally as a subgenus Bfychosperman 1935 by the same
author (Essig 1978). The genBsychospermas mostly distributed in Papua New Guinea,
although there are several species distributedvblse, likeP. salomonensdound in the
Solomon IslandsP. elegansand P. macarthuriioccurring in northern Australid. gracile
from the Bismarck Archipelago, afl propinquundistributed in the Moluccas (Essig 1978).

Our results are in agreement with the two subgedefiaed by Essig (1978Rtychosperma
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salomonenseP. gracile P. elegansandP. caryotoidesthe four members of the subgenus
Ptychospermdorm a well supported clade. The remaining spearesgrouped in another
clade (but with low support) corresponding to thégenusActinophloeus These two
subgenera are morphologically differentiated by enloer of subtle characters in fruit and
seed (Essig 1978). For example, the subgdptyshospermahas seeds with ruminate
endosperm, angular or broadly rounded seed lolek fraits with tanniniferous mesocarp
whereas the subgenégtinophloeushas homogeneous endosperm, squarish seed lobes and
nontanniniferous mesocarp. The subgeAasnophloeuswas divided by Essig (1978) into
two sections, Actinophloeus (stems always solitary) andCaespitosa (stems usually
caespitose). Our results do not support this dimissuggesting that the caespitose vs. solitary
habit may be homoplasic.

P. halmaherenseés distributed in the Halmahera Island, in Nortloliccas. Heatubun 2011
included this new species from Halmahera in the geRtychosperma (subgenus
Ptychospermp based on floral characters, such as the pistillequalling or exceeding
stamens in length, small fruit, seed with rumineteosperm, solitary stem and inflorescence
with upper peduncular bract. However this specitferd from all other species of the genus
Ptychospermay its seeds rounded in cross-section (vs. anguldre rest oPtychospermp
lacking grooves or angles. Based on our molecutgtogeny and the fact that this new
species is geographically distant from any otheriggeof Ptychospermaspecimens must

probably be re-examined and affiliationRtychospermaested again.

The Normanbya clade
Normanbyais a monotypic genus endemic to North AustraPamnapea ledermanniana
belongs to the reinstated genBenapea(Dransfield et al. 2008, Zona et al. 2011), which

includes four species formerly considered as beatantp Ptychospermand Drymophloeus
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These species are originated from the Carolinedislaand the Bismarck Archipelago. In our
tree, Ponapea ledermannianas related to Normanbya with moderate support. This
‘Normanbyaclade’ is sister group to thd’tychospermaclade’ with good support in the
Bayesian analysis. Our results favour the reinstate ofPonapeaas a genus separate from

Ptychospermas already found by Zona et al. (2011).

Future prospects for the phylogeny of Ptychospermatae

In spite of the improved resolution of phylogenegtationships within Ptychospermatinae in
our study, some relationships remain unresolveds Ihotably the case within the genus
PtychospermaThe 50% majority-rule tree resulting from theatatvidence Bayesian analysis
(Figure 5) shows that within this genus, branctresvary short, revealing a very low rate of
variation. Species and generic limits in subtribgcRospermatinae are often problematic as
evidenced by the frequent taxonomic changes that becurred in the past (see Dransfield et
al. 2008 for an overview). This raises the questibhow species should be delimited within
some generdtychosperman particular. The pattern observed within theugeoould be due
to different factors, like recent and rapid specraevents, or very slow evolution (generation
time, evolutionary history, selection; Felsenst@®04), strong hybridization that led to
homogenous sequences or confusion between pomdatiod species. Population genetics
approaches could bring new insights into phylogenetlationships, species limits and
congruence between markers (Linder and Riesebef@g)2®ithin the different clades
identified in Ptychospermatinae (Rtychosperman particular). Microsatellite loci could be
isolated and characterized as was done for thevatdd palmBactris gasipaesnd its wild
relatives (Martinez et al. 2004; Rodrigues et &l042 Couvreur et al. 2007) or féthoenix

atlantica(Henderson et al. 2006).
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Stamen number optimization

Within Ptychospermatinae, intra-specific variationstamen number is very high (Table 2)
and this variation occurs at both inter- and imtidividual levels. This makes stamen number
optimization a challenge. We chose to use disaptienization in order to avoid calculating a
mean, needed in continuous optimization, and tlssdg information on variation range.
Moreover we chose categories that minimize overlagppAccording to our coding, the
ancestor of the subtribe was probably a moderapsllyandrous species and several
transitions toward a higher number of stamens oedumdependently within the subtribe
(Fig 4). Transitions from moderate polyandry towalétgh polyandry occurred at least four
times. In two cases, within the ‘Veitchia cladetahe ‘Drymophloeus clade’, high polyandry
is a synapomorphy that supports the monophyly ofijgs.

Androecium development was studied in detailBtychosperma gracil€Jhl 1976). Like in
most polyandrous palms species, the androeciurasiEdlly trimerous (Uhl et Moore 1980).
When stamens initiation starts, the apex is divigedix primary primordia, three opposite
each sepal and three opposite each petal. Stamsasaa secondary primordia in alternating
antesepalous and antepetalous whorls. The numbszcohdary primordia is always one in
antesepalous whorls but can vary between one aeé {lor more) in antepetalous whorls.
Variation in stamen number between flowers of thme species occurs in two ways. The
lower antepetalous whorls may have more stamenssdappane petal or more frequently, the
number of primordia in uppermost whorls is slighthegular. The ancestral state for the palm
flower is six stamens, three in an antesepalougivaeimal three in an antepetalous whorl. Thus
in Ptychospermatinae, polyandry results from tleedase of whorl number and the increase
of primordia number within each antepetalous whirlpalms polyandry mostly coincides

with unisexual flowers (Nadot et al., 2011) andRtjchospermatinae species have unisexual
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flowers. Transition to unisexuality, with reducednfale organs (pistillode), could have
allowed space for increasing the number of stamworle and thus the number of stamens.
The reason why the number of stamens progressivelgased within the subtribe is unclear.
Like many other flower features, for example symmeCiterne et al. 2010) or nectar
(Barrera and Nobel 2004), stamen number may havlvexy in a plant-pollinator interaction
context. At the Angiosperm level, polyandry is oftebserved in beetle-pollinated species
(Bernhardt, 2000). Pollination biology has beenlwaldied in some members of the palm
family (see Barfod et al. 2011 for a review), batRtychospermatinae pollination data are
scarcePtychospermas believed to be visited by various insects, fl&gphids (Diptera) and
bees (Hymenoptera; Essig 1973) &mtmanbya normanbyiisited by thrips (Thysanoptera),
flies and weevils (Coleoptera; Kitching et al. 2D(Holyandrous species in palms are thus not
only visited by beetles but by many other inseittsas been suggested that more stamens is a
way to produce more pollen in response to the fepdif the pollinators (Uhl and Moore
1977). A potential correlation between stamen numdoed pollen production has been
demonstrated within the Arecoideae, and espeaudtlyin Areceae (Alapetite et al. in prep).
Whether the evolutionary pattern observed for stamember results from adaptation to
pollination mode or results from a simple relaxatadrdevelopmental constraints remains to

be tested.

Conclusion

We investigated the evolution of stamen number withe subtribe Ptychospermatinae using
a new molecular phylogeny of the subtribe. The doedb use of seven nuclear and plastid
markers improved the resolution of phylogeneti@atiehships between genera and species
compared to previous studies. Further phylogeneticpopulation genetics studies that

incorporate additional more variable molecular megKe.g. microsatellite loci) are needed to

192



clarify the circumscription of taxonomic subdivisgynnotably species. Nevertheless, our
work provides a useful framework for future studiesfloral development, floral adaptation
and pollination biology. We identified several tséions between moderate and high
polyandry that could be investigated in details. Ggmue is whether the developmental
pathway of stamen inception is the same in spewuittscontrasted stamen numbers. Another
issue is the adaptive significance of polyandrynéss of individuals with different number of
stamens (naturally or experimentally altered) cooéd compared. Studies of visitors and
pollinators should provide information on a possibbrrelation between stamen number and
a specific kind of insects (taxonomic or functiogabup). Studying the evolutionary history
of stamen number within palms could help us to stigate if the co-evolution with insect

pollinators could have driven the modification leistcharacter at a larger scale.
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Tables and Figures

Table 1:Datasets characteristics and maximum parsimonlysiaatatistics

Data set Number of Tree length Cl RI
Ingroup taxa characters Pl characters (%) MP trees

AG1 + [coded indels] 55 410 + [5] 23 +[3] (6,3%) 2 83 0,91 0,93
BRSC10 + [coded indels] 52 342+ [11] 36 +[7]1(12,2%) 4004* 143 0,87 0,91
nriTS2 + [coded indels] 46 420 +[20] 103 +[10] (25,7%) 1939 337 0,69 0,78
PRK + [coded indels] 57 663 + [8] 58 + [4] (9,2%) 1113 217 0,87 0,92
nuclear-DNA combined matrix 60 1835 + [44] 238 +[24] (13%) 3615* 812 0,77 0,83
matK + [coded indels] 48 1706 + [3] 18 +[3] (1,2%) 448 71 0,94 0,96

ndh A + [coded indels] 56 1141+ [12] 9 +[6] (1,3%) 2328 91 0,89 0,91
1ps 15-ycf1 + [coded indels] 57 622 +[10] 7 +[4] (1,7%) 30 49 0,94 0,93
plastid-DNA combined matrix 59 3469 + [25] 34 +[13] (1,4%) 3694* 223 0,79 0,85
total evidence matrix 60 5304 + [69] 285 +[37] (5,3%) 3845* 1051 0,76 0,83

Cl and RI are respectively the consistency indaektae retention index
Numbers in square brackets represent the numbetsgodcters resulting from indel-coding

* number of most parsimonious trees generated bgirpany ratchet analyses

Table 2:Stamen number for the species included in theqgeyletic study; data are from
literature and observation of herbarium specim@d}Kew herbarium and spirit collection,
(AAU) Aarhus University herbarium and spirit coltem; character state (0) 6-12 stamens,
(1) 15-60 stamens = moderately polyandrous sped@s,61-300 stamens = highly

polyandrous species.
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Species

Stamen number

References

Character state

Adonidia maturbongsii
Adonidia merrillii

Balaka diffusa

Balaka longirostris

Balaka macrocarpa

Balaka microcarpa

Balaka seemanii

Balaka tahitensis
Brassiophoenix schumannii
Carpentaria acuminata
Drymophloeus litigiosus
Drymophloeus oliviformis
Normanbya normanbyi
Ponapea ledermanniana
Ptychococcus lepidotus
Ptychococcus paradoxus
Ptychosperma burretianum
Ptychosperma caryotoides
Ptychosperma cuneatum

Ptychosperma elegans
Ptychosperma furcatum
Ptychosperma gracile
Ptychosperma lauterbachii
Ptychosperma lineare

Ptychosperma macarthurii
Ptychosperma microcarpum
Ptychosperma propinquum
Ptychosperma pulleni
Ptychosperma salomomense
Ptychosperma sanderianum
Ptychosperma schefferi
Ptychosperma waitianum

Solfia samoensis
Veitchia arecina
Veitchia filifera
Veitchia joannis
Veitchia metiti
Veitchia pachyclada
Veitchia spiralis
Veitchia subdisticha
Veitchia vitiensis
Veitchia winin
Wodyetia bifurcata

Actinokentia huerlimannii
Actinorhytis calapparia
Basselinia humboldtiana
Basselinia velutina
Calyptrocalyx awa
Carpoxylon macrospermum
Cyphosperma balansae
Hedyscepe canterburyana
Heterospathe scitula
Howea belmoreana
Linospadix albertisianus
Loxococcus rupicola
Rhopalostylis baueri

26-43
43-55
50
25-44
40
20-32
15-29
50
130-200
30-40
24-32
30-66
24-40
110-120
69-138
100-213
30-35
14-29
24-30

12-30
30
20-34
24-44
15-32

23-40
18-30
33-50
20
20-40
15-25
33-38
20-38

35-41
80-131
23-46
74123
106-156
174-320
85-118
135-219
24-36
42-63
68-72

19-23
24-33
6
6
6-7
6
6
9-12
6
30-70
6-12 (genus)
12
6

Heatubun 906 (K)
54459 (K)

Hodel 2010

Dowe 1989

Hodel 2010

Dowe 1989 / Hodel 2010
Dowe 1989 / Hodel 2010
Hodel 2010

Essig 1975

Dowe 2010 / 46653 (K)
Zona 1999

Zona 1999

Dowe 2010

Essig 1978 / 64789 (K)
Zona 2005

Zona 2005 / 383 (AAU)
Essig 1978

Essig 1978

Essig 1978

Essig 1978 / Dowe 2010/ 48132

(K)

Essig 1978

Essig 1978 / Gardiner 298 (K)
Essig 1978

Essig 1978 / 63986 (K)

Essig 1978 / Dowe 2010 / 41437

(AAU)

Essig 1978

Essig 1978

Essig 1978

Essig 1978 / Gardiner 296 (K)
Essig 1978

Essig 1978 / 75021 (K)

Essig 1978 / Gardiner 292 (K)

Dransfield et al. 2008 / 75019 (K)

Zona & Fuller 1999
Zona & Fuller 1999
Zona & Fuller 1999
Zona & Fuller 1999
Zona 1999

Zona & Fuller 1999 / Dowe 1989

Zona 1999
Zona & Fuller 1999
Zona & Fuller 1999
Dowe 2010

Moore 1980
Dransfield et al. 2008
Dransfield et al. 2008
Dransfield et al. 2008
Dowe & Ferrero 2001
Dransfield et al. 2008
Moore et Uhl 1984
Dransfield et al. 2008
Fernando 1990
Dowe 2010
Dransfield et al. 2008
Dransfield et al. 2008
Dransfield et al. 2008
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Fig. 1. 50% majority-rule consensus tree resulting fromBlagesian analysis of the nuclear
DNA-combined alignment; bootstrap supports are caidid above branches (parsimony
bootstrap support / likelihood bootstrap supponil posterior probabilities below branches.
Thick lines represent well-supported clades (PBSL&t >80% and PP >0.95).
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Fig. 2. 50% majority-rule consensus tree resulting from Beyesian analysis of plastid
DNA-combined alignment; bootstrap supports are caiid above branches (parsimony

bootstrap support / likelihood bootstrap suppant) posterior probabilities below branches.
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Fig. 3. 50% majority-rule consensus tree resulting from Bagesian analysis of the total

evidence dataset; bootstrap supports are indicabeye branches (parsimony bootstrap
support / likelihood bootstrap support) and posteprobabilities below branches. Thick lines
represent well-supported clades (PBS and LBS >8@dd# >0.95).
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Fig. 4.50% majority-rule consensus tree resulting fromBhgesian analysis of the total
evidence dataset showing the evolution of stamemben optimized using Maximum
Parsimony. Boxes at the tip of branches are cotbaceording to the character state: White =
6 or 12 stamens, Grey = 15-60 stamens; moderavdpampdrous species, Black = 61-300
stamens; highly polyandrous species. Branches omrrespond to the inferred ancestral

sate. Several colours on the same branch denotigaitybn the ancestral state.
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Fig. 5. Maximume-likelihood topology obtained from total dence analysis showing branch

lengths.
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Supplementary data

Table S1Primers sequences used to amplify each DNA region

Marker Primer name Direction Sequence 5'-3' Reference

AG1 AG1-F1 Forward CAGGAATTTGATGGGAGAGTC Ludena et al. 2011
AG1-R1 Reverse GCTGATTGCTTTGCATGAG

BRSC10 BRSC10_002_FOR Forward TTCGAGCTCAACGACGTCTT Bacon et al. 2007
BRSC10 002 REV Reverse CATCCCGAACAGCGTAATCC

nriTS2 nriTS2-F Forward ATGCGATACTTGGTGTGAAT Jeanson et al. 2011
nriTS2-R Reverse GACGCTTCTCCAGACTACAAT

PRK prk717f Forward GTGATATGGAAGAACGTGG Lewis & Doyle 2002
prk969r Reverse ATTCCAGGGTATGAGCAGC

matK MatK19-F Forward CGTTCTGACCATATTGCACTATG Asmussen et al. 2006
MatK-1862R Reverse CATTGCACACGACTTTACC

ndh A ndh A-F Forward TCYGCTTCTGGTAAATCAAA Scarcelli et al. 2011
ndh A-R Reverse AATATCTCTACGTGYGATTCG

rps 15-ycf1  rps15-ycf1-F Forward CGTTGACGTTTTCCYAGRATT Scarcelli et al. 2011
rps 15-ycf1-R Reverse GCTTGTATGAATCGBTATTGGTTT

Table S2:temperature profiles used for PCR reactions; fomes specimens annealing
temperature has been modified; these temperatteespacified in brackets.

Initialization step No. cycles Denaturation step Annealing step Elongation step Final elongation

AG1 94TC 3min 35x 94TC 30 sec 58 TT 1min 72TT 45 sec 72 TC 3min
BRSC10 94 TC 3 min 35x 94TC 30 sec 55 (57) TC 30 sec T2TC 1 min 72TC 7 min
nriTs2 94TC 3 min 35x 95TC 30 sec 6 TT 30 sec T2TC 30 sec 7 2TC 7 min
PRK 94 TC 4 min 35% 94 TC 1 min 55 (57) TC 1min T2TC 2mi n 72TC 7 min
matK 94TC 4 min 28% 94TC 1 min 54TT 1min 72TT 2min 72 TC 5 min
ndh A 94 TC 3 min 35x 94TC 30 sec S8 TC 30 sec T2TC 1 min 7 2TC 10 min
rps 15-ycf1 94 TT 3 min 35x 94TC 30 sec 62 (58-64) TC 30 sec 2T C 1 min 72TT 10 min
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Table S3Data and models used in analysis

Model
Data set Number of bases L B
AG1 410 HKY
AG1-exon 181 HKY+G
AG1-intron 229 HKY
BRSC10 342 HKY+I+G HKY+I+G
nriTS2 420 GTR+G
h,88 52 GTR+I
ITS2 259 GTR+I+G
268 109 K80+G
PRK 663 GTR+G
PRK-exon 207 HKY+|
PRK-intron 452 GTR
nuclear-DNA combined matrix 1835 TIN+G
matK 1706 GTR+G
trn K-intron 161 HKY
matK 1545 GTR+
ndh A 1141 HKY+G HKY+G
rps 15-ycf1 622 GTR
ms 15 167 HKY
spacer 377 GTR+I
ycft 78 HKY
plastid-DNA combined matrix 3469 GTR+G
global combined matrix 5304 GTR+I+G
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Fig. S1.50% majority-rule consensus tree resulting fromBagesian analysis of the nrlTS2
dataset; bootstrap supports are indicated aboveclea (parsimony bootstrap support /
likelihood bootstrap support) and posterior probeds below branches. Thick lines represent
well-supported clades (PBS and LBS >80% and PP5¥0.9
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Fig. S2. 50% majority-rule consensus tree resulting from Bwyesian analysis of the
BRSC10 dataset; bootstrap supports are indicateyealbranches (parsimony bootstrap
support / likelihood bootstrap support) and posteprobabilities below branches. Thick lines
represent well-supported clades (PBS and LBS >&@d4# >0.95).
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Fig. S3.50% majority-rule consensus tree resulting from Bagesian analysis of the PRK
dataset; bootstrap supports are indicated aboveclea (parsimony bootstrap support /
likelihood bootstrap support) and posterior probeds below branches. Thick lines represent
well-supported clades (PBS and LBS >80% and PP5¥0.9
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Fig. S4.50% majority-rule consensus tree resulting from Blagresian analysis of the AG1
dataset; bootstrap supports are indicated aboveclea (parsimony bootstrap support /
likelihood bootstrap support) and posterior probeds below branches. Thick lines represent
well-supported clades (PBS and LBS >80% and PP5¥0.9
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Fig. S5.50% majority-rule consensus tree resulting fromBlagesian analysis of thrps15-
ycfl dataset; bootstrap supports are indicated aboveles (parsimony bootstrap support /
likelihood bootstrap support) and posterior probeds below branches. Thick lines represent
well-supported clades (PBS and LBS >80% and PP5¥0.9
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Fig. S6.50% majority-rule consensus tree resulting from Blagesian analysis of theatK
dataset; bootstrap supports are indicated aboveclea (parsimony bootstrap support /
likelihood bootstrap support) and posterior probeds below branches. Thick lines represent
well-supported clades (PBS and LBS >80% and PP5¥0.9
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Fig. S7.50% majority-rule consensus tree resulting from Blagresian analysis of thedhA
dataset; bootstrap supports are indicated aboveclhea (parsimony bootstrap support /
likelihood bootstrap support) and posterior probeds below branches. Thick lines represent
well-supported clades (PBS and LBS >80% and PP5¥0.9
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Syntheése des résultats

L'objectif de ma thése était d’étudier deux careegeliés a la morphologie de I'appareil
reproducteur et particulierement variables au shnla famille des palmiers. J'ai ainsi
reconstruit I'évolution du systéeme sexuel et celle nombre d’étamines sur l'arbre
phylogénétique de tous les genres de palmiers.

Mes études montrent que I'ancétre commun a tougdksiers était probablement monoique
et possédait des fleurs a six étamines. A partircee états ancestraux, de nombreuses
transitions ont eu lieu pendant I'histoire évolutide la famille. Des transitions vers
I'hermaphrodisme et la dioécie, ainsi que vers dgstémes associant des fleurs
hermaphrodites et unisexuées tels que l'andromdmoéot été mis en évidence. De
nombreuses modifications du nombre ancestral diésront eu lieu. Quelques réductions a
une ou trois étamines, mais surtout des augmensatiers un nombre plus élevé. A I'échelle
de la famille, I'évolution du nombre d’étamines s fait pas de maniere progressive. Les
transitions directes entre six et plusieurs dizaijveire centaines) d’étamines sont fréquentes.
Mon travail a contribué a amorcer une réflexionlearmécanismes évolutifs qui sous-tendent
I’évolution du nombre d’étamines, en montrant gaiiste une corrélation entre leur nombre
et la production de pollen dans deux sous-familles, Coryphoideae et les Arecoideae.
Néanmoins des expériences complémentaires sontsss@s pour comprendre si les
augmentations répétées du nombre d’étamines chgmlmiers sont le résultat de la sélection
ou d'un relachement de contraintes phylogénétiques.

L’observation de I'évolution du nombre d’étamine$échelle de la famille m’a conduite a
m’intéresser plus précisément a une sous-tribueptasat une variation importante au niveau
de ce caractére : les Ptychospermatinae. Cette é@odé&e que chez ce groupe contenant
uniquement des especes polyandres, la variationodubre d’étamines est tres importante
tant au niveau inter-spécifique qu’intra-spécifigdén de reconstruire I'histoire évolutive du
nombre d’étamines a I'échelle des espéces, jaitngihgine phylogénie moléculaire de la
sous-tribu. J'ai ainsi participé au développemers donnaissances sur les relations
phylogénétiques au niveau inter-spécifique au saéén la famille des palmiers. La
reconstruction du nombre d’étamines sur cette g@iee révele de nouveau des transitions

multiples vers une augmentation du nombre d’étasiine
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Perspectives

L'évolution du systeme sexuel

La grande diversité des systemes sexuels chealesgps est connue depuis longtemps et les
données sur l'organisation des sexes au niveaufldass et des inflorescences sont
disponibles dans la littérature pour un grand n@rdespeces. Notre étude s’est attachée a
présenter une vue d’ensemble de cette diversitguce’avait encore jamais été fait. Nous
avons ainsi pu montrer que les Arecaceae se diimgle la plupart des angiospermes par
leur nombre important d’espéces monoiques et disigiedonc par conséquent, par leur
faible nombre d’espéces hermaphrodites. Pour lrabse des angiospermes, le pourcentage
d’especes dioiques est estimé a 6% (Renner & R$ckl®95), celui d’especes monoiques
entre 3 et 19% (de Jong et al. 2008). L'estimationnombre d’espéces hermaphrodites
oscille donc entre 75 et 91%. Les palmiers, avec 82%peces monoiques, 30% d’especes
dioiques et seulement 17% d’espéces hermaphrogitesentent ainsi un biais fort en faveur
de systémes sexuels a fleurs unisexuées. La granfigité des espéces hermaphrodites et
monoiques présentent un décalage de maturité demes ou des fleurs des deux sexes
(protandrie notamment). Il semble donc exister,zcles palmiers, une tendance forte a la

séparation des sexes, tant au niveau spatial queotel.

Il serait intéressant d’étudier si cette séparatiea sexes est le résultat d'une adaptation a
I'évitement de I'autofécondation et/ou a une répart plus complexe des ressources allouées
aux deux sexes (de Jong et al. 2008). La présanogedanismes d’auto-incompatibilité chez
les especes hermaphrodites et monoiques n’est pasue, mais, par exemple, certains
individus isolés semblent ne pas pouvoir donnefragies. L'organisation des fleurs chez les
especes monoiques peut étre tres difféerente suieargroupes mais elle conduit souvent a
des sex-ratios variables et biaisés en faveur ldessf males. Ainsi lorsque les fleurs sont
organisées en triades, organisation la plus comrobee les espéces monoiques, le sex-ratio
est de deux fleurs males pour une fleur femelleolre, les rachillae portent des fleurs males
en paires ou solitaires dans leur partie distabegui entraine une variation du sex-ratio
(également en faveur de la fonction male). Il sardéressant d'étudier si la monoécie et la
dioécie, ainsi que les différentes organisations ftlurs sont le résultat de la sélection de
mécanismes permettant une régulation fine du dex-gal'échelle de l'inflorescence, de

I'individu et de la population.
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Les mécanismes développementaux et génétiquesogsitandent la formation des fleurs
unisexuées restent encore a explorer. Deux priogipaodes ont été proposes (Mitchell &
Diggle). Le premier consiste en I'avortement degaoes d’'un sexe a un stade plus ou moins
avancé du développement. Si l'avortement est tadt organes stériles (staminodes et
pistillode) seront présents. En revanche si I'aoent est précoce, les fleurs apparaitront
structurellement unisexuées. Sur une simple degmripnorphologique, elles ne pourront
alors pas étre distinguées des fleurs unisexu@shipes selon le deuxieme mode. Celui-cCi
implique un remplacement des organes d’'un sexdepaorganes de l'autre sexe. Les fleurs
sont alors structurellement unisexuées non pluguemnent d’un point de vue morphologique
mais également développemental. Il serait intérésda comparer le développement de
plusieurs espéces monoiques et de plusieurs esgidgaes pour identifier les différents
modes de développement des fleurs unisexuées. faesinedes et/ou pistillode étant
fréquents chez les palmiers, cela suggére queelmipr mode est le plus représenté dans la
famille. Cependant, che€aryota mitis une étamine se développe a l'apex de la fleur,
suggérant un remplacement des organes femelleteparganes males, ce qui correspond au
deuxieme mode (Uhl & Moore 1980). Ces études d@pelmentales pourraient
s'accompagner d’études sur la détermination du ,séxa au niveau de la fleur, de
I'inflorescence que de I'individu. Il semble queteedétermination puisse étre réalisée via un
contrdle hormonal et/ou génétique. Des études désswn des génes liés a la mise en place
des organes floraux pourraient étre menées chetagess apparentés présentant des fleurs
unisexuées et des fleurs hermaphrodites.

L’étude de I'évolution des processus de développeraedu contrdle génétique des fleurs
unisexuées pourrait permettre de progresser dansor@réhension du systeme sexuel
ancestral des palmiers et des nombreuses transgiginent lieu dans la famille. Ainsi la

doiécie et I'hnermaphrodisme ont évolué a partitadmonoécie ; 'andromonoécie a partir de
la dioécie, de la monoécie et de 'hermaphrodidnes. palmiers constituent donc un groupe
particulierement intéressant pour étudier les @®ge évolutifs qui sous-tendent les

transitions entre différents systémes sexuels.
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L’évolution du nombre d’étamines

Notre étude sur I'évolution du nombre d’étaminessErit dans une démarche globale de
compréhension de la tres grande diversité de ddloml chez les palmiers. Une précédente
étude avait permis de mettre en évidence chez fesaBeae I'évolution multiple de la
polyandrie (plus de six étamines) a partir d'urt atecestral oligandre (six étamines ; Nadot et
al. 2011). Nous avons confirmé et complété ces luosimns en détaillant différentes
catégories de polyandrie. En effet le nombre d’'@asichez différentes espéces polyandres
varie entre sept et mille. Plusieurs catégoriegalgandrie ont été définies suivant le degré de
variation dans le nombre d'étamines par rapportétatl ancestral de six étamines : une
polyandrie faible (allant de sept a une vingtaiféainines), une polyandrie modérée (allant
d’'une vingtaine a une centaine d’étamines) et urigapdrie forte (& partir d'une centaine
d’étamines). Les transitions entre six étaminegded centaines d’étamines sont parfois
directes comme chez les Phytelepheae ou plus @ges comme chez les
Ptychospermatinae.

Le mode de développement des étamines nombregtéstudié pour certaines especes (Uhl
1976 ; Uhl & Moore 1977 ; Uhl & Moore 1980 ; Uhl &ransfield 1984 ; Barfod & Uhl
2001). En revanche, I'hypothese que les modificatidu nombre d’étamines seraient liées a
une modification des contraintes de développemanpas encore été testée. L'étude de la
corrélation entre la forme et le nombre des aytieses florales (périanthe et gynéceée) et le
nombre d’étamines serait intéressante. Uhl et M®80) ont montré que le développement
des étamines chez six especes de palmier polyadépEnd de pressions exercées par la
bractée de l'inflorescence et les pieces du pédrarita forme du périanthe, et notamment la
forme de la corolle au niveau du bouton flonaburrait avoir un impact sur le nombre
d’étamines. Certaines formes permettraient le @@peiment de plus d’étamines. Pour tester
cette hypothése il serait nécessaire de généredatasies sur la forme du bouton floral et
non simplement des mesures de la taille du péearntes méthodes de morphométrie
géomeétrique permettent d’étudier les variationgodmes et leurs co-variations avec d’autres
variables (Adams et al. 2004). Des programmes @ndéveloppés pour prendre des points-
reperes (landmarks) sur des images scannées 2Dppursles transformer en données
numérigues pouvant étre traitées statistiguemees. @nnées sur la forme pourraient étre
générées a partir de dessins de boutons florawepi®dans la littérature puis traitées par des

analyses statistigues multivariées.
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Le contrble génétigue du nombre d’étamines est endaconnu chez le palmier.
L’identification d’orthologues de genes impliguésigda détermination des pieces florales et
des frontieres entre les organes chez les orgasistodéles permettrait d’amorcer les études.
Par exemple, il a été montré que SUPERMAN (Bowntaal.e1992) et FON1 (Huang and
Ma 1997) jouent un rble dans le controle du nombierganes chezArabodipsis
L’expression de ces genes candidats pourrait pauita étre étudiée, a différents stades de
développement, chez des taxons apparentés présemtancontraste pour le nombre
d’étamines. L’hybridation in-situ est une techniquaur I'étude de I'expression déja utilisée
chez le palmier. L’approche par génes candidatstamoent permis de mettre en évidence
l'intervention de génes MADS-box dans lidentité sderganes floraux au cours du

développement de la fleur de palmiBigeis guineensisAdam et al. 2007).

La difference de nombres d’étamines entre deuxisuapparentés est fréquente et parfois tres
grande. Les étamines étant les organes reprodaatéles de la fleur, il est envisageable que
la variation observée soit le résultat d’'une adapiaa des environnements différents et
notamment a des modes de pollinisation différehtee corrélation entre un nombre
d’étamines éleve et une pollinisation par les quiés et les abeilles a été mise en évidence
chez Ptychosperma(Uhl & Moore 1977), suggérant que laugmentation dambre
d’étamines pourrait avoir été sélectionnée danscddre de la coévolution avec les
pollinisateurs. Les coléopteres sont les pollikiges les plus importants des palmiers, ainsi
que les abeilles dans une moindre mesure (Barfat 2011). Ces pollinisateurs sont connus
pour visiter des fleurs qui produisent une grandantjté de pollen. Notre étude sur la
production de pollen montre que les fleurs posséplastd’étamines ont tendance a produire
plus de grains de pollen. Des expériences danspdpslations naturelles, sur la valeur
sélective conférée par différents phénotypes et idsractions avec les pollinisateurs
permettraient d’estimer si des étamines nombreasssciées ou non a une production de
pollen élevée se révele étre le résultat d’uneciéle

Les palmiers constituent un groupe intéressant p@tude du nombre d'étamines et
notamment de la polyandrie. Celle-ci, que I'on oetre de nombreuses fois chez les
angiospermes, pourrait avoir joué un role fondaaledé la diversification de ce groupe
(Jabbour et al. 2008).
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La relation entre systeme sexuel et nombre d’étasnin

La comparaison de I'évolution du systeme sexuduatombre d’étamines (Annexe 4) révéele
qgue la majorité des espéces polyandres présergalengent des fleurs unisexuées. Ces deux
caractéres ne sont néanmoins pas parfaitementléorpflisque de nombreuses espéces
présentent des fleurs unisexuées a six étaminesoins (par exemplélypg. L'absence de
gynécée fonctionnel dans les fleurs méles pouerditainer un relachement de contraintes
développementales, permettant une expansion déréeée. L'unisexualité constituerait ainsi
une condition préalable a 'augmentation du nomiee étamines. Dans certains cas, les
genes impliqgués dans la disparition des organes daxe pourraient également étre en
relation avec la modification du nombre d’étamiriéar exemple, che&rabidopsis il a été
montré que lorsque SUPERMAN est muté, les étanseedéveloppent vers le centre de la
fleur au détriment des carpelles (Bowman et al.2)9R'étude de ce géne se révele donc
potentiellement intéressante pour l'étude de I'eitoh du nombre d’étamines et le
déterminisme du sexe des fleurs. Une exceptiorbletatervient chez les Cryosophileae ou
certaines espéces présentent des fleurs hermajgw@dipolyandres. Le nombre d’étamines
est supérieur a six mais reste cependant asset. 1édtude du développement des différents

organes reproducteurs de ces especes serait parément intéressante.

Nous avons observé une tendance a la séparatiaexes males et femelles que ce soit sur le
méme individu ou sur des individus différents. Newsns également observé une variation
importante du nombre d’étamines qui est potentigdiet corrélée a la production de pollen.
Cela pourrait laisser penser que les palmiers ptést une capacité importante de
modulation du sex-ratio et des investissements temfonctions males et femelles tant au
niveau de la fleur que de linflorescence. Il semiéressant d’étudier le sex-ratio dans des
populations naturelles, pour estimer sa variatiors@n d’'une espece ou entre des especes
différentes en fonction des conditions de resssuatedes stratégies de reproduction et de
pollinisation. Les perspectives d'expérimentationrnyadtant d’étudier I'évolution de la
morphologie de I'appareil reproducteur dans un edet écologique sont nombreuses et

prometteuses.
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Annexe 1 : Reconstruction de I'évolution de I'orgaisation des fleurs sur

I'inflorescence
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Acrocomia aculeata

Elasis oleifera

Barcela odora

Reinhardtis simglex

Roysionea cleracea

Chamasdorea seifrizi

Gaussia maya

gracilis
Synechanthus warsoawiczianus
Hyophorbe verschatfelti
Wetiinia panamensis

Iriartella stenocarpa
Dictyocaryum lamarckianum

Socratea exorhiza
Iriartea delioidea

sl
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Annexe 2 : protocoles utilisés pour la dissectiones fleurs de palmier,
I'extraction et le comptage des grains de pollen.

Protocole de dissection

Les différentes étapes sont réalisées sous une lmapculaire et les observations sont notées
dans un tableau (fichier joint).

1.

Avant d’ouvrir le bouton floral, prendre une ph¢appareil photo ajusté sur la loupe
binoculaire) pour garder une trace de la forme gdagmesurer la longueur et la
largeur (a I'aide du papier millimétré).

. Ouvrir le bouton floral, en enlevant délicatemerst piéces du périanthe pour ne pas

endommager les étamines ; compter les sépales pélales, noter une éventuelle
fusion des piéces.

Compter les étamines en les prélevant une a urfajsamt attention a ne pas percer
les anthéres pour que le pollen ne s’échappe pas.

Vérifier que les anthéres sont bien fermées (évélatnent qu’elles contiennent bien
du pollen mature en écrasant une anthére entredatamelle et en observant le
contenu au microscope).

Mesurer la taille de I'anthére, préciser le typattdiche et de déhiscence, la présence
d’'un gynécée ou d’'un pistillode, mesurer sa taille.

Prélever 6 anthéres (soit I'ensemble des antheraslg®espéeces a 6 étamines ou
réaliser un transect de I'extérieur vers l'intéride I'androcée pour les especes qui
possédent plus de 6 étamines). Le transect pernpreddre en compte une
eventuelle différence de production de pollen elesettamines externes et les
internes.

Placer les 6 antheres dans un tube Eppendorf.
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Protocole d’extraction et de comptage du pollen

Placer le tube eppendorf contenant les anthéresyipulans I'étuve. Laisser une nuit
a 30°C pour permettre la déshydratation progresigdissus de I'anthére.

Ajouter deux billes en métal dans le tube.

Le tube est placé dans un agitateur (Retsh MM3@@m@ny) pour le broyage
mécanique des tissus de I'anthere. Afin de ne pdsramager les grains de pollen le
broyage ne doit pas étre trop fort, ni trop lofiggquence de 10 mouvements par
seconde pendant 10 a 30 seconde. Le temps dod#jésté en fonction de la taille et
du caractére coriace des tissus de I'anthere. eexrest de commencer par dix
secondes et de regarder I'aspect de I'échantioles antheres ne sont plus
distinguables, arréter ; sinon recommencer 10 se&soedainsi de suite. (attention a
bien équilibrer les tubes dans I'agitateur)

. Ajouter 30QuL de solution d’Alexander (composition ci-desso@®tte solution

colore I'exine du grain de pollen en vert et I'iné&ir en rose.

Mélanger puis laisser reposer au minimum 1h afinlgsigrains de pollen se
répartissent dans la solution.

Vortexer le tube pendant 1min minimum afin d’homoéjéer la solution de grains de
pollen.

Prélever L de la solution de grains de pollen ; les placgreelame et lamelle
(préférer une carré) ; compter 'ensemble des gidensollen présents sous le
microscope (grossissement x10 ou x20 suivantlle ties grains de pollen).

Recommencer I'étape 6 deux fois pour avoir trois piages par fleur (3 xi&h.).

Composition de la solution d’Alexandepour 100 ml

1-
2
3-
4-
5-
6-
7-
8-

43 449 ml d’eau

30 ml de glycérol

5g d’hydate de choral

10 ml d’Ethanol 95° avec Parahydroxybenzoate déyietl50 mg
2 ml de vert de malachite 0.5% (m/v) dans I'éth&sa5

1 ml d’orange G 0.5% (m/v) dans I'éthanol 50°

2 a 5 ml de fuchsine acide 1% (m/v) dans I'éth&s|

1 & 4 ml d’acide acétique
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Annexe 3 : ficher de données PROTEUS

Il contient 'ensemble des données rassembléesgiadrer I'évolution de la morphologie de
I'appareil reproducteur ; les caractéres et leuféraints états sont également présentés
D : caractere discret ; C : caractére continu cdractére primaire ; 2 : caractére secondaire

défini a partir d'un caractere primaire discretomntinu

Number | Class | Character |
100 D1 Sex
100a D2d Sex (functional)
100b D2d Sex Arecaceae
103 Cc1 Flower length
6130 D2c Hermaphrodotic flower length
6000 Cc1 Pistillate flower length
6000a D2c Pistillate flower length
6001 Cc1 Staminate flower length
6001a D2c Staminate flower length
6002 D1 Floral dimorphism
6002b D1 Floral dimorphism 1,5x
6002a D2d Floral dimorphism
6002c D2d Floral dimorphism 1,5x
6025 Cc1 Flower bud length
6026 Cc1 Pistillate bud length
6027 Cc1 Staminate bud length
301 C1l Number of fertile stamens
301b D2c Number of stamens (Arecaceae)
301c D2c Polyandry (Arecaceae)
6035 Cc1 Gynoecium length
6035a D2c Gynoecium length
6036 C1l Total number of ovules
6036a D2c number of ovules
6037 C1 Number of fertile ovules
6038 D1 Staminodes presence
6039 C1l Number of staminodes
6039b D2c Number of staminodes
6039c D1 Staminode number vs stamen number
6040 Cc1 Staminode length
6040a D2c Staminode length
6095 D1 Staminodes
6131 D1 staminode modification
6041 Cc1 Stamen length
6041b D2c Stamen length
6043 Cc1 Anther length
6043a D2c anther length
6048 D1 Pistillode presence
6049 Cc1 Pistillode length
6049a D2c pitillode length
6132 Cc1 ratio pistillode length / gynoecium length
6132a D2c ratio pistillode length / gynoecium length
6094 C1 Sex ratio
6094a D2c Sex ratio
6094b D1 sex ratio (monoecious)
6097 Cc1 Fruit length
6097b D2c Fruit length
6102 D1 order of sex
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500 D1 Chronology of sex

6023 D1 Organization of flowers
6134 D1 flower cluster
6133 D1 sexual expression in space

Présentation des états des caracteres primaires :

Character

| CharacterState

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

100. Sex (D1)

500. Chronology of sex (D1)

6002. Floral dimorphism (D1)
6002. Floral dimorphism (D1)
6002. Floral dimorphism (D1)
6002. Floral dimorphism (D1)
6002b. Floral dimorphism 1,5x (D1)
6002b. Floral dimorphism 1,5x (D1)
6002b. Floral dimorphism 1,5x (D1)
6002b. Floral dimorphism 1,5x (D1)
6023. Organization of flowers (D1)
6023. Organization of flowers (D1)
6023. Organization of flowers (D1)
6023. Organization of flowers (D1)
6023. Organization of flowers (D1)
6023. Organization of flowers (D1)
6038. Staminodes presence (D1)
6038. Staminodes presence (D1)
6038. Staminodes presence (D1)
6039c. Staminode number vs stamen number (D1)
6039c. Staminode number vs stamen number (D1)
6039c. Staminode number vs stamen number (D1)
6039c. Staminode number vs stamen number (D1)
60438. Pistillode presence (D1)
60438. Pistillode presence (D1)
60438. Pistillode presence (D1)
60438. Pistillode presence (D1)
6094b. sex ratio (monoecious) (D1)
6094b. sex ratio (monoecious) (D1)
6094b. sex ratio (monoecious) (D1)
6094b. sex ratio (monoecious) (D1)
6094b. sex ratio (monoecious) (D1)
6095. Staminodes (D1)

6095. Staminodes (D1)

6095. Staminodes (D1)

6095. Staminodes (D1)

6102. order of sex (D1)

6102. order of sex (D1)

6102. order of sex (D1)

6131. staminode modification (D1)
6131. staminode modification (D1)

P ON P O WNPFPF O PR WNEPROWNROWNIROWRERLROUMAEMWNROWNIRPROWNRPEPRORERPROIOO ®®>X» UV B~ WO

bisexual (structurally and functionally)

functionally unisexual dioecious, structurally bisexual
functionally unisexual dioecious, structurally androdioecious
functionally unisexual monoecious, structurally gynomonoecious
functionally unisexual monoecious, structurally bisexual
functionally unisexual monoecious, structurally andromonoecious
unisexual dioecious (structurally or functionally)
unisexual monoecious (structurally or functionally)
protandrous

absent

male flowers larger

female flowers larger

bisexual flower

absent

male flowers larger

female flowers larger

bisexual flower

triad

pair

solitary

acervulus

tetrad

grouped

yes

no

irrelevant

same number

more stamens

more staminodes

bisexual flower

yes

no

sometimes

irrelevant

irrelevant

triades

less than 4

less than 6

more than 6

one side of gynoecium

cup-ring

as stamens

tongue like

protandry

protogyny

irrelevant

stamen like

slightly modified
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6131. staminode modification (D1)
6131. staminode modification (D1)
6131. staminode modification (D1)
6133. sexual expression in space (D1)
6133. sexual expression in space (D1)
6133. sexual expression in space (D1)
6133. sexual expression in space (D1)
6133. sexual expression in space (D1)
6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

6134. flower cluster (D1)

N o o A WN RO PR WN RO P~WN

highly modified
lacking

irrelevant

within flower

within rachillae
within inflorescence
within individual
between individuals
solitary

dyad

triad

triad + solitary male flowers
cincinnus

acervulus
monopodial cluster
other cluster

Présentation des états des caractéres secondaires :

Character | Symbol | CharacterState Start End Notes

100a. Sex (functional) (D2d) 0 bisexual

100a. Sex (functional) (D2d) 1 unisexual

100b. Sex Arecaceae (D2d) 0 bisexual

100b. Sex Arecaceae (D2d) 1 unisexual monoecious

100b. Sex Arecaceae (D2d) 2 unisexual dioecious

301b. Number of stamens (Arecaceae) (D2c) 0 0 5 0to5

301b. Number of stamens (Arecaceae) (D2c) 1 6 6 6tob

301b. Number of stamens (Arecaceae) (D2c) 2 7 22 7to22

301b. Number of stamens (Arecaceae) (D2c) 3 23 114 23to 114

301b. Number of stamens (Arecaceae) (D2c) 4 115 524 115to 524
525 to

301b. Number of stamens (Arecaceae) (D2c) 5 525 1E+07 9999999

301c. Polyandry (Arecaceae) (D2c) 0 Oligandry 0 6 0tob
7to

301c. Polyandry (Arecaceae) (D2c) 1 Polyandry 7 1E+07 9999999

6000a. Pistillate flower length (D2c) 0 tiny 0,89 Oto1l

6000a. Pistillate flower length (D2c) 1 small 0,9 3,99 1to4

6000a. Pistillate flower length (D2c) 2 medium 4 17,49 4to17
18 to

6000a. Pistillate flower length (D2c) 3 large 17,5 99999 99999

6001a. Staminate flower length (D2c) 0 tiny 0 0,57 Oto1l

6001a. Staminate flower length (D2c) 1 small 0,58 1,19 1to1l

6001a. Staminate flower length (D2c) 2 medium 1,2 529 1to5

6001a. Staminate flower length (D2c) 3 large 5,3 9999 5to0 9999

6002a. Floral dimorphism (D2d) 0 absent

6002a. Floral dimorphism (D2d) 1 present

6002c. Floral dimorphism 1,5x (D2d) 0 absent

6002c. Floral dimorphism 1,5x (D2d) 1 present

6035a. Gynoecium length (D2c) 0 0 4,7 0to5

6035a. Gynoecium length (D2c) 1 4,8 26,9 5to27

6035a. Gynoecium length (D2c) 2 27 125,9 27to 126
126 to

6035a. Gynoecium length (D2c) 3 126 1E+08 99999999

6036a. number of ovules (D2c) 0 1 ovule 1 Otol

6036a. number of ovules (D2c) 1 3 ovules 2 3 2to3

6036a. number of ovules (D2c) 2 more than 3 ovules 999 4to0999
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6039b

6039b

6040a

6040a.
6041b.

6041b

6043a

6043a.
6049a.

6049a

6049a

6094a

6097b

6097b.

. Number of staminodes (D2c)
6039b.
6039b.

Number of staminodes (D2c)
Number of staminodes (D2c)

. Number of staminodes (D2c)
6040a.
6040a.

Staminode length (D2c)
Staminode length (D2c)

. Staminode length (D2c)
6040a.

Staminode length (D2c)

Staminode length (D2c)
Stamen length (D2c)

. Stamen length (D2c)
6041b.
6041b.

Stamen length (D2c)
Stamen length (D2c)

. anther length (D2c)
6043a.
6043a.

anther length (D2c)
anther length (D2c)

anther length (D2c)
pitillode length (D2c)

. pitillode length (D2c)
6049a.
6049a.

pitillode length (D2c)
pitillode length (D2c)

. pitillode length (D2c)
6094a.
6094a.

Sex ratio (D2c)
Sex ratio (D2c)

. Sex ratio (D2c)
6094a.
6094a.
6097b.

Sex ratio (D2c)
Sex ratio (D2c)
Fruit length (D2c)

. Fruit length (D2c)
6097b.
6097b.

Fruit length (D2c)
Fruit length (D2c)

Fruit length (D2c)

6130. Hermaphrodotic flower length (D2c)
6130. Hermaphrodotic flower length (D2c)
6130. Hermaphrodotic flower length (D2c)

6130. Hermaphrodotic flower length (D2c)

6132a.

6132a

6132a

ratio pistillode length / gynoecium length (D2c)

. ratio pistillode length / gynoecium length (D2c)
6132a.
6132a.

ratio pistillode length / gynoecium length (D2c)
ratio pistillode length / gynoecium length (D2c)

. ratio pistillode length / gynoecium length (D2c)

w NP O W N -k O

N B, O W N B O b

W NP O WNPFEP O P WNRELR OW

N B O &

A W N R O W

absent
minute
small
medium

large

tiny
small
medium

large
absent
minute
small
medium
large
hermaphroditic
triades

less than 4
less than 6
more than 6

small
medium
large

gigantic
irrelevant
highly reduced
slightly reduced
same size

bigger

23

0,001

10,5

36

4,9
8,25
23,5

2,75

22,5

0,0001
1,8
3,5
7,5

1,1
2,1

14,3
32
100

456

0,75
3,75

12,63

0,0001
0,5
0,81
1,21

22
114
0,001
3,9
10,4
35,9

99999
4,85
8,2
23,45
9999
2,7
4,99
22,49

99999
0,0001
1,7
3,4
7,4
9999
1

2

3,9
5,9
9999
14,2
31,9
99,9
455

999999
0,74
3,74

12,62

1E+07
0

0,49
0,8
1,2

99

Oto5
6to6
7 to 22
23to 114
Oto0
Oto4
4to 10

11to 36
36 to
99999

Oto5
5to8
8to23
24 t0 9999
Oto3
3to5
5to 22

23 to
99999

OtoO
Oto2
2to3
4to7
8 t0 9999
Oto1l
1to2
2to4
4to6
6 to 9999
Oto 14
14 to 32
32 to 100

100 to 455
456 to
999999

Oto1l
lto4

4to13
13 to
9999999

OtoO
Oto0
l1tol
ltol
1to99
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Fichier de données :

Taxon

| 100 | 100a | 1000 | 103 | 6130 | 6000 | 6000a | 6001 |6001a | 6002 | 6002b | 60022 | 6002¢ |

Acanthophoenix rubra
Acoelorrhaphe wrightii
Acrocomia aculeata
Actinokentia divaricata
Actinorhytis calapparia
Adonidia merrillii
Aiphanes horrida
Allagoptera arenaria
Ammandra decasperma
Anigozanthos flavidus
Aphandra natalia
Archontophoenix alexandrae
Areca catechu

Arenga pinnata
Asterogyne martiana
Astrocaryum gynacanthum
Attalea allenii

Bactris gasipaes

Balaka microcarpa
Balaka seemannii
Barcella odora
Basselinia velutina

Beccariophoenix madagascariensis

Bentinckia nicobarica
Bismarckia nobilis
Borassodendron machadonis
Borassus flabellifer

Brahea aculeata
Brassiophoenix schumannii
Burretiokentia hapala

Butia capitata

Calamus aruensis
Calyptrocalyx albertisianus
Calyptrogyne ghiesbreghtiana
Calyptronoma occidentalis
Carpentaria acuminata
Carpoxylon macrospermum
Caryota mitis

Ceratolobus concolor
Ceroxylon quindiuense
Chamaedorea seifrizii
Chamaerops humilis
Chambeyronia macrocarpa
Chelyocarpus repens
Chelyocarpus ulei
Chuniophoenix hainanensis
Clinosperma bracteale
Clinostigma savoryanum
Coccothrinax argentata
Cocos nucifera
Colpothrinax wrightii
Copernicia prunifera
Copernicia yarey

Corypha utan

Cryosophila warscewiczii
Cyphokentia cerifera

(A)
()
(A)
(A)
(A)
(AD)
(AD)
(A)
(3)
(0)
(4)
(A)
(5A)
(B)
(A)
(A)
(A)
(8)
(A)
(A)
(A)
(A)
(8)
(A)
(3)
(3)
(3)
(0)
(A)
(A)
(A)
(3)
(A)
(A)
(A)
(D)
(A)
(B)
(3)
(3)
(30)
(3)
(8)
()
()
(0)
(A)
(A)
()
(A)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(A)

(1)
()
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(0)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
()
1
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
()
(0)
()
(1)
(1)
()
(1)
(0)
()
()
()
(0)
(1)

(1)
()
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(2)
(0)
()
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
()
()
()
()
1
(1)
(1)
()
(1)
(1)
(1
(1)
(1)
(1)
()
()
()
()
(1)
()
()
()
(1)
(1)
(0)
(1)
(0)
()
()
()
()
(1)

0,25

1,00

()

(1)

12,63 | (03)

0,38

0,75

1,71
0,36
0,80
0,56
0,65
0,27

0,46

0,26

0,40
0,50
0,75

0,41
0,52
2,33
0,58

0,42
0,13
0,41

(0)

(01)

(01)
()
(01)
()
(01)
()

()

()

()

()
()
(1)

(0)
(0)
(012)
(0)

()
()
()

0,66

0,73
1,00
1,13
0,38
0,75
18,80

27,00
0,50
1,25
1,15
0,70
1,57
0,26
0,58
0,55

1,50
0,50
1,30
0,53
0,65
0,96
3,00

0,60
0,60
0,35
0,27
1,00
0,68
0,69
0,55
0,32
0,45
0,45
0,58
0,23
0,46
1,05

0,27
0,40

4,00

0,41

()

(0)
(1)
(1
(0)
()
(23)

(3)
(0)
(1
1)
()
(1)
()
()
()

(1)
()
(1)
(0)
(0)
(1)
(1)

(0)
(0)
(0)
(0)
(1)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
()
()
(0)
(1)

()
()

(12)

(0)

0,88

0,64
0,50
1,08
0,38
0,91
1,53

2,50
0,62
0,46
2,25
0,75

1,30
0,50
0,72

0,32
0,50
1,50
0,38
0,58
1,83
0,42

0,80
0,53
0,65
0,31

0,55
0,72
1,00
0,27
0,83
0,48
0,55
0,30
0,50
1,20

0,13
0,43

1,08

0,32

(1)

(01)
(0)
(1)
(0)
(1)
(012)

(2)
(1)
(01)
()
(1)

(12)
(01)
(1)

()
(0)
()
()
(1)
()
(01)

(1)
(0)
(01)
()

(0)
(01)
(1)
(0)
(1)
(0)
(01)
(0)
(0)
(12)

()
(0)

(012)

(0)

()
(3)

(0)
()
()
()
(0)
(2)
(3)
(2)
(0)
()
(0)
()

(1)
()
(0)

()
()
(0)
()
()
(0)
()
3)
(0)
(0)
()
()

(0)
(0)
()
()
()
(0)
()
(0)
()
(0)
(3)
(3)
(3)
()
(0)
(3)
()
3)
3)
(3)
(3)
(3)
()

()
(3)

()
()
()
()
(0)
()
(3)
()
()
()
(1)
()

(1)
()
()

()
()
()
()
()
(1)
(2)
(3)
()
(0)
(1)
()

()
()
(1)
()
(1)
(0)
()
()
()
()
(3)
(3)
(3)
()
()
(3)
()
(3)
3)
(3)
(3)
3)
()

()
()

(0)
(1)
(0)
(0)
(0)
(1
(0)
(1)
()
1)
(0)
(0)

(1)
()
()

(1)
()
()
()
()
()
(1)
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)

(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
()
()
()
()
()
()
()
()
(1)
()
()
(1)
()
(0)
()
(0)
(0)
(0)

()
()

(0)
1)
(0)
(0)
(0)
(1)
(0)
(1
(0)
(1)
1)
(0)

(1)
()
()

(1)
()
()
()
()
(1)
(1)
(0)
()
(0)
(1)
(0)

(0)
(0)
(1)
(0)
1)
(0)
()
()
()
(0)
()
()
()
(1)
()
()
(1)
()
(0)
(0)
(0)
(0)
(0)
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Cyphokentia macrostachya
Cyphophoenix nucele
Cyphosperma balansae
Cyrtostachys renda
Daemonorops grandis
Deckenia nobilis
Desmoncus orthacanthos
Dictyocaryum lamarckianum
Dictyosperma album
Dransfieldia micrantha
Drymophloeus litigiosus
Dypsis lastelliana

Elaeis oleifera

Eleiodoxa conferta
Eremospatha macrocarpa
Eugeissona tristis

Euterpe oleracea

Gaussia maya

Geonoma interrupta
Guihaia argyrata
Hanguana malayana
Hedyscepe canterburyana
Hemithrinax ekmaniana
Heterospathe elata
Heterospathe elegans
Howea belmoreana
Hydriastele wendlandiana
Hyophorbe verschaffeltii
Hyospathe macrorhachis
Hyphaene coriacea
Iguanura wallichiana
Iriartea deltoidea
Iriartella stenocarpa

Itaya amicorum
Johannesteijsmannia altifrons
Juania australis

Jubaea chilensis
Jubaeopsis caffra
Kentiopsis oliviformis
Kerriodoxa elegans

Kingia australis

Korthalsia cheb
Korthalsia zippelii
Laccospadix australasicus
Laccosperma acutiflorum
Latania verschaffeltii
Lemurophoenix halleuxii
Leopoldinia pulchra
Lepidocaryum tenue
Lepidorrhachis mooreana
Leucothrinax morrisii
Licuala grandis
Linospadix monostachyos
Livistona speciosa
Lodoicea maldivica
Loxococcus rupicola
Lytocaryum hoehnei
Manicaria saccifera
Marojejya darianii
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Marojejya insignis

Masoala madagascariensis
Mauritia flexuosa
Mauritiella armata
Maxburretia rupicola
Medemia argun
Metroxylon salomonense
Musa acuminata
Mpyrialepis paradoxa
Nannorrhops ritchiana
Nenga gajah

Nenga pumila
Neonicholsonia watsonii
Neoveitchia storckii
Nephrosperma van-houtteanum
Normanbya normanbyi
Nypa fruticans

Oenocarpus bataua
Oncocalamus macrospathus
Oncocalamus mannii
Oncosperma tigillarium
Orania trispatha

Oraniopsis appendiculata
Parajubaea torallyi
Pelagodoxa henryana
Phoenicophorium borsigianum
Phoenix dactylifera
Pholidocarpus macrocarpus
Pholidocarpus sumatranus
Pholidostachys pulchra
Physokentia petiolata
Phytelephas aequatorialis
Pigafetta elata

Pinanga coronata
Plectocomia mulleri
Plectocomiopsis geminiflora
Podococcus barteri
Pogonotium ursinum
Ponapea ledermanniana
Prestoea pubens
Pritchardia thurstonii
Pseudophoenix vinifera
Ptychococcus paradoxus
Ptychosperma burretianum
Ptychosperma elegans
Raphia farinifera

Ravenea hildebrandtii
Reinhardtia simplex
Retispatha dumetosa
Rhapidophyllum hystrix
Rhapis excelsa
Rhopaloblaste augusta
Rhopalostylis baueri
Roscheria melanochaetes
Roystonea oleracea

Sabal palmetto

Salacca ramosiana

Saribus jeanneneyi
Satakentia liukiuensis
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Satranala decussilvae () (1) (2) 0,76  (0)
Schippia concolor (0B)  (01) | (01) 0,46 @ (0) 0,46  (0) 0,43 (0) (0) (0) (0) (0)
Sclerosperma mannii (D) (1) (1) 0,70 (1)
Serenoa repens (0) | (0) (0) 0,56 | (0) (3) (3) (0) (0)
Socratea exorrhiza (5D) | (1) (1) 0,60 (0) 1,05 (12) (0) (1) (0) (1)
Solfia samoensis (A) (1) (1) 0,45 | (0) 0,75 (1) (0) (1) (0) (1)
Sommieria leucophylla (A) (1) (1) 0,28 | (0) 0,28 (0) 0,20 (0) (0) (0) (0) (0)
Syagrus schizophylla (A) (1) (1) 0,83 | (0) 0,54 (0) (0) (2) (0) (1)
Synechanthus warscewiczianus (B) (1) (1) 0,16  (0) 0,10 (0) (0) (2) (0) (1)
Tahina spectabilis (0) | (0) (0) 0,92 (1) (3) (3) (0) (0)
Tectiphiala ferox (A) (1) (1) 0,60 (0) 0,75 (1) (0) (0) (0) (0)
Thrinax radiata (0) | (0) (0) (3) (3) (0) (0)
Trachycarpus geminisectus (3) (1) (2) 0,28 | (0) 0,25 (0) 0,30 (0) (0) (0) (0) (0)
Tradescantia ohiensis (0) | (0) (0) 1,40 (1) (3) (3) (0) (0)
Trithrinax brasiliensis (0) | (0) (0) 0,58 | (0) (3) (3) (0) (0)
Typha latifolia (D) (1) (1)
Veitchia arecina (A) (1) (1) 1,02 | (01) 1,53 (2) (0) (1) (0) (1)
Verschaffeltia splendida (A) (1) (1) 0,35 | (0) 0,33 (0) (0) (0) (0) (0)
Voanioala gerardii (B) (1) (1) 1,10 (1) 1,20 (1) 1,10 (12) (0) (0) (0) (0)
Wallichia disticha (D) | (1) (1) 0,60 | (01) 0,24 | (0) 0,88 (01) (1) (1) (1) (1)
Washingtonia robusta (0) | (0) (0) 0,88 (1) (3) (3) (0) (0)
Welfia regia (A) | (1) (1) 1,90 (1) 2,20 (2) (0) (0) (0) (0)
Wendlandiella gracilis (3) (1) (2) 0,20 | (0) 0,12 (0) (0) (2) (0) (1)
Wettinia panamensis (D) | (1) (1) 0,90 (01) 0,75 (1) (0) (0) (0) (0)
Wodyetia bifurcata (A) | (1) (1) 0,50 | (0) 1,00 (1) (1) (1) (1) (1)
Zombia antillarum (0) | (0) (0) 0,50 | (0) (3) (3) (0) (0)
Taxon | 6026 | 6027 | 301 | 301b | 301c | 6035 | 6035a | 6036 | 6036a | 6037 | 6038 | 6039b |
Acanthophoenix rubra 13 (2) (1) 5,0 (1) 1 (0) (0) (2)
Acoelorrhaphe wrightii 6 (1) (0) 1,4 (0) 3 (1) (3)
Acrocomia aculeata 6 (1) (0) 3 (1) (0) (1)
Actinokentia divaricata 4,8 26 (23) (1) 8,3 (1) 1 (0) (0) (0)
Actinorhytis calapparia 4,5 29 (3) (1) 8,3 (1) 1 (0) (0) (0)
Adonidia merrillii 9,6 48 (3) (1) 10,0 (1) 1 (0) (0) (1)
Aiphanes horrida 3,7 6 (1) (0) 2,8 (0) 3 (1) (0) (1)
Allagoptera arenaria 15 (2) (1) 3,5 (0) 3 (1) (0) (1)
Ammandra decasperma 811  (45) | (1) 126,0 (3) 8 (2) (0) (3)
Anigozanthos flavidus 6 (1) (0) (3)
Aphandra natalia 525 | (45) (1) 27,5 (12) 7 (2) (0) (3)
Archontophoenix alexandrae 6,0 15 (2) (1) 4,5 (0) 1 (0) (0) (0)
Areca catechu 9 (12)  (01) 10,0 (1) 1 (0) (0)
Arenga pinnata 80 (3) (1) 5,5 (01) 3 (1) (0) (0)
Asterogyne martiana 6 (1) (0) 9,5 (1) 3 (1) (0) (1)
Astrocaryum gynacanthum 6 (1) (0) 1,0 (0) 3 (1) (0) (1)
Attalea allenii 6 (1) (0) 20,0 (1) 3 (1) (0)
Bactris gasipaes 6 (1) (0) 3 (1) (0) (1)
Balaka microcarpa 30 (3) (1) 4,8 (1) 1 (0) (0) (1)
Balaka seemannii 25 (23) (1) 1 (0) (0)
Barcella odora 6 (1) (0) 13,3 (1) 3 (1) (0) (1)
Basselinia velutina 5,0 5,0 6 (1) (0) 1 (0) (0) (0)
Beccariophoenix madagascariensis 20 (2) (1) 10,6 (1) 3 (1) (0)
Bentinckia nicobarica 6 (1) (0) 3,5 (0) 1 (0) (0) (01)
Bismarckia nobilis 6 (1) (0) 4,2 (0) 3 (1) (0) (1)
Borassodendron machadonis 10 (2) (1) 6,6 (1) 3 (1) (0) (2)
Borassus flabellifer 6 (1) (0) 30,0 (2) 3 (1) (0) (1)
Brahea aculeata 6 (1) (0) 1,3 (0) 3 (1) (3)
Brassiophoenix schumannii 165  (4) (1) 1 (0) (0) (0)
Burretiokentia hapala 6 (1) (0) 1 (0) (0) (0)
Butia capitata 6 (1) (0) 9,3 (1) 3 (1) (0)
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Calamus aruensis
Calyptrocalyx albertisianus
Calyptrogyne ghiesbreghtiana
Calyptronoma occidentalis
Carpentaria acuminata
Carpoxylon macrospermum
Caryota mitis

Ceratolobus concolor
Ceroxylon quindiuense
Chamaedorea seifrizii
Chamaerops humilis
Chambeyronia macrocarpa
Chelyocarpus repens
Chelyocarpus ulei
Chuniophoenix hainanensis
Clinosperma bracteale
Clinostigma savoryanum
Coccothrinax argentata
Cocos nucifera
Colpothrinax wrightii
Copernicia prunifera
Copernicia yarey

Corypha utan

Cryosophila warscewiczii
Cyphokentia cerifera
Cyphokentia macrostachya
Cyphophoenix nucele
Cyphosperma balansae
Cyrtostachys renda
Daemonorops grandis
Deckenia nobilis
Desmoncus orthacanthos
Dictyocaryum lamarckianum
Dictyosperma album
Dransfieldia micrantha
Drymophloeus litigiosus
Dypsis lastelliana

Elaeis oleifera

Eleiodoxa conferta
Eremospatha macrocarpa
Eugeissona tristis

Euterpe oleracea

Gaussia maya

Geonoma interrupta
Guihaia argyrata
Hanguana malayana
Hedyscepe canterburyana
Hemithrinax ekmaniana
Heterospathe elata
Heterospathe elegans
Howea belmoreana
Hydriastele wendlandiana
Hyophorbe verschaffeltii
Hyospathe macrorhachis
Hyphaene coriacea
Iguanura wallichiana
Iriartea deltoidea

Iriartella stenocarpa
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Johannesteijsmannia altifrons
Juania australis

Jubaea chilensis
Jubaeopsis caffra
Kentiopsis oliviformis
Kerriodoxa elegans

Kingia australis

Korthalsia cheb

Korthalsia zippelii
Laccospadix australasicus
Laccosperma acutiflorum
Latania verschaffeltii
Lemurophoenix halleuxii
Leopoldinia pulchra
Lepidocaryum tenue
Lepidorrhachis mooreana
Leucothrinax morrisii
Licuala grandis

Linospadix monostachyos
Livistona speciosa
Lodoicea maldivica
Loxococcus rupicola
Lytocaryum hoehnei
Manicaria saccifera
Marojejya darianii
Marojejya insignis
Masoala madagascariensis
Mauritia flexuosa
Mauritiella armata
Maxburretia rupicola
Medemia argun
Metroxylon salomonense
Musa acuminata
Mpyrialepis paradoxa
Nannorrhops ritchiana
Nenga gajah

Nenga pumila
Neonicholsonia watsonii
Neoveitchia storckii
Nephrosperma van-houtteanum
Normanbya normanbyi
Nypa fruticans
Oenocarpus bataua
Oncocalamus macrospathus
Oncocalamus mannii
Oncosperma tigillarium
Orania trispatha
Oraniopsis appendiculata
Parajubaea torallyi
Pelagodoxa henryana
Phoenicophorium borsigianum
Phoenix dactylifera
Pholidocarpus macrocarpus
Pholidocarpus sumatranus
Pholidostachys pulchra
Physokentia petiolata
Phytelephas aequatorialis
Pigafetta elata

Pinanga coronata
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Plectocomia mulleri
Plectocomiopsis geminiflora
Podococcus barteri
Pogonotium ursinum
Ponapea ledermanniana
Prestoea pubens
Pritchardia thurstonii
Pseudophoenix vinifera
Ptychococcus paradoxus
Ptychosperma burretianum
Ptychosperma elegans
Raphia farinifera
Ravenea hildebrandtii
Reinhardtia simplex
Retispatha dumetosa
Rhapidophyllum hystrix
Rhapis excelsa
Rhopaloblaste augusta
Rhopalostylis baueri
Roscheria melanochaetes
Roystonea oleracea
Sabal palmetto

Salacca ramosiana
Saribus jeanneneyi
Satakentia liukiuensis
Satranala decussilvae
Schippia concolor
Sclerosperma mannii
Serenoa repens
Socratea exorrhiza
Solfia samoensis
Sommieria leucophylla
Syagrus schizophylla

Synechanthus warscewiczianus

Tahina spectabilis
Tectiphiala ferox
Thrinax radiata
Trachycarpus geminisectus
Tradescantia ohiensis
Trithrinax brasiliensis
Typha latifolia

Veitchia arecina
Verschaffeltia splendida
Voanioala gerardii
Wallichia disticha
Washingtonia robusta
Welfia regia
Wendlandiella gracilis
Wettinia panamensis
Wodyetia bifurcata
Zombia antillarum
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Acanthophoenix rubra
Acoelorrhaphe wrightii
Acrocomia aculeata
Actinokentia divaricata
Actinorhytis calapparia
Adonidia merrillii
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Aiphanes horrida
Allagoptera arenaria
Ammandra decasperma
Anigozanthos flavidus
Aphandra natalia
Archontophoenix alexandrae
Areca catechu

Arenga pinnata
Asterogyne martiana
Astrocaryum gynacanthum
Attalea allenii

Bactris gasipaes

Balaka microcarpa

Balaka seemannii

Barcella odora

Basselinia velutina

Beccariophoenix madagascariensis

Bentinckia nicobarica
Bismarckia nobilis
Borassodendron machadonis
Borassus flabellifer

Brahea aculeata
Brassiophoenix schumannii
Burretiokentia hapala

Butia capitata

Calamus aruensis
Calyptrocalyx albertisianus
Calyptrogyne ghiesbreghtiana
Calyptronoma occidentalis
Carpentaria acuminata
Carpoxylon macrospermum
Caryota mitis

Ceratolobus concolor
Ceroxylon quindiuense
Chamaedorea seifrizii
Chamaerops humilis
Chambeyronia macrocarpa
Chelyocarpus repens
Chelyocarpus ulei
Chuniophoenix hainanensis
Clinosperma bracteale
Clinostigma savoryanum
Coccothrinax argentata
Cocos nucifera
Colpothrinax wrightii
Copernicia prunifera
Copernicia yarey

Corypha utan

Cryosophila warscewiczii
Cyphokentia cerifera
Cyphokentia macrostachya
Cyphophoenix nucele
Cyphosperma balansae
Cyrtostachys renda
Daemonorops grandis
Deckenia nobilis
Desmoncus orthacanthos
Dictyocaryum lamarckianum
Dictyosperma album
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Dransfieldia micrantha
Drymophloeus litigiosus
Dypsis lastelliana

Elaeis oleifera

Eleiodoxa conferta
Eremospatha macrocarpa
Eugeissona tristis

Euterpe oleracea

Gaussia maya

Geonoma interrupta
Guihaia argyrata
Hanguana malayana
Hedyscepe canterburyana
Hemithrinax ekmaniana
Heterospathe elata
Heterospathe elegans
Howea belmoreana
Hydriastele wendlandiana
Hyophorbe verschaffeltii
Hyospathe macrorhachis
Hyphaene coriacea
Iguanura wallichiana
Iriartea deltoidea
Iriartella stenocarpa

Itaya amicorum

Johannesteijsmannia altifrons

Juania australis

Jubaea chilensis
Jubaeopsis caffra
Kentiopsis oliviformis
Kerriodoxa elegans
Kingia australis

Korthalsia cheb
Korthalsia zippelii
Laccospadix australasicus
Laccosperma acutiflorum
Latania verschaffeltii
Lemurophoenix halleuxii
Leopoldinia pulchra
Lepidocaryum tenue
Lepidorrhachis mooreana
Leucothrinax morrisii
Licuala grandis
Linospadix monostachyos
Livistona speciosa
Lodoicea maldivica
Loxococcus rupicola
Lytocaryum hoehnei
Manicaria saccifera
Marojejya darianii
Marojejya insignis
Masoala madagascariensis
Mauritia flexuosa
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Maxburretia rupicola
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Nannorrhops ritchiana
Nenga gajah

Nenga pumila
Neonicholsonia watsonii
Neoveitchia storckii

Nephrosperma van-houtteanum

Normanbya normanbyi
Nypa fruticans

Oenocarpus bataua
Oncocalamus macrospathus
Oncocalamus mannii
Oncosperma tigillarium
Orania trispatha

Oraniopsis appendiculata
Parajubaea torallyi
Pelagodoxa henryana

Phoenicophorium borsigianum

Phoenix dactylifera
Pholidocarpus macrocarpus
Pholidocarpus sumatranus
Pholidostachys pulchra
Physokentia petiolata
Phytelephas aequatorialis
Pigafetta elata

Pinanga coronata
Plectocomia mulleri
Plectocomiopsis geminiflora
Podococcus barteri
Pogonotium ursinum
Ponapea ledermanniana
Prestoea pubens
Pritchardia thurstonii
Pseudophoenix vinifera
Ptychococcus paradoxus
Ptychosperma burretianum
Ptychosperma elegans
Raphia farinifera

Ravenea hildebrandtii
Reinhardtia simplex
Retispatha dumetosa
Rhapidophyllum hystrix
Rhapis excelsa
Rhopaloblaste augusta
Rhopalostylis baueri
Roscheria melanochaetes
Roystonea oleracea

Sabal palmetto

Salacca ramosiana
Saribus jeanneneyi
Satakentia liukiuensis
Satranala decussilvae
Schippia concolor
Sclerosperma mannii
Serenoa repens

Socratea exorrhiza

Solfia samoensis
Sommieria leucophylla
Syagrus schizophylla

Synechanthus warscewiczianus
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Tahina spectabilis
Tectiphiala ferox
Thrinax radiata
Trachycarpus geminisectus
Tradescantia ohiensis
Trithrinax brasiliensis
Typha latifolia

Veitchia arecina
Verschaffeltia splendida
Voanioala gerardii
Wallichia disticha
Washingtonia robusta
Welfia regia
Wendlandiella gracilis
Wettinia panamensis
Wodyetia bifurcata
Zombia antillarum

0,0
1,4
0,0

0,0
0,0
0,0

0,8
1,2
0,0
0,0

18,3

0,2

0,0

(0)
(1)
(0)

(0)
(0)
(0)

(1)
1)
(0)
(0)
(3)
(1)

()

(3)

()

(3)
(3)
(1)

3)
(3)

(3)

(4)
()
(4)
()
(4)
(4)
(3)
()
(1)
()
(3)
(4)
(1)
()

()
(4)

5,00
7,50

4,30

10,75
1,25
10,50
3,40
6,00
15,00
1,00
7,00
7,00
5,50

(1)
(1)

(0)

(12)

(0)
()
(0)
1
()
(0)
(1)
(1)
(1)

3,00
3,10
2,85

2,00

5,00
0,80
9,00
2,40
4,00
10,0
0,50
5,50
5,75
4,50

0

(1)
(1)
(01)

(0)

(12)
(0)
()
(01)
1
()
(0)
()
()
(12)

(3)
()
3)
(0)
(3)
(3)
(1)
(0)
(0)
1
1)
(3)
()
()

()
(3)

0,0
2,7
0,0

0,0
0,0
0,0
13,8
1,3
0,0
0,0
0,0

0,7

8,0
0,0

()
()
(0)

(0)
(0)
(0)
(4)
1
(0)
(0)
(0)

1

(4)
()

Taxon

| 6132a | 6094 | 6094b| 6097 | 6097b | 6102 | 500 | 6023 | 6134 | 6133 |

Acanthophoenix rubra
Acoelorrhaphe wrightii
Acrocomia aculeata
Actinokentia divaricata
Actinorhytis calapparia
Adonidia merrillii
Aiphanes horrida
Allagoptera arenaria
Ammandra decasperma
Anigozanthos flavidus
Aphandra natalia
Archontophoenix alexandrae
Areca catechu

Arenga pinnata
Asterogyne martiana
Astrocaryum gynacanthum
Attalea allenii

Bactris gasipaes

Balaka microcarpa
Balaka seemannii
Barcella odora
Basselinia velutina

Beccariophoenix madagascariensis

Bentinckia nicobarica
Bismarckia nobilis
Borassodendron machadonis
Borassus flabellifer

Brahea aculeata
Brassiophoenix schumannii
Burretiokentia hapala

Butia capitata

Calamus aruensis
Calyptrocalyx albertisianus
Calyptrogyne ghiesbreghtiana
Calyptronoma occidentalis
Carpentaria acuminata
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Chamaedorea seifrizii (4) (0) 8,0 (0) (2) (0) (4)

Chamaerops humilis (1) (0) 18,0 (1) (2) (2) (0) (4)
Chambeyronia macrocarpa (0) 50,0 (2) (0) (012) (3) (1)
Chelyocarpus repens (0) 1,0 (0) 25,0 (1) (2) (2) (0) (0)
Chelyocarpus ulei (0) 1,0 (0) 26,6 (1) (2) (2) (0) (0)
Chuniophoenix hainanensis (0) 1,0 (0) 23,3 (1) (2) (5) (4) (0)
Clinosperma bracteale (1) 6,0 (4) 15,0 (01) (012) (3) (1)
Clinostigma savoryanum (1) 12,0 (0) (01) (3) (1)
Coccothrinax argentata (0) 1,0 (0) 9,6 (0) (2) (2) (0) (0)
Cocos nucifera (1) 22,5 (012) (0) (012) (3) (1)
Colpothrinax wrightii (0) 1,0 (0) 20,0 (1) (2) (2) (0) (0)
Copernicia prunifera (0) 1,0 (0) (2) (5) (4) (0)
Copernicia yarey (0) 1,0 (0) 18,0 (1) (2) (5) (4) (0)
Corypha utan (0) 1,0 (0) 22,5 (1) (2) (5) (4) (0)
Cryosophila warscewiczii (0) 1,0 (0) 23,0 (1) (2) (2) (0) (0)
Cyphokentia cerifera (2) 14,3 (1) (0) (012) (3) (1)
Cyphokentia macrostachya 2,0 (1) 12,5 (01) (0) (0) (2) (1)
Cyphophoenix nucele 4,8 (3) 20,0 (1) (0) (012) (3) (1)
Cyphosperma balansae (1) 8,0 (4) 12,0 (0) (0) (012) (3) (1)
Cyrtostachys renda (1) 2,0 (1) 10,0 (0) (0) (0) (2) (1)
Daemonorops grandis (0) (0) (2) (2) (01) (4)
Deckenia nobilis (3) 10,6 (0) (0) (012) (3) (1)
Desmoncus orthacanthos (0) (012) (3) (1)
Dictyocaryum lamarckianum 26,5 (1) (0) (012) (3) (1)
Dictyosperma album (3) 3,1 (2) 16,0 (1) (0) (01) (3) (1)
Dransfieldia micrantha (1) 15,0 (1) (0) (0) (2) (1)
Drymophloeus litigiosus (3) 18,5 (01) (0) (012) (3) (1)
Dypsis lastelliana (3) 2,0 (1) 21,0 (1) (0) (0) (2) (1)
Elaeis oleifera (1) 23,3 (1) (2) (0) (2)
Eleiodoxa conferta (0) (0) 50,0 (2) (2) (1) (1) (4)
Eremospatha macrocarpa (0) 1,0 (0) 39,0 (2) (2) (2) (0) (0)
Eugeissona tristis (1) 2,0 (1) (1) (1) (01)
Euterpe oleracea (2) 16,6 (1) (012) (3) (1)
Gaussia maya (2) 12,5 (01) (012) (3) (1)
Geonoma interrupta (1) 2,0 (1) 6,0 (0) (0) (0) (2) (1)
Guihaia argyrata (0) (0) 6,0 (0) (2) (2) (0) (4)
Hanguana malayana (0)

Hedyscepe canterburyana (3) 2,0 (1) 40,0 (2) (0) (012) (3) (1)
Hemithrinax ekmaniana (0) 1,0 (0) (2) (2) (0) (0)
Heterospathe elata (012) (3) (1)
Heterospathe elegans (3) 2,6 (2) 12,5 (01) (012) (3) (1)
Howea belmoreana (0) 2,0 (1) 3,5 (0) (0) (0) (2) (1)
Hydriastele wendlandiana (0) 9,0 (0) (1) (012) (3) (1)
Hyophorbe verschaffeltii (2) 18,3 (1) (0) (5) (5) (1)
Hyospathe macrorhachis (1) 11,0 (0) (0) (01) (3) (1)
Hyphaene coriacea (0) (0) 55,0 (2) (2) (25) (04) (4)
Iguanura wallichiana (1) 11,1 (0) (0) (012) (3) (1)
Iriartea deltoidea (0) 24,6 (1) (0) (012) (3) (1)
Iriartella stenocarpa (0) (01) (012) (3) (1)
Itaya amicorum (0) 1,0 (0) 20,0 (1) (2) (2) (0) (0)
Johannesteijsmannia altifrons (0) 1,0 (0) 19,3 (1) (2) (5) (4) (0)
Juania australis (1) (0) 16,0 (1) (2) (2) (0) (4)
Jubaea chilensis (1) 4,4 (3) 38,0 (2) (0) (012) (3) (1)
Jubaeopsis caffra (1) 39,0 (2) (0) (012) (3) (1)
Kentiopsis oliviformis 2,0 (1) 18,5 (01) (0) (0) (2) (1)
Kerriodoxa elegans (0) (0) 36,0 (2) (2) (1) (1) (4)
Kingia australis (0) 1,0 (0) (2)

Korthalsia cheb (0) 1,0 (0) 15,0 (1) (2) (2) (0) (0)
Korthalsia zippelii (0) 1,0 (0) (2) (2) (0) (0)
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Laccospadix australasicus
Laccosperma acutiflorum
Latania verschaffeltii
Lemurophoenix halleuxii
Leopoldinia pulchra
Lepidocaryum tenue
Lepidorrhachis mooreana
Leucothrinax morrisii
Licuala grandis

Linospadix monostachyos
Livistona speciosa
Lodoicea maldivica
Loxococcus rupicola
Lytocaryum hoehnei
Manicaria saccifera
Marojejya darianii
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Oncocalamus macrospathus
Oncocalamus mannii
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Orania trispatha
Oraniopsis appendiculata
Parajubaea torallyi
Pelagodoxa henryana
Phoenicophorium borsigianum
Phoenix dactylifera
Pholidocarpus macrocarpus
Pholidocarpus sumatranus
Pholidostachys pulchra
Physokentia petiolata
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Pigafetta elata

Pinanga coronata
Plectocomia mulleri
Plectocomiopsis geminiflora
Podococcus barteri
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Ptychococcus paradoxus
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Ptychosperma burretianum
Ptychosperma elegans
Raphia farinifera
Ravenea hildebrandtii
Reinhardtia simplex
Retispatha dumetosa
Rhapidophyllum hystrix
Rhapis excelsa
Rhopaloblaste augusta
Rhopalostylis baueri
Roscheria melanochaetes
Roystonea oleracea
Sabal palmetto

Salacca ramosiana
Saribus jeanneneyi
Satakentia liukiuensis
Satranala decussilvae
Schippia concolor
Sclerosperma mannii
Serenoa repens
Socratea exorrhiza
Solfia samoensis
Sommieria leucophylla
Syagrus schizophylla

Synechanthus warscewiczianus

Tahina spectabilis
Tectiphiala ferox
Thrinax radiata
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Introduction

The subtribe Archontophoenicinae belongs to theetAreceae, which is one of the 11 tribes
now recognized within Arecoideae (Dransfield et 2008), by far the largest of all five palm
subfamilies. Archontophoenicinae includes 15 speadikstributed among five genera:
ActinorhytisH.WendI. & Drude Archontophoenid.Wendl. & Drude ActinokentiaDammer,
ChambeyroniaVieill., KentiopsisBrongn. (Dransfield et al., 2005). All members tbe
subtribe are distributed in the Pacific Ocean, witbhontophoenixXsix species) in Eastern of
Australia, the monotypidActinorhytis in New Guinea and the Solomon Island, and the
remaining genera (eight species) in New Caledobiar(sfield et al., 2008; Pintaud and
Baker, 2008; Dowe, 2010; Baker et al., 2011; Baked Couvreur, 2012). The vegetative
morphology of Archontophoenicinae is relatively hmgeneous and makes some species
difficult to distinguish (Pintaud, 1999; Dransfiedtl al., 2008): they are unarmed palms with a
crownshaft, a prophyll completely sheathing (simitaa peduncular bract) and acute leaflet
tips.

The circumscription of Archontophoenicinae was sedirecently in the new classification of
palms published by Dransfield et al. (2005), resglin the inclusion ofActinorhytisin the
subtribe, the removal diedyscepeindRhopalostyligmoved to subtribe Rhopalostylidinae)
and the inclusion oMackeeawithin Kentiopsis,as suggestetly Pintaud (1999). Pintaud
(1999) conducted a cladistic analysis on the sewggnera then included in
Archontophoenicinae in the prevailing palm classifion at that time (Uhl and Dransfield,
1987); Archontophoenix, Actinokentihambeyronia, Kentiopsis, HedyscdgaNendl. &
Drude RhopalostylisH.Wendl. & Drudeand MackeeaH.E. Moore, based on 47 morpho-
anatomical characters. Pintaud (1999) found Arahontophoenixvas the sister group to all
other genera in the subtribe, tl&hambeyroniavas paraphyletic where@stinokentiaand

Kentiopsis(includingMackeea were both monophyletic. Recent studies have usadcular
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markers to reconstruct large scale phylogeniehefpalm family (Lewis and Doyle, 2002;
Baker et al., 2009, 2011) including representativieArchontophoenicinae. However, while
generic sampling may have been complete in lateliest, only a few species of the subtribe
are represented in these phylogenies, leaving gbwlketic relationships within this subtribe
still inadequately resolved.

The aim of the present study was to produce a cehnemsive molecular phylogeny of
Archontophoenicinae at the species level, withrapimg representing all of the 15 species
included in the subtribe, and a dataset compriaifggh number of chloroplast and nuclear
markers. These markers include the DNA barcodingkeramatK andrbcL which have been
shown to result in good species discriminationha palm tribe Caryoteae when used in
combination with the nuclear marker ITS2 (Jeansbnale 2011). We compared the
phylogenetic hypotheses resulting from the chlaspVs. the nuclear dataset, and combined

both datasets in order to retrieve as much phylegemformation as possible.

Material and Methods

Taxonomic sampling

Leaf samples of specimens from all species represerihe taxonomic diversity of
Archontophoenicinae were obtained from various h@band living collection: Royal
Botanic Garden, Kew, Department of Plant and Emwirental Sciences, University of
Copenhagen, Fairchild Tropical Botanic Garden, MuseNational d’Histoire Naturelle,
Paris. (Table 1). Sequences were also retrieved fB@nBank for some species, when they
were available for the selected markers. Specinfrens the following species were used as
outgroups to root the phylogenetic tre€sirpentaria acuminatgH.Wendl. & Drude) Becc
Cyphosperma balansa@®rongn.) H.Wendl. ex Salomohinospadix monostachyd$iart.)

H.Wendl. and Rhopalostylis bauerfHook.f.) H.WendI. & Drude. These were selectemhfr
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the western Pacific clade of tribe Areceae, to Whcchontophoenicinae belongs (Baker et
al. 2011).

DNA extraction, amplification and sequencing

Total genomic DNA was extracted from fresh or siligel dried plant material using the
NucleoSpiff Plant Il extraction kit (Macherey-Nagel), the 29 AB method of Doyle &
Doyle (1987) or the DNeasy™ Plant Mini Kit (QiageR)ve nuclear DNA regions and nine
plastid DNA regions were selected for amplificatiand sequencing. The nuclear DNA
regions wereAG1 (a region of the oil palm gerteg-AGJ, homologous tAGAMOUSwhich

is involved in organ identity during floral developnt (Ludena et al.,, 2011)), BRSC (a
nuclear DNA region of unknown function), ITS2 (nrBN PRK (coding region for the
phosphoribulokinase, sequences retrieved from GekiBand RPB2 (RNA polymerase I,
sequences retrieved from GenBank). These five aucdgions were useful to reconstruct the
phylogeny of the Bactridinae palm subtribe (Ludefial., 2011), to discriminate some close
related palm species in the barcoding context gwamet al., 2011), to identify large scale
relationship within the palm family (Bacon et €2Q08) and to infer the phylogeny of the
palm genusChamaedoregThomas et al., 2006). The plastid DNA regionduded were the
coding regiongbcL, matK, ndhF, rps16 andrpoC, and the noncoding regiorspF-atpH
psbK-psbltrnL-F, andtrnQ

PCR amplification was conducted in a final reactimtume of 40 pL, including 1 pL of
DNA, 1 uM of each primer, 20uM dNTP, 1 x Taq polymerase buffer and 1 Uaq
polymerase (MP Biomedicals).

PCR amplification of AG1 was performed with the following primers: AGl-Fand
CAGGAATTTGATGGGAGAGTC and AG1-Reverse GCTGATTGCTTTATGAG, and
the following conditions: initial denaturation at°@for 3 mn, followed by 35 cycles of 30

sec at 94°C, 1 mn at 58°C, 45 sec at 72°C and ebgledfinal extension at 72°C for 3 mn
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(see Ludena et al., (2011) for more details). P@RIdication of BRSC was performed with
the following primers: BRSC-Forward TTCGAGCTCAACGAICTT and BRSC-Reverse
CATCCCGAACAGCGTAATCC, and the following conditiongitial denaturation at 94°C
for 3 mn, followed by 35 cycles of 30 sec at 943Q,sec at 55°C, 1 mn at 72°C and ended by
a final extension at 72°C for 7 mn (see also Baebml., (2008) for more details). PCR
amplification of ITS2 was performed with the followg primers: ITS2-Forward
ATGCGATACTTGGTGTGAAT and ITS2-Reverse GACGCTTCTCCAGTACAAT, and

the following conditions: initial denaturation at°@for 3 mn, followed by 35 cycles of 30
sec at 95°C, 30 sec at 56°C, 30 sec at 72°C anelddoyla final extension at 72°C for 7 mn
(see Jeanson et al., (2011) for more details). p@Ructs were purified and sequenced at the

Genoscopevwww.genoscope.cnrs)fr Sequence resulting from forward and reverse gnsm

for each sample were corrected and assembled iombdigs using CodonCode Aligner

(www.codoncode.coin

Sequence alignments and phylogenetic analyses

Sequences were aligned with MAFFT (Katoh and TddQ82, and the alignments were
further refined manually when necessary using BibBdall, 1999). A microsatellite region
in AG1was deleted, as suggested in Ludefa et al. (200&)correct identity of the nuclear
sequences was verified by submitting the sequemgzea BLAST search in GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ Al DNA regions were assembled and aligned

individually, and then concatenated into a combimedrix of nuclear DNA regions, a matrix
of combined plastid DNA regions, and a combinedrixaif all nuclear and plastid DNA
regions using SequenceMatrix (Vaidya et al., 2q%&g table 1). Phylogenetic analyses were
conducted using maximum parsimony (MP), maximunelifood (ML) and Bayesian
inference (BI). For MP analyses, heuristic searchi¢is 1000 replicates of random addition

sequence and tree bisection and reconnection bsaveghping were performed using PAUP*
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version 4.0b10 (Swofford, 2003). Bootstrap analygerse performed using heuristic searches
with 1000 replicates with branch swapping and Ifiloan addition sequences per replicate.
No bootstrap could be performed on the nuclear sgatalue to technical limits in
computation. ML analyses were performed using Phyl@uindon et al., 2010) with the
GTR model of evolution (using default values foe tissociated parameters), starting with a
BioNJ tree and using the NNI and SPR methods to fire trees with the best likelihood.
Node support was estimated by performing 1000 remarpetric bootstrap replicates on the
datasets. The other parameters were left unchangagesian inference analyses were
conducted with MrBayes (Ronquist and Huelsenbef®k32 with the following models of
evolution: GTR+I forpsbK-psb] RPB2 and ITS2; HKY+I forbcL, PRK and BRSC; HKY
for atpF-atpH rpoC, trnQ and AG1; GTR formatK, ndhF andrpsl16 and last, F81+I for
trnL-F. The models were selected using MrModelTest (Ndgan2004) using the Akaike
Information Criterion. 10,000,000 generations wegadculated in MrBayes, discarding the
first 25% as burnin.

All trees were calculated with the inclusion of fautgroups belonging to other subtribes of

the tribe Arecead.inospadix monostachyaegas selected as the outgroup to compute trees.

Results

PCR and sequencing

For ITS2, single band PCR products were obtainedjdang a cloning step. In some
specimens the BRSC DNA region could be sequencédwith the forward primer. For
these specimens the single strand sequences weeel edirefully before inclusion in the
alignments.

All nine plastid DNA regions were obtained for sffiecies, except f@hambeyronia lepidota

andKentiopsis piersoniorupfor whichtrnQ sequences were missing. All three nuclear DNA
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regions AG1l, BRSC, ITS2 were obtained for the fwolltg species:Archontophoenix
myolensis A. tuckerj A. maxima A. alexandrag Chambeyronia lepidotaKentiopsis
piersoniorumand K. magnifica(table 1). Two of the three regions were obtaif@dnine
species: Archontophoenix cunninghamianaA. purpurea Chambeyronia macrocarpa
Actinorhytis calapparia Kentiopsis pyriformis K. oliviformis Actinokentia huerlimannii
Cyphosperma balansa@utgroup) andLinospadix monostachyg®utgroup) (table 1). For
three species, only one nuclear region could belibegp and sequenced per species:
Actinokentia divaricatgITS2), Carpentaria acuminatgdoutgroup) (ITS2) andRhopalostylis
baueri (outgroup) (AG1), see Table 1.

Sequences from two nuclear regions were retriex@d fGenBank for the following species:
PRK for Actinokentia divaricataA. huerlimannij Actinorhytis calappariaArchontophoenix
purpureg Chambeyronia macrocarpaKentiopsis oliviformis K. magnifica Carpentaria
acuminata (outgroup) andRhopalostylis baueri(outgroup) (table 1); and RPB2 for
Actinokentia divaricata A. huerlimannij Actinorhytis calapparia Archontophoenix
purpureg Chambeyronia macrocarpaKentiopsis oliviformis K. magnifica Carpentaria
acuminata(outgroup) andRhopalostylis baueitjoutgroup) (table 1).

Phylogenetic analyses

Most regions were aligned easily and alignments iredquvery few manual adjustments.
Table 2 shows the tree statistics for the MP aralysased on the different combinations of
data. The ML trees based on the different datasetshown on figure 1 (plastid tree), figure
2 (nuclear tree) and figure 3 (total evidence asig)y The Bl and MP trees are shown on
Figures S1-S2 (plastid trees), S3-S4 (nuclear iaasd S5-S6 (total evidence trees).

A well supported clade (PP>95% for all Bayesianlys®s, bootstrap value>85% for all ML
analysis) including all species from the genrehontophoenixActinokentia Chambeyronia

andKentiopsisemerges from the analyses (figures 1 to 3 and831S3, S5, S6). This clade
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will be termed here the “core Archontophoenicinaadl is present in all analyses except for
those conducted in MP on the nuclear dataset @iga#). This clade was recovered in
previous analyses (Baker et al. 2009, 2011, Notw.£2006) in which it was moderately to
highly supported. The placement dctinorhytis as the sister group of the core
Archontophoenicinae has been previously resolvdzbth separate and combined analyses of
the nuclear genes PRK and RPB2 (Baker et al. 2@dd)the supertree study of Baker et al.
(2009), which also draws on these two DNA regidnis also consistent with earlier findings
(Lewis and Doyle, 2002 Norup et al. 2006). In thlgidy, howeverActinorhytis is
consistently placed in an unresolved position atlihse of the tree, whatever the dataset or
method used, as emerged from the earliest anabjtbe group based on morphological data
(Pintaud 1999). Our results neither refute nor suppiee placement ofctinorhytisas a
member of the Archontophoenicinae. However, thé tlaat so large a dataset based on so
many DNA regions fails to recover this relationsispnoteworthy and supports concerns
expressed by the authors of the current classificatgarding this genus (Dransfield et al.
2008). But in some analyses (combined matrix in Mugclear dataset in ML and BI),
Actinorhytisis closer to outgroups than to the “core Archohtmmicinae”. Although the
morphology ofActinorhytisis consistent with the current morphological ciraaniption of

the subtribe and its distribution in New Guinea #mel Solomon Islands is adjacent to that of
the core Archontophoenicinae in Australia and Neale@onia Actinorhytisstands apart on a
number of features. It is an extremely tall palnthva very slender crownshatft, the leaves are
strongly recurved and the fruit is very large, nmtly in comparison to the core
Archontophoenicinae, but also relative to almodt @her Areceae. The position of
Actinorhytis along with several other ambiguously placed geradrAreceae, will only be

solved with dense taxon and data sampling acressitie.
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Archontophoenix

This genus was recognized as monophyletic in pusvgtudies (Pintaud, 1999; Dowe, 2010).
The six species oArchontophoeniXorm a well supported clade in all analyses basethe
plastid and the combined datasets, except thossl l@s the nuclear dataset (ML bootstrap
support >85%, MP bootstrap>50% and Bl PP=1 with glestid and combined datasets),
confirming that the genus is indeed a natural graspsuggested by its shared morphological
features (highly branched inflorescences and snfialits with ruminate endosperm
(Dransfield et al., 2008)). In the nuclear treesr¢his a splitting oArchontophoenixn three
distinct groups: rchontophoenix. alexandrae A. myolensis + A. cunninghamiana
separated fromA. maximat+ A. tucker] andA. purpureaalone. The sister group relationship
between Archontophoenix alexandraeA. myolensisone the one hand, and.[maximat A.
tuckeri on the other hand is well supported in all oualgses except in the plastid trees. In
spite of the large amount of characters samplethis study, the relationships between
Archontophoeniand the other genera of the subtribe remain homwaveear.

Actinokentia

The monophyly of this genus (two species) is stipmsgpported in the plastid trees (MP
bootstrap support > 95%, ML bootstrap support > @68% Bl PP = 1; figures 1, S1 and S2)
and in the total evidence trees (MP bootstrap supp®4%, ML bootstrap support > 95%
and Bl PP = 1, figures 3, S5 and S6). It is supgubtty lower values in the nuclear trees
obtained with ML and BI (ML bootstrap value = 86%daBl PP = 0.77; figures 2 and S3),
and the MP analysis of the nuclear dataset fadecetover this clade (figure S4). The two
species, both endemic from New Caledonia, are rdarkamaller palms than the rest of the
subtribe, making them easily distinguishable. TBbpw strong divaricate branches, small
inflorescences bearing staminate asymmetrical ftewdth prominent columnar pistillode

and a slender stem. (Dowe, 1989; Dransfield eR8D8)

275



The monophyly ofActinokentiawas evidenced by Pintaud (1999) using morpholdgica
characters, and the genus was considered to belycledated toChambeyroniabecause of
shared morphological features. This relationshipas supported in our analyses, as already
suggested by Baker et al. (2011).

KentiopsisandChambeyronia

None of our analyses recovered monophyly Giambeyroniaand Kentiopsis It should be
noted that the three speci€s magnifica K. oliviformis andC. macrocarpaare consistently
grouped together in all the analyses (except irBthend MP analyses of the plastid dataset;
figures S1 and S2), suggesting tKantiopsisandChambeyroniaare not monophyletic. Both
genera are endemic from New Caledonia. Within Antbphoenicinae, the two species of
Chambeyroniaare characterized by the absence of a pistillodee male flowers, which is a
derived trait in this subtribe (Nadot et al., 2Q1The pistillode has been lost several times
within the Areceae, making it a homoplasious charastate, perhaps not entirely reliable as
a synapomorphy for a genus. The four specidéentiopsisoccur also in New Caledonia and
share broom-like inflorescences, as well as asymeaétstaminate flowers, an unusual
feature in palms. The unresolved placemer@.depidota K. piersoniorumandK. pyriformis

is problematic and does not allow us to make furttenclusion as to the delimitation of
Kentiopsisor Chambeyronia. Both Chambeyronia macrocarpand Actinokentia divaricata
have been formerly placed in the gergntiopsig(Brongniart, 1873), stressing the very close
relationship among these genera.

Actinorhytis

The single species of this monotypic genéstihorhytis calapparia)is located in New
Guinea and the Solomon Islands (Dransfield e2808; Pintaud and Baker, 2008). Baker et
al., (2011) suggested that this genus was sistall tther Archontophoenicinae. The Bl and

ML nuclear trees (figures S3 and S4) as well adMtheotal evidence tree (figure 3) support
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this sister-group relationship. In all other analjsthe position of the specie is unresolved

among outgroups.

Discussion

Molecular phylogenies have led to dramatic changesthe classification of palms,
highlighting the usefulness of molecular charactergpalm systematic. Archontophoenicinae
was highlighted in some studies (Lewis and Doyle€)2(Norup et al., 2006; Baker et al.,
2011) to be part of the South West Pacific and valist clade (especially the Western Pacific
clade). Previous studies based on morphologicatackers (Uhl and Dransfield, 1987;
Pintaud, 1999) resulted in the inclusion ldédyscepeand Rhopalostylisin the subtribe
Archontophoenicinae, but this inclusion is not supgd in phylogenetic analyses based on
molecular data (Baker et al., 2011), and our restiinfirm this latter view. Our multigene
analysis of the subtribe also confirm the positidrActinorhytisas sister group to the other
genera Kentiopsis Actinokentia Archontophoenixand Chambeyronig as suggested by
Baker et al., (2009, 2011) in large scale studieshe subfamily Arecoideae based on a
smaller taxonomic sampling of Archontophoenicin@er results furthermore challenge the
monophyly ofChambeyroniandKentiopsis

Palms are known to evolve particularly slowly a¢ tmolecular level (Wilson et al., 1990;
Gaut et al., 1996), and adding up molecular charasvas a way to optimize our chances to
resolve phylogenetic relationships among closelstted species. The close examination of
the relative support brought by the nuclear andtlalata reveals that nuclear regions tend to
support external nodes in the phylogeny, whereastidl regions bring resolution to the
deepest nodes of the tree. In the cas@mhontophoenixfor example, the phylogenetic

analyses of plastid regions result in a large claitle little resolution among species, whereas
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nuclear regions suggest affinities between spg¢fsalexandraet+ A. myolensisand [A.
maxima+ A. tucker]), although failing to recover the monophyly oéthenus.

Overall, plastid data contain less information thatlear data (Table 3), as suggested by the
comparison of the statistics associated with theaW&lyses of nuclear, plastid and combined
datasets. These statistics show that the bestsesel obtained with the combined analysis of
nuclear and plastid data (figures 1 and 2, and £1eScompare the resolution of trees).
Interestingly, plesiomorphic characters bring resoh to the deepest nodes of the
phylogeny.

The combined analysis of 14 DNA regions resultedinmproving the resolution of
phylogenetic relationships within  Archontophoena@n and suggested that the
circumscription of some genera should perhaps Wise@. The lack of support remaining in
parts of the phylogeny may be due to the variabtdugionary rate of these 14 DNA regions,
leading to conflicts between the plastid and nuctiiasets, as already stressed by Cuenca
and Asmussen, (2007). Although we used both noimgodnd coding plastid and nuclear
DNA regions, there was a high level of homoplasgpeeially within the plastid regions
(almost 38% in MP when excluding non-uninformatigiearacter). The nuclear dataset
displayed a little less homoplasy (~31% in MP), #relcombined dataset had an intermediate

level of homoplasy (~35% in MP) (table 2).

Conclusion

Obtaining well resolved phylogenies at the spetggsl in the palm family is a challenge.
The plastid genome, which is a valuable sourcenfarimative markers in plants at various
taxonomic levels, has a particularly low rate obletion in palms even in the non-coding

regions, a phenomenon identified in the early 9@tsen the very first molecular phylogenies
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of angiosperms, and then palms, were produced €dtaal., 1995; Nadot et al., 1995, Baker
et al.,, 1999; Asmussen & Chase, 2001; Asmusselh,e2(6). According to Cuenca and
Asmussen (2007), using plastid DNA brings sometiagesiuch information as nuclear DNA,
and sometimes even much more.. In contrast, theeptestudy confirms that the amount of
phylogenetic information that can be extracted fromoroplast data in palms is extremely
low. However, when used in combination with nucleerkers, which are more variable and
bear more informative, they can prove useful, asvshby the results obtained here, which
fully support the use of multigene approaches impaolecular systematics.

Our results raise two questions. One question isdienitation of genera within the core
Archontophoenicinae. The large polytomy in thisdelandicates that the genera (in particular
KentiopsisandChambeyronigare difficult to delimit not only at the morphoiogl level but
also at the molecular level, which may be an inthcaof a rapid radiation having occurred at
the base of core Archontophoenicinae. Second, eswlts raise the question of whether
Actinorhytis should remain in Archontophoenicinae. Clarifyirigst point will require the
addition of still more molecular data in combinatiwith additional outgroups from other

subtribes.
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Table 1. Species name, accession and voucher iafrmfor each of the specimens studied.

atpF-

psbK-

atpH matK ndhF psbl rbecL rpoC rps16 trnL-F trnQ AG1 BRSC ITS2 PRK RPB2
CBA59 CBA59 CBA59 CBA59 CBA59 CBA59 CBA59 CBA59 cBa - 015BD - - -
- R - - - - - - - - - - AJ831221.1 -
- - - - - - - - - - - - - FR729727.1
CBA280 CBA280 CBA280 CBA280 CBA280 CBA280 CBA280 AB30 CBA280 15729 019BD - - -
- R - - - - - - - - - - AJ831222.1 -
- R - - - - - - - - - - - AJ830023.1
CBA505 CBA505 CBA505 CBA505 CBA505 CBA505 CBA505 B£R5 CBA505 CBA505 - CBA505 - -
- R - - - - - - - - - - - AJ830024.1
- - - - - - - - - - - - AJB831223.1 -
CBA263 CBA263 CBA263 CBA263 CBA263 CBA263 CBA263 APO3 CBA263 014BD 014BD 014BD - -
CBA261 CBA261 CBA261 CBA261 CBA261 CBA261 CBA261 AB61 CBA261 - - - - -
- - - - - - - - - 009BD - 009BD - -
CBA723 - - - - - - R - N N - N N
- CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 CBA724 - -
CBA708 CBA708 CBA708 CBA708 CBA708 CBA708 CBA708 AR08 CBA708 - - - - -
- - - - - - - - - 001BD 001BD 001BD - -
CBA650 - - CBA650 - - - - CBA650 - - - - -
- CBA264 CBA264 - CBA264 CBA264 CBA264 CBA264 - - - - - -
- - - - - - - - - 003BD 003BD - - -
- R - - - - - - - - - - AJ831227.1 -
- R - - - - - - - - - - - AJ830028.1
CBA709 CBA709 CBA709 CBA709 CBA709 CBA709 CBA709 £B9 CBA709 - - - - -
- - - - - - - - - 002BD 002BD 002BD - -
CBAGB0 CBA60 CBA60 CBA60 CBAG0 CBAGB0 CBAG0 CBA60 - Ba60 CBAB0 CBA60 - -
CBA61 CBA61 CBA61 - - - - CBA61 CBA61 - - - - -
- - - CBA711 CBA711 CBA711 CBA711 - - - - - - -
- - - - - - - - - 013BD 013BD - - -
- R - - - - - - - - - - AJ831260.1 -
- R - - - - - - - - - - - AJ830056.1
CBA72 CBA72 CBA72 CBA72 CBA72 CBA72 CBA72 CBA72 CcBa - - - - AY543100.1
- - - - - - - - - 010BD 010BD - - -
- - - - - - - - - - - - AF453353.1 -
- CBA71 CBA71 - CBA71 - - CBAT71 - 017BD - - - -
CBA706 - - CBA706 - CBA706 CBA706 - CBA706 - CBA706 CBA706 - -
- - - - - - - - - - - - AJB831299.1 -
R - - - - - - - - - - - - AJ830103.1
CBA45 CBA45 CBA45 CBA45 CBA45 CBA45 CBA45 CBA45 - - - - - N
- - - - - - - - - 004BD 004BD 004BD - -
CBA25 CBA25 CBA25 CBA25 CBA25 CBA25 CBA25 CBA25 CBA CBA25 - - - -
P N . . - . - - - - - CBA86 - - -
CBA390 CBA390 CBA390 CBA390 CBA390 CBA390 CBA390 AB00 CBA390 - - CBA390 - -
- R - - - - - - - - - - AJ831259.1 -
- - - - - - - - - - - - - AJ830196.1
CBA291 CBA291 CBA291 CBA291 CBA291 CBA291 CBA291 L1 CBA291 022BD 022BD - - -
CBA371 CBA371 CBA371 CBA371 CBA371 CBA371 CBA371 AB71 CBA371 - CBA371 CBA371 - -
CBA64 CBAG4 CBAG4 CBAG4 CBA64 CBAG4 CBAG4 CBAG4 CBA - - - - -
- - - - - - - - - 38381 - - - -
- - - - - - - - - - - - AJB831333.1 -
- - - - - - - - - - - - - AJ830145.1
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Table 2. Tree statistics for the maximum parsimanglyses.

Plastid dataset (9 DNA

Nuclear dataset (5 DNA

Combined dataset (nuclear

regions) regions) and plastid sequences: 14
DNA regions)

Number of characters 8546 1043 11004
Number of unchanged 8425 830 10592
(constant) characters
Number of uninformative 95 123 278
variable characters
Number of informative 26 90 134
characters
Informative characters (%) 0.30% 8.63% 1.22%
Number of equally 141 557 49
parsimonious trees
Best tree length 141 284 522
CI* 0.8794 0.8522 0.8448
HI* 0.1206 0.1478 0.1552
Cl excluding uninformative  0.6222 0.6875 0.6478
characters*
HI excluding uninformative 0.3778 0.3125 0.3522
characters*
RI* 0.7463 0.7500 0.7178

* index values for one randomly chosen tree

Table 3. Proportion of apomorphic and plesiomorghiaracters in the MP analyses

Apomorphic characters | Plesiomorphic characters
(strict homology) (homoplasy)
Clade Plastid Nuclear Plastid Nuclear Total
dataset dataset dataset dataset
Core Archontophoenicinae 3 10 0 6 19
Actinokentia 0 1 0 1 2
Archontophoenix 2 9 1 53 65
[Kentiopsis oliviformist [K. magnifica+ | 1 2 0 4 7
Chambeyronia macrocarpla
[Kentiopsis magnifica+ Chambeyronig 1 0 1 0 2
macrocarpd
[Archontophoenix alexandrae+ A.| O 7 3 3 13
myolensip
[Archontophoenix maximaA. tucker] 0 5 3 46 54

Figure legends

Figure 1. Tree resulting from the Maximum Likelihoadalysis of the combined plastid
datasetrpcL, matK ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psb)trnL-F, andtrnQ). Bootstrap

supports are indicated above branches (first vallieanalysis, second value: MP analysis).

Figure 2. Tree resulting from the Maximum Likelihoadalysis of the combined nuclear
dataset (AG1, BRSC, ITS2, PRK and RPB2). ML boatsBupports are indicated above

branches.
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Figure 3. Total evidence tree resulting from thexMam Likelihood analysis of the
combined plastid and nuclear datasdvsl(, matK ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psb]
trnL-F, trnQ, AG1, BRSC, ITS2, PRK and RPB2). ML bootstrap suppare indicated

above branches.

Supplementary material
Figure S1. Tree resulting from the Bayesian Infeeeanalysis of the combined plastid dataset
(rbcL, matK, ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psbltrnL-F, andtrnQ). Bl supports are

indicated above branches.

Figure S2. Tree resulting from the Maximum Parsiynanalysis of the combined plastid
datasetrpcL, matK ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psb]trnL-F, andtrnQ). Bootstrap

supports are indicated above branches.

Figure S3. Tree resulting from the Bayesian Infeeeanalysis of the combined nuclear

dataset (AG1, BRSC, ITS2, PRK and RPB2). Bl suigpart indicated above branches.

Figure S4. Tree resulting from the Maximum Parsiynanalysis of the combined plastid

datasetrpcL, matK ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psb]trnL-F, andtrnQ).

Figure S5. Total evidence tree resulting from tlagdsian Inference analysis of the combined
plastid and nuclear datasetsdl, matK, ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psb]trnL-F,

trnQ, AG1, BRSC, ITS2, PRK and RPB2). Bl supports arécagd above branches.

Figure S6. Tree resulting from the Maximum Parsiynanalysis of the combined plastid
datasetrpcL, matK ndhF, rps16, rpoC atpF-atpH psbK-psb]trnL-F, trnQ, AG1, BRSC,

ITS2, PRK and RPB2). Bootstrap supports are indeccabove branches.
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Figure 3
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Figure S2
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Figure S4
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Figure S6
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