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"La vie est belle

Je me tue à vous le dire

Dit la fleur

Et elle meurt"

Jacques Prévert, Soleil de Mars, La Pluie et le Beau Temps, 1955
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1

Avant-Propos

Les travaux de recherche menés dans le cadre de cette thèse ont fait l’objet de

cinq manuscrits, qui constituent le corps de cette thèse. Un a été publié dans la revue

The Science of Nature, un autre a été soumis dans la revue Journal of Ecology et trois

autres sont en préparation et seront soumis prochainement. L’article 2 devrait être

soumis à la revue New Phytologist, l’article 3 à la revue Annals of Botany et l’article 5

à la revue Botanical Journal of the Linnean Society. En annexe est présenté un dernier

projet, qui est en cours mais donnera potentiellement lieu à un sixième article. Au

cours de cette thèse, j’ai également eu la chance de participer à des projets annexes,

notamment deux projets d’écologie chimique ayant donné lieu à deux manuscrits, l’un

publié dans la revue Chemistry and Biodiversity (Joffard et al., 2017) et l’autre soumis

dans la revue PLOS Pathogens (Mulatier et al., submitted), et deux revues sur les

orchidées, l’une sur le polymorphisme de couleur et d’odeur florales (Dormont et al.,

in prep) et l’autre sur les variations de fruit set (Le Roncé et al., in prep) chez les

orchidées euro-méditerranéennes.

Les mots suivis d’un astérisque sont définis dans le lexique.
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Introduction générale

1 Interactions de pollinisation et diversification taxo-

nomique et florale des Angiospermes

1.1 Généralités sur la pollinisation

1.1.1 Bref historique de l’étude de la pollinisation 1

La question de la reproduction a été explorée tardivement au cours de l’histoire

de la botanique. Au cours de l’Antiquité, les botanistes se sont peu intéressés à cette

thématique, à l’exception d’Aristote et Théophraste, qui ont abordé cette question

mais de manière assez superficielle, se focalisant davantage sur d’autres questions, no-

tamment d’ordre taxonomique. Ce n’est qu’au XVIIèmesiècle que Camerarius découvre,

par l’expérience, l’existence d’une sexualité dans le règne végétal et fait la distinction

entre espèces hermaphrodites, monoïques et dioïques. Au cours de la première moitié du

XVIIIème siècle, Boerhaav fait l’analogie entre sexualités animale et végétale et Vaillant

démocratise ensuite cette idée, en proposant une terminologie (e.g. termes d’étamines,

de pistil, ... etc.) qui est encore en pratique à l’heure actuelle. Une question subsiste

pourtant : comment le pollen peut-il atteindre les ovules et les fertiliser depuis le stig-

mate ? Il faudra attendre le XIXème siècle et les travaux d’Amici, Brongniart et Brown

pour que cette question soit finalement résolue, avec la découverte du tube pollinique.

Au cours de la seconde moitié du XVIIIème siècle, Koelreuter publie une synthèse des

1. L’ensemble de ce paragraphe a été rédigé à partir de l’ouvrage « Histoire de la botanique »
de Joëlle Magnin-Gonze (2004).
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travaux de botanique au sujet de la reproduction et conduit une série d’expériences

à son tour. Il démontre ainsi que lors de la fécondation, l’embryon reçoit autant de «

matière » mâle que de « matière » femelle, posant ainsi sans le savoir les bases de la

génétique, mais il explore aussi le phénomène de pollinisation entomophile, phénomène

découvert par Miller en 1751, mais étant jusqu’alors passé inaperçu. Koelreuter s’inté-

resse, entre autres, aux propriétés du nectar et à son rôle dans l’attraction des insectes.

Ses travaux n’auront cependant que peu de succès auprès des botanistes, jusqu’à Spren-

gel, qui se consacrera, dès 1787, à l’étude des interactions de pollinisation. En décrivant

précisément la structure de la fleur chez plusieurs centaines d’espèces, Sprengel remar-

quera que cette structure est souvent adaptée à la pollinisation entomophile, bien qu’il

fasse aussi mention d’espèces apparemment adaptées à la pollinisation anémophile. Ses

travaux sont révolutionnaires, et pourtant la thématique de la pollinisation tombe dans

l’oubli jusqu’à son actualisation par Darwin, au cours du siècle suivant. Darwin s’est

en effet intéressé aux interactions de pollinisation, notamment chez les orchidées, en

envisageant ces interactions sous l’angle de sa théorie de la sélection naturelle. Il a

ainsi cherché à démontrer que la plante et le pollinisateur pouvaient tous les deux en

tirer un bénéfice et voir leurs évolutions respectives façonnées par cette interaction.

Depuis Darwin, de nombreux systèmes de pollinisation ont été décrits en détail, et les

implications écologiques et évolutives des interactions de pollinisation sont de mieux

en mieux comprises (Mitchell et al., 2009a).

1.1.2 Diversité et distribution des systèmes de pollinisation 2

La pollinisation est le processus permettant la reproduction des plantes grâce au

transfert d’un grain de pollen (le gamétophyte mâle) sur le stigmate, grain de pollen

qui germera et fécondera l’oosphère contenue dans le sac embryonaire (le gamétophyte

2. Au cours de cette thèse, le terme de « système de pollinisation » sera utilisé pour faire référence
à l’ensemble des caractéristiques liées aux interactions de pollinisation : cela comprend, entre autres,
l’opposition entre autogamie et allogamie, les agents de pollinisation ou guildes de pollinisateurs
impliquées dans ces interactions, leur degré de spécialisation ou encore le timing de la pollinisation
(e.g. diurne versus nocturne).



1. Interactions de pollinisation et diversification taxonomique et florale des Angiospermes 5

Figure 1 – Exemple de pollinisation entomophile, ornitophile et chi-
ropterophile. (A) Fleur pollinisée par Apis mellifera ( c© P. Straub), (B)
Fleur pollinisée par Eugenes fulgens ( c© P. Straub), (C) Fleur pollinisée

par Anoura fistulata ( c© A. Muchhala).

femelle). Si certaines plantes sont autogames, la majorité d’entre elles sont allogames,

ce transfert se faisant par l’intermédiaire d’agents biotiques (zoogamie) ou abiotiques,

principalement le vent (anémogamie) ou l’eau (hydrogamie). Au cours de cette thèse,

nous nous focaliserons essentiellement sur les plantes zoogames, qui représentent envi-

ron 87,5 % des Angiospermes, bien que cette proportion varie d’environ 78% en zone

tempérée à environ 94% en zone tropicale (Ollerton et al., 2011). La majorité des An-

giospermes sont pollinisées par des insectes (entomogamie), tandis que celles pollinisées

par des oiseaux (ornithogamie) ou par des chauves-souris (chiroptérogamie) sont moins

nombreuses et principalement distribuées dans les régions tropicales et subtropicales

(Cronk & Ojeda, 2008 ; Fleming et al., 2009). Les plantes à fleurs pollinisées par des

agents biotiques versus abiotiques sont généralement caractérisées par des phénotypes

floraux distincts : les premières ont souvent un périanthe* développé impliqué dans l’at-

traction des pollinisateurs et produisent souvent une récompense (nectar, pollen. . . ) à

l’intention de ces derniers, tandis que les secondes ont généralement un périanthe réduit,

investissant davantage dans la production massive de pollen et dans des adaptations

visant à faciliter le transfert de ce dernier (Ackerman, 2000). De même, les plantes

entomogames, ornithogames et chiroptérogames sont caractérisées par des phénotypes

floraux distincts, les secondes ayant des fleurs de grande taille et produisant de grandes

quantités de nectar comparées aux premières (Cronk & Ojeda, 2008 ; Fleming et al.,

2009) (Fig. 1).
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1.1.3 Evolution des systèmes de pollinisation

Bien que l’apparition de l’entomophilie ait précédé celle des Angiospermes, puisque

certaines Gymnospermes étaient pollinisées par des insectes (Ren et al., 2009), un tel

système était alors minoritaire, la plupart d’entre elles étant anémogames ou hydro-

games (Schatz et al., 2016). Les études phylogénétiques indiquent que les premières

plantes à fleurs, apparues il y a 167 à 199 millions d’années (Bell et al., 2010), étaient

pollinisées par des coléoptères et des diptères, insectes qui s’étaient diversifiés au cours

du Jurassique et étaient impliqués dans des interactions de pollinisation avec d’autres

Spermaphytes*. C’est ensuite au cours du Crétacé qu’ont eu lieu les radiations syn-

chrones des Angiospermes et de certains clades de pollinisateurs tels que les abeilles,

les guêpes et les lépidoptères, selon un processus de coévolution diffuse* (Schatz et

al., 2016). Cependant, plusieurs transitions vers l’autogamie (Barrett, 2008), l’ané-

mogamie et l’hydrogamie (Friedman & Barrett, 2008) ou encore l’ornithophilie et la

chiroptérophilie (Cronk & Ojeda, 2008 ; Fleming et al., 2009) ont eu lieu au cours de

l’évolution des plantes à fleurs, certaines de ces transitions étant considérées comme

quasiment irréversibles (Barrett, 2013). De telles transitions ont pu être causées par

une diminution (temporaire ou non) de l’abondance des insectes dans certaines régions

du monde et ont probablement été favorisées par certains contextes environnementaux

et/ou traits (Barrett, 2008). Il a par exemple été démontré que chez Clarkia xantiana

(Onagraceae), la transition de l’allogamie à l’autogamie avait été favorisée par l’isole-

ment spatial des populations (Moeller & Geber, 2005). En effet, dans les populations

isolées spatialement, les plantes étaient peu visitées par les insectes, celles susceptibles

de compenser ce manque en s’autofécondant étant donc avantagées par rapport aux

plantes herkogames* ou dichogames*.
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1.2 Ecologie et conservation des interactions de pollinisation

1.2.1 Notion de niche de pollinisation

Le cortège de pollinisateurs avec lequel une plante interagit fait partie intégrante

de sa niche écologique et peut être modélisé sous la forme d’une niche de pollinisation

(Johnson, 2010). La première dimension de cette niche concerne le degré de spécialisa-

tion des interactions de pollinisation (Johnson & Steiner, 2000). Ce degré est délicat à

estimer, car il ne dépend pas uniquement du nombre d’espèces de pollinisateurs, mais

aussi de leurs traits fonctionnels et de leur efficacité relative (Kay & Sargent, 2009).

Selon Stebbins (1970), les plantes devraient se spécialiser envers le(s) pollinisateur(s)

le(s) plus efficace(s) si les communautés de pollinisateurs sont stables, mais tendre à

devenir de plus en plus généralistes si ces dernières fluctuent dans le temps. Plusieurs

autres facteurs, tels que les traits d’histoire de vie, la distribution et l’écologie de la

plante, sont également susceptibles d’influer sur ce degré de spécialisation. Johnson et

Steiner (2000) ont souligné une distribution phylogénétique non aléatoire de ce degré,

certaines familles d’Angiospermes étant principalement spécialistes (e.g. Asclepiada-

ceae, Orchidaceae, Polemoniaceae, . . . etc.) et d’autre principalement généralistes (e.g.

Asteraceae, Ranunculaceae, . . . etc.). Un tel pattern pourrait s’expliquer par certains

traits ou distributions susceptibles d’influer sur ce degré de spécialisation et conservés

au cours de l’histoire évolutive de ces familles (Johnson & Steiner, 2000). Par exemple,

les familles essentiellement distribuées en régions tropicales et subtropicales sont sou-

vent plus spécialistes que les familles ubiquistes (Johnson & Steiner, 2000).

La seconde dimension de cette niche de pollinisation concerne l’identité des polli-

nisateurs et leur efficacité relative. Le cortège de pollinisateurs avec lequel une plante in-

teragit peut être prédit (du moins en partie) à partir des distributions spatio-temporelles

et des abondances des deux types de partenaires (i.e. théorie neutre : Vázquez et al.,

2009). Cependant, ce cortège est aussi fonction de leurs traits, certaines interactions

étant favorisées du fait d’une complémentarité phénotypique entre telle plante et tel
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pollinisateur (« trait matching »), tandis que d’autres ne seront jamais observées, du

fait d’incompatibilités morphologiques (ou autres) entre telle autre plante et tel autre

pollinisateur (« forbiden links ») (i.e. théorie de la niche : Santamaria et al., 2007 ;

Dehling et al., 2014, 2016). Il est cependant délicat de démontrer de tels processus, car

une corrélation entre niches de pollinisation d’une part et distributions, abondances ou

traits d’autre part peut être interprétée dans le sens inverse. La niche de pollinisation

peut en effet agir comme l’un des filtres environnementaux limitant la distribution et

l’abondance des espèces (Sargent & Ackerly, 2008). De même, les traits des plantes et

des pollinisateurs ont en partie été façonnés par la coévolution, et l’on ne peut donc

savoir si telle plante et tel pollinisateur interagissent parce qu’ils se ressemblent, ou

s’ils se ressemblent parce qu’ils interagissent...

1.2.2 Niches de pollinisation et coexistence

Les pollinisateurs peuvent être considérés comme une ressource pour laquelle

les plantes sont en compétition les unes avec les autres (Sargent & Ackerly, 2008 ;

Pauw, 2013). La ségrégation de niches de pollinisation peut favoriser leur coexistence,

en limitant cette compétition d’une part et les pertes de pollen d’autre part (Mit-

chell et al., 2009b). Cette ségrégation peut se faire via l’attraction de pollinisateurs

distincts, mais aussi via une ségrégation temporelle dans l’attraction des mêmes pol-

linisateurs (Armbruster, 1986 ; Stone et al., 1998 ; Aizen & Vázquez, 2006) ou encore

via un positionnement des grains de pollen sur différentes parties du corps des mêmes

pollinisateurs (Huang et al., 2015). À l’inverse, un chevauchement de niches de pollini-

sation pourrait entraîner une exclusion compétitive* ou un déplacement de caractères*

(Muchhala & Potts, 2007). Pourtant, certaines plantes semblent avoir des niches par-

tiellement chevauchantes, sans que cela ne semble affecter leur valeur sélective* (Pauw,

2013). Certaines voient même leur succès reproducteur augmenter dans ce cas de figure

(Moeller, 2004), peut-être du fait d’une maximisation de l’attraction des pollinisateurs

(« magnet effect » : Johnson et al., 2003). Ainsi, d’autres processus que la compétition,
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notamment la facilitation, modulent probablement l’effet du chevauchement de niches

de pollinisation sur la coexistence des plantes (Sargent & Ackerly, 2008 ; Pauw, 2013).

1.2.3 Conservation des réseaux de pollinisation

Un déclin des pollinisateurs a été signalé dans plusieurs régions du monde et est

maintenant admis à l’échelle mondiale, déclin impactant le fonctionnement des écosys-

tèmes naturels comme des agrosystèmes et ayant donc des conséquences écologiques

et économiques majeures (Rasmont et al., 1993 ; Biesmeijer et al., 2006 ; Goulson et

al., 2008 ; Potts et al., 2010 ; IPBES, 2016). Ce déclin est causé par les changement

d’usage des sols (notamment l’urbanisation : Fontaine et al., 2006 ; Geslin et al., 2013),

la pollution (notamment due à l’agriculture intensive) et la fragmentation des milieux

naturels, mais aussi par les invasions biologiques (Kearns et al., 1998 ; Potts et al., 2010 ;

IPBES, 2016). Il a par exemple été démontré que l’introduction massive de l’abeille

domestique Apis mellifera pouvait impacter les populations d’abeilles sauvages aux

Etats-Unis (Thomson, 2004) comme en Europe (Geslin et al., 2017).

Le déclin des pollinisateurs est susceptible d’entraîner celui de leurs plantes-hôtes,

puisque ces dernières dépendent d’eux pour se reproduire. En retour, le déclin des

plantes-hôtes peut impacter les populations de pollinisateurs, puisque ces derniers se

nourrissent en grande partie de nectar et de pollen. Une telle interdépendance entre ces

deux types de partenaires est susceptible de causer des cascades de coextinction (Dunn

et al., 2009). Memmott et al. (2004), en simulant de telles cascades, ont démontré que

les réseaux de pollinisation (cf encadré 1) étaient relativement robustes face à ce phéno-

mène, probablement du fait d’une certaine redondance fonctionnelle entre les espèces

(de plantes et de pollinisateurs) généralistes. À l’inverse, ces cascades sont susceptibles

de causer l’extinction des espèces spécialistes, dont le maintien dépend directement de

celui de leurs quelques partenaires. Par exemple, Pauw (2007) a signalé la disparition

de l’abeille Rediviva peringueyi dans les petites aires protégées sud-africaines, dispa-

rition compensée par l’attraction d’autres pollinisateurs chez les plantes généralistes,
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Encadre 1 – Les réseaux de pollinisation.

Ces dernières décennies, de nouvelles approches ont été développées afin de caractériser
les interactions de pollinisation, dont l’approche réseau, qui a eu beaucoup de succès ces
dernières années (Jordano et al., 2003 ; Bascompte & Jordano, 2007). Dans un réseau, les
espèces, populations ou individus constituent des « nœuds » qui peuvent être connectés
les uns aux autres par des « liens ». Plusieurs métriques permettent de caractériser la
structure de ces réseaux, notamment la distribution du degré*, la modularité, qui mesure
la propension du réseau à se diviser en sous-ensembles plus ou moins connectés les uns
aux autres (Olesen et al., 2007), ou encore la nestedness, qui mesure la propension des
spécialistes à interagir avec un sous-ensemble du cortège des généralistes (Bascompte
et al., 2003). Une première utilisation de cette approche consiste à étudier plusieurs
réseaux afin de dégager des tendances communes dans leur structure. Il a par exemple
été démontré que les réseaux mutualistes étaient généralement « nestés » et les réseaux
trophiques généralement modulaires (Thébault & Fontaine, 2010). Ces caractéristiques
peuvent ensuite être mises en relation avec certaines variables, telles que le contexte
historique (Dalsgaard et al., 2013) ou géographique (Olesen & Jordano, 2002), et étudiées
sous l’angle de la conservation, par exemple en analysant le lien entre propriétés de ces
réseaux et résilience* des communautés et des écosystèmes (Tylianakis et al., 2010). Une
utilisation moins systémique de cette approche consiste à s’intéresser non plus au réseau
au tant que tel, mais aux nœuds qui le constituent, par exemple afin de comprendre
pourquoi tel nœud est connecté à tel(s) autre(s) par exemple (e.g. importance relative de
la théorie neutre et de la théorie de la niche) (Vázquez et al., 2009).

Figure 2 – Exemple de réseau de pollinisation, d’après Olesen et al.
(2011). Panneaux A et B : matrice d’interactions avec espèces de plantes
en lignes et espèces de pollinisateurs en colonnes, présentée de manière
à maximiser la modularité (A) ou la nestedness (B). Panneau C : réseau
de pollinisation. Les disques représentent des modules, et les liens des es-
pèces connectant ces modules les uns aux autres. La taille des disques est
proportionnelle au nombre d’espèces appartenant aux modules, et la taille
des liens au nombre d’espèces connectant ces modules les uns aux autres.
Panneau D : représentation des espèces dans le plan connectivité intra-
modulaire / connectivité inter-modulaire. Certaines espèces connectent les
espèces au sein des modules (i.e. « connectors ») et d’autre connectent les

modules les uns aux autres (i.e. « hubs »).
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mais pas chez les plantes spécialistes. D’une manière plus générale, les conséquences de

ces cascades sont directement liées à la topologie des réseaux de pollinisation, notam-

ment à leur connectance* et à la « force » des interactions qui les composent (Vieira &

Almeida-Neto, 2015). De plus, ces réseaux étant souvent structurés fonctionnellement

et/ou phylogénétiquement, il est probable que certains groupes fonctionnels ou clades

soient plus affectés que d’autres, causant une érosion significative des diversités fonc-

tionnelles et/ou phylogénétiques des communautés (Rezende et al., 2007 ; Vieira et al.,

2013).

Par ailleurs, il est maintenant admis que les mutualismes peuvent être perturbés

par le réchauffement climatique, du fait d’un impact différentiel sur les phénologies des

deux types de partenaires (Memmott et al., 2007). Pourtant, les études qui ont été

conduites ces dernières années semblent indiquer une relative robustesse des réseaux

de pollinisation face à ce réchauffement (Hegland et al., 2009), peut-être parce que les

pollinisateurs exercent une sélection suffisamment forte sur la date de floraison pour

compenser l’effet potentiel de ce réchauffement (Rafferty & Ives, 2011). Cependant,

l’étude des conséquences des changements globaux sur les interactions de pollinisation

n’en est qu’à ses balbutiements et sera probablement approfondie dans les années à

venir, étant donnée l’importance écologique et économique majeure de ces interactions.
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1.3 Modalités de la communication plantes-pollinisateurs

1.3.1 Rôle des traits floraux dans l’attraction des insectes

L’une des caractéristiques les plus frappantes chez les Angiospermes est la diver-

sité de leurs traits floraux (e.g. taille, forme, couleur, odeur, pilosité, . . . etc.), qui est

souvent mise en relation avec la pollinisation, puisque ces traits floraux jouent un rôle

majeur dans l’attraction des pollinisateurs et dans l’interaction physique entre la fleur

et ces derniers (Schemske & Bradshaw, 1999 ; Fenster et al., 2004 ; Schiestl & John-

son, 2013). Bien que la taille et la forme florales soient des traits importants, la taille

(de l’inflorescence ou de la fleur) parce qu’elle influe sur la détectabilité de la plante

et parce qu’elle est souvent indicatrice de la quantité de nectar produite, et la forme

parce qu’elle conditionne l’accès des pollinisateurs à ce dernier (Blarer et al., 2002),

de nombreuses études se sont plutôt focalisées sur la couleur et l’odeur florales (e.g.

Kunze & Gumbert, 2001 ; Raguso &Willis, 2002 ; Raguso, 2008 ; Rausher, 2008).

La couleur florale résulte à la fois de l’absorption sélective des longueurs d’ondes

par les pigments et de la réflexion de la lumière par les cellules épidermiques (i.e.

couleur « structurelle ») (van der Kooi et al., 2014). Elle comporte une composante

chromatique (e.g. la « teinte » et la « saturation », qui peuvent être modélisées dans

un espace à trois dimensions, tel que l’espace RGB) et une composante achromatique

(e.g. la « valeur », qui varie du noir au blanc). De nombreux insectes (e.g. abeilles)

ont un système visuel trichromatique : ils perçoivent le vert et le bleu, mais aussi les

ultraviolets, que les humains ne sont pas capables de percevoir (Briscoe & Chittka,

2001) (Fig. 3). La couleur florale peut influer sur la détectabilité de la plante (Burger

et al., 2010), mais elle peut aussi permettre aux insectes de choisir parmi plusieurs

plantes-hôtes, puisqu’ils sont généralement capables de faire la distinction entre deux

couleurs et de préférer l’une à l’autre (Gumbert, 2000). En outre, la couleur florale

n’est généralement pas homogène, les contrastes et les dessins sur le périanthe pouvant

eux aussi jouer un rôle dans l’attraction des insectes (Lunau et al., 2006).
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Figure 3 – Photographies de fleurs de Zinnia haageana vues par
l’Homme versus par l’abeille. De gauche à droite : réflexion dans le
spectre du visible pour l’Homme, réflexion dans les UV, réflexion dans

le spectre du visible pour l’abeille ( c© Klaus Schmitt).

L’odeur florale est un trait extrêmement complexe lui aussi, car comportant à la

fois une dimension qualitative (i.e. présence/absence de composés) et une dimension

quantitative (i.e. quantités absolues et relatives de ces composés) (Raguso, 2008). Cer-

taines plantes semblent avoir un répertoire biosynthétique limité, quand d’autres sont

capables de synthétiser plusieurs centaines de composés (Knudsen et al., 2006). La plu-

part du temps, seulement une fraction de ces composés est détectée par les insectes et

conditionne leur comportement (i.e. composés « actifs ») (Raguso, 2008) (Fig. 4). Là

encore, l’odeur florale peut influer sur la détectabilité de la plante (Raguso, 2008) ou

permettre aux insectes de choisir parmi plusieurs plantes-hôtes (Burger et al., 2010),

le signal olfactif pouvant être associé ou non à la présence d’une récompense (Wright

& Schiestl, 2009 ; Knauer & Schiestl, 2015).

L’importance relative des signaux visuels et olfactifs dans l’attraction des pollini-

sateurs varie d’un système de pollinisation à l’autre : certains reposent principalement

sur des signaux visuels (Kunze & Gumbert, 2001) et d’autres principalement sur des

signaux olfactifs (Vereecken & Schiestl, 2009), tandis que d’autres encore reposent sur

ces deux types de signaux à la fois, chacun ayant une fonction précise (Raguso & Willis,

2002 ; Burger et al., 2010). De telles variations peuvent être liées aux capacités sen-

sorielles des pollinisateurs, certains ayant une acuité visuelle supérieure à leur acuité

olfactive par exemple. Cependant, certains groupes fonctionnels de pollinisateurs, tels
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Figure 4 – Exemples de chromatogramme et d’électroantenogramme,
d’après Stökl et al. (2008). Composition de l’odeur florale d’un individu
d’Ophrys iricolor (Orchidaceae) et réponse électrophysiologique d’un in-
dividu mâle d’Andrena nigroaenea. Tous les composés (i.e. pics sur le
chromatogramme) ne sont pas détectés par les pollinisateurs, et tous les
composés détectés par ces derniers (i.e. pics sur l’électroantenogramme)
n’ont pas un effet attractif : les composés « actifs » doivent être identifiés
à partir de tests électrophysiologiques, mais aussi comportementaux.

que les sphinx par exemple, ont de bonnes capacités à la fois visuelles et olfactives et

semblent pourtant privilégier les signaux visuels dans certains cas (e.g. Macroglossum

stellatarum) et les signaux olfactifs dans d’autres cas (e.g. Deilephila elpenor) (Balke-

nius et al., 2006). Ceci suggère que l’importance relative de ces deux types de signaux

ne dépend pas uniquement des capacités sensorielles des pollinisateurs, de mêmes que

ces dernières ne suffisent pas à expliquer leurs préférences pour telle ou telle valeur

de trait : d’autres facteurs, d’ordre comportemental, doivent être invoqués pour mieux

appréhender la complexité des modalités de communication entre plantes et pollinisa-

teurs.

1.3.2 Comportement des insectes et évolution des traits floraux

Certaines préférences des pollinisateurs pour une valeur de trait plutôt qu’une

autre semblent être innées, probablement du fait d’une coévolution, puisque dans le
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cadre d’une interaction mutualiste, l’adéquation entre une valeur de trait et une préfé-

rence pour cette dernière est profitable aux deux types de partenaires (Raine & Chittka,

2007 ; Schiestl & Johnson, 2013). Cependant, de telles préférences peuvent aussi résul-

ter de biais sensoriels, c’est-à-dire qu’elles peuvent avoir évolué dans un tout autre

cadre (e.g. sélection sexuelle) et avoir été « détournées » de leur fonction initiale par

la suite (Schiestl & Johnson, 2013). De tels biais semblent évidents dès lors que l’on

s’intéresse aux capacités sensorielles des pollinisateurs : les insectes étaient par exemple

capables de percevoir les couleurs et les odeurs avant que les plantes n’acquièrent la ca-

pacité à synthétiser pigments et composés organiques volatils (Chittka, 1996 ; Schiestl,

2010). Ces préférences innées semblent toutefois avoir une importance limitée au regard

de leur plasticité. En effet, les capacités cognitives des pollinisateurs leur permettent

d’ajuster ces préférences tout au long de leur vie, par apprentissage associatif* (Schiestl

& Johnson, 2013 ; Schiestl, 2015), ce qui devrait – en théorie – favoriser l’évolution de

signaux honnêtes* (Blarer et al., 2002).

Les traits floraux sont donc les principaux médiateurs impliqués dans la communi-

cation plantes-pollinisateurs, et ils sont susceptibles de voir leur évolution conditionnée

par les capacités sensorielles et cognitives des pollinisateurs. De ce fait, ces derniers ont

joué un rôle majeur dans la diversification taxonomique et florale des Angiospermes. Un

tel rôle est détectable à plusieurs échelles, et notamment à une échelle microévolutive

(i.e. processus évolutifs générant de la diversité au sein des espèce, e.g. adaptation) et à

une échelle macroévolutive (i.e. processus évolutifs générant de la diversité au sein des

rangs taxonomiques supérieurs, e.g. spéciation). Ce sont ces deux types d’approches

que nous allons détailler au cours des paragraphes 1.4 et 1.6.
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1.4 Rôle des pollinisateurs dans l’évolution des Angiospermes :

approche microévolutive

Un certain nombre d’études ont mis en avant le rôle des pollinisateurs dans l’évo-

lution des traits floraux à une échelle microévolutive. Ces études ont généralement visé

à démontrer que les pollinisateurs peuvent exercer une sélection phénotypique sur les

traits floraux et contribuer ainsi à l’adaptation locale* et à l’émergence d’écotypes*.

Ce sont ces études microévolutives qui seront passées en revue dans ce paragraphe.

1.4.1 Sélection phénotypique exercée sur les traits floraux

Puisque les plantes dépendent des pollinisateurs pour se reproduire, ces derniers

sont susceptibles d’exercer une pression de sélection sur leurs traits floraux via un

impact sur les valeurs sélectives mâle et femelle. Tout d’abord, il est admis que la sé-

lection ne peut avoir lieu que si les traits varient d’un individu à l’autre, ce qui est

généralement le cas des traits floraux (Harder & Johnson, 2009). De telles variations

doivent ensuite se traduire par des variations dans les succès reproducteurs mâle ou

femelle, car certaines valeurs de traits maximisent l’attraction des pollinisateurs et/ou

l’efficacité des événements de pollinisation (van der Niet et al., 2014). De telles cova-

riations entre valeurs de traits et succès reproducteur peuvent être mises en avant à

l’aide de régressions, selon la méthode développée par Lande et Arnold (1983), bien

que d’autres méthodes, parfois plus sophistiquées, telles que les modèles d’équations

structurelles (SEM), aient été développées en parallèle (Gómez, 2000, 2009 ; Schiestl

et al., 2011). Harder et Johnson (2009) ont démontré que sur plus d’une cinquantaine

d’études, un tiers ont pu mettre en évidence des gradients de sélection non nuls sur la

taille (Totland et al., 1998 ; Alexandersson & Johnson, 2002 ; Arista & Ortiz, 2007),

la forme (Gómez et al., 2008), la couleur (Frey, 2004 ; Gross et al., 2016) ou encore

l’odeur (Majetic et al., 2009a ; Schiestl et al., 2011 ; Parachnowitsch et al., 2012 ; Gross

et al., 2016) florales. Démontrer que cette sélection phénotypique peut être imputée
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aux pollinisateurs est autrement plus délicat, mais est tout de même faisable, grâce à

la méthode développée par Sletvold et al. (2010), basée sur des expériences de pollini-

sation manuelle (Fig. 5). Ainsi, il a été démontré que les pollinisateurs contribuaient

très largement à la sélection phénotypique exercée sur les traits floraux, par exemple

chez l’orchidée nectarifère Gymnadenia conopsea (Sletvold et al., 2012 ; Chapurlat et

al., 2015).

D’autres agents de sélection peuvent toutefois intervenir dans l’évolution des traits

floraux, tels que les herbivores et les pathogènes, qui exercent des pressions de sélection

souvent antagonistes à celle exercée par les pollinisateurs (Strauss & Whittall, 2006).

Par exemple, chez Claytonia virginica (Montiaceae), les pollinisateurs comme les herbi-

vores semblent préférer les fleurs rouges aux fleurs blanches, exerçant ainsi des pressions

de sélection opposées sur la couleur florale (Frey, 2004). Les signaux olfactifs attractifs

pour les pollinisateurs, mais aussi pour les herbivores et les pathogènes, pourraient eux

aussi être contre-sélectionnés par ces derniers. De tels conflits entre les pressions de

sélection imposées par les agents mutualistes versus antagonistes pourraient avoir fa-

vorisé la différenciation des signaux olfactifs floraux et végétatifs, ainsi que l’évolution

de défenses anti-herbivores induites (Kessler & Halitschke, 2009).

Les signaux visant à attirer les pollinisateurs étant souvent coûteux à produire

(Raguso, 2004 ; Whitehead et al., 2012), un investissement moindre dans ces signaux

pourrait permettre d’investir davantage dans la production de fruits ou de graines. Les

ressources seraient donc elles aussi un agent de sélection potentiel, exerçant une pres-

sion de sélection souvent antagoniste à celle exercée par les pollinisateurs là encore,

mais pouvant aussi influer sur l’évolution d’autres traits. Par exemple, chez l’orchidée

nectarifère Gymnadenia odoratissima, les pollinisateurs sélectionnent pour une aug-

mentation des émissions de composés actifs (i.e. détectés par les pollinisateurs) et les

ressources pour une diminution des émissions de composés non actifs (i.e. non détectés

par les pollinisateurs) (Schiestl et al., 2011). L’importance relative de ces deux types

d’agents dépend en premier lieu des facteurs qui limitent le succès reproducteur. Si ce
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Figure 5 – Effet de la limitation en pollinisateurs sur la force de la sé-
lection phénotypique, d’après Trunschke et al. (2017). Corrélation entre
la limitation en pollinisateurs (PL) et la force de la sélection nette (a),
de la sélection exercée par les pollinisateurs (b) et de la sélection exercée
par d’autres types d’agents (c) sur la date de floraison, la hauteur de la
plante, le nombre de fleurs, la taille des fleurs et la longueur de l’éperon,

dans douze populations d’orchidées.

dernier est principalement limité par les pollinisateurs, ce sont eux qui exercent la sé-

lection la plus forte, et s’il est principalement limité par les ressources, ce sont elles qui

exercent la sélection la plus forte (Harder & Johnson, 2009). L’impact de la limitation

en pollinisateurs et/ou en ressources sur les succès reproducteurs mâle et femelle a été

démontré à plusieurs reprises, via des approches corrélatives (Sletvold & Ågren, 2014 ;
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Trunschke et al., 2017) (Fig. 5), mais aussi expérimentales (Caruso et al., 2005 ; Fish-

man & Willis, 2008). Plusieurs auteurs ont en outre suggéré que le succès reproducteur

mâle est plutôt limité par les pollinisateurs et le succès reproducteur femelle plutôt

limité par les ressources (i.e. principe de Bateman). Cette hypothèse a été testée chez

Asclepias syriaca (Asclepiadaceae), qui produit en effet plus de fruits lorsque le milieu

est enrichi en nutriments, mais pas lorsqu’elle est pollinisée manuellement (Caruso et

al., 2005).

En jouant sur les leviers que sont ces limitations, plusieurs facteurs (biotiques

comme abiotiques) sont susceptibles de moduler la sélection exercée sur les traits flo-

raux. Les espèces végétales sympatriques, via un effet de compétition pour les pollinisa-

teurs ou les ressources (Caruso, 2001 ; Sletvold et al., 2013) ou de facilitation, peuvent

par exemple affecter cette sélection, de même que les conditions environnementales

abiotiques, qu’elles soient climatiques (Totland, 2001) ou édaphiques (Caruso et al.,

2003) (Fig. 6).

1.4.2 De la sélection phénotypique à l’adaptation

Pour qu’un processus de sélection phénotypique se traduise, à terme, par un

processus d’adaptation, il faut que les traits floraux puissent être transmis de génération

en génération (Harder & Johnson, 2009). Ashman et Majetic (2006) se sont intéressés

aux déterminismes génétiques et environnementaux de ces traits, afin d’évaluer leur

capacité à répondre à la sélection phénotypique. Ils ont ainsi démontré que la plupart

d’entre eux pouvaient être transmis de génération en génération, puisqu’en moyenne

39% de leur variation pouvait être attribuée à des causes génétiques. Par ailleurs, ces

auteurs ont mis en avant une corrélation génétique entre la plupart des traits floraux

étudiés. De telles corrélations sont importantes car elles sont susceptibles de moduler

la réponse de ces traits à la sélection phénotypique (Harder & Johnson, 2009). Par

exemple, chez Lobelia siphilitica (Campanulaceae), un compromis entre le nombre de

fleurs et la taille de ces dernières contraint l’évolution de ces deux traits (Caruso, 2004).
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Figure 6 – Schéma récapitulatif des agents de sélection intervenant
potentiellement dans l’évolution des traits floraux. Les pollinisateurs, les
herbivores et les ressources peuvent exercer une sélection sur ces traits,
et leurs abondances respectives détermine la force de cette sélection. Les
autres plantes peuvent jouer sur cette abondance, soit en l’augmentant
(e.g. augmentation de l’abondance des herbivores par effet « magnet
»), soit en la diminuant (e.g. diminution de l’abondance des herbivores
et/ou du taux d’herbivorie par effet de dilution, par répulsion ou par
augmentation de l’attraction de leurs ennemis naturels). PL = limitation

en pollinisateurs, RL = limitation en ressources.

Si les traits floraux sont sélectionnés et transmis de génération en génération,

alors la sélection phénotypique devrait se traduire par un changement dans la distri-

bution des valeurs de traits d’une génération à l’autre (Harder & Johnson, 2009), mais

très peu d’études se sont intéressées à de tels changements. À titre d’exemple, deux

études ont prédit une augmentation de la taille des fleurs chez Polemonium viscosum

(Polemoniaceae) et Fragaria virginiana (Rosaceae) (Galen, 1996 ; Morgan & Ashman,

2003), prédictions qui se sont avérées en accord avec l’évolution réelle de ce trait au

sein des populations étudiées. Inversement, Irwin et Strauss (2005) ont cherché à pré-

dire l’évolution des fréquences respectives de quatre morphes (couleurs florales blanche,

rose, jaune et bronze) dans une population de Raphanus sativus (Brassicaceae), mais
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leurs prédictions n’ont pas été corroborées par l’évolution réelle de ces fréquences, peut-

être parce que d’autres agents de sélection interviennent dans l’évolution de la couleur

florale chez cette espèce.

1.4.3 Mosaïque de communautés de pollinisateurs et adaptations locales

Différentes guildes de pollinisateurs sont susceptibles de favoriser différents phéno-

types floraux, du fait de leurs capacités sensorielles et cognitives, de leurs préférences

Figure 7 – Evolution des valeurs de traits floraux au fil des générations
chez Brassica rapa, d’après Gervasi & Schiestl (2017). Valeurs moyennes
(±SE) de la hauteur de la plante, du nombre de graines par fruit et des
quantités d’indole et de p-anisaldehyde pour chaque génération dans
chaque traitement (plantes pollinisées par des bourdons : lignes bleues ;
plantes pollinisées par des syrphes : lignes vertes ; plantes pollinisées

manuellement : lignes noires).
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ou encore de leurs morphologies distinctes. Il a par exemple été démontré que chez

Mimulus luteus (Scrophulariaceae), les oiseaux mouches et les insectes imposent une

sélection directionnelle sur la taille de la corolle* mais divergente sur la taille et la

forme du point rouge dessiné sur cette corolle (Medel et al., 2003). De même, chez

Gymnadenia conopsea, pollinisateurs diurnes et nocturnes exercent tous les deux une

sélection directionnelle positive sur le nombre de fleurs, la taille de ces dernières et la

longueur de l’éperon, mais la force de cette sélection varie d’une guilde de pollinisateurs

à l’autre (Sletvold et al., 2012).

Puisque les communautés de pollinisateurs ont une distribution spatio-temporelle

en mosaïque (Moeller, 2006 ; Dupont et al., 2009), la sélection phénotypique qu’ils

exercent sur les traits floraux est susceptible de varier dans l’espace et dans le temps

elle aussi (Thompson, 2005). Gómez et al. (2008, 2009) ont par exemple démontré

que celle exercée sur la taille et la forme florales chez Erysimum mediohispanicum

(Brassicaceae) différait d’une population à l’autre, probablement du fait de fluctuations

dans les communautés de pollinisateurs, mais aussi d’herbivores. De même, Chapurlat

et al. (2015) ont mis en avant une variation inter-populationnelle dans la sélection

exercée sur la hauteur de la plante, la taille des fleurs et la longueur de l’éperon chez

G. conopsea, et Gross et al. (2016) une variation inter-populationnelle dans la sélection

exercée sur la couleur et l’odeur florales chez G. odoratissima.

De telles variations sont susceptibles de contribuer à l’émergence d’écotypes via

un processus d’adaptation locale (i.e.modèle de Grant-Stebbins : Grant & Grant, 1965 ;

Stebbins, 1970 ; Johnson, 2006). Ces écotypes seront caractérisés par des phénotypes

floraux différents, adaptés à des guildes de pollinisateurs distinctes. Plusieurs approches

peuvent être utilisées pour mettre en évidence un tel processus. Une première approche

consiste à mettre en avant des covariations entre phénotypes floraux et guildes de

pollinisateurs (Anderson & Johnson, 2009 ; Newman et al., 2014). Cependant, de telles

covariations peuvent résulter d’autres processus, adaptatifs ou non (van der Niet et al.,

2014).
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Afin de pallier ce problème, plusieurs auteurs ont eu recours à des approches ex-

périmentales. Certains ont par exemple conduit des expériences de transplantations, en

mettant en présence un phénotype floral avec une communauté de pollinisateurs à la-

quelle il n’est pas adapté afin d’en évaluer les conséquences sur son succès reproducteur

(Boberg et al., 2014 ; Sun et al., 2014). Ainsi, chez l’orchidée nectarifère Platanthera

bifolia, il a été démontré que les plantes de milieu fermé avec un éperon long avaient un

succès reproducteur supérieur à celui des plantes de milieu ouvert avec un éperon court

quand ces deux types de plantes étaient transplantés en milieu fermé, tandis qu’elles

avaient des succès reproducteurs comparables en milieu ouvert (Boberg et al., 2014).

De même, chez G. odoratissima, les plantes de haute altitude ont un succès reproduc-

teur supérieur à celui des plantes de basse altitude que ces deux types de plantes soient

transplantés en plaine ou en montagne (Sun et al., 2014).

Ces expériences de transplantations permettent de démontrer qu’un phénotype

floral est adapté à telle ou telle guilde de pollinisateurs, mais elles ne permettent pas

de savoir quels sont les traits importants pour ces derniers : elles doivent donc être

complétées par des tests électrophysiologiques et comportementaux ou des expériences

d’altération de ces traits (Johnson & Andersson, 2002 ; Conner et al., 2003 ; Jersáková

& Johnson, 2007 ; Kessler et al., 2008). Harder et Johnson (2009) ont montré que sur

près de cinquante études, 73% ont permis de mettre en avant un effet significatif de

l’altération des traits floraux sur le succès reproducteur. Les traits altérés sont souvent

relatifs à la taille ou à la forme florales (Conner et al., 2003 ; Jersáková & Johnson,

2007), mais la couleur (Johnson & Andersson, 2002) ou l’odeur (Kessler et al., 2008)

peuvent être manipulées également.

Plus récemment, une approche d’évolution expérimentale a été appliquée à Bras-

sica rapa (Brassicaceae) afin de tester le modèle de Grant-Stebbins (Gervasi & Schiestl,

2017). Pour ce faire, plusieurs lots de plantes ont été mis en présence de guildes de polli-

nisateurs distinctes (bourdons versus syrphes) afin d’observer les trajectoires évolutives

respectives de leurs traits floraux. Après moins de dix générations, les plantes pollini-
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sées par des bourdons avaient vu la taille de leurs fleurs et leurs émissions de composés

organiques volatils augmenter, tandis que chez les plantes pollinisées par des syrphes,

cette taille et ces émissions avaient significativement diminué (Fig. 7). Cette approche

semble particulièrement prometteuse pour mieux comprendre le rôle des pollinisateurs

dans l’évolution des traits floraux à une échelle microévolutive, même si elle semble

délicate à mettre en œuvre dans certains cas.

1.5 De l’adaptation à la spéciation : rôle des pollinisateurs

dans l’isolement reproducteur

La théorie de la spéciation écologique fournit un cadre qui permet de faire le

lien entre adaptation et spéciation (van der Niet et al., 2014). Au cours du paragraphe

1.4, nous avons vu que les pollinisateurs pouvaient exercer une sélection sur les traits

floraux et, du fait de leur distribution spatio-temporelle en mosaïque, causer un pro-

cessus d’adaptation locale. Une adaptation à un type de pollinisateurs est susceptible

de s’accompagner d’une « inadaptation » à d’autres types de pollinisateurs, et donc

d’entraîner une transition de pollinisateurs (cf paragraphe 1.6.1). Or de telles transi-

tions sont susceptibles de contribuer à l’isolement reproducteur, et donc à la spéciation,

puisque deux espèces qui interagissent avec des guildes de pollinisateurs distinctes (i.e.

isolement dit « éthologique ») ou qui sont incompatibles morphologiquement (i.e. iso-

lement dit « mécanique ») ne peuvent pas s’hybrider, comme cela a été démontré chez

Mimulus cardinalis et M. lewisii (Ramsey et al., 2003), ou encore chez Aquilegia for-

mosa et A. pubescens (Ranunculaceae) (Fulton & Hodges, 1999). C’est là le point le

plus important de la théorie de la spéciation écologique : les traits qui sont soumis

à une sélection divergente sont aussi ceux qui contribuent à l’isolement reproducteur

(Rundle & Nosil, 2005). Bien sûr, cette contribution varie d’un système de pollinisation

à l’autre (van der Niet et al., 2014). Elle dépend tout d’abord du degré de spécialisa-

tion de ce dernier, l’isolement floral* étant plus probable chez les plantes spécialistes

que chez les plantes généralistes. Elle dépend aussi de la fonction des traits floraux
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Figure 8 – Caractérisation des transitions de pollinisateurs selon
quatre axes, d’après van der Niet et al. (2014). L’axe 1 représente le
degré de spécialisation de l’interaction de pollinisation, l’axe 2 la fonc-
tion des traits floraux sélectionnés, l’axe 3 le type de transition et l’axe
4 le contexte géographique. Ces quatre axes conditionnent la probabilité
qu’une transition de pollinisateurs cause un isolement floral, et donc un

événement de spéciation.

soumis à une sélection divergente (rôle dans l’attraction des pollinisateurs versus dans

l’interaction physique entre la fleur et ces derniers), du type de transition (transition

d’espèces versus de groupes fonctionnels de pollinisateurs) et du contexte géographique

(sympatrie* versus allopatrie*) (van der Niet et al., 2014) (Fig. 8).

Bien qu’une attention particulière ait été accordée aux interactions de pollinisa-

tion, d’autres facteurs peuvent être impliqués dans l’isolement reproducteur des espèces

végétales sympatriques. Dans les cas de Mimulus cardinalis et M. lewisii et d’Aquilegia

formosa et A. pubescens cités précédemment, une ségrégation de distributions altitu-

dinales se superpose à une ségrégation de niches de pollinisation, ces deux types de

ségrégation ayant probablement toutes les deux joué un rôle dans la spéciation (Kay &

Sargent, 2009), comme suggéré chez l’orchidée réunionnaise Calanthe sylvitica (Juillet

et al., 2010 ; Delle Veldove et al., 2011). Dans d’autres cas, l’isolement floral semble

avoir été acquis après que les populations conspécifiques aient divergé, via un processus
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de déplacement de caractères ou de renforcement* (Armbruster & Muchhala, 2009).

Dans d’autres cas, enfin, l’isolement floral joue un rôle mineur dans l’isolement repro-

ducteur, ce dernier étant garanti par des barrières post-zygotiques ayant évolué du fait

de l’isolement spatial des populations conspécifiques (i.e. spéciation allopatrique) (Kay

& Sargent, 2009).

1.6 Rôle des pollinisateurs dans l’évolution des Angiospermes :

approche macroévolutive

Un certain nombre d’études de cas focalisées sur une espèce ont mis en avant le

rôle des pollinisateurs dans l’évolution des traits floraux à une échelle microévolutive

(cf paragraphe 1.4). Cependant, pour démontrer le rôle des pollinisateurs dans la di-

versification des Angiospermes en général, il faut ajouter une dimension historique à

ces études de cas, comme l’ont fait certaines études macroévolutives. Ces études ont

visé à démontrer qu’à l’échelle de grands clades, les transitions de pollinisateurs ont si-

gnificativement contribué à la diversification taxonomique et florale. Ce sont ces études

macroévolutives qui seront passées en revue dans ce paragraphe.

1.6.1 Transitions de pollinisateurs

Les transitions de pollinisateurs ont globalement été fréquentes chez les Angio-

spermes, ce qui plaide en faveur de leur importance dans la diversification de ces der-

nières (van der Niet & Johnson, 2012 ; Schatz et al., 2016). De telles transitions peuvent

s’expliquer par une disjonction entre les aires de distribution de la plante et du pollini-

sateur (Kay & Sargent, 2009), mais aussi par un processus de renforcement (Hopkins &

Rausher, 2012) ou de compétition entre espèces végétales sympatriques favorisant la sé-

grégation de leurs niches de pollinisation (Pauw, 2013). La fréquence de ces transitions

varie cependant d’un clade à l’autre : les systèmes de pollinisation sont particulière-

ment labiles au sein de certains clades (e.g. dans le genre Gladiolus : Valente et al.,
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2012) mais plus conservés au sein d’autres clades (e.g. dans les genres Babiana, La-

peirousia, Moraea et Protea : Manning & Goldblatt, 1996 ; Schnitzler et al., 2011). De

plus, certaines transitions semblent avoir été plus fréquentes que d’autres, telles que les

transitions de la pollinisation entomophile à ornithophile dans les genres Costus (Cos-

taceae) et Penstemon (Scrophulariaceae) (Kay et al., 2005 ; Whittall & Hodges, 2007),

ornithophile à chiroptérophile dans la tribu des Sinningieae (Gesneriaceae) (Perret et

al., 2003) ou encore diurne à nocturne dans le genre Ruellia (Acanthaceae) (Tripp &

Manos, 2008). Les transitions de pollinisateurs semblent être favorisées par certaines

innovations évolutives, telles que la zygomorphie*, peut-être parce que ces innovations

(souvent d’ordre morphologique) sont susceptibles d’accroître le degré de spécialisation

des interactions de pollinisation (Fenster et al., 2004). De plus, certains systèmes de

pollinisation ou traits ancestraux semblent avoir constitué des préadaptations* ren-

dant certaines transitions plus probables que d’autres, comme démontré au sein du

genre Dalechampia (Euphorbiaceae) ainsi que chez plusieurs genres d’orchidées (Arm-

bruster, 1993 ; Johnson et al., 1998 ; Schiestl & Cozzolino, 2008). La fréquence de ces

transitions peut également être conditionnée par d’autres facteurs, liés aux agents de

sélection eux-mêmes. Par exemple, dans certaines régions du monde, la présence de

certaines guildes de pollinisateurs, telles que les oiseaux mouches ou les chauves-souris,

ou de communautés de pollinisateurs particulièrement fragmentées, aurait eu un im-

pact majeur sur l’évolution des systèmes de pollinisation (Johnson, 2010). En outre, la

fréquence des transitions de pollinisateurs peut avoir été modulée par d’autres agents

de sélection, tels que les herbivores. La substitution des défenses physiques par des

défenses chimiques dans le genre Hakea (Proteaceae) aurait par exemple facilité l’accès

des oiseaux au nectar et ainsi favorisé les transitions de la pollinisation entomophile à

ornithophile (Hanley et al., 2009).
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1.6.2 Rôle des transitions de pollinisateurs dans la diversification taxono-

mique

Tout d’abord, mentionnons que le taux net de diversification (i.e. balance entre

spéciation et extinction) est labile chez les Angiospermes et qu’il semble être affecté

par plusieurs facteurs (Davies et al., 2004). Ceci étant dit, une attention particulière a

été accordée aux transitions de pollinisateurs en tant que moteur de la diversification

(van der Niet & Johnson, 2012), les pollinisateurs étant susceptibles d’impacter à la

fois le taux de spéciation et le taux d’extinction chez les Angiospermes (Kay & Sargent,

2009).

Plusieurs auteurs ont cherché à mettre en avant des associations entre événements

de spéciation et transitions de pollinisateurs. Dans le genre Gladiolus (Iridaceae), de

telles associations ne concernent qu’un tiers des évènements de divergence entre deux

lignées (Valente et al., 2012), ce qui suggère que la spéciation a été causée par d’autres

types de transitions (e.g. édaphiques : Schnitzler et al., 2011 ; Forest et al., 2014) dans

au moins deux tiers des cas. Dans d’autres cas, le lien entre événements de spéciation

et transitions de pollinisateurs est plus évident, et se reflète même dans la phylogénie

des insectes (i.e. co-spéciation*). Le cas des figuiers, impliqués dans des interactions

mutualistes extrêmement spécialisées avec des guêpes Agaonides, constitue l’un des

exemples les plus frappants de co-spéciation, les phylogénies des Ficus et des insectes

étant quasiment le miroir l’une de l’autre (Machado et al., 2001 ; Jousselin et al., 2008 ;

Cruaud et al., 2011).

D’une manière plus générale, les transitions de pollinisateurs sont susceptibles

d’avoir un impact majeur sur le taux net de diversification. Il a par exemple été suggéré

qu’une transition d’un système de pollinisation généraliste à un système de pollinisation

spécialiste pouvait affecter ce taux (van der Niet & Johnson, 2012). Une corrélation

positive entre degré de spécialisation et richesse spécifique a d’ailleurs été démontrée

dans certains clades (e.g. Schiestl & Schlüter, 2009), bien qu’il ne semble pas y avoir



1. Interactions de pollinisation et diversification taxonomique et florale des Angiospermes 29

de relation entre ces deux variables dans d’autres clades (e.g. Gravendeel et al., 2004),

et bien qu’une telle corrélation puisse être due à un effet de la richesse spécifique sur le

degré de spécialisation et non l’inverse (Armbruster & Muchhala, 2009). D’autres tran-

sitions, non pas dans le nombre de pollinisateurs mais dans l’identité de ces derniers,

pourraient également avoir eu un impact sur le taux net de diversification. Les transi-

tions vers certains systèmes de pollinisation – tels que la pollinisation par des abeilles

à langue courte, des papillons ou des scarabées – se sont par exemple traduites par une

augmentation de ce taux dans le genre Gladiolus (Valente et al., 2012). De la même

manière, chez les orchidées, les clades dans lesquels la pollinisation est effectuée par

des lépidoptères sont caractérisés par des taux net de diversification particulièrement

importants (Givnish et al., 2015) (Fig. 9), et dans le genre Ophrys (Orchidaceae), les

transitions d’une pollinisation effectuée par des guêpes à une pollinisation effectuée par

des abeilles se sont accompagnées d’une augmentation significative de ce taux net de

diversification (Breitkopf et al., 2014).

1.6.3 Rôle des transitions de pollinisateurs dans la diversification florale

Les transitions de pollinisateurs sont susceptibles d’impacter non seulement la

dynamique de spéciation et d’extinction, mais aussi l’évolution des traits floraux. À une

échelle macroévolutive, la sélection exercée par les pollinisateurs sur ces traits devrait

se traduire par des corrélations entre systèmes de pollinisation et suites de traits, ou

« syndromes de pollinisation » (Faegri & van der Pijl, 1979 ; Fenster et al., 2004). De

telles corrélations ont été démontrées dans plusieurs clades (e.g. Wolfe & Sowell, 2006 ;

Geerts & Pauw, 2009 ; Danieli-Silva et al., 2012), mais les modalités de leur évolution

posent question (Schiestl & Johnson, 2013). En particulier, les cas de syndromes ayant

évolué en raison de préférences innées de certains groupes fonctionnels de pollinisateurs

pour certains signaux se comptent sur les doigts d’une main (e.g. Dötterl et al., 2006).

La plupart du temps, ce sont d’autres types de réponses comportementales (i.e. biais

sensoriels et apprentissage associatif, cf paragraphe 1.3.2), voire d’autres agents de
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Figure 9 – Evolution du taux net de diversification dans la famille
des Orchidaceae, d’après Givnish et al. (2015). L’augmentation de ce
taux est représentée par une transition des couleurs froides aux couleurs
chaudes. Les taux de spéciation (δ) et d’extinction (µ) sont donnés pour
chacun des clades 1, 2, 3 et 4. Pour chaque clade, la hauteur du triangle
est proportionnelle au nombre d’espèces et sa longueur à l’âge de la
couronne. Ap : Apostasioideae ; Va : Vanilloideae ; Cy : Cypripedioideae ;

Or : Orchidoideae ; Ep : Epidendroideae.

sélection, qui semblent être intervenus dans l’évolution de tels syndromes (e.g. Cronk

& Ojeda, 2008). Par ailleurs, la pertinence de cette notion de syndromes de pollinisation

peut être questionnée, car les suites de traits floraux ne permettent pas toujours de
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faire des prédictions exactes quant aux systèmes de pollinisation (Ollerton et al., 2009).

Cette notion fournit donc un cadre théorique intéressant pour mieux comprendre le rôle

des pollinisateurs dans l’évolution des traits floraux (Rosas-Guerrero et al., 2014), mais

doit être testée au cas par cas.

Les syndromes de pollinisation résultent de convergences évolutives causant une

similarité phénotypique entre espèces interagissant avec les mêmes groupes fonctionnels

de pollinisateurs et étant donc soumises aux mêmes pressions de sélection. Cependant,

d’autres processus sont susceptibles de générer une telle similarité, notamment les re-

lations de parenté entre ces espèces. Pourtant, peu d’études ayant visé à mettre en

avant une corrélation entre systèmes de pollinisation et suites de traits floraux à une

échelle macroévolutive ont pris en compte l’effet potentiel de la phylogénie, bien qu’une

telle prise en compte soit permise par les méthodes comparatives phylogénétiques (cf

encadré 2).

Lorsque les systèmes de pollinisation et les traits floraux peuvent être modélisés

par des variables catégorielles, leurs états ancestraux respectifs peuvent être recons-

truits à l’aide de plusieurs méthodes (e.g. maximum de parcimonie, maximum de vrai-

semblance, . . . etc.). De telles reconstructions permettent de tester l’hypothèse selon

laquelle l’évolution des systèmes de pollinisation conditionne celle des traits floraux

(Beardsley et al., 2003 ; Perez et al., 2006 ; Cosacov et al., 2009). Si les transitions

de pollinisateurs ont précédé les transitions de traits floraux, cette hypothèse tend à

être confirmée. Beardsley et al. (2003) ont par exemple démontré que dans la section

Erythranthe du genre Mimulus, plusieurs transitions de la pollinisation entomophile à

ornithophile avaient entraîné des transitions de taille, de forme et de couleur florales.

Si au contraire les transitions de traits floraux ont précédé les transitions de pollinisa-

teurs, mais que ces traits confèrent bel et bien un avantage évolutif, ils pourraient avoir

constitué des exaptations* ayant évolué en réponse à d’autres pressions de sélection,

par exemple exercées par les herbivores (e.g. Armbruster et al., 2009), mais ayant été

détournées de leur fonction initiale par la suite.
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D’autres approches ne reposent pas sur la reconstruction des états ancestraux,

mais sur la démonstration d’associations statistiquement significatives entre systèmes

de pollinisation et traits floraux le long de la phylogénie. Du fait de pressions de

sélection exercées par d’autres agents, mais aussi de contraintes physiologiques (e.g.

contraintes dans l’évolution des voies de biosynthèse), la correspondance entre sys-

tèmes de pollinisation et traits floraux n’est quasiment jamais parfaite : la question est

donc de savoir si tel trait a évolué plus souvent dans les lignées caractérisées par tel

système que dans d’autres (Smith, 2010). Par exemple, Martén-Rodríguez et al. (2010)

ont démontré que dans la tribu des Gesnerieae (Gesneriaceae), les transitions vers une

pollinisation effectuée par les chauves-souris s’étaient accompagnées de transitions vers

un syndrome de pollinisation typiquement chiroptérophile (i.e. fleurs campanulées de

couleurs blanche ou verte pâle). De même, Chartier et al. (2014) ont étudié l’évolution

des systèmes de pollinisation dans la famille des Araceae et démontré une corrélation

entre la sexualité des fleurs (unisexuées ou bisexuées) et la zonation du spadice (pré-

sence d’une zone mâle et d’une zone femelle) d’une part, et entre le type d’interactions

(mutualistes versus antagonistes) et les guildes de pollinisateurs principales d’autre

part.

Dans les études de cas citées précédemment, le système de pollinisation a été

modélisé par une variable catégorielle (e.g. pollinisation entomophile, ornithophile ou

chiroptérophile). Cependant, l’évolution des systèmes de pollinisation n’est pas toujours

rythmée par des transitions d’un groupe fonctionnel ou d’une espèce de pollinisateurs

à un(e) autre, mais parfois par des transitions dans leur importance relative, ce qui

implique de modéliser ces systèmes par une variable continue (Smith, 2010). De la même

manière, les traits floraux (notamment relatifs à la taille et à la forme florales) sont

souvent des variables continues. La corrélation entre deux variables de ce type le long

de la phylogénie peut être mise en avant par les méthodes des contrastes indépendants

ou des moindres carrés généralisés. À titre d’exemple, Whittall et Hodges (2007) ont

utilisé la première méthode pour étudier l’évolution de la longueur de l’éperon dans
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Figure 10 – Evolution corrélée des systèmes de pollinisation et de la
quantité de nectar produite chez quinze espèces d’Iochrominae, d’après

Smith (2010).

le genre Aquilegia. Ces auteurs ont ainsi démontré que dans ce genre, la longueur de

l’éperon avait augmenté non pas de manière progressive, mais par « sauts », suite à des

transitions de pollinisateurs aux pièces buccales de plus en plus développées. Smith et

al. (2008), quant à eux, ont utilisé la seconde méthode pour étudier l’importance des

transitions de pollinisateurs dans la diversification du genre Iochroma (Solanaceae).

Ils ont ainsi démontré une corrélation entre l’importance relative de certaines guildes

de pollinisateurs d’une part, et le nombre de fleurs et la quantité de nectar produite

d’autre part (Fig. 10). De même, Rosas-Guerrero et al. (2011) ont étudié la variation

phénotypique et l’intégration florale* chez vingt espèces d’Ipomoa (Convolvulaceae) et

démontré une corrélation entre leurs systèmes de pollinisation et ces traits, les plantes

autogames ou spécialistes étant caractérisées par une variation phénotypique inférieure

et une intégration florale supérieure à celles des plantes allogames ou généralistes.

Bien sûr, l’évolution des traits floraux n’a pas été exclusivement conditionnée

par celle des systèmes de pollinisation, d’autres facteurs étant probablement entrés en
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Encadre 2 – Les méthodes comparatives phylogénétiques.

Les espèces, du fait de leurs relations de parenté, ne peuvent être considérées comme
des points indépendants les uns des autres, or l’indépendance des individus (au sens
statistique du terme) est la condition sine qua none de la plupart des méthodes
d’analyses multivariées. Afin de pallier ce problème, Felsenstein (1985) a déve-
loppé la méthode des contrastes indépendants, qui consiste à ne plus s’intéresser
aux espèces mais aux évènements de divergence entre ces dernières. Par la suite,
les méthodes comparatives phylogénétiques (PCM, pour Phylogenetic Comparative
Methods) ont connu un essor important (Cornwell & Nakagawa, 2017). L’objectif
des PCM est de mettre en avant le tempo et le mode de diversification des espèces.
Cet objectif se décline en deux volets majeurs : d’une part étudier la dynamique
de spéciation et d’extinction et les traits qui jouent sur cette dynamique (volet 1),
et d’autre part étudier l’évolution d’un ou plusieurs traits le long de la phylogénie
(volet 2). Plusieurs méthodes ont été développées à ces fins et appliquées à des
domaines divers et variés, y compris hors du champ disciplinaire de la biologie (e.g.
Currie et al., 2010). En ce qui concerne le premier volet, les méthodes BiSSE («
Binary State Speciation and Extinction ») et MuSSE (« Multiple State Speciation
and Extinction ») permettent d’évaluer l’effet d’un trait (e.g. le système de polli-
nisation) sur la dynamique de spéciation et d’extinction (Maddison et al., 2007),
en estimant conjointement le taux de transition de ce trait (e.g. taux de transition
de systèmes de pollinisation) et les taux de spéciation et d’extinction pour chacune
de ses modalités (e.g. pollinisation biotique versus abiotique). En ce qui concerne
le second volet, plusieurs méthodes ont été développées. Certaines s’appliquent à
des traits catégoriels, telles que le test de Maddison (ou Concentrated Change Test,
CCT), le maximum likelihood transition rate model ou encore le stochastic mapping,
tandis que d’autres s’appliquent à des traits continus, telles que la méthode pré-
cédemment citée des contrastes indépendants ou la méthode des moindres carrés
généralisés (Smith, 2010).
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jeu. Par exemple, dans le genre Dalechampia, la couleur florale n’est pas corrélée avec

le système de pollinisation, mais avec la couleur des organes végétatifs. Dans ce cas,

c’est probablement la sélection pour la présence d’anthocyanines dans la tige et les

feuilles (peut-être en réponse à un stress biotique ou abiotique) qui aurait entraîné

l’évolution de la couleur florale rose/violette, du fait d’un lien pléiotropique* entre

pigmentations florale et végétative (Armbruster, 2002). De la même manière, dans le

genre Acer (Sapindaceae), la sélection exercée par les pollinisateurs en faveur des fleurs

les plus visibles a favorisé l’évolution de fleurs violettes chez les plantes dont les organes

végétatifs contenaient des anthocyanines, et de fleurs jaunes ou vertes pâles chez les

plantes dont les organes végétatifs n’en contenaient pas, la trajectoire évolutive de

ces plantes étant ainsi conditionnée par leurs lignes de moindre résistance respectives

(Armbruster, 2002).

2 Le modèle orchidées

"In my examination of Orchids, hardly any fact has so much struck me as the endless

diversities of structure [...] " Charles Darwin, On the Various Contrivances by which British

and Foreign Orchids are Fertilised by Insects, 1862, p. 284

2.1 Pourquoi focaliser notre attention sur cette famille ?

La famille des Orchidaceae est la plus grande famille d’Angiospermes au monde,

avec plus de 25000 espèces, soit environ 10% des espèces de plantes à fleurs (Dressler,

2005). Les plus anciens fossiles d’orchidées qui ont été découverts (Meliorchis cari-

bea en République Dominicaine et Dendrobium winikaphyllum et Earina fouldenensis

en Nouvelle-Zélande) datent du Miocène (Ramirez et al., 2007 ; Conran et al., 2009).

L’estimation de leur âge a permis de calibrer la phylogénie des orchidées et de dé-

montrer que cette famille était apparue au cours du Crétacé, il y a 76 à 84 millions

d’années (Ramirez et al., 2007 ; Gustafsson et al., 2010), voire 112 millions d’années
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Figure 11 – Phylogénie de la famille des Orchidaceae, d’après Givnish
et al. (2015). Arbre phylogénétique construit à partir de l’amplifica-
tion et du séquençage de 75 gènes chloroplastiques et de méthodes de
maximum de vraisemblance. Les astérisques indiquent les espèces my-

cohétérotrophes.

selon les dernières estimations (Givnish et al., 2015). La famille des Orchidaceae com-

prend cinq sous-familles à l’échelle mondiale : les sous-familles des Apostasioideae, des

Vanilloideae, des Cypripedioideae, des Orchidoideae et des Epidendroideae (Chase et

al., 2003) (Fig. 11). Etant apparues sous les tropiques, les orchidées ont par la suite

colonisé l’ensemble du globe terrestre, bien qu’à l’heure actuelle, la majorité des espèces

aient une distribution exclusivement tropicale (Givnish et al., 2015). Les orchidées ont

été capables de coloniser des niches écologiques diverses et variées, en transitant du

mode de vie terrestre aux modes de vie épiphyte et hémi-épiphyte, et en s’adaptant

à des milieux parfois contraignants, des déserts aux forêts tropicales, en passant par
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les formations méditerranéennes de type garrigues et maquis. En revanche, à l’échelle

de l’espèce, elles sont souvent caractérisées par des aires de distribution restreintes et

par une forte spécialisation écologique (i.e. niches écologiques restreintes elles aussi),

ce qui pourrait en partie expliquer leur radiation spectaculaire, puisque ces caracté-

ristiques sont susceptibles de promouvoir la diversification (Givnish et al., 2015). Par

ailleurs, les orchidées se sont diversifiées sur le tard par rapport aux autres familles

d’Angiospermes, dans un monde où la plupart des pollinisateurs étaient déjà présents

et impliqués dans des interactions mutualistes avec d’autres plantes à fleurs (Ramirez,

2007 ; Givnish et al., 2015 ; Schatz et al., 2013a). Cette caractéristique a probablement

favorisé l’évolution de stratégies de pollinisation et de traits floraux diverses et va-

riés (van der Cingel, 1995 ; Jersàkovà et al., 2006 ; Schatz et al., 2013a). Les orchidées

sont en effet célèbres pour leurs stratégies de pollinisation et leurs traits floraux, sou-

vent regardés comme des exemples types d’adaptations aux pollinisateurs (Claessens

& Kleynen, 2011). Cozzolino et Widmer (2005) ont estimé que près d’un tiers d’entre

elles étaient « tricheuses » (ou « déceptives »), c’est-à-dire qu’elles n’offrent pas de ré-

compense aux pollinisateurs (Sprengel, 1793). Cette importante proportion d’espèces

d’orchidées tricheuses a tout d’abord surpris Darwin (1877), qui trouvait « tout à fait

improbable » que « des abeilles puissent visiter fleur après fleur dans l’espoir d’y trou-

ver un nectar qui n’est jamais présent ». Comment de telles stratégies ont pu émerger

et être maintenues sur le long terme est en effet une énigme, car les espèces déceptives

ont généralement moins de succès auprès des pollinisateurs que celles qui produisent

du nectar (Tremblay et al., 2005). Cependant, il se peut que les stratégies tricheuses

offrent d’autres avantages, tels qu’une diminution de la dépression de consanguinité par

exemple (Cozzolino & Widmer, 2005 ; Jersàkovà et al., 2006). La plupart des orchidées

déceptives attirent les pollinisateurs en exploitant le comportement de recherche de

nourriture de ces derniers, à l’aide de signaux associés à une récompense (i.e. « gene-

ralized food deception » : Jersàkovà et al., 2006). D’autres miment une plante modèle,

un site de ponte ou encore un partenaire sexuel, bien que d’autres stratégies, moins

représentées en termes de nombre de genres mais tout aussi spectaculaires, aient éga-
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lement été décrites (Jersàkovà et al., 2006) (Tableau 1). La plupart de ces stratégies

de pollinisation impliquent un(e) ou quelques espèces(s) ou groupe(s) fonctionnel(s) de

pollinisateurs (Nilsson, 1992 ; Scopece et al., 2007 ; Cozzolino & Scopece, 2008 ; Schiestl

& Schlüter, 2009). Une telle spécialisation dans les interactions de pollinisation a pu

être favorisée par certaines innovations évolutives propres à la famille des Orchidaceae.

Outre la zygomorphie, les fleurs des orchidées sont caractérisées par la présence d’un

labelle, i.e. pétale médian souvent plus grand et plus voyant que les autres pétales

(cf encadré 3), qui joue un rôle dans l’attraction des pollinisateurs mais aussi dans le

positionnement de ces derniers sur la fleur (Claessens & Kleynen, 2011). De plus, chez

les orchidées, les grains de pollen sont regroupés sous la forme de pollinies (cf enca-

dré 3), ce qui accroît l’efficacité des évènements de pollinisation, mais aussi les risques

d’échecs de la reproduction si ces pollinies ne sont pas transférées sur le stigmate d’un

individu conspécifique (Neiland & Wilcock, 1998 ; Claessens & Kleynen, 2011). Ces

caractéristiques ont vraisemblablement joué un rôle dans l’évolution des interactions

de pollinisation et de leur spécialisation au sein de la famille des Orchidaceae (Dress-

ler, 1993 ; Givnish et al., 2015). Par ailleurs, certaines de ces particularités font des

orchidées un modèle intéressant d’un point de vue expérimental. Le regroupement des

grains de pollen sous la forme de pollinies permet par exemple de mesurer rapidement

le succès reproducteur mâle et facilite les expériences de pollinisations manuelles (cf

article 2 et annexe A). À l’inverse, certaines particularités des orchidées, notamment

leur temps de génération relativement long et leur germination directement dépendante

des champignons mycorhiziens, rendent certaines expériences (e.g. expériences d’évo-

lution expérimentale) difficiles à mettre en œuvre. Enfin, ajoutons que les orchidées

sont souvent des espèces emblématiques, porteuses d’enjeux de conservation majeurs,

et que nombre d’entre elles sont menacées et protégées (Swarts & Dixon, 2009), ce qui

constitue une motivation supplémentaire pour se focaliser sur cette famille et étudier

ses interactions de pollinisation, son évolution et sa taxonomie.
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Tableau 1 – Types de stratégies utilisées par les orchidées tricheuses
pour attirer les pollinisateurs, d’après Jersáková et al. (2006).

Stratégie Nombre de genres

Leurre alimentaire "généraliste" 38 (e.g. Anacamptis)

Leurre alimentaire par mimétisme

Batésien

9 (e.g. Orchis)

Mimétisme d’un site de ponte 11 (e.g. Anguloa)

Mimétisme d’un abri 1 (Serapias)

Mimétisme d’un site de "rendez-vous" 2 (e.g. Cephalanthera)

Pseudoantagonisme 4 (e.g. Oncidium)

Leurre sexuel 18 (e.g. Ophrys)

2.2 Stratégies de pollinisation chez les orchidées euro- médi-

terranéennes

Les orchidées euro-méditerranéennes, auxquelles nous nous sommes plus particu-

lièrement intéressées, sont distribuées dans les sous-familles des Cypripedioideae, des

Orchidoideae et des Epidendroideae, bien que la majorité d’entre elles appartiennent à

la sous-famille des Orchidoideae (Vereecken et al., 2010a). Quatre stratégies de polli-

nisation sont généralement distinguées chez ces orchidées : la production de nectar, le

leurre alimentaire, le mimétisme d’un abri et le leurre sexuel (Bournérias & Prat, 2005 ;

Schatz et al., 2013a) (Fig. 13). Si certaines espèces produisent du nectar (e.g. espèces

des genres Gymnadenia et Platanthera, généralement pollinisées par des lépidoptères),

la majorité des orchidées euro-méditerranéennes sont tricheuses. Nombre de ces der-

nières exploitent le comportement de recherche de nourriture des pollinisateurs (e.g.

espèces des genres Anacamptis et Orchis, souvent pollinisées par des hyménoptères)

(Inda et al., 2012). La majorité d’entre elles ont des fleurs colorées et odorantes, faisant

usage de stimuli à la fois visuels (Gumbert & Kunze, 2001) et olfactifs (Huber et al.,

2005 ; Salzmann et al., 2007a, 2007b) pour attirer les insectes naïfs qui, de manière

innée, associent de tels signaux à la présence de nectar ou de pollen (Schiestl, 2005).
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Encadre 3 – La fleur des orchidées

Les orchidées ont des fleurs zygomorphes avec un pétale médian (« labelle ») qui
joue souvent un rôle essentiel dans l’attraction des pollinisateurs et fait parfois of-
fice de piste d’atterrissage pour ces derniers. Suite à l’ouverture du bouton floral
se produit un phénomène de résupination, c’est-à-dire de rotation de la fleur de
manière ce que le labelle soit positionné vers le bas. Les orchidées ont par ailleurs
deux pétales latéraux souvent réduits. Les parties sexuées, à l’exception de l’ovaire,
sont soudées en une colonne appelée « gymnostème ». Les orchidées ont une éta-
mine fertile et deux étamines non fertiles et réduites. L’étamine fertile comporte
deux loges polliniques, dans lesquelles se trouvent les pollinies, au sein desquelles
les grains de pollen sont regroupés en tétrades, elles-mêmes regroupées en masses
polliniques parfois prolongées d’un pédicule, le caudicule. C’est ce dernier qui per-
met aux pollinies de coller au corps des pollinisateurs. Les orchidées ont également
des stigmates fertiles soudés en une surface stigmatique collante et un stigmate
non fertile transformé en « rostellum », excroissance qui sépare les parties mâle et
femelle et fait ainsi barrière à l’autofécondation. Après avoir été fécondé, l’ovaire
infère se change en une capsule contenant quelques milliers de graines microsco-
piques et ne comportant aucunes réserves, d’où la nécessité pour ces dernières de
s’associer avec un champignon mycorhizien pour germer.

Figure 12 – Photographie et schéma légendés d’une fleur d’orchidée
(Ophrys scolopax).
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D’autres au contraire exploitent les capacités d’apprentissage de ces insectes, en mi-

mant une plante modèle sur laquelle ces derniers ont pris l’habitude de se nourrir : c’est

par exemple le cas de l’orchidée Orchis israelitica, qui mime le lys Bellevalia flexuosa

(Dafni & Ivri, 1981). Il semblerait que ce mimétisme dit « Batésien » repose princi-

palement sur des stimuli visuels, les deux espèces étant souvent caractérisées par des

odeurs florales différentes (Galizia et al., 2004). Les espèces du genre Serapias, quant

à elles, miment un abri, la base de leurs pétales et de leurs sépales étant soudée en

un tube floral dans lequel les insectes se réfugient la nuit ou en cas de mauvais temps

(Dafni et al., 1981). Les Serapias sont généralement considérés comme des orchidées

tricheuses, bien que certains auteurs aient souligné le fait que la légère augmentation

de température à l’intérieur du tube floral par rapport à l’extérieur pouvait représen-

ter un bénéfice énergétique pour les insectes (Dafni et al., 1981). Les Serapias ont

des fleurs rouges claires à foncées, avec une micromorphologie complexe (i.e. plusieurs

types de cellules épidermiques) pouvant jouer un rôle dans l’attraction des pollini-

sateurs (Barone Lumaga et al., 2012). Les signaux olfactifs semblent importants eux

aussi, puisqu’ils miment ceux impliqués dans la communication chez les insectes (Pel-

legrino et al., 2012). De même, les espèces du genre Ophrys attirent les insectes mâles

en mimant les femelles, selon une stratégie dite de « leurre sexuel » (Pouyanne, 1917).

Si les signaux visuels jouent parfois un rôle dans cette attraction (Spaethe et al., 2007 ;

Streinzer et al., 2009), ils ont généralement peu d’importance par rapport aux signaux

olfactifs (Vereecken & Schiestl, 2009). En effet, ces derniers miment les phéromones

sexuelles des insectes femelles (Schiestl et al., 1999 ; Ayasse et al., 2003 ; Stökl et al.,

2007), attirant ainsi les mâles « conspécifiques » et déclenchant chez eux un compor-

tement de pseudo-copulation. Ce faisant, les pollinies de la fleur se collent sur le corps

(i.e. la tête ou l’abdomen) des insectes et seront ainsi transférées jusqu’au stigmate de

la fleur suivante. Les Ophrys produisent généralement plus d’une centaine de compo-

sés, dont seulement une fraction est détectée par les pollinisateurs et impliquée dans

leur attraction et dans le déclenchement du comportement de pseudo-copulation, qu’il

s’agisse d’un bouquet odorant d’une dizaine de composés – essentiellement des alcanes
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et des alcènes – (Schiestl et al., 1999 ; Stökl et al., 2007) ou d’un ou quelques composé(s)

en particulier (Ayasse et al., 2003).

Bien que l’ancêtre commun aux orchidées soit présumé nectarifère, Jersàkovà et al.

(2006) ont suggéré qu’il pourrait y avoir eu plusieurs transitions de formes ancestrales

tricheuses vers des formes dérivées nectarifères au cours de l’histoire évolutive de la

famille des Orchidaceae. Plus récemment, Inda et al. (2012) ont cherché à savoir quelles

étaient la stratégie de pollinisation et les guildes de pollinisateurs ancestrales dans la

sous-tribu des Orchidineae, à laquelle appartiennent la majorité des genres d’orchidées

euro-méditerranéens cités précédemment. Ces auteurs ont ainsi démontré que l’ancêtre

commun aux membres de cette sous-tribu était probablement une orchidée tricheuse,

vraisemblablement pollinisée par des hyménoptères. Il y aurait ensuite eu plusieurs

transitions de la tricherie à la production de nectar, corrélées à des transitions dans

les guildes de pollinisateurs principales (souvent des hyménoptères aux lépidoptères)

et peut-être dans les traits floraux (e.g. taille du labelle).

2.3 Rôle des pollinisateurs dans l’évolution des orchidées euro-

méditerranéennes

L’extraordinaire diversité taxonomique et florale des orchidées a souvent été mise

en relation avec leurs systèmes de pollinisation. Les innovations clés que sont la pollini-

sation par les lépidoptères et les abeilles euglossines et la tricherie comptent d’ailleurs

parmi les principaux facteurs de diversification de cette famille, bien que d’autres fac-

teurs, a priori sans rapport avec la pollinisation (e.g. distribution tropicale, épiphy-

tisme, . . . etc.), aient eux aussi joué un rôle non négligeable dans cette diversification

(Givnish et al., 2015). En région Euro-Méditerranéenne, les pollinisateurs, de par leur

distribution spatiale et temporelle en mosaïque, peuvent générer des adaptations locales

chez les orchidées, mais ils sont également susceptibles d’être impliqués dans l’isolement

reproducteur, et donc dans la spéciation.



2. Le modèle orchidées 43

Figure 13 – Photographies de fleurs d’orchidées euro-
méditerranéennes, représentatives de chacune des stratégies de
pollinisation suivantes : (A) production de nectar, (B) leurre alimen-
taire, (C) mimétisme d’un abri et (D) leurre sexuel. De gauche à
droite et de haut en bas : Anacamptis coriophora, Platanthera bifolia,
Gymnadenia conopsea, Dactylorhiza sp., Himantoglossum hircinum,
Neotinea ustulata, Serapias cordigera, S. lingua, S. vomeraceae, Ophrys
cornuta, O. neglecta, O. reinholdii ( c© N. Joffard, A. Langlois, I. Le

Roncé, B. Schatz).
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2.3.1 Rôle des pollinisateurs dans l’évolution des traits floraux

Les orchidées ont souvent un succès reproducteur limité en pollen (Tremblay et

al., 2005 ; Jersàkovà et al., 2006). Du fait de cette limitation, elles voient leur évolution

influencée par les pollinisateurs, qui peuvent notamment exercer une sélection sur leurs

traits floraux (cf paragraphe 1.4.1). Une telle sélection a été mise en avant sur plusieurs

traits, non seulement sur les traits « classiques » que sont le nombre de fleurs, la taille

de ces dernières et la longueur de l’éperon (Maad & Alexandresson, 2004 ; Sletvold et

al., 2010, 2012, 2016 ; Schiestl et al., 2011), mais aussi sur la couleur (Gross et al.,

2016 ; Slevold et al., 2016) et l’odeur (Schiestl et al., 2011 ; Gross et al., 2016) florales.

Chez les orchidées Anacamptis morio, Dactylorhiza lapponica, Gymnadenia conopsea,

G. odoratissima ou encore Platanthera bifolia, il a été démontré que les individus ayant

le plus de succès auprès des pollinisateurs étaient ceux ayant le floral display* le plus

important (Maad & Alexandresson, 2004 ; Sletvold et al., 2010, 2012, 2016 ; Schiestl

et al., 2011), mais aussi les fleurs les plus colorées et les plus odorantes (Schiestl et

al., 2011 ; Gross et al., 2016). De même, chez les orchidée D. lapponica, G. conopsea

et P. bifolia, une sélection positive a été mise en évidence sur la longueur de l’éperon,

maximisant les chances de contact entre les organes reproducteurs de l’orchidée et le

proboscis du pollinisateur (Maad & Alexandresson, 2004 ; Sletvold et al., 2010, 2012).

Cette sélection est toutefois plus faible chez les orchidées nectarifères que chez

les orchidées tricheuses, probablement parce que ces dernières ont un succès reproduc-

teur soumis à une limitation en pollen particulièrement importante (Sletvold & Ågren,

2014 ; Trunschke et al., 2017). Dans le cadre d’une interaction de pollinisation mu-

tualiste, les traits floraux devraient tendre à être distinctifs mais peu variables d’un

individu à l’autre, afin de maximiser la fidélité des pollinisateurs et la spécialisation à

court terme, qui permet de limiter les pertes de pollen (Waser, 1986 ; Wright & Schiestl,

2009). Dans le cadre d’une interaction de pollinisation antagoniste (i.e. tricherie), au

contraire, les traits floraux devraient tendre à être peu distinctifs mais variables d’un

individu à l’autre, afin de limiter l’apprentissage associatif chez les pollinisateurs «
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déçus » (Jersàkovà et al., 2006 ; Wright & Schiestl, 2009). Ainsi, chez les orchidées nec-

tarifères, les traits floraux sont susceptibles d’être soumis à une sélection stabilisante,

tandis que chez les orchidées tricheuses, ils sont susceptibles d’être soumis à une sé-

lection fréquence-dépendante négative (Schiestl, 2005). En pratique, pourtant, aucune

étude n’a pu mettre en avant une telle sélection à l’aide de la méthode de Land et

Arnold (1983) (cf paragraphe 1.4.1). Chez l’orchidée A. morio, par exemple, le pat-

tern de sélection mis en évidence est plutôt en accord avec un processus de facilitation

(Sletvold et al., 2016). Chez les Ophrys, la sélection exercée par les pollinisateurs sur

les traits floraux n’a jamais été quantifiée selon la méthode de Land et Arnold (1983),

mais la comparaison des patterns de variation de l’odeur florale avec ceux de marqueurs

moléculaires suggère une sélection exercée par les pollinisateurs sur les composés actifs

(i.e. détectés par les pollinisateurs), tandis que les composés non-actifs (i.e. non dé-

tectés par les pollinisateurs) varient de manière plus aléatoire (Mant et al., 2005). La

sélection exercée par les abeilles mâles sur ces composés actifs devrait tendre à maxi-

miser la similarité entre les Ophrys et les abeilles femelles. C’est pourtant l’inverse qui

a été démontré, les mâles ayant tendance à préférer les Ophrys mimant les femelles de

manière « imparfaite », ce qui a été interprété comme une adaptation pour maximiser

les flux de gènes inter-populationnels chez les abeilles (Vereecken & Schiestl, 2008).

La sélection exercée par les pollinisateurs sur les traits floraux influe sur la manière

dont ces derniers varient. Au niveau intra-populationnel, ces traits varient souvent peu

chez les orchidées nectarifères (Salzmann et al., 2007b ; Dormont et al., 2014), tandis

que de nombreux cas de polymorphisme ont été signalés chez les orchidées tricheuses

(Salzmann et al., 2007a, 2007b, 2008 ; Schatz et al., 2013b ; Dormont et al., 2014). Ce-

pendant, il semblerait que ce polymorphisme ne soit pas toujours adaptatif, puisque

qu’une réduction expérimentale dans la variabilité de ces traits chez les orchidées tri-

cheuses n’a parfois aucune conséquence sur le succès reproducteur de ces dernières

(Juillet & Scopece, 2010). D’autres processus, tels qu’une sélection « relâchée » (Salz-

mann et al., 2007a ; Juillet et al., 2011), doivent donc être invoqués pour expliquer ce
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polymorphisme. Chez les Ophrys aussi, les traits floraux – et notamment l’odeur flo-

rale – varient au niveau intra-populationnel. L’odeur diffère tout d’abord d’un individu

à l’autre, bien qu’au niveau des composés non actifs seulement, peut-être en raison

d’une sélection « relâchée » (Ayasse et al., 2000 ; Mant et al., 2005). L’odeur diffère

également d’une fleur à l’autre au sein d’une même inflorescence, bien qu’au niveau de

certains composés seulement, composés qui sont détectés par les pollinisateurs mais qui

ne jouent qu’un rôle secondaire dans l’attraction de ces derniers (Ayasse et al., 2000).

De telles variations ont été interprétées comme des adaptations minimisant les risques

d’autogamie tout en maximisant les chances que plusieurs fleurs soient pollinisées chez

chaque individu (Ayasse et al., 2000). L’odeur varie enfin dans le temps, les Ophrys

produisant notamment des composés visant à repousser les pollinisateurs après avoir

été pollinisés (Schiestl & Ayasse, 2001). Au niveau inter-populationnel, parce que les

communautés de pollinisateurs varient dans l’espace et dans le temps, les populations

conspécifiques peuvent être soumises à des régimes de sélection différents et ainsi suivre

des trajectoires évolutives distinctes. De nombreuses études ont mis en avant des va-

riations inter-populationnelles dans les traits floraux chez les orchidées (Mant et al.,

2005 ; Pellegrino et al., 2005 ; Salzmann et al., 2007a, 2007b ; Salzmann & Schiestl,

2007 ; Dormont et al., 2014), et certaines les ont mises en lien avec des variations dans

leurs guildes de pollinisateurs (Breitkopf et al., 2013), bien que la plupart de ces études

reposent sur des approches purement corrélatives. À l’inverse, certains auteurs ont

mis en évidence une variation géographique dans la sélection exercée par les insectes

sur les traits floraux chez les orchidées D. lapponica, G. conopsea et G. odoratissima

(Chapurlat et al., 2015 ; Sletvold & Ågren, 2014 ; Gross et al., 2016), variation pouvant

contribuer à l’émergence d’adaptations locales (Boberg et al., 2014 ; Sun et al., 2014) (cf

paragraphe 1.4). Chez les Ophrys aussi, les traits floraux, en particulier l’odeur florale,

peuvent varier d’une population à l’autre. De telles variations concernent principale-

ment les composés actifs (Mant et al., 2005), et pourraient être dues à un processus

d’adaptation locale, là encore causé par des variations géographiques dans les commu-
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nautés d’insectes (Breitkopf et al., 2013), ou du moins dans leurs préférences (Mant et

al., 2005).

2.3.2 Rôle des pollinisateurs dans l’isolement reproducteur et la spéciation

Chez la plupart des orchidées euro-méditerranéennes, la spéciation a lieu en al-

lopatrie : elle résulte de la divergence de populations isolées spatialement (Vereecken

et al., 2010a). En effet, lorsque deux populations sont isolées, elles sont susceptibles

de s’adapter chacune à leur environnement, et notamment à leurs guildes de pollinisa-

teurs, devenant petit à petit des écotypes distincts (cf paragraphe 2.3.1). Ces écotypes

sont susceptibles de diverger non seulement phénotypiquement, mais aussi génotypi-

quement, puisque leur isolement spatial fait barrière aux flux de gènes. Ces écotypes

deviendront des espèces au fur et à mesure qu’augmentera cette divergence et que se

mettront en place des barrières reproductives pré- ou post-pollinisation (Nilsson, 1983 ;

Huber et al., 2005 ; Cozzolino et al., 2006 ; Moccia et al., 2007), bien que ces dernières ne

suffisent pas forcément à maintenir leur intégrité génétique en cas de contact secondaire

(Luca et al., 2012 ; Zitari et al., 2012).

L’importance relative des barrières pré- et post-pollinisation dans l’isolement re-

producteur des orchidées euro-méditerranéennes varie d’une stratégie de pollinisation

à l’autre. Certaines espèces nectarifères sympatriques, comme Gymnadenia conopsea

et G. odoratissima ou Platanthera bifolia et P. chlorantha, sont interfécondes mais iso-

lées reproductivement par leur différentiation en termes de traits floraux et donc de

cortèges de pollinisateurs (Nilsson, 1983 ; Huber et al., 2005). De la même manière, les

espèces de Serapias sympatriques semblent être isolées reproductivement (Pellegrino et

al., 2005), et ce malgré des barrières post-zygotiques peu efficaces (Belluci et al., 2010),

peut-être parce qu’elles sont caractérisées par des odeurs florales différentes (Pellegrino

et al., 2012) et donc par des cortèges de pollinisateurs distincts. Inversement, la plu-

part des orchidées caractérisées utilisant une stratégie de leurre alimentaire ont un ou
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Figure 14 – Photographies de pollinisations céphalique versus abdo-
minale dans le genre Ophrys. (A) Fleur d’Ophrys olympiotissa, pollinisée
par Andrena plagiata ( c© H. Paulus). (B) Fleur d’Ophrys lupercalis, pol-

linisée par Andrena nigroaenea ( c© G. Joseph).

plusieurs pollinisateur(s) en commun, y compris lorsqu’elles sont en sympatrie (Coz-

zolino et al., 2005). Chez ces orchidées, l’isolement reproducteur repose plutôt sur des

barrières post-pollinisation, qu’elles soient pré- ou post-zygotiques. Pellegrino et al.

(2010) ont par exemple mis en avant une incompatibilité entre les organes reproduc-

teurs mâle et femelle chez Anacamptis papillonacea et Orchis italica, incompatibilité

faisant obstacle à la croissance du tube pollinique et donc à la fécondation. Jacquemyn

et al. (2012) ont quant à eux démontré une diminution des taux de viabilité et de ger-

mination des graines dans les croisements interspécifiques par rapport aux croisements

intra-spécifiques chez les espèces O. anthropophora, O. militaris et O. purpurea. Enfin,

certaines espèces sont interfécondes mais produisent une descendance stérile ou peu

fertile, soit parce que leurs hybrides attirent peu les pollinisateurs du fait de leur phé-

notype floraux “atypique” (Cozzolino et al., 2006 ; Schatz et al., 2010), soit parce que

leurs parents ayant des caryotypes distincts, ils sont sujets à des dysfonctionnements

lors de la méiose qui affectent leur fertilité (Cozzolino et al., 2004, Cozzolino et al.,

2006, Moccia et al., 2007, Pellegrino et al., 2009, Jacquemyn et al., 2012).

Au sein du genre Ophrys, les pollinisateurs jouent un rôle majeur dans l’isolement
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reproducteur des espèces sympatriques (Xu et al., 2011b), qui ont soit des pollinisateurs

distincts (Stökl et al., 2008, 2009), soit un pollinisateur pseudocopulant en position cé-

phalique avec la première et en position abdominale avec la seconde (Fig. 14), limitant

ainsi les risques d’hybridation (Cortis et al., 2009). Cette barrière post-pollinisation

n’est toutefois pas parfaitement imperméable, et certaines espèces d’Ophrys sympa-

triques s’hybrident de temps à autre (Stökl et al., 2008, 2009). Il se peut aussi que

d’autres barrières – pré- ou post-pollinisation – interviennent dans le maintien de leur

intégrité génétique, comme démontré chez O. iricolor et O. incubacea (Cortis et al.,

2009), ou encore chez O. chestermanii et O. normanii (Gögler et al., 2009). Bien que

l’hybridation soit souvent sans conséquence, car contrebalancée par la sélection exercée

par les pollinisateurs sur les traits floraux (Mant et al., 2005), elle peut parfois être

source d’innovation évolutive, comme démontré chez O. arachnitiformis et O. lupercalis

(i.e. évolution réticulée) (Vereecken et al., 2010b). Parce que les pollinisateurs jouent

un rôle majeur dans l’isolement reproducteur, ils sont également l’un des moteurs de

la spéciation, selon un processus de spéciation dite « écologique » (Schiestl & Ayasse,

2002 ; Ayasse et al., 2011 ; Xu et al., 2011a). La spéciation écologique a lieu quand un

petit nombre de gènes susceptibles d’isoler reproductivement deux populations conspé-

cifiques sont soumis à une sélection divergente du fait de pressions environnementales

(Rundle & Nosil, 2005). Chez les Ophrys, un petit nombre de gènes intervient dans la

biosynthèse des odeurs florales (Schlüter & Schiestl, 2008 ; Xu et al., 2012 ; Sedeek et

al., 2013), or ces dernières jouent un rôle majeur dans l’attraction des pollinisateurs et

sont donc sélectionnées par ces derniers (cf paragraphe 2.3.1). En théorie, à une odeur

florale correspond une espèce de pollinisateur, si bien que deux populations caractéri-

sées par des odeurs florales différentes attirent des espèces de pollinisateur distinctes et

sont, de ce fait, isolées reproductivement (Xu et al., 2011b). Lorsqu’au sein d’une po-

pulation, une mutation touche l’un des gènes impliqués dans la biosynthèse des odeurs

florales, elle peut causer l’attraction d’une nouvelle espèce de pollinisateur (Schiestl &

Ayasse, 2002 ; Ayasse et al., 2011). Une sélection divergente entraînera alors la différen-

ciation phénotypique de cette population, puis sa différenciation génotypique, au fur
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et à mesure qu’elle progressera le long du continuum de spéciation (Xu et al., 2011a ;

Sedeek et al., 2014).

2.4 Taxonomie des orchidées euro-méditerranéennes

Du fait de leur beauté et de leurs stratégies de pollinisation spectaculaires, les

orchidées ont attiré l’attention des scientifiques comme des naturalistes depuis des

siècles. Cependant, leur taxonomie – et notamment celle de certains genres, comme

le genre Ophrys – est une question épineuse. Au sein de la communauté scientifique

s’opposent les partisans des critères taxonomiques « morpho-génétiques » (Bateman et

al., 2011) et les partisans des critères taxonomiques « éco-éthologiques » (Vereecken

et al., 2011). Les premiers donnent la priorité aux critères de la diagnose et/ou de la

monophylie réciproque pour distinguer les espèces les unes des autres. Ils reconnaissent

ainsi une dizaine d’espèces au sein du genre Ophrys (Devey et al., 2008). Les seconds

donnent quant à eux la priorité au critère de l’isolement reproducteur, mais puisqu’au

sein du genre Ophrys, cet isolement est assuré par l’attraction d’espèces de pollinisa-

teurs différentes, les limites d’espèces sont souvent établies sur la base d’observations

d’évènements de pollinisation sur le terrain (Paulus & Gack, 1990). Par ailleurs, mêmes

des auteurs favorisant les mêmes critères peuvent aboutir à des conclusions distinctes,

selon le niveau de divergence qu’ils jugent nécessaire afin que deux populations soient

considérées comme des espèces différentes : c’est l’opposition entre les « splitters »

et les « lumpers » (Véla et al., 2015). Ainsi, en se basant principalement sur des cri-

tères morphologiques, Pedersen & Faurholt (2007) ont dénombré 16 espèces d’Ophrys,

quand Delforge (2006), sur la base des mêmes critères, en a dénombré 250. Une infla-

tion taxonomique* a d’ailleurs été signalée chez les orchidées euro-méditerranéennes et

notamment au sein du genre Ophrys (Pillon & Chase, 2007), les sous-espèces d’Ophrys

(généralement décrites sur la base de leur morphologie et de leur distribution) étant

régulièrement promues au rang d’espèce sans que cela ne semble forcément légitime

d’un point de vue scientifique.
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Ces éternels débats et cette inflation taxonomique génèrent une instabilité taxono-

mique chez les orchidées euro-méditerranéennes et notamment au sein du genre Ophrys.

Une telle instabilité a des implications en termes de conservation, puisqu’il est délicat

d’estimer l’état de conservation d’entités qui sont mal délimitées. Ainsi, de nombreuses

espèces d’orchidées euro-méditerranéennes sont listées dans la catégorie « données in-

suffisantes » des listes rouges de l’IUCN, y compris en France (IUCN et al., 2010), leur

état de conservation n’ayant pas pu être évalué du fait d’incertitudes au sujet de leur

rang taxonomique. Cette inflation taxonomique peut en outre affecter la conservation

d’autres espèces via une monopolisation des ressources financières allouées à la conser-

vation pour la protection d’entités qui n’ont pas forcément de sens biologique (Pillon

& Chase, 2007 ; Vereecken et al., 2010a ; Schatz et al., 2014). Dans ce contexte, la mise

au point d’une démarche de taxonomie intégrative (cf encadré 4) permettant de récon-

cilier les critères morpho-génétiques et éco-éthologiques et de conduire des révisions

taxonomiques au sein du genre Ophrys semble indispensable.
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Encadre 4 – La taxonomie intégrative.

Si la définition du concept d’espèce a longtemps fait débat au sein de la commu-
nauté scientifique (Hey, 2006), la plupart des biologistes s’accordent maintenant à
dire que les espèces sont des lignées de populations ou de métapopulations évo-
luant indépendamment les unes des autres (de Quieroz, 2007). Cette définition du
concept d’espèce est volontairement large : elle ne précise pas à partir de quand,
au cours de la progression le long du continuum de spéciation, ces lignées peuvent
être considérées comme des espèces distinctes, ni quels sont les critères qui per-
mettent de les distinguer les unes des autres. Cette dernière question est particuliè-
rement épineuse, chaque type de données étant limité dans sa capacité à détecter
les limites d’espèces dans certains cas (e.g. les données génétiques dans les cas de
spéciation en cours, les données morphologiques dans les cas de convergences évo-
lutives, . . . etc.) (Carstens et al., 2013). C’est en partie pour pallier ce problème
que la démarche de taxonomie intégrative, ne rejetant pas les critères traditionnels
(i.e. morphologiques) mais intégrant d’autres critères a priori pertinents (e.g. géné-
tiques, écologiques, . . . etc.), a été proposée (Dayrat, 2005 ; Will et al., 2005).Dans
le cadre de cette démarche, les limites d’espèces sont considérées comme des hy-
pothèses testées à l’aide de différents types de données, qui sont fonction de la
biologie des groupes d’espèces étudiés, de même que leurs poids respectifs (Padial
& de la Riva, 2010). Mais quel est le niveau de congruence requis entre ces différents
types de données pour que deux populations soient considérées comme des espèces
distinctes ? Deux approches alternatives ont été proposées pour répondre à cette
question : l’approche par congruence et l’approche par cumulation (Padial et de la
Riva, 2010) (Fig. 15). La spéciation n’étant pas toujours détectable aux niveaux du
génotype et du phénotype à la fois, l’approche par cumulation est souvent préférée
à l’approche par congruence, bien qu’elle soit moins conservative. Cependant, ces
dernières années, des méthodes de détection des espèces, d’assignation des indivi-
dus (Edward & Knowles, 2014) et de délimitation des espèces (Guillot et al., 2012 ;
Solis-Lemus et al., 2014) reposant sur des données à la fois génotypiques et phéno-
typiques ont été développées et appliquées à quelques groupes d’espèces (Huang et
al., 2016 ; Pyron et al., 2016 ; Olave et al., 2017). Ces méthodes permettent ainsi
de s’affranchir – du moins en partie – de la subjectivité d’une telle règle de décision
(congruence versus cumulation). De telles méthodes devraient nous permettre de
progresser dans notre compréhension du lien entre diversités génétique et phéno-
typique, mais aussi de conduire des révisions taxonomiques dans certains groupes
d’espèces particulièrement controversés, telles que les orchidées.
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Suite Encadré 1.4

Figure 15 – Schéma des deux approches de taxonomie intégra-
tive, d’après Padial et al. (2010). Les ellipses rouge, bleue et jaune
représentent trois types de caractères (i.e. génétique, écologique et
chimique), et chaque point représente une espèce. L’approche par
cumulation requière une différentiation le long d’au moins une ligne
d’évidence (e.g. génétique), et l’approche par congruence une diffé-
rentiation le long d’au moins deux lignes d’évidence (e.g. génétique
et écologique). La première comporte un risque d’alpha-erreur (faux
positifs, i.e. croix vertes) élevé, et la seconde un risque de béta-erreur

(faux négatifs, i.e. croix violettes) élevé.
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3 Objectifs de cette thèse

Cette thèse se situe à l’interface entre plusieurs disciplines (écologie et évolution)

et a fait appel à plusieurs méthodes (phylogénie moléculaire, morphométrie, écologie

chimique, . . . etc.). Elle a tout d’abord visé à faire un état des lieux de nos connaissances

sur les interactions de pollinisation chez les orchidées euro-méditerranéennes afin de

dégager de grandes tendances sur les associations entre leurs traits et leurs cortèges

de pollinisateurs (chapitre 1). Elle s’est ensuite focalisée sur plusieurs études de cas,

ou groupes d’espèces dans lesquels les pollinisateurs semblaient jouer un rôle dans

l’évolution des traits floraux et la spéciation. Ces groupes ont été étudiés non seulement

dans le but de comprendre les processus ayant généré de la diversité taxonomique et

florale en leur sein (chapitre 2), mais aussi dans un objectif de révision taxonomique

(chapitre 3) (Fig. 16). Cette thèse se structure donc en trois chapitres, visant à répondre

aux objectifs suivants :

1. Caractériser le réseau d’interactions orchidées-pollinisateurs et com-

prendre quel sont les facteurs qui l’ont façonné. En particulier, nous nous

sommes demandés si la similarité en termes de niches de pollinisation entre espèces

d’orchidées était principalement fonction de leur distribution spatiale et temporelle,

ou si elle était régie par leur stratégie de pollinisation et leur histoire évolutive. En

d’autres termes, les interactions de pollinisation sont-elles principalement opportu-

nistes, ou sont-elles soumises à certaines contraintes liées à l’évolution des orchidées ?

2. Comprendre le processus de diversification taxonomique et/ou flo-

rale chez deux groupes d’orchidées, caractérisés par deux stratégies de pollinisa-

tion (une mutualiste et une antagoniste), et ce à deux échelles, l’une microévolutive

et l’autre macroévolutive. Ce chapitre se décline en deux projets principaux, visant à

répondre aux objectifs suivants :

— Quantifier la sélection phénotypique exercée sur les traits floraux de trois taxa

d’orchidées nectarifères du genre Anacamptis inféodés à des milieux distincts



3. Objectifs de cette thèse 55

et comparer cette sélection d’un taxon à l’autre. Nous avons ainsi cherché

à savoir si une éventuelle différenciation phénotypique entre ces trois taxa

avait pu émerger et/ou être maintenue en raison d’une adaptation à une mo-

saïque de communautés de pollinisateurs, exerçant des pressions de sélection

distinctes sur leurs traits floraux. Nous nous sommes notamment posé les

questions suivantes : Anacamptis coriophora, A. fragrans et A. coriophora

var. martrinii sont-ils caractérisés par des phénotypes floraux différents et

des niches de pollinisation distinctes ? Peut-on détecter une sélection sur leurs

traits floraux ? Cette sélection varie-t-elle entre populations conspécifiques et

hétérospécifiques ?

— Comprendre dans quelle mesure les pollinisateurs ont contribué à la diver-

sification taxonomique et florale de la section Pseudophrys (l’une des deux

sections du genre Ophrys) en construisant la phylogénie de ce groupe à partir

de trois gènes nucléaires et en combinant cette phylogénie avec des données

sur les interactions de pollinisation et les odeurs florales. Nous nous sommes

notamment posé les questions suivantes : quelles relations de parenté lient

les espèces de Pseudophrys les unes aux autres ? Il y a-il un conservatisme

phylogénétique dans les interactions de pollinisation au sein de cette section ?

L’odeur florale des espèces est-elle principalement fonction de leur niche de

pollinisation, ou son évolution est-elle contrainte par leurs relations phylogé-

nétiques ?

— Un troisième projet a été entrepris sur cette thématique de la diversification

taxonomique et florale des orchidées. Il vise à comprendre si deux espèces

de Serapias (S. cordigera et S. lingua) parviennent à maintenir leur intégrité

génétique au niveau d’une zone d’hybridation potentielle et quelle est l’im-

portance relative des barrières pré- et post-pollinisation dans ce maintien.

Ce projet est en cours mais ses grandes lignes ainsi que quelques résultats

préliminaires sont présentés et discutés en annexe.
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3. Mettre au point une démarche de taxonomie intégrative applicable

aux orchidées du genre Ophrys, qui est le plus controversé d’un point de vue

taxonomique, et ce chez deux groupes d’espèces. Nous nous sommes notamment posé

les questions suivantes : est-ce que les trois taxa du groupe Ophrys insectifera d’une

part, et les douze taxa français de la section Pseudophrys d’autre part, peuvent être

considérés comme des espèces à part entière au vu de leur différentiation génétique,

morphologique et chimique ? Quelles sont les implications de ces éventuelles révisions

taxonomiques en termes de conservation ?
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Chapitre 1

Facteurs façonnant le réseau

orchidées-pollinisateurs en région

Euro-Méditerranéenne : effets relatifs de l’histoire

évolutive et de la distribution des orchidées

—————————–

Antepipona sp. ayant visité une fleur d’Anacamptis fragrans ( c© L. Va-
lois)

—————————–
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1 Résumé du chapitre

Contexte et objectif. Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux

interactions de pollinisation et à leurs conséquences évolutives chez les orchidées euro-

méditerranéennes. La première étape de ce travail a consisté à décrire ces interactions et

à étudier les facteurs susceptibles de les conditionner. En région Euro-Méditerranéenne,

les orchidées sont généralement pollinisées par des insectes, mais elles peuvent interagir

avec une à plusieurs centaines d’espèces d’insectes appartenant à des groupes fonction-

nels divers et variés (abeilles solitaires, bourdons, papillons de jour ou de nuit, . . . etc.).

Pourtant, peu d’études se sont intéressées aux facteurs susceptibles de façonner leur

niche de pollinisation, et celles qui s’y sont intéressées se sont focalisées sur l’effet po-

tentiel de la stratégie de pollinisation. En effet, les orchidées tricheuses – en particulier

les Ophrys – sont généralement décrites comme très spécialistes, tandis que celles qui

produisent du nectar sont présumées plus généralistes (Schiestl & Schlüter, 2009). De

plus, certains auteurs ont mis en avant des associations préférentielles entre stratégies

de pollinisation et guildes de pollinisateurs principales – par exemple entre leurre sexuel

et abeilles solitaires – (Vereecken et al., 2010 ; Inda et al., 2012). Cependant, la niche de

pollinisation varie aussi d’une orchidée à l’autre au sein d’une seule et même stratégie,

ce qui suggère que d’autre facteurs entrent en jeu pour façonner cette niche. Mais quels

sont ces facteurs ? Sont-ils plutôt intrinsèques – par exemple liés à l’histoire évolutive

des orchidées – ou plutôt extrinsèques – par exemple liés à leur distribution ? C’est ce

que nous avons cherché à savoir au cours de ce premier chapitre.

Hypothèses. Nous nous attendions à ce que la niche de pollinisation des orchi-

dées dépende de leur stratégie de pollinisation, mais aussi de leur phylogénie, soit du

fait d’un conservatisme phylogénétique dans les interactions de pollinisation (Mant et

al., 2002), soit du fait d’une relation entre transitions de pollinisateurs et événements

de spéciation (Peakall et al., 2010). Nous nous attendions aussi à observer un lien entre

niches de pollinisation et distributions écologique et spatio-temporelle des orchidées,

puisque les communautés de pollinisateurs varient dans l’espace et dans le temps : une
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orchidée n’a donc accès qu’à un certain « pool » d’insectes d’une part, et peut voir sa

distribution limitée par celle de son (ses) pollinisateur(s) d’autre part (Pellissier et al.,

2012).

Méthodologie. Nous avons fait une revue bibliographique exhaustive afin de

composer une base de données recensant 1278 interactions entre 243 orchidées et

773 pollinisateurs en région Euro-Méditerranéenne, à partir de laquelle nous avons

pu construire un réseau bipartite. Nous nous sommes ensuite focalisés sur un sous-

ensemble de 153 orchidées afin d’étudier les causes de leur similarité en termes de

niches de pollinisation. Nous avons construit la phylogénie de ces orchidées à l’aide

d’une approche super-matrice et nous avons recensé des données sur leurs distributions

écologiques et spatio-temporelles à partir de guides naturalistes. À l’aide de modèles

linéaires généralisés, nous avons cherché à mettre en lien leur degré (c’est-à-dire le

nombre de pollinisateurs avec lesquels elles interagissent) et leur degré dans le réseau

projeté (c’est-à-dire le nombre d’orchidées avec lesquelles elles interagissent par le biais

d’un ou plusieurs pollinisateur(s)) avec leur stratégie de pollinisation, mais aussi avec la

largeur de leur distribution spatiale et temporelle. Dans un second temps, à l’aide d’une

décomposition de la matrice orchidées-pollinisateurs en valeurs singulières, nous avons

caractérisé leurs niches de pollinisation (i.e. scores sur les premières valeurs singulières),

puis nous avons cherché à expliquer cette niche par leurs stratégies de pollinisation,

leurs relations phylogénétiques et leurs distributions écologique et spatio-temporelle à

l’aide d’une analyse de redondance (RDA).

Résultats principaux. Le degré et le degré dans le réseau projeté sont fonction

de la stratégie de pollinisation, mais aussi de la largeur de la distribution spatiale et

temporelle des orchidées. Ainsi, les orchidées tricheuses sont effectivement plus spécia-

listes que les orchidées nectarifères, mais leur degré et leur degré dans le réseau projeté

augmentent aussi avec la taille de leur aire de distribution et avec la durée de leur

période de floraison (e.g. les espèces ayant une période de floraison assez courte sont

plus spécialistes que celles ayant une période de floraison assez longue). Par ailleurs,
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la similarité en termes de niches de pollinisation entre orchidées est fonction de leur

stratégie de pollinisation, mais aussi de leurs relations phylogénétiques et du chevauche-

ment de leurs distributions écologiques et spatio-temporelles. Cependant, l’importance

relative de ces facteurs dépend de l’échelle taxonomique considérée (i.e. familles versus

espèces d’insectes). En effet, les interactions entre orchidées et familles d’insectes sont

principalement déterminées par leur stratégie, tandis que les interactions entre orchi-

dées et espèces d’insectes sont principalement déterminées par leur distribution spatio-

temporelle. Ceci suggère que si les traits – et notamment la stratégie de pollinisation –

des orchidées déterminent la composition de leur cortège en termes de groupes fonction-

nels de pollinisateurs, à une échelle plus fine, les interactions orchidées-pollinisateurs

sont plus opportunistes que décrites jusqu’à présent.
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logeny and distribution on pollination niches of
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2.1 Abstract

1. Pollination interactions are important components of plant ecological niches

and have played a major role in their taxonomic and floral diversification.

In this study, we focused on Euro-Mediterranean orchids, which use diverse

pollination strategies and interact with various functional groups of insects.

In these orchids, we investigated the determinants of specialization and simi-

larity in pollination niches between species by analysing the orchid-pollinator

network and the factors that may have shaped it .

2. We constructed a large database reporting 1278 interactions between 243 or-

chid and 773 pollinator species based on a thorough bibliographical review.

We then focused on a subset of 153 orchid species for which phylogenetic

data were available. Firstly, we used generalized linear models to study the

relationship between specialization (as estimated by the degree and the de-

gree in the projected network) and pollination strategy, breadth of spatial and

temporal distributions and floral display. Secondly, we used a singular value

decomposition of the orchid-pollinator interactions matrix combined to a vari-

ation partitioning analysis to investigate the relationship between similarity
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in pollination niches between orchids and several factors related to orchid

ecology and evolution .

3. We found significant associations between specialization and pollination strat-

egy, breadth of spatial and temporal distribution and floral display. When

pollination interactions were considered at the insect family level, similarity

in pollination niches between orchids was solely explained by their pollina-

tion strategy. By contrast, when they were considered at the insect species

level, this similarity was primarily explained by their spatio-temporal distri-

bution, although significant fractions of pollination niche similarity were also

explained by pollination strategy, phylogeny and ecological distribution .

4. Synthesis. Specialization in orchid-pollinator interactions varies among pol-

lination strategies, but also increases with the breadth of orchid distribution

and the size of orchid floral display. The composition of the pollination niche

in terms of insect families depends on orchid pollination strategy, while its

composition in terms of insect species primarily depends on orchid spatio-

temporal distribution. Our results suggest that if there are consistent as-

sociations between some pollination strategies and some insect families, at

a finer scale, orchid-pollinator interactions may be more opportunistic than

previously thought.

Keywords: Plant-insect interactions; network; specialization; Orchidaceae
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2.2 Introduction

Biotic interactions play a major role in the generation of biodiversity in both

the plant and the animal kingdoms (Ehrlich & Raven, 1964; Thompson, 2005; Schatz

et al., 2017). In particular, the emergence of Angiosperms has provided ecological

niches for pollinators to fill and, in return, pollinators have significantly contributed

to Angiosperm radiation as a selection pressure promoting floral divergence and me-

diating reproductive isolation between incipient species (Grant, 1949; Stebbins, 1970;

van der Niet et al., 2014). Pollination systems are therefore particularly interesting

to gain insights into Angiosperm ecology and evolution (Harder & Johnson 2009; van

der Niet & Johnson, 2012; Schatz et al., 2017). Pollination systems can be seen as

ecological niches, since pollinators are resources on which plants depend and compete

for (Johnson, 2010; Pauw, 2013). The pollination niche of a plant is primarily de-

fined by its pollinator guild, but plants interacting with the same pool of pollinators

may have distinct pollination niches through divergent use of the same pollinators (e.g.

through differences in phenology or in pollen placement on the pollinator’s body; Pauw,

2013). Pollination niche segregation between sympatric plants may result from a niche

partitioning process due to competition (Mitchell et al., 2009), while pollination niche

overlap may result from other processes than competition, such as facilitation (Moeller,

2004), or reveal ongoing processes of competitive exclusion or character displacement

(Pauw, 2013).

One of the major challenges in the study of pollination interactions is to deter-

mine what factors underlie similarity in pollination niches between plants. First of all,

plant species with the same spatial and temporal distribution will have an increased

probability to encounter the same regional pool of pollinator species. At a local scale,

however, sympatric plants often have distinct pollinator niches, as evidenced in the

genera Dalechampia (Armbruster, 1986) and Acacia (Stone et al., 1996) for example.

In addition, phenotypic traits of plants and pollinators may favour (i.e. trait matching)

or prevent (i.e. forbidden links hypothesis) interactions between plants and pollina-
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tors (Dehling et al., 2016; Vàzquez et al., 2009; Nuismer et al., 2013). Pollinators can

indeed be specialized on some floral traits (Junker et al., 2013; Schiestl & Johnson,

2013) and select for suites of traits, often referred to as pollination syndromes (Fenster

et al., 2004; Rosas-Guerrero et al., 2014). As these traits may be phylogenetically

conserved, one may expect phylogenetic conservatism in pollination interactions, i.e.

closely related plant species would tend to have similar pollination niches (Mant et

al., 2002). Conversely, plant species that are phylogenetically close may interact with

distinct pollinator species or functional groups as a result of pollinator shifts, which

is believed to be the main driver of speciation in several plant clades (van der Niet &

Johnson, 2012). Investigation of pollination niches could be particularly interesting in

plant clades that are diverse both taxonomically and functionally, such as orchids.

The Orchidaceae family is the most species-rich family of flowering plants with

about 25 000 species, representing about 10% of Angiosperm species (Dressler, 2005).

Orchids display an extraordinary diversity of pollination strategies and floral traits

(Darwin, 1862; Jersáková et al., 2006). In particular, one third of orchid species are

deceptive (Cozzolino & Widmer, 2005), i.e. they do not offer any reward to pollina-

tors but attract them by displaying cues that pollinators associate with the promise

of food, shelter or sexual partners (Jersáková et al., 2006). Interactions with polli-

nators have played a major role in the evolution of the Orchidaceae family (Inda et

al., 2012; Breitkopf et al., 2014; Givnish et al., 2015) and are of primary importance

for the conservation of most orchid species (Vereecken et al., 2010; Vogt-Schilb et

al., 2015). Orchid-pollinator interactions are well documented, especially in the Euro-

Mediterranean region, where pollination niches of several hundreds of orchids have been

described (e.g. Paulus, 2006; Scopece et al., 2009; Claessens & Kleynen, 2011), but

have not been gathered in a single database yet. In addition, the phylogeny of Euro-

Mediterranean orchids has recently been largely resolved (Bateman et al., 2003; Inda

et al., 2012; Breitkopf et al., 2014) and data on their spatial and temporal distribution

are now described in the grey literature (Delforge, 2005; Dusak & Prat, 2010). How-
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ever, there is currently no study comparing pollination niches of Euro-Mediterranean

orchid species at large spatial and temporal scales and investigating the factors that

may have shaped those niches

Interactions between plants and animals have been increasingly modelled as net-

works in the past few years (Proulx et al., 2005; Bascompte, 2010; Bascompte &

Jordano, 2007). Network approaches allow evidencing general patterns in plant-animal

interactions, such as modularity (Olesen et al., 2007) and nestedness (Bascompte et al.,

2003). These patterns have often been correlated to ecological and evolutionary fac-

tors, like geographical context (Olesen & Jordano, 2002) or phylogenetic relationships

(Rezende et al., 2007), and to influence ecosystem or community properties, such as

robustness (Astegiano et al., 2015) or stability (Thébault & Fontaine, 2010). Network

approaches have been used at large spatial and temporal scales and have proven rele-

vant to address macro-ecological or macro-evolutionary questions (e.g. Martos et al.,

2012; Taudière et al., 2015), but have mostly been used at the scale of the community

when focusing on plant-animal mutualistic interactions (Bascompte & Jordano, 2007).

In particular, they have seldom been used to characterise pollination niches at large

spatial and temporal scales in one particular plant clade (but see Gómez et al., 2014).

In this study, we thoroughly review the literature on orchid-pollinator interac-

tions first to construct a database linking 243 Euro-Mediterranean orchid species and

773 pollinator species, and then to analyse similarity in pollination niche among 153

orchid species for which phylogenetic data were available. More specifically, we address

two main questions: (i) what are the factors (pollination strategy, breadth of spatio-

temporal distribution and floral display) affecting specialization in these orchids? (ii)

Does similarity in pollination niches among orchid species depend on their pollination

strategies, on their phylogenetic relationships and on the overlap of their ecological and

spatio-temporal distributions, and what is the relative importance of these factors?
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2.3 Materials and methods

Orchid-pollinator interactions matrix

The review of Claessens and Kleynen (2011), reporting 1409 interactions between

298 orchid taxa and 838 pollinator taxa, was used as a starting point to construct the

orchid-pollinator interactions dataset and was improved in several steps. First, or-

chid and pollinator names were updated with the help of experts on these two clades.

Second, the following interactions were removed from this dataset: (i) duplicate inter-

actions due to synonymy and interactions for which orchid or pollinator identification

was doubtful (213 interactions), (ii) interactions only reported in studies published

before 1900, as we could not always update species names in these cases (177 inter-

actions), (iii) interactions involving orchid subspecies or varieties (16 interactions),

(iv) interaction involving pollinator genera or families (42 interactions), (v) interac-

tions for which pollinaria removal was not observed, as visitation may not be a good

proxy for pollination (King et al., 2013; 11 interactions), (vi) interactions observed

outside the Euro-Mediterranean region (12 interactions). Third, 340 orchid-pollinator

interactions that were not reported in this dataset were added based on a thorough

literature review using Web of Science R© (Thomson Reuters) until December 2016 by

searching published papers containing the name of each orchid species and the terms

"pollination" or "pollinators". In the end, this led to a database of 1278 interactions

between 243 orchid taxa and 773 pollinator taxa gathered from 173 studies published

between 1933 and today. This database is accessible online at the following address:

http://orchidpollinatornetwork.oreme.org.

We extracted a subset of 1139 interactions involving the 153 orchid species for

which phylogenetic data were available and 726 pollinator species belonging to 87

families. The 90 orchids that were not taken into account in this dataset were mostly

Ophrys (82 out of 90 species), and their removal did not modify the architecture of the

orchid-pollinator network. A matrix was constructed from this dataset and a network

http://orchidpollinatornetwork.oreme.org
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was constructed from this matrix using the package igraph and the software GEPHI

v.0.9.1 (Bastian et al., 2009).

Explanatory matrices

Pollination strategy matrix and floral display data. The pollination strategy

of each orchid species was extracted from Classens and Kleynen (2011). Orchid species

were assigned to one of the following categories: (i) nectar production, (ii) food decep-

tion, (iii) shelter mimicry, or (iv) sexual deception, with the exception of Anacamptis

papilionaceae, which was assigned to both the food deception and sexual deception cat-

egories following Scopece et al. (2009). All the orchid species included in our dataset

have the same pollination strategy within a genus, with only four exceptions: the pre-

viously mentioned species A. papilionaceae, the species A. coriophora and A. fragrans,

that are the only nectar producers in the food-deceptive genus Anacamptis, and the

species Serapias lingua which is pollinated through sexual deception while other Ser-

apias species are pollinated through shelter mimicry. The mean number of flowers of

each orchid species was also extracted from Delforge (2005) as a proxy of floral display

(see supplementary material, Table 1.3).

Phylogenetic correlation matrix. The phylogeny of the 153 aforementioned or-

chid species was constructed using a supermatrix approach (de Queiroz & Gatesy,

2007). This matrix includes Cypripedium calceolus which was chosen as outgroup be-

cause this species is the only one to belong to the Cypripedioideae subfamily. Seven

nuclear (ITS, LEAFY and BGP), mitochondrial (COX1) and chloroplastic (rbcl, rpl16

and psbA-trnH) genes were used to construct this supermatrix. One accession per

species was imported from Genbank (see supplementary material, Table 1.4 for acces-

sion numbers) and aligned using the Muscle algorithm (Edgar, 2004) implemented in

SeaView v.4.4.2 (Gouy et al., 2010) prior to concatenation. This supermatrix was then

analysed both with maximum likelihood (ML; RAxML v.7.0.3: Stamatakis, 2006) and
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Bayesian (MrBayes v.3.1.2: Ronquist & Huelsenbeck, 2003) methods. The best parti-

tioning scheme and the best model for each partition was chosen using the Bayesian

Information Criterion (BIC) as estimated in PartitionFinder v.1.1.1 (Lanfear et al.,

2012). ML nodal support was calculated by the analysis of 1000 bootstrap replicates.

Bayesian analyses were conducted with two separate runs of four Markov chain Monte

Carlo (MCMC) chains for 25 million generations with tree sampling every 10000 gen-

erations. 25% of the sampled trees were discarded as burn-in, and the 75% best scoring

trees were used to calculate the consensus tree (see supplementary material, Fig. 1.3).

A correlation matrix was then constructed from this phylogenetic tree, after having

added an arbitrary length of 1.10-5 to null branch lengths, using the functions vcv.phylo

and cov2cor from the R packages ape and stats.

Geographical distribution matrix. Euro-Mediterranean countries in which each

orchid species is known to occur were extracted from Delforge (2005) to characterise

their geographical distribution. The matrix comprises all the European countries as

well as all the countries from the Mediterranean basin, i.e. 48 geographical units,

including 34 countries and 16 Mediterranean or Atlantic islands.

Phenology matrix. Months of the years in which each orchid species is known to

occur at reproductive stage were extracted from Delforge (2005) to characterise their

phenology.

Ecological distribution matrix. Habitats in which each orchid species is known to

occur were extracted from Delforge (2005) and Dusak and Prat (2010) to characterise

their ecological distribution. Orchid species were assigned to one or more of the follow-

ing categories: (i) dry siliceous or calcareous grasslands, (ii) mesophile grasslands, (ii)

humid grasslands, (iii) alpine and subalpine grasslands, (iv) scrubland, (v) bushes, (vi)

broad-leaved deciduous forests, (vii) coniferous forests, (viii) forest edges, (ix) pastures,

(x) fallows, (xi) bogs or heaths, (xii) sand-dunes, (xiii) screes, and (xiv) springs.
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Correlation between specialization and explanatory variables

For each orchid species, the degree (i.e. the number of pollinator species with

which it interacts) and the degree in the projected network (DPN; i.e. the number of

orchid species with which it shares at least one pollinator species) were calculated as

proxies of specialization based on the orchid species-pollinator species matrix. Poisson

regressions, i.e. generalized linear models (GLM) with a Poisson-distributed response

variable, were used to assess the effect of one qualitative variable (pollination strategy)

and three quantitative variables (breadth of spatial and temporal distributions and

number of flowers) on the degree and on the DPN of each orchid species. Breadth

of spatial and temporal distribution were estimated through the number of countries

in which the orchid species occurs and the number of months in which it flowers,

respectively. The effect of all possible combinations of these four variables and of their

interactions two-by-two on the degree and the DPN were tested through 113 models

(i.e. the number of combinations of models with k variables and i interactions, which

is equal to: ∑4
k=0

(
4
k

) ∑(k
2)
i=0

((k
2)
i

)
). Models were ranked based on the small sample

size-corrected Akaike Information Criterion (AICc; Hurvich & Tsai, 1989), with the

best model being the one with the lowest AICc and the quality of all other models

being measured as the difference between their AICc and the AICc of the best model

(∆ AICc). When several models had comparable AICc (∆ AICc<4), we proceeded

as in Massol et al. (2007). Specifically, the evidence ratio (ER) of a hypothesis H

was calculated by dividing the sum of Akaike weights of models compatible with this

hypothesis by the sum of Akaike weights of models incompatible with this hypothesis.

This ER was then compared with the null expectation ERnull= k
(n−k) , with k the

number of models compatible with the hypothesis H and n the total number of tested

models. The ER was interpreted following Burnham and Anderson (2002, 2004): the

hypothesis H was considered plausible if ERH > ERnull and implausible otherwise.
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Correlation between pollination niche and explanatory variables

Using an adaptation of the method of Dalla Riva and Stouffer (2016) to bipartite

networks, pollination niches of orchid species were estimated through a singular value

decomposition (SVD) of the orchid-pollinator incidence matrix. Pollination niches were

defined in the multidimensional space corresponding to the first 102 SVD vectors (i.e.

the vectors corresponding to the largest 102 singular values of the incidence matrix),

which accounted for more than 90% of the inertia of the incident orchid-pollinator

matrix.

A redundancy analysis (RDA) was then performed with pollination niche as the

response variable, and pollination strategy, spatio-temporal distribution, ecological dis-

tribution and the six first eigenvectors of the phylogenetic correlation matrix (which

accounted for more than 90% of the inertia of the incident orchid-pollinator matrix) as

the explanatory variables. Permutation tests for redundancy analysis were performed

to assess the statistical significance of the effect of each explanatory variable and of

their combination (10000 permutations) and p-values were adjusted using the false dis-

covery rate (fdr) method (Verhoeven et al., 2005). A variation partitioning analysis

(function varpart of the package vegan) was then performed to assess the respective

explanatory power of each explanatory variable through the calculation of adjusted

R squares (R2adj). The geographical distribution and phenology matrices had to be

merged prior to analysis as the varpart function does not take into account more than

four explanatory tables.

The same analyses (estimation of pollination niches though SVD decomposi-

tion and subsequent RDA to assess variation partitioning) were performed on another

orchid-pollinator network, in which insect species were collapsed into insect families.

This network comprises 153 orchid species, 87 insect families and 405 links between

them, and is purely qualitative (the number of species per family was not taken into
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account). This time, pollination niches were defined in the multidimensional space

corresponding to the first 30 SVD vectors.

To test for the robustness of our results, we compared them to those obtained on

randomized networks, using two different kinds of randomization models (i.e. with free

or fixed degree distribution: see supplementary material). Finally, to check the proper

functioning of these randomizations, we calculated and compared degree assortativities

in observed and randomized networks (see supplementary material).

Statistical analyses were performed in R v.3.1.2 (R Development Core Team,

2008).

2.4 Results

Network topology

The orchid-pollinator network is composed of 879 nodes (153 orchid species and

726 pollinator species) and 1139 links (Fig. 1.1). The degree of orchid species ranges

from 1 to 158 pollinator species, with a mean of 7.44 pollinators per orchid. Most

orchids interact with one to a dozen pollinators: 129 (84.31%) of them interact with

fewer than 10 pollinators, and 70 (45.75%) of them are extreme specialists (i.e. they

interact with only one pollinator). By contrast, a few orchids are extreme generalists,

such as Neottia ovata (158 pollinators) or Epipactis palustris (124 pollinators). The

degree in the projected network (DPN) of orchid species ranges from 0 to 56, with a

mean of 11.20 and a heterogeneous distribution as well, with 39 orchids that have a

DPN of 0, while 49 orchids have a DPN of at least 10. The network consists of 47

components, including 46 that comprise 1-4 orchids interacting with 1-28 pollinators,

while the last component consists of 96 orchids and 639 pollinators.
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Figure 1.1 – Graphical representation of the bipartite orchid-pollinator
network based on the spatialization algorithm Atlas 2 (Jacomy et al.,
2014) implemented in the software Gephi (Bastian et al., 2009). Circles
correspond to species of orchids or pollinators and their size is pro-
portional to species’ degrees. Red circles represent rewarding orchids,
green circles food-deceptive orchids, dark blue circles orchids using shel-
ter mimicry, yellow circles sexually deceptive orchids, light blue circles
orchids using a mix of food and sexual deception and grey circles polli-

nators.

Specialization

The proportion of good models (∆ AICC<4) was less than 0.02 (2 models over

113) when modelling both the degree and the DPN. The best model to explain the de-

gree took into account the pollination strategy, the breadth of the spatial and temporal
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distribution and the number of flowers, as well as all their interactions, while the sec-

ond best model (∆ AICC=0.87) did not take into account the interaction between the

pollination strategy and the number of flowers (Table 1.1). However, the hypothesis

of an effect of this interaction was plausible, with an evidence ratio of 1.54 compared

to a null evidence ratio of 0.57. By contrast, the best model to explain the DPN took

into account the four variables as well as all their interactions, except the interac-

tion between the breadth of spatial and temporal distributions, while the second best

model (∆ AICC=2.72) also took into account this interaction (Table 1.1). However,

the hypothesis of an effect of this interaction was implausible, with an evidence ratio

of 0.28 compared to a null evidence ratio of 0.57. Degrees ranged from an average of

1.56 pollinator species for sexually deceptive orchids to an average of 23.22 pollinator

species for nectar-producing orchids, while orchids using food deception and shelter

mimicry were characterised by intermediate degrees (mean of 11.60 and 10.25, respec-

tively). Degrees in the projected network averaged 2.30 orchid species for sexually

deceptive orchids and 22.83 orchid species for nectar-producing orchids, with orchids

using food deception and shelter mimicry being characterised by high (mean=26.09)

and low (mean=7.00) DPN, respectively. The degree and the DPN also increased with

the breadth of spatial and temporal distributions and with the number of flowers.

Table 1.1 – Summary of the ten first GLM on (a) the degree and (b)
the degree in the projected network (DPN) with their AICc and Aikake
weights. Sd: spatial distribution; td: temporal distribution; fd: floral
display; ps: pollination strategy. A coefficient value or a “+” is indicated
if the variable or the interaction is taken into account in the model and

a NA is indicated otherwise.

(a)

Model sd td fd ps sd:td sd:fd sd:ps td:fd dt:ps fd:ps AICc weight

1 0.209 2.545 0.163 + -0.052 0.003 + 0.021 + + 976.715 6.06E-01

2 0.338 0.739 -0.119 + -0.051 0.002 + 0.020 + NA 977.580 3.93E-01

3 0.176 2.781 0.220 + -0.044 0.002 NA 0.016 + + 988.812 1.43E-03

4 0.343 0.056 -0.087 + -0.046 0.002 + 0.014 NA NA 994.840 7.02E-05

5 0.317 0.812 -0.054 + -0.043 0.002 + NA + NA 999.925 5.52E-06

6 0.312 0.066 0.036 + -0.046 0.002 + 0.013 NA + 1000.818 3.53E-06

7 0.179 2.766 0.255 + -0.044 0.003 + NA + + 1001.163 2.97E-06
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Table 1.1 – (continued)

8 0.182 2.325 -0.088 + -0.043 0.002 NA 0.017 + NA 1002.614 1.44E-06

9 0.158 2.916 0.283 + -0.040 0.002 NA NA + + 1006.618 1.94E-07

10 0.319 0.291 -0.045 + -0.041 0.002 + NA NA NA 1006.898 1.69E-07

(b)

Model sd td fd ps sd:td sd:fd sd:ps td:fd dt:ps fd:ps AICc weight

1 0.091 0.891 -0.145 + NA 0.001 + 0.007 + + 1054.241 7.47E-01

2 0.085 0.890 -0.143 + 0.002 0.001 + 0.007 + + 1056.964 1.91E-01

3 0.092 0.983 -0.112 + NA 0.001 + NA + + 1060.746 2.89E-02

4 0.069 0.965 -0.111 + 0.006 0.001 + NA + + 1061.884 1.63E-02

5 0.095 1.003 -0.117 + NA NA + 0.006 + + 1064.172 5.21E-03

6 -0.028 2.076 0.041 + 0.010 0.001 NA 0.005 + + 1065.245 3.04E-03

7 0.077 0.991 -0.114 + 0.005 NA + 0.005 + + 1065.887 2.21E-03

8 -0.017 2.017 0.037 + 0.010 NA NA 0.005 + + 1066.638 1.52E-03

9 0.095 1.065 -0.093 + NA NA + NA + + 1067.370 1.05E-03

10 0.067 1.036 -0.093 + 0.007 NA + NA + + 1067.491 9.91E-04

Pollination niches

We found a significant effect of the pollination strategy, the phylogeny, the eco-

logical and the spatio-temporal distributions on the pollination niche (p-values<0.05,

see Table 1.2 & Fig. 1.2). Altogether, these factors explained 30.63% of the variation

in pollination niches among orchid species. Spatio-temporal distribution was by far the

most explanatory factor, accounting for 20.75% of the variation in pollination niches,

while pollination strategy, phylogeny and ecological distribution accounted for 4.24%,

4.55% and 4.52% of the variation in pollination niches, respectively.

Table 1.2 – Correlations between each combination of explanatory
variables and pollination niches and their statistical significance. Each
fraction is lettered as in Fig. 1.2. Ps: pollination strategy; phy: phy-
logeny; ec: ecological distribution; std: spatio-temporal distribution;
Df: degree of freedom; R2: coefficient of determination; R2

adj : adjusted
coefficient of determination. P-value are indicated for testable fraction

only.

Fraction Df R2 (%) R2
adj (%) P-value

[aeghklno] ps 4 5.84 3.25 1.24E-02

[befiklmo] phy 6 7.35 3.46 2.24E-04
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Table 1.2 – (continued)

Fraction Df R2 (%) R2
adj (%) P-value

[cfgjlmno] ed 15 14.41 4.82 1.27E-04

[dhijkmno] std 64 53.41 18.33 1.27E-04

[abefghiklmno] ps+phy 10 12.07 5.74 7.39E-04

[acefghjklmno] ps+ed 19 19.03 7.19 1.27E-04

[adeghijklmno] ps+std 68 57.22 21.31 1.27E-04

[bcefgijklmno] phy+ed 21 20.65 7.63 1.27E-04

[bdefhijklmno] phy+std 70 58.94 22.55 1.27E-04

[cdfghijklmno] ed+std 79 63.62 22.56 1.27E-04

[abcefghijklmno] ps+phy+ed 25 25.00 9.87 1.27E-04

[abdefghijklmno] ps+phy+std 74 62.80 26.10 1.27E-04

[acdefghijklmno] ps+ed+std 83 67.26 26.08 1.27E-04

[bcdefghijklmno] phy+ed+std 85 68.38 26.39 1.27E-04

[abcdefghijklmno] ps+phy+ed+std 89 72.06 30.63 1.27E-04

Individual fractions

[a] ps|phy+ed+std 4 - 4.24 1.27E-04

[b] phy|ps+ed+std 6 - 4.55 1.27E-04

[c] ed|ps+phy+std 15 - 4.52 2.24E-04

[d] std|ps+phy+ed 64 - 20.75 1.27E-04

[e] - - - -0.72 -

[f] - - - 0.25 -

[g] - - - -0.68 -

[h] - - - -2.00 -

[i] - - - -1.87 -

[j] - - - -0.39 -

[k] - - - 0.84 -

[l] - - - 0.14 -

[m] - - - -0.43 -

[n] - - - 0.72 -

[o] - - - 0.70 -

[p] residuals - - 69.37 -

By contrast, when the same analysis was performed on the orchid species-pollinator

family network, we found a significant effect of pollination strategy (p-value=5.6E-03),

which accounted for 4.04% of the variation in pollination niches, but the effect of other

factors (i.e. phylogeny and distributions) was no longer significant (p-values>0.05).
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When the interaction matrix was permuted with a free degree distribution, polli-

nation strategy, phylogeny, ecological and spatio-temporal distributions each explained

less than 4% of the variation in pollination niches (see supplementary material, Table

1.5). By contrast, when it was permuted with a fixed degree distribution, the variation

partitioning analysis gave roughly the same percentages as these found using observed

networks (see supplementary material, Table 1.5). However, the orchid-pollinator net-

work was strongly disassortative (i.e. specialists tended to interact with generalists),

which could explain this last finding (see supplementary material).

Figure 1.2 – Venn diagram representing the results of the variance par-
tition analysis testing the effect of pollination strategy (ps, in red), phy-
logeny (phy, in blue), ecological distribution (ed, in green) and spatio-
temporal distribution (std, in yellow) on pollination niches. Each frac-
tion is lettered as in Table 1.2. Adjusted coefficient of determination (R2

adj , expressed in percentages) are indicated for each fraction. Negative
values are not shown.
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2.5 Discussion

In this study, we have constructed the largest database to date on orchid-pollinator

interactions in the Euro-Mediterranean region. We hope that this database, which is

based on our current knowledge of orchid-pollinator associations and is open to im-

provements, will stimulate studies about orchid pollination. By analysing this database,

we have given new insights into the main ecological and evolutionary constraints that

have shaped the orchid-pollinator network. More specifically, we have demonstrated

that specialization depends not only on orchids’ pollination strategy, but also on the

breadth of their distribution and on their floral display. We further show that similarity

in pollination niches between orchids primarily depends on their spatio-temporal dis-

tributions, although it was also correlated to their pollination strategies, phylogenetic

relationships and ecological distributions.

Determinants of specialization

The sexually deceptive genus Ophrys is characterised by low degrees and DPN,

as suggested in other studies (Scopece et al., 2007; Schiestl & Schlüter, 2009). High

specialization in Ophrys is ensured by the emission of specie-specific sexual pheromone-

mimicking volatiles (Schiestl et al., 1999) that mediate reproductive isolation between

sympatric species (Breitkopf et al., 2013). However, it is worth noting that the degree of

Ophrys species is not always equal to one (1.56 on average), which means that Ophrys-

pollinator interactions are not strictly specific but rather involve one main pollinator

and one or several secondary pollinators, especially in the most widely distributed

Ophrys species (Schatz et al., in prep). At the other end of the specialization spec-

trum, some nectar-producing orchids attract over a hundred of nectar-consuming insect

species, while orchids using visual lures (i.e. food deception or shelter mimicry) are

typically characterised by intermediate degrees. Nectar-producing and food-deceptive

orchids are also characterised by a high DPN, meaning that they share some of their

pollinators with other orchids. Pollinator sharing between sympatric nectar-producing
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and food-deceptive orchids has been evidenced previously (Cozzolino et al., 2005) and

suggests that pollination interactions may not be as important in reproductive isolation

in these orchids as they are in sexually deceptive orchids (Scopece et al., 2007). Inter-

estingly, we also found an increase of both the degree and the DPN with the breadth of

the spatial and temporal distributions. This effect may be due to the spatio-temporal

mosaic of pollinators (Herrera, 1988; Price et al., 2005), as widely distributed orchids

could be pollinated by different insects in distinct parts of their range or at different

times of the year. However, a sampling bias favoring widely distributed orchid species

cannot be ruled out either, i.e. these orchids could be associated to a broader range

of pollinators just because they are more often encountered in the wild (Blüthgen et

al., 2008). It is worth noting that pollination strategy, breadth of spatial and tempo-

ral distributions and floral display may be correlated and that their respective effects

may not always be distinguishable. For example, the nectar-producing species Neottia

ovata and Epipactis palustris are among the most widely distributed species in the

Mediterranean region (32 and 29 out of 48 geographical units, respectively) with long

flowering periods (3 months for both of them) and dozens of flowers per plant (up to 80

and 20, respectively), while the sexually deceptive Ophrys species are often endemics

with short flowering periods and few flowers per plant (on average 6: see supplementary

material, Table 1.3). However, in most cases, pollination strategy is more important

than breadth of spatial and temporal distributions in determining specialization (e.g.

the nectar-producing orchids Gymnadenia nigra and Spiranthes romanzoffiana, both

recorded in only two geographical units, respectively interact with 16 and 12 polli-

nator species, while the sexually deceptive orchid Ophrys insectifera, recorded in 24

geographical units, interact with only 2 pollinator species).

Determinants of pollination niches similarity

Associations between orchid and pollinators were found to be correlated to several

factors, including pollination strategy, but also phylogenetic relationships, ecological
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and spatio-temporal distributions. Orchid species using the same strategy to attract

pollinators tend to interact with the same insect families, which is not surprising given

that these strategies are often directed toward particular guilds of pollinators (Jersáková

et al., 2006; Vereecken et al., 2010). For example, food-deceptive orchids generally at-

tract naïve bees or bumblebees (Apidae family) by exploiting their innate foraging be-

haviour (i.e. generalized food deception) (Cozzolino et al., 2005), while shelter mimics

(i.e. Serapias species) usually attract solitary bees (Apidae and Megachilidae families)

by mimicking a nest in which they can sleep or hide during rainy days (Dafni et al.,

1981). By contrast, nectar-producing orchids can be specialized on different kinds of

pollinators: for example, Epipactis species are often pollinated by wasps, while Gym-

nadenia and Platanthera species are exclusively pollinated by butterflies and moth.

Yet, we found no phylogenetic signal in orchid species-insect families associations, sug-

gesting that these associations are labile, with several shifts from one insect family

to another within some genera, such as the genera Anacamptis or Dactylorhiza (Inda

et al., 2012). On the other hand, there was a significant phylogenetic signal in or-

chid species-insect species associations, suggesting that closely related orchid species

sometimes have overlapping pollination niches: for example, Platanthera bifolia and P.

chlorantha share seven of their 12 and 39 pollinators, while Spiranthes aestivalis and

S. spiralis share two of their three and five pollinators. Such a pollinator conservatism

suggests that some features – morphological or physiological, for example – constrain

the evolution of orchid-pollinator associations, and that reproductive isolation and

speciation are not always driven by pollinator shifts in Euro-Mediterranean orchids, as

suggested in other orchid groups (van der Niet et al., 2006). It is worth noting that in

the genus Ophrys, in which such shifts are known to be the primary cause of speciation

(Breikopf et al., 2015), closely related orchids usually interact with distinct pollina-

tors. However, because Ophrys are often disconnected from the rest of the network,

they were not taken into account in our analysis, which may cause an overestimation of

the phylogenetic signal in orchid-pollinator associations. On the other hand, we might

have detected an even higher phylogenetic signal if we had considered the phylogeny
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of pollinators, with closely related orchids interacting with closely related pollinators,

as shown in sexually deceptive orchids from Australia (Mant et al., 2002).

One of our main findings is that similarity in pollination niches between orchids

is primarily due to the overlap of their spatio-temporal distribution, with geograph-

ical distribution and phenology explaining more than 20% of this similarity. This

could suggest that orchid-pollinator interactions are more opportunistic than previ-

ously thought, pollination niches being primarily shaped by the pool of pollinator

species that are available in a given environment. However, in most cases, orchids with

similar distributions only have a few pollinators in common, meaning that they only

interact with a subset of the pollinators to which they have access. This suggests that

other factors, either intrinsic (e.g. traits promoting some interactions and excluding

others) or extrinsic (e.g. variations in pollinators’ local abundance) are also important

in shaping pollination niches. Alternatively, the correlation between similarity in polli-

nation niches and overlap in spatio-temporal distributions between orchids could arise

from orchids’ distribution being limited by these of the same pollinators (Sargent &

Ackerly, 2008; Pellissier et al., 2012).

Because variation partitioning analyses performed on orchid-pollinator and ran-

domized networks with fixed degree distribution gave comparable results, correlations

between similarity in pollination niches and explanatory variables might be under-

pinned by variations in terms of specialization rather than pollinator identity. How-

ever, because our network was strongly disassortative, this last finding may be due

to disassortativity-linked constraints affecting network properties (Serrano & Boguñá,

2005; Fortuna et al., 2010). The fact that non-orchid plants visited by pollinators

were not included in the interaction matrix may constrain the topology of this network

and induce an artificial disconnection between its components. The inclusion of these

plants in future studies, together with the estimation of pollinators’ respective con-

tributions to orchids’ reproductive success (i.e. quantitative network), could provide
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new insights into the ecological and evolutionary factors that have shaped pollination

niches of Euro-Mediterranean orchids.

2.6 Conclusions

The Orchidaceae family is one of the most charismatic plant families, due to its

diversity in floral traits, reflecting its diversity in pollination strategies. Following the

pioneer works of van der Cingel (1995) and Claessens and Kleynen (2011, 2016), we

provide a database listing over one thousand orchid-pollinator interactions in the Euro-

Mediterranean region. The analysis of the network constructed from this database

shows that the pool of insect families with which an orchid species interacts solely

depend on its pollination strategy. By contrast, the pool of insect species with which

it interacts primarily depends on its spatio-temporal distribution, although pollination

strategy, phylogeny and ecological distribution also have an effect on pollination niche

similarity between orchid species. These results could suggest that interactions between

orchids and pollinators are more opportunistic that previously thought, although it is

not perfectly clear whether similarity in pollination niches reflects similarity in special-

ization or in pollinator identity, because of the very particular topology of our network.

Further studies are needed to investigate how pollinator-driven diversification in orchids

may be influenced by the modalities of these interactions, such as specialization (Jer-

sáková et al., 2006), relative dependence between orchids and pollinators (Ramirez et

al., 2011) or spatio-temporal variation in pollination niches (Petanidou et al., 2008;

Dupont et al., 2009; Gomez et al., 2014).
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2.9 Supplementary material

Table 1.3 – Summary of the data characterising each pollination strat-
egy.

Pollination strategy Nectar

production

Food

deception

Shelter

mimicry

Sexual

deception

Orchid-pollinator network

Number of genera 12 11 2 2

Number of species 23 35 4 90

Degree (mean ± SD) 23.22 ± 38.56 11.60 ± 11.23 10.25 ± 12.84 1.56 ± 1.31

DPN (mean ± SD) 22.83 ± 17.00 26.09 ± 14.41 7.00 ± 5.35 2.30 ± 3.38

Pollinator types Bees, butterflies,

beetles, flies

Bees,

bumblebees

Bees, beetles Bees, wasps

Explanatory variables

Floral display(mean

(min-max) values of

number of flowers)

27 (6-53) 26 (2-113) 9 (5-12) 6 (3-11)

Spatial distribution

breadth (mean

(min-max) values of

number of geographical

units)

22.3 (2-37) 17.6 (2-38) 10.2 (2-19) 4.6 (1-33)

Temporal distribution

breadth

May-July April-June April-May March-May

Ecological distribution Dry to humid

forests and

grasslands, bogs or

heaths

Dry to humid

grasslands,

forests and

forests edges

Dry to humid

grasslands,

scrublands, clear

woods

Dry grasslands,

scrublands,

bushes, clear

woods

Table 1.4 – Accession numbers of the sequences used to construct
the phylogenetic tree of Euro-Mediterranean orchids. Sequences were

imported from Genbank.

Orchid species ITS COX1 rpl16 LEAFY BGP rblc psbA-

trnH

Anacamptis collina Z94075 &

Z94076

EF143113 EU176024 - - - -

Anacamptis coriophora Z94077 &

Z94078

- - - - FN870761 -

Anacamptis fragrans - EF143110 EU176021 - - - -

Anacamptis laxiflora Z94083 &

Z94084

EF143114 EU176025 - - KF997401 -
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Table 1.4 – (continued)

Orchid species ITS COX1 rpl16 LEAFY BGP rblc psbA-

trnH

Anacamptis morio Z94091 &

Z94092

EF143107 EU176018 - - KF997322 -

Anacamptis palustris Z94093 &

Z94094

EF143116 EU176027 - - - -

Anacamptis papilionacea Z94095 &

Z94096

EF143112 EU176023 - - - -

Anacamptis pyramidalis Z94061 &

Z94062

EF143109 EU176020 - - JN891189 -

Calypso bulbosa AF521076 - - - - KF296652 -

Cephalanthera rubra AY146445 - - - - KF997459 -

Chamorchis alpina - EF143191 EU176086 - - - -

Cypripedium calceolus JN018071 - - - - AB176549 -

Dactylorhiza fuchsii DQ022863 EF143172 DQ022895 - - JN890983 -

Dactylorhiza maculata DQ022868 EF143175 EU176074 - - JN890892 -

Dactylorhiza majalis DQ074217 EF143170 EU176073 - - JN890784 -

Dactylorhiza romana AJ606131 &

AJ606132

EF143166 DQ022906 - - - -

Dactylorhiza sambucina DQ074239 EF143167 DQ022909 - - - -

Dactylorhiza viridis DQ022882 EF143164 DQ022914 - - JN890805 -

Dactylorhiza incarnata DQ074223 EF143179 EU176076 - - JN890672 -

Dactylorhiza

praetermissa

DQ074226 - - - - JN890773 -

Epipactis atrorubens KM671001 - JN811744 - - JN891058 -

Epipactis helleborine AY154383 - - - - JN892049 -

Epipactis palustris AY146448 - JN811742 - - JN893553 -

Epipactis purpurata JN847406 - JN811748 - - JX094816 -

Epipactis veratrifolia JN114496 - - - - JN005444 -

Epipogium aphyllum EU711229 - - - - KF695152 -

Goodyera repens KC205167 - KC237338 - - JN005473 -

Gymnadenia conopsea Z94067 &

Z94068

EF143160 DQ022919 - - JN890669 -

Gymnadenia nigra DQ022892 EF143162 EU176069 - - - -

Gymnadenia

odoratissima

KP225165 EF143158 - - - - -

Gymnadenia rhellicani KP225182 - - - - HG417016 -

Herminium monorchis KM651273 EF143198 EU176092 - - JN696424 -

Himantoglossum

adriaticum

KJ595984 EF143140 EU176052 - - - -
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Table 1.4 – (continued)

Orchid species ITS COX1 rpl16 LEAFY BGP rblc psbA-

trnH

Himantoglossum

comperianum

KJ596016 EF143137 EU176049 - - - -

Himantoglossum

hircinum

Z94071 &

Z94072

EF143139 EU176051 - - KF997440 -

Himantoglossum

robertianum

Z94063 &

Z94064

EF143138 EU176050 - - AY368337 -

Limodorum abortivum AY351378 - - - - HG417010 -

Neotinea tridentata Z94113 &

Z94114

EF143144 EU176055 - - - -

Neotinea ustulata Z94115 &

Z94116

EF143145 EU176056 - - KF997335 -

Neottia ovata FJ694841 - - - - JN893312 -

Ophrys aesculapii AM711787 EF143135 EU176046 - - - -

Ophrys algarvensis AY699958 - - - - - -

Ophrys apifera AM711790 EF143131 EU176042 KP148737 KP148626 JN890698 AM711642

Ophrys apulica AM711791 - - - - - AM711643

Ophrys arachnitiformis - - - KP148738 KP148627 - -

Ophrys araneola AM711796 EF143134 EU176045 - - GQ248657 -

Ophrys archipelagi - - - KP148739 KP148628 - -

Ophrys argolica AY014517 - - - - - -

Ophrys ariadnae AM981001 - - FR872512 - - -

Ophrys arnoldii AY699952 - - - - - -

Ophrys atlantica AM711798 - - AM489434 - - AM711644

Ophrys attaviria AM711799 - - FR872533 - - -

Ophrys attica AM711800 - - KP148740 KP148629 - AM711645

Ophrys aveyronensis AM711801 - - - - - AM711646

Ophrys aymoninii AM711802 - - KP148741 KP148630 - AM711647

Ophrys balearica AM711803 - - - - - AM711648

Ophrys basilissa - - - AM489423 - - AM711649

Ophrys benacensis AM711804 - - - - - -

Ophrys bertolonii AM711805 - - KP148742 KP148631 - -

Ophrys bertoloniiformis AM711806 - - - - - AM711650

Ophrys biancae AM711807 - - - - - -

Ophrys bilunulata AM711808 - - AM489435 - - AM711651

Ophrys biscutella AM711809 - - - - - AM711652

Ophrys bombyliflora AM711810 EF143128 EU176039 KP148743 KP148632 - AM711653

Ophrys bornmuelleri AM711766 - - - - - -

Ophrys candica AM711814 - - - - - AM711657

Ophrys catalaunica AM711817 - - - - - AM711658
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Table 1.4 – (continued)

Orchid species ITS COX1 rpl16 LEAFY BGP rblc psbA-

trnH

Ophrys cinereophila AM711818 - - AM489427 - - AM711660

Ophrys crabronifera - - - KP148744 KP148633 - -

Ophrys cretica AM711820 EF143136 EU176047 KP148745 KP148634 - -

Ophrys creticola - - - AM489426 - - -

Ophrys delphinensis AY014527 - - - - - -

Ophrys dianica AY699955 - - - - - -

Ophrys dyris AM711749 - - - - - -

Ophrys episcopalis AM711826 - - - - - AM711668

Ophrys exaltata AM711827 - - KP148746 KP148635 - AM711664

Ophrys explanata AM711828 - - - - - AM711665

Ophrys ferrum-equinum AM711829 - - KP148747 KP148636 - AM711666

Ophrys fuciflora AM711830 - - KP148751 KP148640 GQ248658 AM711667

Ophrys funerea AM711831 - - FR872555 - - AM711669

Ophrys garganica AM711833 - - KP148749 KP148638 - AM711671

Ophrys gortynia AM711837 - - - - - AM711672

Ophrys heldreichii AM711734 - - KP148750 KP148639 - -

Ophrys helenae AY014514 - - - - - -

Ophrys holubyana AM039525 - - - - - -

Ophrys hygrophila AY014534 - - - - - -

Ophrys incubacea AM711783 - - KP148752 KP148641 - AM711675

Ophrys insectifera AM711840 EF143123 EU176034 KP148753 KP148642 JN891942 AM711676

Ophrys iricolor AM711841 EF143127 EU176038 KP148754 KP148643 - AM711677

Ophrys kedra - - - AM489431 - - -

Ophrys kotschyi AM981012 - - - - - -

Ophrys lacaitae AM711708 - - - - - AM711678

Ophrys laurensis AM711710 - - - - - -

Ophrys leucadica - - - AM489424 - - -

Ophrys levantina AM711711 - - KP148755 KP148644 - -

Ophrys lunulata AM711712 - - KP148756 KP148645 - AM711680

Ophrys lupercalis AY699962 - - FR872568 - - -

Ophrys lutea AM711713 EF143125 EU176036 KP148757 KP148646 - -

Ophrys mammosa AM711714 - - KP148758 KP148647 - AM711681

Ophrys melena AM711717 - - - - - AM711682

Ophrys minutula AM711718 - - - - - AM711683

Ophrys morisii AM711720 - - KP148759 KP148648 - AM711684

Ophrys murbeckii AM711773 - - - - - -

Ophrys oestrifera AM981015 - - - - - -

Ophrys omegaifera - - - AM489420 - - AM711685

Ophrys oxyrrhynchos AM711722 - - KP148760 KP148649 - AM711686
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Table 1.4 – (continued)

Orchid species ITS COX1 rpl16 LEAFY BGP rblc psbA-

trnH

Ophrys pallida AM711723 - - KP148761 KP148650 - AM711687

Ophrys pallidula - - - AM489430 - - -

Ophrys panormitana AM711727 - - KP148762 KP148651 - AM711688

Ophrys passionis AY699949 - - KP148763 KP148652 - -

Ophrys philippei AM711779 - - - - - AM711690

Ophrys phryganae AM711729 - - AM489429 - - AM711691

Ophrys picta AY699978 - - - - - -

Ophrys promontorii AY014538 - - KP148764 KP148653 - -

Ophrys provincialis - - - KP148765 KP148654 - -

Ophrys regis-ferdinandii AM711730 EF143130 EU176041 - - - AM711692

Ophrys reinholdii AM711731 - - KP148766 KP148655 - AM711693

Ophrys scolopax AM711732 EF143132 EU176043 KP148767 KP148656 - AM711695

Ophrys sicula AM711735 - - KP148768 KP148657 - AM711696

Ophrys sitiaca AM711736 - - AM489422 - - AM711697

Ophrys speculum AM711737 EF143129 EU176040 KP148769 KP148658 - -

Ophrys sphegifera AM711738 - - - - - AM711698

Ophrys sphegodes AM711739 - EU176048 KP148770 KP148659 - AM711699

Ophrys splendida AY014543 - - - - - AM711700

Ophrys spruneri AM711740 EF143133 EU176044 - - - AM711701

Ophrys subinsectifera AM711741 - - - - - AM711702

Ophrys tenthredinifera AM711743 EF143124 EU176035 KP148771 KP148660 - AM711703

Ophrys tetraloniae - - - KP148772 KP148661 - -

Ophrys umbilicata AM711742 - - KP148773 KP148662 - AM711704

Ophrys vasconica AY364878 - - - - - AM711705

Orchis anthropophora Z94059 &

Z94060

EF143147 EU176058 - - KF997307 -

Orchis italica Z94079 &

Z94080

EF143148 EU176059 - - - -

Orchis mascula Z94087 &

Z94088

EF143152 EU176063 - - JN892565 -

Orchis militaris Z94089 &

Z94090

EF143150 EU176061 - - KF997273 -

Orchis pallens KT318277 - - - - - -

Orchis pauciflora Z94099 &

Z94100

- - - - - -

Orchis provincialis Z94101 &

Z94102

EF143151 EU176062 - - - -

Orchis purpurea Z94103 &

Z94104

EF143157 EU176068 - - KF997502 -
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Table 1.4 – (continued)

Orchid species ITS COX1 rpl16 LEAFY BGP rblc psbA-

trnH

Orchis quadripunctata Z94105 &

Z94106

EF143156 EU176067 - - AF074203 -

Orchis simia Z94107 &

Z94108

EF143149 EU176060 - - KF997259 -

Orchis spitzelii Z94109 &

Z94110

- - - - - -

Platanthera bifolia KT962125 EF143188 EU176083 - - KF997482 -

Platanthera chlorantha Z94117 &

Z94118

EF143189 EU176084 - - JN891411 -

Pseudorchis albida DQ022894 EF143182 DQ022926 - - JN892451 -

Serapias cordigera AY364884 EF143118 EU176029 - - HM850348 -

Serapias lingua Z94119 &

Z94120

EF143117 EU176028 - - FN870933 -

Serapias neglecta - EF143119 EU176030 - - - -

Serapias vomeracea AY014551 EF143120 EU176031 - - - -

Spiranthes aestivalis KM262408 - - - - - -

Spiranthes romanzoffiana KM262366 - - - - KJ841599 -

Spiranthes spiralis KM262410 - - - - JN891782 -

Steveniella satyrioides AM711746 - - - - - -

Traunsteinera globosa KT318279 EF143190 EU176085 - - HG417055 -

Comment S1. Variation partitioning analysis on randomized networks. To

make sure that the results of the variation partitioning analysis performed on the

orchid-pollinator network were robust, we compared them to those of the same analysis

performed on randomized networks. To this end, two sets of 10000 matrices were sim-

ulated using the function commsim of the package vegan and two algorithms, namely

the r00 algorithm (Wright et al., 1998) and the configuration model on simple bipar-

tite networks as implemented through the curveball algorithm (Strona et al., 2014).

The first algorithm controls the number of links in the network while the second also

controls the number of links per species (i.e. the degree of each species). This way, we

aimed at separately testing the effect of degree distribution and identity of pollinator

species.
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Figure 1.3 – Phylogenetic relationships among Euro-Mediterranean
orchids represented by the 50-majority rule consensus tree from the
MrBayes analysis. Posterior probabilities are indicated at each node.
Species are coloured according to their pollination strategy, i.e. red
for nectar production, green for food deception, dark blue for shelter
mimicry, yellow for sexual deception and light blue for a mix of food

and sexual deception.
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When the orchid species-insect species matrix was permuted and allowed to vary

freely (i.e. r00-generated matrices), each of the four factors (i.e. pollination strategy,

phylogeny, ecological and spatio-temporal distributions) explained less than 4% of the

variation in pollination niches in the randomized dataset (see Table 1.5). By contrast,

the variation partitioning analysis performed on randomized interaction matrices with

fixed degrees (i.e. curveball-generated matrices) gave roughly the same percentages as

these found with the observed matrix, with 4.03-4.78% of the variation in pollination

niches attributed to pollination strategy, 4.64-5.34% to phylogeny, 4.09-5.27% to eco-

logical distribution and 22.25-24.66% to spatio-temporal distribution (95% percentiles

of explained variation, Table S2). Likewise, when the orchid species-insect family was

permuted and allowed to vary freely, pollination strategy (i.e. the only factor that

was significantly correlated to similarity in pollination niches between orchid species

when considering pollinator families rather than pollinator species) explained between

-1.85% and 2.18% of the similarity in pollination niches, while when the distribution

of the degree was constrained, it explained between 2.10% and 5.39% (versus 4.04%

for the orchid-pollinator matrix).

This analysis shows that when the distribution of the degree is fixed, the varia-

tion partitioning analysis performed on randomized networks gives the same results as

the same analysis performed on the observed network. This could be explained by two

alternative hypotheses: (i) pollination niche similarity is mostly due to orchids hav-

ing comparable degrees, while pollinator identity is not important (i.e. closely related

orchids with the same pollination strategy and overlapping distributions have compa-

rable degrees, but do not necessarily interact with the same pollinator species), or (ii)

it is impossible to randomize interactions between orchids and pollinators within our

network due to its very particular architecture.
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Table 1.5 – Correlations between each combination of explanatory
variables and pollination niches and their statistical significance. Ps:
pollination strategy; phy: phylogeny; ec: ecological distribution; std:
spatio-temporal distribution; Df: degree of freedom; R2

adj : adjusted
coefficient of determination; Simulated R2

adj (1): values of simulated
R2

adj simulated (r00 algorithm) included between the 2.5th and 97.5th
quantiles; Simulated R2

adj (2): values of simulated R2
adj (curveball al-

gorithm) included between the 2.5th and 97.5th quantiles. Each fraction
is lettered as in Fig. 1.2.

Fraction Df R2
adj (%) Simulated

R2
adj (1)

Simulated

R2
adj (2)

[a] ps|phy+ed+std 4 4.24 [-1.00;0.96] [4.03;4.78]

[b] phy|ps+ed+std 6 4.55 [-0.88;0.86] [4.64;5.34]

[c] ed|ps+phy+std 15 4.52 [-1.40;1.39] [4.09;5.27]

[d] std|ps+phy+ed 64 20.75 [-3.50;3.55] [22.25;24.66]

[e] - - -0.72 [-0.48;0.50] [-1.08;-0.63]

[f] - - 0.25 [-0.56;0.55] [-0.20;0.35]

[g] - - -0.68 [-0.38;0.39] [-0.84;-0.44]

[h] - - -2.00 [-0.58;0.58] [-2.50;-1.96]

[i] - - -1.87 [-0.72;0.74] [-2.69;-2.00]

[j] - - -0.39 [-1.09;1.09] [-1.60;-0.54]

[k] - - 0.84 [-0.41;0.40] [0.61;1.00]

[l] - - 0.14 [-0.34;0.33] [0.01;0.32]

[m] - - -0.43 [-0.54;0.54] [-0.60;0.09]

[n] - - 0.72 [-0.36;0.35] [0.36;0.78]

[o] - - 0.70 [-0.33;0.34] [0.05;0.43]

[p] residuals - 69.37 [95.92;104.08] [66.81;69.35]

Comment S2. Assortativity analyses on orchid-pollinator and randomized

networks. To better interpret the results of the variation partitioning analysis and

its null expectations, we investigated whether specialist orchids tend to interact with

specialist pollinators and generalist orchids with generalist pollinators by calculating

the assortativity of the orchid-pollinator network (function assortativity_degree of the

package igraph) and comparing it to those of randomized networks.

The orchid species-pollinator species network was characterised by an assorta-

tivity of -0.280, i.e. disassortativity. Randomized networks were characterised by an

assortativity comprised between -0.277 and -0.264 (95% percentiles). Likewise, the or-
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chid species-pollinator family network was characterised by an assortativity of -0.372,

and randomized networks by an assortativity comprised between -0.361 and -0.340

(95% percentiles).

Disassortative networks are more likely to constrain the range of other network

properties, such as clustering (Serrano & Boguñá, 2005). Disassortativity might also

be associated with network nestedness, which limits the number of networks that can

be generated through the configuration model (N. Verzelen, pers. com.; Staniczenko et

al., 2013). For these reasons, the strong disassortativity of plant-pollinator networks is

likely to explain the fact that the proportion of the variation explained by each of the

four factors (i.e. pollination strategy, phylogeny, ecological and spatio-temporal distri-

butions) is the same whether orchid-pollinator or randomized networks are considered.
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Chapitre 2

Evolution des traits floraux et spéciation dans deux

groupes d’orchidées aux stratégies de pollinisation

contrastées

—————————–

Cantharis rustica visitant une fleur d’Anacamptis coriophora ( c© A. Lan-
glois)

—————————–
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1 Résumé du chapitre

Contexte et objectif. La compréhension des facteurs qui façonnent la niche de

pollinisation est fondamentale, car cette dernière joue un rôle majeur dans l’évolution

des traits floraux et la spéciation chez les orchidées euro- méditerranéennes. Au cours de

ce deuxième chapitre, nous nous sommes intéressés à l’évolution des traits floraux dans

deux groupes d’orchidées : le groupe Anacamptis coriophora et la section Pseudophrys.

Dans le premier groupe, caractérisé par une stratégie de pollinisation généraliste

(i.e. production de nectar), il est probable que les guildes de pollinisateurs varient

d’une population à l’autre, chacune de ces guildes imposant un régime de sélection

donné sur les traits floraux des orchidées, favorisant ainsi l’émergence et le maintien

d’adaptations locales (Sun et al., 2014 ; Gross et al., 2016). Ces adaptations locales

pourraient même, avec le concours d’autre types de barrières reproductives, contribuer

à la spéciation (Gervasi & Schiestl, 2017). Le groupe A. coriophora comprend trois taxa,

inféodés à des milieux naturels différents et décrits comme distincts au niveau de la

couleur et de l’odeur florales dans les guides naturalistes. Mais quels sont les processus

qui pourraient avoir favorisé l’émergence et/ou le maintien d’une telle différentiation ?

Ce sont ces questions que nous nous sommes posées dans le premier manuscrit de ce

chapitre (article 2).

Dans le second groupe, caractérisé par une stratégie de pollinisation spécialiste

(i.e. leurre sexuel), les transitions de pollinisateurs et d’odeurs florales – principal mé-

diateur des interactions de pollinisation – sont d’autant plus susceptibles de contribuer

à la spéciation que les interactions Ophrys-pollinisateurs constituent une barrière re-

productive quasiment imperméable (Breitkopf et al., 2013). Mais quel est le lien entre

événements de spéciation, transitions de pollinisateurs et transitions d’odeurs florale à

l’échelle macroévolutive chez les Ophrys ? Ce sont ces questions que nous nous sommes

posées dans le second manuscrit de ce chapitre (article 3).

Hypothèses. Concernant le premier groupe, nous nous attendions à ce qu’Anacamptis
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coriophora, A. fragrans et A. coriophora var. martrinii, respectivement inféodés aux

prairies humides, aux pelouses sèches et aux pelouses alpines, soient caractérisés par

des couleurs et des odeurs florales différentes ainsi que par des niches de pollinisation

distinctes. Nous nous attendions à ce que ces traits (couleur et odeur florales) soient

sélectionnés, et à ce que les valeurs de traits maximisant le succès reproducteur des

individus varient d’une population et d’un taxon à l’autre.

Concernant le second groupe, nous nous attendions à observer une corrélation

entre événements de spéciation et transitions de pollinisateurs dans la section Pseudo-

phrys. Nous nous attendions aussi à ce que l’odeur florale soit principalement condi-

tionnée par les interactions de pollinisation, et éventuellement par les relations phylo-

génétiques.

Méthodologie. Dans le premier groupe, nous avons mesuré le floral display, la

couleur et l’odeur florale chez une cinquantaine d’individus dans sept populations (trois

d’A. coriophora, trois d’A. fragrans et une d’A. coriophora var. martrinii). La couleur

a été mesurée à partir de photographies prises sur le terrain et analysées à l’aide d’un

logiciel permettant d’extraire les valeurs de réflectance de chaque pixel dans les lon-

gueurs d’ondes rouges (R), vertes (G) et bleues (B), ainsi que dans celles détectées par

les abeilles (SW, LW et UV). L’odeur a été extraite à l’aide d’une technique « head-

space » dynamique et analysée par GC-MS et GC-FID. Nous avons ensuite quantifié la

sélection exercée sur ces traits dans sept populations, en mettant en lien le succès re-

producteur de chaque individu avec son floral display, sa couleur et son odeur florales,

selon la méthode développée par Lande et Arnold (1983). En parallèle, nous avons

caractérisé la niche de pollinisation de chaque population via des collectes d’insectes

sur le terrain et nous avons conduit des expériences de pollinisations manuelles afin

de mettre en évidence une éventuelle limitation en pollen du succès reproducteur des

individus dans environ la moitié de ces populations.

Dans le second groupe, nous avons construit la phylogénie d’une vingtaine de

taxa de Pseudophrys échantillonnés dans l’ensemble de la Méditerranée à partir de
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trois gènes nucléaires (ITS, BGP et LEAFY). Nous avons déterminé les espèces de

pollinisateurs de chacun de ces taxa, à l’aide de données bibliographiques et/ou de

collectes d’insectes sur le terrain, et nous avons extrait (par SPME de contact) et

analysé (par GC-MS) leurs odeurs florales. Nous avons ensuite cartographié l’évolution

de ces interactions de pollinisation et de ces odeurs florales le long de la phylogénie à

l’aide de méthodes comparatives phylogénétiques.

Résultats principaux.Nous avons démontré qu’A. coriophora, A. fragrans etA.

coriophora var. martrini étaient bel et bien caractérisés par des couleurs et des odeurs

florales distinctes. En particulier, chacun de ces taxa émet deux composés floraux do-

minants, l’un commun à eux trois (1,4-Dimethoxybenzène) et l’autre taxon-spécifique

(1,2,4-Trimethoxybenzene, p-Anisaldehyde et 4-Methyl anisate, respectivement). Nous

avons mis évidence une sélection directionnelle positive sur le floral display chez A.

coriophora comme chez A. fragrans. En revanche, aucune sélection n’a pu être mise

en évidence sur la couleur florale, ce qui suggère que d’autres mécanismes, poten-

tiellement non-adaptatifs (dérive génétique ou plasticité phénotypique par exemple),

pourraient avoir causé et/ou maintenir la divergence de couleur florale entre A. corio-

phora, A. fragrans et A. coriophora var. martrinii. Enfin, nous avons mis en évidence

une sélection directionnelle positive sur les composés floraux dominants dans certaines

populations d’A. coriophora et d’A. fragrans (sélection négative sur la quantité relative

d’1,4-Dimethoxybenzène chez la première et sélection positive sur la quantité relative

de p-Anisaldehyde chez la seconde). Par ailleurs, A. coriophora, A. fragrans et A. co-

riophora var. martrinii semblent avoir des niches de pollinisation différentes (bien que

la composition de cette niche varie aussi entre populations conspécifiques) et un succès

reproducteur qui est souvent limité en pollen.

La phylogénie de la section Pseudophrys n’a pu être que partiellement résolue,

probablement du fait d’événements de spéciation en cours et/ou d’hybridation. Nous

avons en revanche montré que les espèces-sœurs étaient généralement pollinisées par

des espèces d’insectes différentes, ce qui suggère un lien entre événements de spéciation
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et transitions de pollinisateurs. Par ailleurs, nous avons démontré que l’odeur florale

était conditionnée à la fois par les interactions de pollinisation et par les relations

phylogénétiques, ce qui suggère que l’évolution de ce trait est régie par une sélection

exercée par les pollinisateurs, mais aussi par des contraintes phylogénétiques, peut-être

du fait d’une certaine inertie dans l’évolution des voies de biosynthèse des composés

floraux.

Ces résultats suggèrent que les pollinisateurs ont contribué à l’évolution des traits

floraux et à la spéciation dans ces deux groupes d’orchidées euro-méditerranéennes aux

stratégies de pollinisation contrastées.
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2.1 Abstract

Populations that face different environments and pollinator guilds may be subject

to distinct selection pressures promoting floral divergence. However, how variations in

the selection exerted on floral traits contribute to taxonomic or floral diversification

in nature is poorly understood. In this study, we focused on three closely related

rewarding orchid taxa, Anacamptis coriophora, A. fragrans and A. coriophora var.

martrinii, which are surrounded by contrasting vegetation types. We first investigated

differentiation in terms of floral traits and pollinator guilds between these three taxa,

and we quantified the selection exerted on these traits in seven populations. We found

that the three studied taxa were characterised by different floral colours and odours,

with two dominant volatiles per taxon, one common to these three taxa and one taxon-

specific. We also found that in most populations, reproductive success was pollen-

limited, and that Anacamptis coriophora, A. fragrans and A. coriophora var. martrinii

were pollinated by partially distinct insect guilds. We then showed that floral display
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traits were positively correlated to reproductive success, while no selection could be

evidenced on floral colour traits that were investigated in this study. More importantly,

we found a significant selection on relative amounts of dominant volatiles in some A.

coriophora and A. fragrans populations. Our study is one of the first to document

variations in the selection exerted on floral traits between closely related taxa, with

a particular emphasis on floral colours and scents. Our results suggest that divergent

selection may have contributed to chemical differentiation between A. coriophora and

A. fragrans, but that other processes may also be involved in floral trait evolution

within the A. coriophora group.

Keywords: Anacamptis, pollination, adaptation, floral traits, volatile organic

compounds, fruit set, pollen limitation
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2.2 Introduction

One of the most striking characteristics of Angiosperms is their diversity in floral

traits, which have been the focus of extensive researches for centuries (Harder & Bar-

rett, 2006; Harder & Johnson, 2009; van der Niet & Johnson, 2012). Floral traits act

as visual, olfactory and even tactile cues that play a major role in pollinator attrac-

tion (Burger et al., 2010; Jersáková et al., 2012). Because in animal-pollinated plants,

male and female fitness depends on pollinator attraction and pollination efficiency, it is

often assumed that floral traits are subject to pollinator-mediated selection (Sletvold

et al., 2010; Harder & Johnson, 2009). Since different pollinator species or functional

groups (sensus Fenster et al., 2004) may have distinct sensory abilities, behaviours and

morphologies (Briscoe & Chittka, 2001; Riffell, 2011), they may select for different flo-

ral traits values and promote taxonomic and floral diversification (Schiestl & Johnson,

2013; Gervasi & Schiestl, 2017).

At a macroevolutionary scale, an influence of pollinator shifts on the speciation-

extinction dynamic and on the evolution of floral traits has been evidenced in several

clades of Angiosperms (Whittall & Hodges, 2007; Smith et al., 2008). At a microevo-

lutionary scale, pollinators have been suggested to play a major role in the evolution of

floral traits as well, by promoting genetic and phenotypic divergence between conspe-

cific populations (Harder & Johnson, 2009; Kay & Sargent, 2009). Because pollinator

communities usually vary across space and time (Price et al., 2005; Moeller, 2006),

plants may interact with different pollinators and undergo distinct selection pressures

in different parts of their range (Anderson & Johnson, 2008; Gómez et al., 2009a),

which may cause local adaptations.

Several studies have aimed at evidencing local adaptations to spatially and temporally-

varying pollinator guilds (van der Niet et al., 2014). Some of them have reported

covariations between floral traits and pollinator communities (Anderson & Johnson,

2009; Newman et al., 2014), while others have used experimental approaches, such as
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translocations (Gómez et al., 2009b; Newman et al., 2012; Boberg et al., 2013; Sun et

al., 2014). Finally, some have aimed at pointing out the very process of phenotypic

selection, by regressing fitness estimates on floral traits values (Lande & Arnold, 1983)

and comparing the direction and strength of selection gradients between conspecific

populations (Caruso et al., 2003; Gómez et al., 2008, 2009a; Sletvold & Ågren, 2014).

These studies have focused either on attractant traits, such as floral display (Totland,

2001; Sandring & Ågren, 2009), size and shape (O’Connell & Johnston, 1998; Gómez

et al., 2008) or colour (Gross et al., 2016; Gervasi & Schiestl, 2017), or on mechanical

traits impacting pollen removal or deposition, such as spur length (Johnson & Steiner

1997; Trunschke et al., 2017). By contrast, only a handful of studies have focused on

floral odours (Delle-Vedove et al., 2017, but see Majetic et al., 2009; Schiestl et al.,

2011; Parachnowitsch et al., 2012; Gross et al., 2016 and Gervasi & Schiestl, 2017),

despite the well-known implication of olfactory cues in pollination (Raguso, 2008).

These studies have shown that pollinators often select for the most scented individuals

(Majetic et al., 2009; Schiestl et al., 2011; Parachnowitsch et al., 2012), but also that

different pollinator guilds can select for distinct blends of floral odours (Gross et al.,

2016; Gervasi & Schiestl, 2017).

The Orchidaceae family has always fascinated biologists due to its diversity in flo-

ral traits, often regarded as spectacular examples of adaptations to pollinators (Darwin,

1862; Cozzolino & Widmer, 2005). Because in orchids, reproductive success generally

is pollen-limited (Tremblay et al., 2004; Sletvold & Ågren, 2011), floral traits affect-

ing pollinator attraction or pollination efficiency often undergo significant pollinator-

mediated selection (Maad & Alexandersson, 2004; Sletvold et al., 2010; Chapurlat et

al., 2015; Trunschke et al., 2017). In addition, pollinator shifts are rather frequent in

orchids – both in specialist and generalist species – and can be associated to shifts in

floral traits (Boberg et al., 2013; Peter & Johnson, 2013; Sun et al., 2014). Neverthe-

less, few studies have aimed at evidencing significant differences in the selection exerted

on floral traits between conspecific or heterospecific populations in orchids, although
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such differences may have contributed to adaptation and speciation (Sletvold & Ågren,

2014; Chapurlat et al., 2015; Gross et al., 2016).

In this study, we investigated this question in three closely related orchid taxa

growing in different environments, namely Anacamptis coriophora, A. fragrans and A.

coriophora var. martrinii. We characterised floral display, colour and odour in these

three taxa, and we quantified and compared the selection exerted on floral traits in sev-

eral populations per taxon. More specifically, we addressed the following questions: (i)

Are these three taxa characterised by distinct floral phenotypes and pollination niches?

(ii) Can we detect positive or negative directional selection on floral display, colour and

odour in our model system? (iii) Are selection patterns consistent between conspecific

populations but different between A. coriophora, A. fragrans and A. coriophora var.

martrinii populations?

2.3 Materials and methods

Studied taxa and populations

Anacamptis coriophora, A. fragrans and A. coriophora var. martrinii – following

the taxonomy proposed by Delforge (2006) – are three closely related taxa of terrestrial,

perennial and rewarding orchids (Fig. 2.1A). Anacamptis coriophora is distributed

across Central and Southern Europe where it grows in lowland meadows and wetlands,

whereas A. fragrans is distributed across the Mediterranean region where it grows in

calcareous grasslands and A. coriophora var. martrinii across the Iberian Peninsula

and the Pyrenees where it grows in upland meadows (Delforge, 2006). These three taxa

produce inflorescences with about 10 to 30 flowers that open from the bottom to the top

of the inflorescence between March and July. These flowers are light (in A. fragrans)

to dark (in A. coriophora and A. coriophora var. martrinii) pink with red spots and

sometimes green highlights on the labellum (Delforge, 2006). They are known to be

odorant, with a bug-like smell for A. coriophora and A. coriophora var. martrinii and
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a vanilla-like smell for A. fragrans (Delforge, 2006). These three taxa produce nectar

in a short spur and are pollinated by several bee and bumblebee species (Dafni &

Ivri, 1979; Kretzschmar et al., 2007; Claessens & Kleynen, 2011). The A. coriophora

group, which includes these three taxa plus A. sancta, is monophyletic (Bateman et

al., 2003), but A. coriophora and A. fragrans have been considered as subspecies for

a long time and their taxonomic rank is still discussed (Perille et al., 2003; Delforge,

2006; Kretzschmar et al., 2007). As a consequence, these three taxa are nationally

protected in France, even though A. coriophora is listed as vulnerable in the Red list of

orchids from metropolitan France, while A. fragrans and A. coriophora var. martrinii

(both considered as subspecies of A. coriophora) are listed as near-threatened and data

deficient, respectively (IUCN et al., 2010).

Three populations of A. coriophora, three populations of A. fragrans and one pop-

ulation of A. coriophora martrinii were selected in Southern France and sampled in

spring and summer 2016 (Fig. 2.1B). These populations were selected in order to sam-

ple both A. coriophora and A. fragrans in three regions, i.e. in south-eastern France,

south-central France and south-western France. In addition, one A. coriophora var.

martrinii population was selected in south-western France, in the Pyrénées-Orientales

department (the only department where it is present).

Field work

Floral trait measurements. In each of the seven populations, fifty to sixty-five

individuals were randomly selected and marked. In each individual, plant height and

inflorescence length (distance between uppermost and lowermost flowers) were mea-

sured to the nearest 0.5 mm with a tape measure and flowers were counted. Plant

height, inflorescence length and number of flowers were used as proxies of floral dis-

play.

Floral colour was characterised using calibrated photographs. This method was

chosen over spectrophotometry because it allows characterising the colour of the entire
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Figure 2.1 – (A) Photographs of the inflorescences of A. coriophora,
A. fragrans and A. coriophora var. martrinii (from left to right) ( c© N.
Joffard, I. Le Roncé). (B) Geographical distribution of A. coriophora,
A. fragrans and A. coriophora var. martrinii populations sampled in

this study.

labellum while spectrophotometry measures colour at one or a few subjectively selected

points only. In each individual, one of the lowermost flower was photographed using

a standardized procedure (front view and planar position, indirect natural sunlight)

with a Nikon D70 digital camera equipped with a Novoflex 35 mm lens. A ruler

and two reference greys (23% and 35% of average reflectance) were included in each

photograph for further scaling and colour calibration, respectively. Photographs were

taken in the human-visible light range (i.e. 400-700 nm). However, because most

insects are sensitive to UV light, a study of floral colour should consider the UV light
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range as well. To confirm that our results were interpretable biologically, we therefore

produced multispectral images of ten A. fragrans flowers in the UV light range (340-700

nm) using a UV-sensitive camera. These images revealed that these flowers reflected

almost no light in the UV light range (see supplementary material, Fig. 2.6). Because

of time constraints, floral colour was characterised in only two A. fragrans populations

out of three.

In each of the seven populations, floral odours were extracted in situ using

headspace dynamic extraction, a non-destructive method that allows the extraction

of scents emitted in the surrounding air. Due to the number of individuals sampled

in each population and the amount of time required for each extraction, odours were

extracted between 8am and 6pm. However, daily variations in scents emission were

found to be negligible in the A. coriophora group (data not shown). In each individ-

ual, the inflorescence was enclosed into a 10*5 cm Nalophan R©bag for thirty minutes.

ChromatoProbe R©quartz microvials of Varian Inc. (length: 15 mm, inner diameter: 2

mm), filled with 3 mg of a 1:1 mix of Tenax-TA and Carbotrap R©(60-80 and 20-40 mesh

respectively, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) and in which 1 µl of internal standard

(n-Tetradecane, 150 ng µl−1) were used as adsorbent traps. Two traps (one for Mass

spectrometry (MS) analyses and one for Flame Ionisation Detection (FID) analyses)

connected to a pump (N86KNDC, KNF, Reiden, Switzerland) by silicon tubes were

inserted into the bag after twenty minutes. The air inside the bag was then pumped

out of the bag through the two traps for 10 min at a rate of 40 ml min−1. After flo-

ral odour extraction, each trap was put into a vial and stored at -20˚C until further

analyses. In each population, one empty bag was used as a control.

Pollination niche characterisation. In each of the seven populations, pollinators

(i.e. insects feeding on nectar and removing pollinia or being able to remove pollinia

given their behaviour and morphology) were caught between 8am and 6pm for three

days using a hand net. Pollinators were either photographed (for these which could be
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identified easily, such as honeybees) or stored into plastic vials containing 70% ethanol

before identification. Pollinators were then identified to the species level by an expert

in insect taxonomy (D. Genoud).

Pollen limitation experiment. For pollinators to exert a selection on floral traits

through female reproductive success, fruit set and/or seed set must be pollen-limited.

To assess whether this was the case in our model system, we quantified pollen limi-

tation in four out of seven populations (i.e. in one population of A. coriophora, two

populations of A. fragrans and one population of A. coriophora var. martrinii). To

this end, we hand-pollinated all the flowers of at least ten plants per population using

a toothpick and we compared their fruit set to those of open-pollinated plants used for

floral trait measurements.

Female fitness estimation. One month after floral traits measurements, the fruit

set of each individual was measured and used as a proxy of female fitness. Relative

female fitness was calculated by dividing the number of fruits produced by each in-

dividual by the mean number of fruits produced per plant in each population. The

number of seeds per fruit could not be counted, as fruit collection is not allowed in

these three nationally-protected taxa. Male fitness could not be assessed either, as it

would have required to record pollinia removal daily during the entire reproductive

season. In some populations, a few individuals were lost due to mowing or grazing,

but at least 96% of them survived and could be included in further analyses, except in

Blandas, where 17% of them were lost.

Floral colour analyses

Although digital photographs can be powerful tools for measuring colour, in un-

calibrated digital photographs pixel values cannot be compared between or even within

photographs, because they do not scale linearly with the amount of light measured by
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the sensor. To circumvent this limitation, each photograph was calibrated with the

Image Calibration and Analysis Toolbox plugin (Troscianko & Stevens, 2015) in Im-

ageJ (Schneider et al., 2012). Then, on each photograph, the labellum was selected

manually and its colour was characterised: (i) using RGB values, with one mean and

one standard deviation (SD) value per labellum for each of the three R (red light),

G (green light) and B (blue light) channels, and (ii) using honeybee photoreceptor

excitation values, with one mean and one SD value per labellum for each of the two

human-visible SW (short wavelength) and MW (medium wavelength) channels (see

supplementary material for details).

Floral odour analyses

Floral odours were analyzed by Gas Chromatography (GC)-MS and FID using

a Trace 1310 gas chromatograph coupled with a flame ionisation detector and an ISQ

mass spectrometer (Thermo-Electron, Milan, Italy) and equipped with an OPTIMA

R©5-MS-HT capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm, Macherey-Nagel, Düren,

Germany). Traps were handled with a Multi Pupose Sampler (Gerstell, Mülheim an

der Ruhr, Germany) and desorbed with a double stage desorption system, composed

of a Thermal Desorption Unity (TDU) and a Cold Injection System (CIS) (Gerstell,

Mülheim an der Ruhr, Germany). First, traps were desorbed splitless with a temper-

ature of 250˚C on the CIS trap cooled at -80˚C using liquid nitrogen. Then, the CIS

trap was heated to 250˚C with a 1:4 split ratio to inject compounds into the column.

Oven temperature was hold at 40˚C for 3 min, increased from 40˚C to 210˚C at a

rate of 5˚C/min and from 220 to 250˚C at 10˚C/min, and hold at 250˚C for 2 min.

The temperature of transfer line and ion source of the mass spectrometer was 250˚C

and 200˚C, respectively, and acquisition was set from 38m/z to 350m/z, at a 70eV ion-

isation energy. The FID was heated to 250˚C. Retention times of a series of n-alkanes

(Alcanes standard solution, 04070, Sigma Aldrich R©) were used to convert retention

times into retention index. Compounds were identified on the GC-MS samples based
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on their retention index and mass spectra, which were compared to those recorded in

databases (Adams, 2007). Peak areas were measured on the GC-FID samples using

the Excalibur software (Thermo-Electron, Milan, Italy) and were converted to absolute

(i.e. in ng) and relative amounts (i.e. in %) using the peak area of the Tetradecane.

Statistical analyses

Interspecific variations in floral traits. Interspecific variations in floral display

traits were analyzed using linear mixed-effects models with plant height, inflorescence

length and number of flowers as response variables, species (fixed effect) and population

nested in species (random effect) as explanatory variables. Interspecific variations in

floral colours (characterised by mean and SD values in the R, G, B, mw and sw channels)

and in floral odours (characterised by relative amounts of each compound, centred

log-ratio-transformed prior to analysis), were investigated using Partial Least Square-

Discriminant Analysis (PLS-DA). Cross-validation tests were performed to estimate

classification error rate (M-fold method) and its statistical significance (permutation

test performed with 999 permutations) in both PLS-DA.

Estimation of selection gradients. The selection exerted on floral traits was

quantified using the method of Lande & Arnold (1983). As a preliminary analysis,

selection differentials S were estimated in each population as the covariance between

relative fitness and standardized trait values using univariate regressions. Afterward,

directional selection gradients β were estimated in each population using multivariate

regressions with relative fitness as response variable and standardized trait values as

explanatory variables. Because floral display traits were highly correlated (see supple-

mentary material, Table 2.2), only plant height was included in multiple regressions

as a proxy of floral display. Plus, because selection differentials on floral colour traits

were not significant, we did not include these traits. Finally, because in each taxon,

two compounds accounted for 48% (in A. coriophora) to 78% (in A. coriophora var. m
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artrinii) of Volatile Organic Compound (VOC) emissions (see Results) and explained

much of interspecific variations in floral odour composition, only relative amounts of

these compounds were included. Only linear and correlational terms were included

in these multiple regressions, as preliminary analyses showed no evidence of quadratic

selection. Variance inflation factors (VIFs) were computed to test for multicollinear-

ity between explanatory variables, but they never exceeded 10, and in most cases did

not exceed 2, indicating no problem of multicollinearity (Quinn et al., 2002). ANCO-

VAs were then used to assess whether selection gradients β varied among conspecific

populations. These models included relative fitness as response variable and standard-

ized trait values, population and interaction between trait values and population as

explanatory variables. A significant interaction means that selection gradients differ

between at least two populations.

Interspecific variations in pollination niches. Pollination niches were visual-

ized using the ForceAtlas2 algorithm (Jacomy et al., 2014) in Gephi (Bastian et al.,

2009). Because few pollinators were caught in each of the seven populations (see Re-

sults), no further statistical analyses were applied to this dataset.

Estimation of pollen limitation. Variations in terms of reproductive success be-

tween populations and taxa were investigated using Wilcoxon Mann-Whitney tests,

and fruit sets of open-pollinated and hand-pollinated plants were compared using these

same tests. Pollen limitation was calculated as follow:

PL = 1 - ( mean fruit set of open-pollinated plant
mean fruit set of hand-pollinated plants)

Statistical analyses were performed in R v.3.1.2 (R Development Core Team,

2008).
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2.4 Results

Interspecific variations in floral traits

Plant height, inflorescence length and number of flowers did not vary significantly

between taxa (p-values > 0.05). Plant height varied from a mean of 18.0 ± 4.0 cm in

A. fragrans to a mean of 23.0 ± 4.5 cm in A. coriophora, with an intermediate value

of 20.5 ± 3.0 cm for A. coriophora var. martrinii. Inflorescence length varied from a

mean of 6.0 ± 1.5 cm in A. coriophora and A. fragrans to a mean of 7.0 ± 1.0 cm in

A. coriophora var. martrinii. Number of flowers varied from a mean of 18 ± 5 flowers

in A. coriophora to a mean of 19 ± 7 flowers and 19 ± 6 flowers in A. fragrans and A.

coriophora var. martrinii, respectively.

By contrast, interspecific variations in floral colour were significant, as shown by

the scatter plot (Fig. 2.2) and by the cross-validation test (classification error rate

= 24.6 %, p-values = 0.01). More specifically, there was a significant differentiation

between A. fragrans and A. coriophora var. martrinii, with the former characterised

by a rather homogeneous (low SD value) and the latter by a rather heterogeneous

(high SD values) floral colour, while A. coriophora was characterised by intermediate

SD values.

Forty-height volatiles were detected in floral odours of A. coriophora, A. fragrans

and A. coriophora var. martrinii, including 21 that were common to these three taxa

(Fig. 2.3). The blend of A. coriophora was composed of 35 volatiles, the blend of A. fra-

grans of 31 volatiles and the blend of A. coriophora var. martrinii of 32 volatiles, which

were either fatty acid derivatives, benzenoids or terpenoids (Table 2.1). The blends of

the three studied taxa were well-differentiated, as shown by the scatter plot (Fig. 2.3)

and by the cross-validation test (classification error rate = 0 %, p-values = 0.01). This

differentiation was both qualitative (i.e. presence/absence of compounds) and quanti-

tative (i.e. relative amounts of compounds). Indeed, 19 out of 48 volatiles, including

dominant ones, were taxon-specific (Fig. 2.3). The blend of the three studied taxa was
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Figure 2.2 – Scatter plot of the Partial Least Square-Discriminant
Analysis (PLS-DA) performed on floral colour traits.

dominated by 1,4-Dimethoxybenzene (on average 44.45 % of the blend: 36.56% for

A. coriophora, 44.54% for A. fragrans and 66.68% for A. coriophora var. martrinii).

However, A. coriophora also emitted high amounts of 1,2,4-Trimethoxybenzene (11.44

% of the blend), A. fragrans high amounts of p-Anisaldehyde (30.05 % of the blend)

and A. coriophora var. martrinii high amounts of 4-Methyl anisate (11.33 % of the

blend).
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Table 2.1 – Relative amount (mean ± SE; mean in bold and standard
error in standard) of each compound in the blends of A. coriophora, A.
fragrans and A. coriophora var. martrinii populations. RI: retention
index; COR: A. coriophora; FRA: A. fragrans; MAR: A. coriophora
var. martrinii; CAM: Camprieu; CA: Comps-sur-Artuby; SOU: Sour-
nia; BLA: Blandas; CM: Le-Cannet-des-Maures; TRA: Trassanel; SAI:
Saillagouse.a: identifications based solely on mass spectra; b: double-

bond position unknown.

Compounds RI COR FRA MAR

CAM SOU CSA TRA BLA CM SAI

Fatty acid derivatives

Hexanal - 0.79

0.51

1.16

1.51

0.72

0.65

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.32

0.61

(Z)-3-Hexen-1-ol 834 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.05

0.07

Iso-Methyl hexanoate 984 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.13

2.30

1.63

1.52

0.00

0.00

0.00

0.00

(Z)-3-Hexenyl acetate 992 1.59

0.87

3.65

3.13

1.82

1.47

0.52

0.83

0.94

0.90

1.50

1.40

1.02

1.11

2-Ethyl hexan-1-ol 1018 0.00

0.00

2.18

1.69

1.35

1.08

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.60

0.71

Heptanoic acid 1062 0.25

0.30

0.70

0.89

0.00

0.00

0.17

0.81

0.19

0.53

0.16

0.78

0.15

0.25

5-Methyl-δ-

valerolactonea

1090 0.18

0.59

0.21

0.20

1.34

1.07

1.46

1.35

2.69

1.87

2.30

1.95

0.06

0.12

Nonanal 1099 2.79

1.75

5.18

3.92

2.53

2.75

1.00

1.30

2.02

2.10

4.69

4.33

1.65

1.80

4,5-Dimethyl- δ-

valerolactonea

1184 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.42

0.50

0.94

0.43

0.74

0.40

0.00

0.00

Dodecane 1195 0.20

0.21

0.76

0.75

0.58

0.87

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.11

0.27

Decanal 1204 3.14

1.76

6.79

4.97

3.06

2.39

1.21

1.60

2.22

2.29

5.10

5.49

2.24

2.27

Nonanoic acid 1262 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.35

0.51

Decan-1-ol 1272 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.22

0.25

(2E, 4 Z)-Decadienal 1298 5.18

3.62

4.06

3.44

5.16

3.49

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.72

1.20

Tridecane 1299 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.11

0.24

0.17

0.36

0.53

0.77

0.00

0.00

Methyl-4-decenoate 1307 0.00

0.00

0.00

0.00

0.31

0.40

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
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Table 2.1 – (continued)

Compounds RI COR FRA MAR

CAM SOU CSA TRA BLA CM SAI

Undecanal 1309 0.39

0.33

1.46

1.81

0.31

0.40

0.20

0.20

0.41

0.37

0.47

0.44

0.52

0.66

(2E, 4 E)-Decadienal 1323 2.88

1.93

1.51

1.56

2.15

1.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.73

0.50

Dodecanal 1412 0.36

0.29

0.79

0.80

0.33

0.29

0.14

0.27

0.29

0.44

0.38

0.53

0.40

0.75

(2E, 4 Z)-Methyl deca-

dienoate

1432 0.09

0.10

0.66

0.58

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.41

0.35

3-Acetylcyclohexyl

acetatea

1469 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.41

1.34

1.57

1.05

1.19

1.33

0.00

0.00

Dodecan-1-ol 1480 2.86

2.84

1.99

2.03

2.44

2.05

1.34

2.07

1.12

1.63

1.33

1.43

1.13

1.63

Pentadeceneb 1498 0.15

0.13

0.48

0.40

0.19

0.16

0.11

0.33

0.14

0.20

0.30

0.33

0.16

0.27

Pentadecane 1503 0.41

0.35

0.68

0.53

0.47

0.38

0.26

0.60

0.20

0.23

0.48

0.58

0.27

0.31

Tridecanal 1510 0.41

0.39

0.64

0.68

0.55

0.61

0.12

0.28

0.31

0.65

0.48

1.07

0.29

0.44

Benzenoids

p-Methyl anisole 1014 0.05

0.08

1.08

1.01

0.00

0.00

0.80

1.20

0.25

0.26

0.63

0.86

0.44

0.63

Methyl benzoate 1093 1.20

0.85

1.55

2.27

1.04

0.76

0.73

1.40

1.53

1.94

0.64

0.73

0.43

0.48

Phenylethylalcohol 1112 6.65

4.23

0.15

0.25

5.77

3.39

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1,4-Dimethoxybenzene 1164 27.12

13.34

48.02

19.82

34.06

15.25

50.4

16.95

49.26

15.32

35.31

19.68

66.68

14.78

p-Anisaldehyde 1267 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

29.97

13.02

24.82

13.74

34.59

16.75

0.00

0.00

(Z)-Methyl cinnamate 1310 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.20

0.20

0.41

0.37

0.47

0.44

0.00

0.00

1,2,4-

Trimethoxybenzene

1373 15.31

7.94

5.11

3.37

14.35

7.36

0.10

0.17

0.15

0.23

0.52

0.59

6.07

3.54

4-

Methoxyphenylethanol

1377 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.21

1.10

0.39

0.43

0.75

0.92

0.00

0.00

4-Methyl anisate 1383 0.96

0.91

4.48

5.72

0.00

0.00

4.34

3.00

3.44

2.37

4.45

4.00

11.33

12.23

(E)-Methyl cinnamate 1394 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.96

1.30

1.40

2.10

0.32

0.66

0.00

0.00
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Table 2.1 – (continued)

Compounds RI COR FRA MAR

CAM SOU CSA TRA BLA CM SAI

1,2,3,5-

Tetramethoxybenzene

1519 5.56

3.25

0.43

0.46

6.27

3.65

0.00

0.00

1.47

1.26

0.00

0.00

0.45

0.32

Terpenoids

6-Methyl-5-Hepten-2-

one

972 0.60

0.37

1.71

1.27

0.92

0.83

0.38

0.26

0.64

0.62

0.60

0.47

0.43

0.53

Myrcene 977 0.28

0.23

0.79

0.76

0.00

0.00

0.09

0.10

0.23

0.60

0.00

0.00

0.14

0.25

p-Cymene 1018 1.17

0.66

0.00

0.00

0.00

0.00

0.77

1.07

1.00

2.09

1.95

3.81

0.00

0.00

Limonene 1022 0.06

0.05

0.36

0.37

0.00

0.00

0.13

0.20

0.00

0.00

0.00

0.00

0.03

0.05

1,8-Cineole 1027 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.20

0.69

γ-Terpinene 1052 0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.21

0.34

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

(E)-Linalool oxide (fu-

ranoid)

1082 14.31

8.36

0.95

1.00

9.89

6.91

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.20

0.33

(E)-Linalool oxide

(pyranoid)

1175 2.36

1.14

0.29

0.50

1.34

0.93

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Geranylacetone 1454 0.59

0.34

1.55

0.70

0.90

0.49

0.12

0.16

0.17

0.24

0.13

0.28

1.18

0.65

Unknowns

Unknown 1 1094 0.00

0.00

0.00

0.00

1.04

0.76

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Unknown 2 1101 0.48

0.46

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Unknown 3 1391 1.62

1.55

0.63

0.92

1.10

1.12

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Estimation of selection gradients

Selection differentials on plant height, inflorescence length and number of flowers

were significant in most populations. By contrast, no significant selection differentials

were found on floral colour, using either mean and SD values on R, G and B channels

or mean and SD values on mw and sw channels. Regarding floral odours, significant
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Figure 2.3 – Scatter plot of the Partial Least Square-Discriminant
Analysis (PLS-DA) performed on floral odour traits and Venn dia-
gram showing numbers of taxon-specific compounds versus compounds
in common in A. coriophora (in purple), A. fragrans (in blue) and A.

coriophora var. martrinii (in orange).

positive or negative selection differentials were found on relative amounts of several

compounds in most populations of A. coriophora and A. fragrans, while no significant

selection differentials were found in A. coriophora var. martrinii (see supplementary

material, Table 2.3).

Multiple regressions evidenced significant selection gradients β on plant height

and relative amounts of dominant compounds in several populations (Fig. 2.4 & see

supplementary material, Table 2.4). In A. coriophora, a positive selection was detected

on plant height in all the populations. In addition, a negative selection was detected

on relative amounts of 1,4-Dimethoxybenzene in Comps-sur-Artuby and Sournia, while

no selection was detected on relative amounts of 1,2,4-Trimethoxybenzene (the second
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dominant compound in this taxon). Likewise, in A. fragrans, a positive selection was

detected on plant height in all the populations. In addition, a positive selection was de-

tected on relative amounts of p-Anisaldehyde (the second dominant compound in this

taxon) in le Cannet-des-Maures, while no selection was detected on relative amounts of

1,4-Dimethoxybenzene. In A. coriophora var. martrinii, no selection could be detected,

either on plant height or on relative amounts of 1,4-Dimethoxybenzene and 4-Methyl

anisate. Accordingly, ANCOVAs evidenced a significant selection on plant height (p-

value = 2.59e−07) and on relative amounts of 1,4-Dimethoxybenzene (p-value = 0.03)

in A. coriophora and a significant selection on plant height (p-value = 3.27e−08) and

on relative amounts of p-Anisaldehyde (p-value = 0.02) in A. fragrans. No significant

variation in the selection exerted on floral traits was found among conspecific popula-

tions, except in the case of plant height in A. coriophora (p-value = 8.25e−04). These

results show that plant height and relative amounts of dominant compounds are either

positively or negatively selected in A. coriophora and A. fragrans, while they are not

in A. coriophora var. martrinii. In addition, compounds that are under selection are

different in these two first taxa.
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Interspecific variation in pollination niches

One hundred and eight insects belonging to 33 species were caught, but this

number varied from three insects belonging to three species in Comps-sur-Artuby to 34

insects belonging to eight species in Camprieu. Most of the time, only a few individuals

per species were recorded, with some exceptions (e.g. 22 Apis mellifera individuals

recorded in Blandas). Pollinators were mostly hymenopteran (88% of insect species,

84% of insect individuals). Pollination niches of A. coriophora, A. fragrans and A.

coriophora var. martrinii were distinct (only four pollinator species in common: Apis

mellifera, Bombus terrestris, Megachile circumcincta and M. pyrenaica), but these of

conspecific populations were distinct too (no pollinator species in common between the

three A. coriophora populations, nor between the three A. fragrans populations) (Fig.

2.5). Interspecific variations in pollination niches were more obvious when considering

insect families rather than insect species. More specifically, pollinators of A. coriophora

were mostly Apideae (six species out of 13), even though Megachilidae (2), Vespidae

(2), Coleopteran (2) and Dipteran (1) were caught as well. By contrast, pollinators A.

fragrans were either Megachilidae (6 species out of 17) or Apidae (5 species out of 17),

even though Vespidae (2), Tenthrenoidae (1) and Coleopteran (1) were caught as well.

Finally, pollinators of A. coriophora var. martrinii were almost exclusively Halictidae

from the genera Halictus and Lasioglossum (six species out of sven) (Fig. 2.5). Thus,

pollination niches of A. coriophora, A. fragrans and A. coriophora var. martrinii were

partially distinct, perhaps due to differences in vegetation type and altitude between

these three taxa.

Pollen limitation

Mean fruit set of open-pollinated plants varied from 30.68 % in Comps-sur-

Artuby to 82.84 % in Trassanel (see supplementary material, Fig. 2.7), with significant

variations between conspecific populations (p-value = 1.861e−13 in A. coriophora and

6.266e−13 in A. fragrans with a one-way ANOVA), but not between taxa (p-value =
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Figure 2.5 – Pollination niches of each Anacamptis population, rep-
resented as a network whose nodes are either Anacamptis populations
(circles, purple for A. coriophora, blue for A. fragrans and orange for
A. coriophora var. martrinii) or insect species (squares, light red for
Apideae, light blue for Megachilidae, light green for Halictidae, cyan
for Cantharidae, yellow for Vespidae, pink for Cetoniidae, dark blue for
Cimbicidae, dark green for Crabronidae and dark red for Sarcophagidae)
using the software Gephi (Bastian et al., 2009). Node size is proportional
to the degree of orchid populations and insect species and link size is
proportional to the strength of interactions (i.e. number of individuals

for each insect species).

0.88 with a linear mixed model). There was a significant pollen limitation in Blandas

(PL=0.16, p-value = 0.03), in Trassanel (PL=0.12, p-value = 0.01) and in Saillagouse

(PL=0.40, p-value = 1.70e−04), but not in Camprieu (PL=0.06, p-value = 0.25 (see

supplementary material, Fig. 2.7). Thus, there was a significant pollen limitation in

A. fragrans and A. coriophora var. martrinii populations, even when mean fruit set of

open-pollinated plants was high (e.g. in Trassanel), while no pollen limitation could be

evidenced in the only A. coriophora population in which hand pollination experiments

were conducted.
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2.5 Discussion

In this study, we demonstrated that Anacamptis coriophora, A. fragrans and A.

coriophora var. martrinii, which grow in different environments, are characterised by

distinct floral phenotypes and partially different pollination niches. We tested the

hypothesis that floral divergence between these three taxa had emerged or was main-

tained due to distinct patterns of selection exerted on floral traits. Partially consistent

with this hypothesis, we found a significant selection on plant height and floral odour

in several populations of A. coriophora and A. fragrans, and we evidenced significant

variations in the direction or strength of this selection between conspecific populations

and taxa.

The three studied taxa are characterised by similar plant height, inflorescence

length and number of flowers. We found a selection in favour of the tallest individuals

both in A. coriophora and in A. fragrans, although the strength of this selection varied

among populations and taxa. Such a selection has been evidenced in other species

(Gómez, 2007; Gervasi & Schiestl, 2017), including in orchid species (Sletvold et al.,

2010, 2012), and could be due to pollinator-mediated selection, as taller individuals are

more likely to be detected by pollinators (Donnelly et al., 1998; Lortie & Aarssen 1999),

or to indirect selection, as there might be correlations between plant height and other

traits affecting reproductive success (Alexandersson & Johnson, 2002). The direction

and strength of the selection exerted on plant height can be modulated by several

factors, including herbivore abundance (Sandring et al., 2007; Sletvold et al., 2015) and

vegetation height (Toräng et al., 2006; Sletvold et al., 2013). In our case, intra and

interspecific variations in the selection exerted on this trait could not be explained by

these factors. Indeed, none of the seven populations suffered from significant herbivore

damages (N. Joffard, personal observation). In addition, selection on plant height was

not consistently stronger in A. coriophora populations (usually surrounded by a high

vegetation) than in A. fragrans populations (usually surrounded by a low vegetation),
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suggesting that other factors, such as the relative strength of pollen versus resource

limitations for example, can explain these variations.

The three studied taxa are characterised by distinct floral colours, but no selec-

tion was found on this trait, contrary to what has been reported in other orchid species

(Gross et al., 2016; Sletvold et al., 2016). Both olfactory and visual signals are impor-

tant for bees and bumblebees attraction (Burger et al., 2010), but visual cues may be

of secondary importance compared to olfactory cues in our model system. It is worth

noting that rewarding orchid species often have white or light green flowers, suggesting

that floral colour is not as important in these species as it is food-deceptive species ex-

hibiting brightly coloured flowers (Dormont et al., in prep). Other processes could be

invoked to explain floral colour divergence between the light pink-flowered A. fragrans

and the dark pink-flowered A. coriophora var. martrinii, such as genetic drift or phe-

notypic plasticity. Alternatively, there might be no net selection on floral colour due to

conflicting selection pressures imposed by pollinators and herbivores being attracted by

similar visual signals (Frey, 2004). Finally, there might be a relationship between floral

colour and male rather than female fitness, for example if brightly coloured individuals

are more often visited by insects but do not produce more fruits due to a trade-off

between pigments biosynthesis and fruit production.

The three studied taxa are also characterised by distinct floral odours, with

two dominant compounds per taxon, one that was common to these three taxa but

more or less abundant (1,4-Dimethoxybenzene) and one that was taxon-specific (1,2,4-

Trimethoxybenzene for A. coriophora, p-Anisaldehyde for A. fragrans and 4-Methyl

anisate for A. coriophora var. martrinii). The blend of A. fragrans has been charac-

terised in two previous studies (Salzmann et al., 2007; Dormont et al., 2014), in which

1,4-Dimethoxybenzene and p-Anisaldehyde were found to be dominant too, although

1,4-Dimethoxybenzene was found to be less abundant than p-Anisaldehyde in one of

them (Dormont et al., 2014). By contrast, our study is the first to characterise floral

scents of A. coriophora and A. coriophora var. martrinii. This pattern of differen-
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tiation was partially consistent with the pattern of selection that was demonstrated,

since we found a positive selection on relative amounts of p-Anisaldehyde in some

A. fragrans populations. Interestingly, this compound is both electrophysiologically

and behaviourally active in bees and bumblebees (Salzmann et al., 2007; Knauer &

Schiestl, 2015) and has been shown to be positively selected in Brassica rapa (Ger-

vasi & Schiestl, 2017). By contrast, we found no selection on relative amounts of

1,2,4-Trimethoxybenzene in A. coriophora and of 4-Methyl anisate in A. coriophora

var. martrinii, even though these compounds can be detected by bees and bumble-

bees (Andrews et al., 2007). On the other hand, we found a negative selection on

relative amounts of 1,4-Dimethoxybenzene in some A. coriophora populations. This

compound is known to be attractive both to mutualistic and antagonistic agents (Theis

& Adler, 2012; Schiestl, 2015), which may explain such a pattern. Electrophysiological

and behavioural analyses are needed to elucidate the functional significance of these

compounds (1,4-Dimethoxybenzene and 1,2,4-Trimethoxybenzene) in A. coriophora.

It is worth noting that most studies that have aimed at evidencing selection on

floral odours have focused on absolute amounts (Majetic et al., 2009; Schiestl et al.,

2011; Parachnowitsch et al., 2012; Gross et al., 2016; Gervasi & Schiestl, 2017). By

contrast, in this study, we focused on both absolute (i.e. emission rate) and relative

amounts and showed that selection on emission rate is often negative, while selection on

relative amounts of compounds could be either positive or negative. This suggests that

the composition of the blend (i.e. relative amounts of each compound) is especially

important for pollinator attraction, while the emission rate of particular compounds

may be negatively selected due to the cost of compound biosynthesis (Raguso, 2008).

Although other selective agents could be involved in floral trait evolution in A.

coriophora, A. fragrans and A. coriophora var. martrinii, our results suggest that pol-

linators may have played a key-role in this evolution. Indeed, in most populations,

fruit set was pollen-limited, which indicates that pollinators are scarce and thus likely

to exert a selection on floral traits (Trunschke et al., 2017). In addition, the three
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studied taxa were pollinated by bees and bumblebees, consistent with previous polli-

nator records (Dafni & Ivri, 1979; Kretzschmar et al., 2007; Claessens & Kleyen, 2011),

but their pollination niches were dominated by distinct insect families (Apidae in A.

coriophora, Megachilidae and Apidae in A. fragrans and Halictidae in A. coriophora

var. martrinii). Such a differentiation in pollination niches might contribute to floral

divergence, as distinct pollinator guilds might exert distinct selection pressures on floral

traits. However, these niches varied among conspecific populations, as no insect species

were found to be common to the three A. coriophora populations, nor to the three A.

fragrans populations. Further studies are thus needed to characterise these niches more

thoroughly and to quantify pollinator-mediated selection in the field (Sletvold et al.,

2010, 2012).

The degree of pollen limitation may explain some of the variations that were

evidenced in the selection exerted on floral traits between populations and taxa, but

surprisingly, a significant selection on plant height was found in one A. coriophora

population in which reproductive success was not pollen-limited, suggesting that other

agents (herbivores or pathogens for example) can exert a selection on floral traits in

A. coriophora. However, this population was characterised by an unusually high fruit

set compared to other A. coriophora populations (Neiland et al., 1998; Claessens &

Kleynen, 2011; Le Roncé et al., in prep), perhaps because pollinators were particularly

abundant at this site, meaning that this absence of pollen limitation may represent a

particular case rather than a general rule in A. coriophora. Conversely, the population

in which fruit set was the most pollen-limited (A. coriophora var. martrinii) was also

the one in which no selection could be evidenced, neither on floral display nor on

floral colour and odour. This could suggest that in this population, pollinators do not

discriminate between individuals based on their floral traits (or at least not on these

that were investigated in our study), or that pollinators and other selective agents

select in opposite directions (Frey, 2004; Parachnowitsch & Caruso, 2008; Sletvold et

al., 2015). A more thorough investigation of pollen and resource limitations (Caruso
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et al., 2005; Fishman & Willis, 2008; Sletvold & Ågren, 2014) could help disentangling

the factors that modulate the selection exerted on floral traits in our model system.

Several studies have related floral traits variations between conspecific popula-

tions to geographical variations in the selection exerted on these traits (Schueller, 2007;

Gómez et al., 2008; Gross et al., 2016). However, to the best of our knowledge, our

study is one of the first to focus on closely related taxa rather than on conspecific

populations to explain the emergence and maintenance of distinct floral phenotypes

in these taxa. Our results suggest that present-day selection does not entirely explain

floral trait differentiation between A. coriophora, A. fragrans and A. coriophora var.

martrinii, as we found no selection on floral colours and a selection on dominant taxon-

specific compounds in some populations only. This could mean that this differentiation

is not entirely due to selection (including pollinator-mediated selection) but to other

processes (such as genetic drift) as well, or that a strong selection has driven floral di-

vergence between the three studied taxa in the past but is no longer detectable at this

point of the speciation continuum. Nevertheless, we found some evidence of divergent

selection on floral odours when comparing some A. coriophora and A. fragrans popula-

tions, suggesting that different selection pressures exerted on dominant compounds in

these two taxa may have contributed to their chemical differentiation. Further studies

are needed to understand whether in our model system, floral divergence has signifi-

cantly contributed to speciation, and if floral trait differentiation acts as an efficient

reproductive barrier isolating sympatric A. coriophora and A. fragrans populations.
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2.8 Supplementary material

Table 2.2 – Pearson correlation coefficients between floral display traits
within the seven A. coriophora, A. fragrans and A. coriophora var. mar-
trinii populations, with their statistical significance (*: p-value < 0.05;
**: p-value < 0.01; ***: p-value < 0.001). COR: A. coriophora; FRA:
A. fragrans; MAR: A. coriophora var. martrinii; CAM: Camprieu; CA:
Comps-sur-Artuby; SOU: Sournia; BLA: Blandas; CM: Le-Cannet-des-

Maures; TRA: Trassanel; SAI: Saillagouse.

Taxon COR FRA MAR

Population (N) CAM (55) CSA (50) SOU (55) BLA (45) CM (63) TRA (54) SAI (54)

Plant height /

Inflorescence length

0.49 *** 0.38 ** 0.41 ** 0.61 *** 0.79 *** 0.75 *** 0.43 **

Plant height /

Number of flowers

0.29 * 0.47 *** 0.46 *** 0.45 ** 0.67 *** 0.63 *** 0.13

Inflorescence length

/ Number of flowers

0.52 *** 0.45 ** 0.59 *** 0.68 *** 0.74 *** 0.82 *** 0.68 ***
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Figure 2.6 – Images of one labellum of Anacamptis fragrans converted
in the (a) R, (b) G, (c) B, (d) UV: B and (e) UV: R channel.

Table 2.4 – Selection gradients β (in bold) ± SE (in regular) esti-
mated in each population of A. coriophora, A. fragrans and A. corio-
phora var. martrinii, with their statistical significance (*: p-value<0.05;
**: p-value<0.01; ***: p-value<0.001). COR: A. coriophora; FRA: A.
fragrans; MAR: A. coriophora var. martrinii; CAM: Camprieu; CSA:
Comps-sur-Artuby; SOU: Sournia; BLA: Blandas; CM: Le-Cannet-des-

Maures; TRA: Trassanel; SAI: Saillagouse.

Taxon COR FRA MAR

Population (N) CAM (55) CSA (50) SOU (55) BLA (45) CM (63) TRA (54) SAI (54)

Plant height 0.125

0.037 **

0.517

0.134 ***

0.140

0.050 **

0.460

0.125 ***

0.197

0.060

0.255

0.057 ***

0.036

0.076

1,4-Dimethoxybenzene 0.028

0.039

-0.245

0.140

-0.134

0.055 *

0.094

0.147

0.080

0.073

0.078

0.072

-0.103

0.098

1,2,4-Trimethoxybenzene 0.011

0.039

-0.150

0.136

-0.077

0.052

- - - -

p-Anisaldehyde - - - 0.313

0.148 *

0.135

0.076

-0.016

0.070

-

4-Methyl anisate - - - - - - -0.005

0.098
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Figure 2.7 – Boxplots of fruit set for hand-pollinated (circles) and
open-pollinated (triangles) plants in A. coriophora, A. fragrans and A.
coriophora var. martrinii. Stars indicate a significant difference in the
fruit set of hand-pollinated and open-pollinated plants (*: p-value<0.05;
**: p-value<0.01; ***: p-value<0.001). CAM: Camprieu; CSA: Comps-
sur-Artuby; SOU: Sournia; BLA: Blandas; CM: Le-Cannet-des-Maures;

TRA: Trassanel; SAI: Saillagouse.

Method S1. Conversion of RGB values into honeybee photoreceptor exci-

tation values. RGB values were converted into honeybee photoreceptor excitation

values with a second-order polynomial model including three-way interactions, using

the Image Calibration and Analysis Toolbox plugin (Troscianko & Stevens, 2015) in

ImageJ (Schneider et al., 2012). The receptor sensitivity of our Nikon D70 + Novoflex

35 mm setup was measured by Jolyon Troscianko at the University of Exeter. We

set the following parameters in the Image Calibration and Analysis Toolbox to build

the photoreceptor mapping model: training dataset = “Natural Spectra 300-700”, il-

luminant = “D65 300-700” and sensitivity of honeybee photoreceptors = “Honeybee

300-700”. The generated model had R2 = 0.95, 0.99 and 0.99 for R, G and B channels,

respectively.

Method S2. UV-reflection measurements We analysed the UV-reflection of

the labellum in ten individuals of Anacamptis fragrans using the same Nikon D70 +

Novoflex 35 mm setup, which is natively sensitive to UV. Two spectralon standards
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reflecting 30.6 % and 90.8 % of light were placed on each photograph. We took two pho-

tographs of each labellum, one in the range 340-400 nm using a visible-blocking Baader

Planetarium U-filter, and one in the range 400-700 nm using a UV-blocking Baader

Planetarium UV-IT-CUT filter, which were combined to make a single 5-channels cal-

ibrated image using the Image Calibration and Analysis Toolbox plugin (Troscianko

& Stevens, 2015). The relative excitation of each of the five camera channels (R, G,

B, UV: B and UV: R) was calculated for each pixel of the labellum and averaged over

the entire labellum. As shown on Fig. 2.6, the labellum reflects almost no light in the

UV range, and the UV: B and UV: R channels only account for 0.06 to 0.12 % of the

reflected light (mean = 0.08, SD = 0.02).
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3.1 Abstract

Sexually deceptive orchids from the Mediterranean genus Ophrys usually interact

with one or a few pollinator species by mean of species-specific floral scents. The major

role of pollinators in the diversification of this genus has recently been evidenced, while

their role in floral scent evolution has never been investigated at a macroevolutionary

scale. In this study, we constructed a time-calibrated phylogenetic tree of the section

Pseudophrys and we combined this tree to pollinator records and floral scent data using

phylogenetic comparative methods to assess the respective importance of phylogenetic

relationships and pollination interactions in the evolution of floral scents. We confirm

the monophyly of the section Pseudophrys and evidence three main clades within this

section. We found over one hundred compounds in the blends of the 15 Pseudophrys

species that were sampled for GC-MS analyses. We found that floral scents were

affected by both phylogenetic relationships and pollination interactions, with some

compounds (especially fatty acid esters) exhibiting a significant phylogenetic signal and

some compounds (especially alkenes and alkadienes) generating dissimilarities between

closely-related Pseudophrys species. Our results suggest that the evolution of floral

scents in the section Pseudophrys is conditioned by both phylogenetic constraints and

pollinator-mediated selection.
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3.2 Introduction

The extraordinary radiation of Angiosperms has often been attributed to polli-

nation interactions (Grant, 1949; Stebbins, 1970; van der Niet et al., 2014; Schatz et

al., 2017). Several authors have investigated the role of pollinators in promoting diver-

gence between ecotypes through microevolutionary case studies (Harder & Johnson,

2009; Sletvold et al., 2010). Others have addressed this question through comparative

studies focusing on the consistent relationship between pollination systems and suits

of floral traits (i.e. pollination syndromes) (Fenster, 2004). However, few of them

have adopted a phylogenetic approach to assess the extent to which pollinator shifts

have contributed to taxonomic and floral diversification in Angiosperms (van der Niet

& Johnson, 2012). Phylogenetic comparative methods (PCM) have the potential to

improve our understanding of the tempo and mode of speciation, extinction and floral

trait evolution (Whittall & Hodges, 2007; Smith et al. 2008; Chartier et al. 2014),

but studies using these methods in the field of pollination biology are scarce (Smith,

2010). In particular, PCM have seldom been used to evidence patterns of correlated

evolution between pollination systems and floral scents (Schiestl, 2010; Schiestl & Döt-

terl, 2012; Prieto-Benítez et al., 2016), despite the major role of chemical signals in

pollinator attraction (Raguso, 2008). Such patterns of correlated evolution between

pollination interactions and floral traits’ and especially chemical cues’ are particularly

likely in specialized pollination systems, such as these described in orchids (Schiestl et

al., 1999; Peakall et al., 2010).

With about 25000 species, the Orchidaceae family is extremely species-rich and

characterised by an extraordinary diversity of both pollination systems and floral traits,

which makes orchids an ideal model to study pollinator-driven radiations (Peakall,

2007; Micheneau et al., 2009). Of particular interest in this family are sexually-

deceptive orchids, which attract and trigger a pseudocopulation behaviour in male

pollinators using females’ mating signals (Schiestl, 2005; Gaskett, 2011). Although in

sexually-deceptive orchids, visual or tactile cues sometimes play a role in pollinator
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attraction (Spaethe et al., 2007), pseudocopulation is primarily triggered by female sex

pheromones-mimicking floral scents (Schiestl et al. 1999; Ayasse et al., 2003; Schiestl,

2003; Stökl et al., 2007). Sexually deceptive orchids usually interact with one or a few

pollinator species by mean of species-specific chemical signals (Schiestl & Ayasse, 2002;

Stökl et al., 2005; Peakall et al., 2010, 2013). In this pollination system, shifts in floral

scents may cause pollinator shifts, which may in turn mediate reproductive isolation

and lead to speciation (Peakall et al., 2010; Xu et al., 2011a; Sedeek et al., 2014).

In the Mediterranean region, sexually-deceptive orchids almost exclusively be-

long to the genus Ophrys. Interactions between Ophrys and pollinators and their role

in the diversification of this particularly species-rich genus (250 species according to

Delforge (2006)) have been the focus of a fruitful research in the past few years (Schi-

estl & Ayasse, 2001; Cortis et al., 2009; Gögler et al., 2009; Xu & Schlüter, 2015).

Breitkopf et al. (2014) have recently used PCM to understand how the evolution of

pollination interactions had affected the tempo and mode of speciation and extinction

within this genus. They have shown that the diversification of the genus Ophrys has

been fuelled by shifts from wasp to bee and from Eucera to Andrena pollination. By

contrast, little is known about macroevolutionary patterns of floral trait – and espe-

cially floral scent – evolution in this genus, despite the major role of chemical cues

in its radiation. More specifically, the importance of phylogenetic constraints versus

pollinator-mediated selection in floral scent evolution has never been investigated us-

ing PCM, perhaps because disentangling phylogenetic relationships within the genus

Ophrys is known to be challenging (Bateman et al., 2003; Devey et al., 2008).

In this study, we aimed at resolving the phylogeny of the section Pseudophrys

and detecting macroevolutionary patterns of floral scent evolution within this section

using molecular phylogenetics (i.e. time-calibrated phylogenetic tree constructed on

the basis of three nuclear genes), pollinator records (i.e. bibliographical and field data),

floral scent data (i.e. floral scent composition determined by Gas Chromatography-

Mass Spectrometry) and PCM. In particular, we asked how Pseudophrys-pollinator
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interactions and floral scents have evolved across the phylogeny of this section, and

more specifically whether these interactions are phylogenetically conserved or not, and

whether floral scents are primarily conditioned by phylogenetic relationships or by

pollination interactions.

3.3 Materials and methods

Studied species and sites

The section Pseudophrys is a monophyletic section of the genus Ophrys, charac-

terised by attachment of pollinia to pollinators’ abdomen rather than to their head. It

includes the morphologically distinct Ophrys fusca s.l., O. iricolor, O. lutea s.l. and

O. omegaifera s.l. groups, but each of those groups comprises 4 to several dozens of

species (Delforge, 2006).

In this study, we included 2 to 12 species per group. One to five populations per

species were selected and sampled for molecular and chemical analysis between 2013

and 2017. Most of them were located in southern France, either in the mainland or

in Corsica, but eastern and southern Mediterranean populations were sampled as well

(Table 2.5).

Molecular analyses

DNA extraction, PCR and sequencing. One to two leaves per population were

collected and dried in silica gel for a few days. DNA extraction was performed with

a Plant Minikit (Quiagen R©). Three genes were amplified and sequenced: the internal

transcribed spacers (ITS) 1 and 2, the first intron of the beta-galactosidase-like (BGP)

gene and the first intron of the LEAFY / FLORICULA (LFY) gene (see supplementary

material, Table 2.7 for primer sequences). Amplifications of the ITS ( 800 bp) and BGP

( 1000 bp) genes were carried out in a 10 µl reaction, containing 5 µl of TAQ solution
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( R© Sigma), 2 µl of H20, 1 µl of each forward and reverse primers at 10 pM and 1 or 2

µl of DNA solution. For ITS, the PCR profile was as follows: initial denaturation of

94˚C for 2 min, followed by 28 cycles of denaturation at 94˚C for 1 min, annealing at

52˚C for 1 min, extension at 72˚C for 3 min, followed by a final extension at 72˚C

for 7 min. For BGP, the PCR profile was as follows: initial denaturation of 94˚C for

3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94˚C for 45 sec, annealing at 59˚C

for 45 sec, extension at 72˚C for 90 sec, followed by a final extension at 72˚C for 7

min. Because of its length ( 2500 bp), the first intron of the LFY gene was amplified

in three overlapping fragments, subsequently referred to as fragments a, b and c. Each

amplification was carried out in a 20 µl reaction, containing 10 µl of TAQ solution ( R©

Sigma), 3.8 µl of H20, 1.6 µl of each forward and reverse primers at 5 pM and 3 or 6 µl of

DNA solution. The PCR profile was as follows: initial denaturation of 95˚C for 1 min,

followed by 38 cycles of denaturation at 94˚C for 20 sec, annealing at 55˚C (fragments

a and b) or 56˚C (fragment c) for 30 sec, extension at 72˚C for 3 min, followed by

a final extension at 72˚C for 10 min. PCR products were sent to Eurofins Genomics

(Ebersberg, Germany) for sequencing. Sequences were edited using CodonCode Aligner

v.4.2.7 (CodonCode Corporation). Alleles from heterozygous individuals were merged

into consensus sequences using International Union for Pure and Applied Chemistry

(IUPAC) coding. Ophrys insectifera, O. apifera, O. speculum, O. bombyliflora and O.

tenthredinifera were chosen as outgroups, their ITS, BGP and LEAFY sequences being

imported from Genbank (see Table 2.5 for accession numbers). Consensus sequences

were aligned using the Muscle algorithm (Edgar, 2004) as implemented in SeaView

v.4.4.2 (Gouy et al., 2010) prior to concatenation. Sequences have been deposited in

GenBank (see Table 2.5 for accession numbers).
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Table 2.5 – Pseudophrys species and populations sampled for molecu-
lar and/or chemical analyses in this study, with year of collection, name

of the collector and voucher, and accession numbers.

Taxon Population Year Collector/voucher Accession numbers

ITS BGP LFY

ingroup

Ophrys bilunulata Risso

(1844)

Gruissan, 11, France 2015 N. Joffard/ P. Es-

cudié

- - -

Clapier, 34, France 2015 N. Joffard - - -

La Gaude, 06, France 2017 M. Busi - - -

Ophrys blitopertha Paulus

(1998)

Samos, Greece 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Ophrys cinereophila

Paulus & Gack (1998)

Samos, Greece 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Ophrys corsica Soleirol ex

Foelsche & Foelsche (2002)

Bonifacio, 2A, France 2015 N. Joffard - - -

Ophrys delforgei

Devillers-Terschuren &

Devillers (2006)

Martigues, 13, France 2015 E. Vela - - -

Ophrys eleonorae Paulus

& Gack (2004)

Antisanti, 2B, France 2015 B. Schatz - - -

Ophrys funerea Viviani

(1824)

Palasca, 2B, France 2016 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Corte, 2B, France 2016 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Laconi, Sardinia, Italy 2017 P. Cortis - - -

Ophrys iricolor

Desfontaines (1807)

Samos, Greece 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Ophrys lupercalis Devillers

& Devillers-Terschuren

(1994)

Armissan, 11, France 2016 N. Joffard - - -

Saint Bauzille de

Montmel, 34, France

2015 N. Joffard - - -

Ophrys lutea Cavanilles

(1793)

Montferrier sur Lez, 34,

France

2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Montarnaud, 34, France 2015 N. Joffard - - -

Cassis, 13, France 2017 B. Schatz - - -

Maala, Kabylia, Algeria 2017 E. Vela

Benicolet, Valencian

community, Spain

2017 J. Oltra - - -

Sempere, Valencian

community, Spain

2017 J. Oltra - - -
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Table 2.5 – (continued)

Taxon Population Year Collector/voucher Accession numbers

ITS BGP LFY

Ophrys marmorata

Foelsche & Foelsche (1998)

Bonifacio, 2A, France 2015 N. Joffard - - -

Ophrys mirabilis Geniez &

Melki (1991)

Akfadou, Kabylia, Algeria 2016 E. Vela - - -

Ophrys omegaifera

Fleischmann (1925)

Samos, Greece 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

Ophrys parosica Delforge

(1995)

Samos, Greece 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Ophrys peraiolae Foelsche,

Foelsche, Gerbaud &

Gerbaud (2000)

Palasca, 2B, France 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Ophrys sicula Tineo

(1817)

Samos, Greece 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Mount Hymettus, Greece 2017 S. Oikonomidis - - -

Mount Poikilo, Greece 2017 S. Oikonomidis - - -

Ophrys sulcata Devillers

& Devillers-Terschuren

(1994)

Lapanouse, 12, France 2015 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

Vence, 06, France 2017 M. Busi - - -

Oléron, 17, France* 2017 P. Fouquet - - -

Ophrys vasconica Delforge

(1991) & Belpech, 11,

France

2016 B.

Schatz

- - -

Ophrys zonata Devillers &

Devillers-Terschuren

(1994)

Saint-Florent, 2B, France 2016 N. Joffard/ B.

Schatz

- - -

outgroup

Ophrys tenthredinifera

Willdenow (1805)

NA NA Chase 15846 AM711743 - -

Capoiale, Italy 2009 H. Breitkopf - KP148660 KP148771

Ophrys bombyliflora Link

(1800)

SW Bridge, Kanevos-Kali

Sikea road, NW Spili,

Crete

1996 Bateman 22 AM711810 - -

Monte SantéAngelo, Italy 2009 H. Breitkopf - KP148632 KP148743

Ophrys speculum Link

(1799)

Sicily, Italy 2009 H. Breitkopf AM711737 - -

NA NA NA - KP148658 KP148769
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Table 2.5 – (continued)

Taxon Population Year Collector/voucher Accession numbers

ITS BGP LFY

Ophrys apifera Huds.

(1762)

Avon, off A432 between

Bristol and Chipping

Sodbury, Cuckoo Lane,

England

2002 Chase 13839 AM711789 - -

Cilento, Italy 2009 H. Breitkopf - KP148626 KP148737

Ophrys insectifera L.

(1753)

W Verona, E L Garda,

Bizzano-St Zeno, Italy

NA Fay 570 AM711840 - -

Monti Picentini, Italy 2010 H. Breitkopf - KP148642 KP148753

Phylogenetic analyses. The concatenated alignment was analyzed using maximum

likelihood (ML) (RAxML v.7.0.3; Stamatakis, 2006) and Bayesian (MrBayes v.3.1.2;

Ronquist & Huelsenbeck, 2003) methods. The best partitioning scheme and the best

model for each partition was chosen using the Bayesian Information Criterion (BIC)

as estimated by PartitionFinder v.1.1.1 (Lanfear et al., 2012). ML nodal support was

estimated with 1000 bootstrap replicates. Bayesian analyses were conducted with 2

separate runs of 4 Markov chain Monte Carlo (MCMC) chains for 10 million generations

with tree sampling every 1000 generations. 25% of the sampled trees were discarded

as burn-in, and the 75% best scoring trees were used to calculate the consensus tree.

Divergence time estimation. The joint posterior distribution of topologies and

divergence times were estimated using BEAST v.1.8.4 (Drummond et al., 2012). As

no fossil or rate of molecular evolution are available in the genus Ophrys, we used two

secondary calibration points: the age of the split between O. insectifera and the rest of

the genus (4.9 MYA) and the age of the split between O. speculum and the rest of the

clade comprising O. bombyliflora, O. tenthredinifera and the section Pseudophrys (3.2

MYA), as estimated by Breitkopf et al. (2014). Analyses were performed using the

same partitioning scheme and models as these used in MrBayes. Several clock models

(strict, relaxed lognormal and relaxed exponential) and speciation models (birth-death
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and Yule processes) were tested and their respective likelihoods were compared based

on Bayes factors as estimated by Tracer v.1.5 (Rambaut, 2009). Two independent runs

per analysis were conducted for 100 million generations, with sampling every 1000 gen-

erations. The resulting logfiles were combined using LogCombiner v.1.8.4 and imported

in Tracer to assess convergence by checking effective sampling sizes (ESS) values. The

resulting tree files were finally imported in TreeAnnotator v 1.8.4 (Drummond et al.,

2012) to calculate the consensus tree.

Pollinator records

A thorough bibliographical research was conducted to list pollinator species of

each Pseudophrys species that was included in our study. This research was completed

by our own field data for five species (namely O. bilunulata, O. corsica, O. delforgei, O.

lutea and O. marmorata) (Schatz et al., in prep). When several pollinators were found

for one Pseudophrys, only main pollinators (i.e. these for which several individuals

were recorded) were included in subsequent analyses, as these are the ones that likely

exert a selection on floral scents.

Chemical analyses

In each population, 2 to 20 individuals were sampled for floral scents using solid

phase microextraction (SPME), as described in Joffard et al. (2016). The surface of the

labellum of one flower per individual was rubbed during 1 minute with a SPME fibre

(65 µm PDMS-DVB fibers, Supelco, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA), which was

stored at -20˚C before Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) analysis.

In each population, a control sample was performed and compounds originating from

the air surrounding orchids were disregarded in subsequent analyses. Floral scents

were then analyzed by GC-MS using a Shimadzu QP2010 Plus gas chromatograph-

mass spectrometer with an OPTIMA R© 5-MS capillary column (30 m x 0.25 mm x

0.25 µm, Macherey-Nagel, Düren, Germany) and helium as carrier gas. SPME fibres
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were desorbed splitless with an injector temperature of 260˚C . Oven temperature was

hold at 120˚C for 1 minute, increased from 120˚C to 300˚C at a rate of 4˚C /min

and hold at 300˚C for 2 minutes. Retention times of a series of n-alkanes (Qualitative

retention time mix, ASTM, Sigma Aldrich R©) were used to convert retention times into

retention index. Compounds were identified based on retention index and mass spectra

which were compared to these recorded in databases (NIST 2007, Wiley Registry 9th)

and in the literature (Adams, 2007) and, for some of them, to retention index and

mass spectra of analytical standards. Peak areas were measured with the software

GCMSsolution (4.11) (Shimazu R©).

Phylogenetic comparative methods

The phylogenetic tree of the section Pseudophrys was pruned to include one

individual from one population per species for which we had pollinator records and

floral scent data (N=15 species, no pollinator record for O. mirabilis, O. parosica and

O. peraiolae and no floral scent data for O. blitopertha, O. mirabilis and O. parosica).

For example, phylogenetic analyses included four individuals from three O. funerea

populations (two in Corsica and one in Sardinia), but only one individual from a

Corsican population was included in the pruned tree, as floral scents were only extracted

in this population.

In this study, we focused on semi-quantitative aspects of floral scents, as these

aspects have a functional significance in the genus Ophrys (Schiestl & Ayasse, 2002).

We calculated relative amounts of each compound in each individual (i.e. peak areas

expressed in percentages relative to the sum of peak areas). We then averaged relative

amounts among conspecific individuals in order to have one floral scent datum per

species. Only compounds that represented at least 0.5% of the blend in at least one

species were included in this dataset (54 compounds out of 137).

Four method were used to combine phylogenetic, pollinator and floral scent data.
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First, correlations between phylogenetic distances, distances in terms of pollina-

tors ("ecological" distances) and distances in terms of floral scents ("chemical" distances)

between species were tested using Mantel tests. Phylogenetic distances were estimated

using Abouheif’s distance, which is calculated from the number of nodes between two

species and the number of direct descendants for each of these nodes, because of its

goodness in detecting phylogenetic signal (Pavoine et al., 2008), although patristic dis-

tances (i.e. sums of branch lengths between Ophrys species) were also computed for

comparison. Ecological distances were estimated using Jaccard distance and chemical

distances using Euclidean distances.

Because Mantel tests may not be powerful enough to detect phylogenetic signal

(Harmon & Glor, 2010), the Kmult method, which is an extension of the K statistic

of Blomberg et al. (2003) for multivariate traits (Adams, 2014), was also used to

test for the significance of phylogenetic signal in floral scent data. Because it is only

appropriate for continuous variables, it could not be applied to pollinator records but

only to floral scent data.

Phylogenetic relationships between Pseudophrys species and floral scent data were

then visualized using the phylomorphospace function from the phytools R package

(Revell, 2012), with which both species trait values (in this study, coordinates on

the first principal components of a Principal Component Analysis (PCA) performed

on floral scent data) and phylogenetic relationships are projected in a two or three-

dimensional space.

Finally, a phylogenetic PCA (pPCA) was performed using the ppca function

from the adephylo R package (Jombart et al., 2010). pPCA is a recently developed

method (Revell, 2009) that generates a PCA-like graphic but controls for phylogenetic

variance-covariance. With this method, phylogenetic signal in trait (in our case, floral

scent) values is summarized into two principal components, i.e. these with the highest

and lowest eigenvalues. The former is underpinned by compounds that are similar in

closely-related species, while the latter is underpinned by compounds that generate
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dissimilarities between these species (Jombart et al., 2010). This pPCA was based on

Abouheif’s phylogenetic proximity and relative amounts of floral scents, which were

centred log-ratio-transformed prior to analysis but not centred nor scaled in order to

focus on major compounds. We proceeded this way because in minor compounds,

relative amounts varied within species, as shown in Table 2.6. Statistical analyses were

performed in R v.3.1.2 (R Development Core Team, 2008).

3.4 Results

Phylogenetic relationships in the Pseudophrys section

The ITS alignment was characterised by a length of 811 bp, the BGP alignment by

a length of 956 bp and the LEAFY alignment by a length of 2807 bp. The concatenated

alignment was characterised by a length of 4574 bp, including 3940 (86.14%) invariable

sites. ML and Bayesian analyses (Fig. 2.8) were run using two and four partitions,

respectively (see supplementary material). Both methods gave partially congruent

topologies (see below), but Bayesian analysis gave a better supported tree.

Both ML and Bayesian analyses confirmed the monophyly of the section Pseu-

dophrys. Within this section, three clades could be evidenced, hereafter referred to as

clades 1, 2 and 3. These three clades received weak nodal support in ML analysis but

strong nodal support in Bayesian analysis. Clade 1 (PP=1, BP=68) comprised three

species. In this clade, O. parosica was found to be sister-species to O. cinereophila

and O. omegaifera both in ML and Bayesian analyses. Clade 2 (PP=1, BP=44) com-

prised eight species. Species for which several individuals were sampled were not found

to be monophyletic, with the exception of O. zonata, for which only one population

was sampled. In this clade, O. eleonorae was found to be sister-species to the seven

other species, among which phylogenetic relationships could not be resolved. Clade 3

(PP=1, BP=83) comprised eight species. Ophrys lutea and O. peraiolae were found

to be monophyletic. By contrast, according to ML and/or Bayesian analyses, one



170 Chapitre 2 - Evolution des traits floraux et spéciation

individual of O. lupercalis from southeastern France and one individual of O. sicula

from Samos were not grouped with their putative conspecifics, also sampled in France

and Greece, respectively. Individuals of O. bilunulata, O. delforgei and O. marmorata

clustered together but could not be distinguished based on the three markers that were

used in this study. In this clade, O. lutea was found to diverge first, followed by O.

corsica, while phylogenetic relationships between O. sicula, O. lupercalis, O. peraio-

lae and the previously mentioned group comprising O. bilunulata, O. delforgei and O.

marmorata could not be resolved (weak support both in ML and Bayesian analyses).

Branching order of clades 1, 2 and 3 was incongruent in ML and Bayesian analyses,

Figure 2.8 – Phylogenetic relationships within the section Pseudophrys
represented by the 50-majority rule consensus tree from the MrBayes
analysis, with Bayesian posterior probabilities / maximum likelihood
bootstraps indicated for each node when superior to 0.80 / 80, respec-
tively. Clades 1, 2 and 3 are highlighted in red, blue and green, respec-

tively.
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as clades 1 and 2 were grouped in the ML tree with weak support (BP=34) whereas

clades 2 and 3 were grouped in the Bayesian tree with moderate support (PP=0.88).

Divergence time estimation

Tracer found high ESS (>200) for most parameters that were estimated with

the three clock models, but the relaxed lognormal and exponential clocks performed

better than the strict clock (2lnBayesFactor>10 in favour of the relaxed clocks), while

the lognormal and exponential clock performed similarly (2lnBayesFactor=1). The

birth-death speciation model performed slightly better than Yule speciation model

(2lnBayesFactor=3). The topology of the BEAST tree was congruent with the topology

of the MrBayes tree (Fig. 2.9). The age of the section Pseudophrys was estimated to

be 1.71 million years (95% HPD: 2.38-1.05 million years), while the ages of the clades

1, 2 and 3 were 0.86 million years (95% HPD: 1.54-0.29 million years), 1.10 million

years (95% HPD: 1.70-0.56 million years) and 1.30 million years (95% HPD: 1.91-0.72

million years), respectively.

Phylogenetic comparative methods

Pollinators were identified for 16 out of 19 Pseudophrys species. No pollinator

record was available for three species (namely O. mirabilis, O. parosica and O. peraio-

lae). One to five main pollinators were identified for each Pseudophrys species (see

supplementary material, Table 2.8). Some of them only interact with one Pseudophrys

species (e.g. Andrena cinereophila), while others pollinate several Pseudophrys species

(e.g. A. flavipes). Pseudophrys sister-species generally interact with distinct pollina-

tors, with the exception of O. bilunulata and O. marmorata on the one hand and O.

funerea and O. zonata on the other hand, as these two pairs of taxa are pollinated by

A. flavipes.
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Figure 2.9 – Time-calibrated maximum clade credibility tree from the
BEAST analysis based on lognormal clock model and Yule speciation
model. Epochs and ages (in millions of years) are indicated below the
tree. Clades 1, 2 and 3 are coloured in red, blue and green, respectively.
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Floral scents were composed of 137 compounds, 54 of which were included in the

floral scent dataset (Table 2.6). On these 54 compounds, 12 were alkanes (on average

30.08% of the blend), 14 alkenes and alkadienes (on average 54.15% of the blend), 9

aldehydes (on average 5.16% of the blend), 4 acids (on average 1.23% of the blend)

and 13 fatty acid esters (on average 5.23% of the blend).
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Mantels tests found no correlation between phylogenetic and ecological distances

(M=-0.07, p-value=0.75), nor between phylogenetic and chemical distances (M=-0.07,

p-value=0.72), while a significant correlation was found between ecological and chem-

ical distances (M=0.32, p-value=0.01). By contrast, the Kmult test revealed a signifi-

cant phylogenetic signal in floral scent data (Kmult=0.43, p-value=0.001; see supple-

mentary material, Fig. 2.13), suggesting a correlation between phylogenetic and chem-

ical distances. The phylomorphospace visualization (Fig. 2.10) revealed that some

species were phylogenetically distant but chemically close (e.g. O. omegaifera and the

O. funerea species group), whereas others were phylogenetically close but chemically

distant (e.g. O. cinereophila and O. omegaifera) and others both phylogenetically and

chemically close (e.g. O. sulcata, O. funerea and O. zonata). In the pPCA (Fig. 2.11

& 2.12), the first component was primarily underpinned by octyl esters on the one

hand (positive loadings), and several alkenes, aldehydes, nonyl and decyl esters on the

other hand (negative loadings). Accordingly, species with positive scores on the first

component - namely O. corsica, O. lutea and O. sicula - produced octyl esters, while

species with negative scores - for example O. funerea and O. zonata - produced high

relative amounts of these alkenes, aldehydes, nonyl and decyl esters. By contrast, the

last component was primarily underpinned by alkenes and alkadienes on the one hand

(positive loadings), and acids and nonyl esters on the other hand (negative loadings).

Accordingly, O. vasconica, but also O. marmorata and O. omegaifera produced high

relative amounts of alkenes and alkadienes (62.88%, 68.53%, and 55.63%, respectively,

versus 54.15% on average), while O. cinereophila and O. iricolor produced high relative

amounts of acids and/or nonyl esters.
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Figure 2.10 – Phylomorphospace visualisation of floral scent data,
with axis 1, 2 and 3 corresponding to the first, second and third axes
of a PCA performed on floral scent data, and phylogenetic relation-
ships between Pseudophrys species projected into this three-dimensional
space. Species names are coded as follow: BIL=O. bilunulata, CIN=O.
cinereophila, COR=O. corsica, DEL=O. delforgei, FUN=O. funerea,
ELE=O. eleonorae, IRI=O. iricolor, LUP=O. lupercalis, LUT=O. lutea,
MAR=O. marmorata, OME=O. omegaifera, SIC=O. sicula, SUL=O.
sulcata, VAS=O. vasconica and ZON=O. zonata. Species belonging to
clade 1 are coloured in red, species belonging to clade 2 in blue and

species belonging to clade 3 in green.



182 Chapitre 2 - Evolution des traits floraux et spéciation

Figure 2.11 – Phylogeny of the 15 Pseudophrys species and results of
the pPCA on floral scents. Bayesian posterior probabilities are indicated
at each node. Positive and negative scores on PC1 (global component,
first column) and PC14 (local component, second column) are indicated
in black and white circles, respectively. Symbol size is proportional to
score values. Each Pseudophrys species is linked to its main pollinator

species by one or several arrow(s).

Figure 2.12 – Loadings of the main compounds on the global (PC1)
and local (PC14) components. Only compounds with a loading > 0.1
are shown. Alkanes are coloured in red, alkenes and alkadienes in green,
aldehydes in dark blue, acids in yellow and fatty acid esters in light blue.
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3.5 Discussion

Phylogenetic relationships and temporal diversification

Disentangling phylogenetic relationships within the genus Ophrys is known to be

challenging, due to the lack of resolution of classic molecular markers in this genus

(Soliva et al., 2001; Devey et al., 2008). In this study, we provide an up-to-date phy-

logeny for the section Pseudophrys, based on three molecular markers representing

∼ 4.5 kb and comprising 19 species from the entire Mediterranean region. We evi-

denced three major clades within the section Pseudophrys, although their branching

order could not be robustly resolved. Interestingly, these clades did not correspond

to morphological or geographical entities, but rather comprised several morphologi-

cally distinct and geographically distant species. More specifically, clades 1, 2 and 3

included species from distinct morphologically-defined complexes, therefore challeng-

ing the supra-specific taxonomy of Delforge (2006). For example, O. omegaifera and

O. vasconica (O. omegaifera complex) respectively belonged to clades 1 and 2, while

O. marmorata and O. sulcata (O. obaesa complex) respectively belonged to clades

3 and 2. This suggests that some morphological traits that have been used to infer

phylogenetic relationships within the section Pseudophrys, such as labellum pilosity

patterns, are in fact homoplasic. In addition, we found that yellow-flowered Ophrys

species (O. corsica, O. lutea and O. sicula) were not monophyletic but nested within

clade 3, suggesting that this floral colour was ancestral in this clade and has secon-

darily been lost during its evolutionary history. Therefore, floral colour may not be a

good marker to infer phylogenetic relationships within the section Pseudophrys. Inter-

estingly, clade 1 only comprised eastern Mediterranean species, whereas clades 2 and

3 included both western and eastern Mediterranean species. This could indicate that

in clade 1, colonization preceded speciation, while in clades 2 and 3, the sequence of

colonization and speciation events may have been more complex. A more exhaustive

sampling of eastern Mediterranean Pseudophrys species and the use of appropriate
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methods (e.g. dispersal-vicariance analyses) are needed to choose among alternative

biogeographical scenarii that might have generated such patterns. Our phylogenetic

tree is only partially congruent with these of Schlüter et al. (2007) and Breitkopf et

al. (2014), who also used the LEAFY gene (as well as other nuclear genes), although

only a few taxa were sampled both in our and their studies. For example, Schlüter et

al. (2007) found that O. omegaifera clustered with O. iricolor and O. sicula and not

with O. cinereophila. Increasing both the number of species and markers and pooling

our respective datasets may help dealing with these incongruences.

Congruent with what has been previously shown (Breitkopf et al., 2014), our

dating suggests that the section Pseudophrys diversified during the Quaternary area,

with clades 1, 2 and 3 emerging during the Calabrian stage (1.81 - 0.78 MYA) and di-

versifying during the Middle stage of the Pleistocene (0.78 - 0.13 MYA). This diversifi-

cation followed the end of the Messinian crisis and the emergence of the Mediterranean

climate, and coincides with the alternation of glacial and interglacial periods. This

diversification also came after these of most bee genera, including the genus Andrena

(Cardinal & Danforth, 2013), consistent with a pollinator-driven radiation process (van

der Niet et al., 2014).

Two species, including one for which geographically distant populations were

sampled (O. lutea), were found to be monophyletic, while six (e.g. O. funerea, O.

sulcata and O. zonata) were not. This may be due to incomplete lineage sorting, but

also to hybridization, which is likely given the lack of post-zygotic barriers between

Ophrys species (Soliva & Widmer, 2003; Mant et al., 2005). Consistent with this

latter hypothesis, some populations were found to cluster geographically rather than

taxonomically. For example, O. funerea populations from Corsica clustered with sym-

patric O. zonata populations rather than with O. funerea populations from Sardinia,

perhaps due to recent hybridization events between these two species, although errors

in individual assignment to species or species delimitation cannot be ruled out either.

Population genetics could provide further insights into evolutionary processes at work
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in these cases. In other cases, populations belonging to distinct putative species could

not be distinguished based on the three markers that were used in this study. The

LEAFY gene is known for its goodness in disentangling phylogenetic relationships be-

tween Ophrys species (Schlüter et al., 2007) but may not be informative in these cases.

Alternatively, these populations may actually be conspecific, in which case a taxonomic

revision should be carried out (Joffard et al., in prep).

Evolution of Pseudophrys-pollinator interactions and floral scents

Our study shows that in the section Pseudophrys, sister-species usually interact

with distinct pollinator species, suggesting that there has been no phylogenetic conser-

vatism of pollination interactions during the evolutionary history of this section. The

two exceptions to this rule concerned Pseudophrys species whose taxonomic rank is

currently challenged, namely O. bilunulata/ O. marmorata and O. funerea/ O. zonata

(Joffard et al., in prep). Our results are consistent with the pollinator-driven radi-

ation process supposed to be at work in the genus Ophrys. Indeed, in this genus,

speciation is believed to be caused by pollinator shifts mediating reproductive isolation

between conspecific populations (Xu et al., 2011b; Breitkopf et al., 2013), which implies

that sister-species are pollinated by distinct insect species. Although our results are

congruent with this expectation, the tempo and mode of evolution of pollination inter-

actions in the section Pseudophrys should be investigated more thoroughly based on a

phylogenetic tree including the 67 Pseudophrys species that are described across the

Mediterranean region and on more exhaustive pollinator records. In addition, taking

into account phylogenetic relationships among pollinator species would allow to test

whether closely-related Pseudophrys tend to interact with closely-related pollinators,

as shown in another genus of sexually-deceptive orchids (Mant et al., 2002).

Our study also gives interesting insights into the evolution of floral scents in

the section Pseudophrys. Quite unexpectedly, our results suggest that these scents
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exhibit a significant phylogenetic signal, with closely-related Pseudophrys species hav-

ing more similar floral scents than expected at random. Such a phylogenetic signal

in chemical cues involved in pollinator attraction has been evidenced in other model

systems, such as Sileneae (Prieto-Benítez et al., 2016), and could result from phylo-

genetic constraints in the evolution of some biosynthetic pathways. By contrast, no

correlation between phylogenetic and chemical distances could be evidenced in the

sexually-deceptive orchid genus Chiloglottis (Peakall et al., 2010), in which speciation

events were even shown to be associated with shifts in floral scents. However, in this

case, only behaviourally-active compounds (i.e. chiloglottones) were mapped on the

phylogenetic tree of the genus Chiloglottis, while in our study, we focused on blends

of floral scents, including compounds that may not be detected by pollinators. Our

results also show that chemical distances are correlated to ecological distances, sug-

gesting that Pseudophrys interacting with a same pollinator produce similar blends

of floral scents, independently of their relatedness. For example, O. bilunulata and O.

funerea, which respectively belong to clade 3 and 2 but are both pollinated by Andrena

flavipes, produce quite similar blends. This result is not surprising given the role of

chemical cues in pollinator attraction in the genus Ophrys. Indeed, in this genus, floral

scents mimic species-specific female sex pheromones to attract one or a few pollinator

species (Schiestl et al., 1999; Ayasse et al., 2003). Therefore, Ophrys interacting with

a same pollinator should be subject to similar selection pressures, thus producing sim-

ilar blends (Stökl et al., 2005; Cortis et al., 2009; Gögler et al., 2009). In conclusion,

our results suggest that in the section Pseudophrys, floral scent evolution is condi-

tioned both by phylogenetic relationships, which may constrain the evolution of some

biosynthetic pathways, and by pollinators, which may act as selection agents for some

compounds. Accordingly, some volatiles were shown to be phylogenetically conserved,

such as octyl esters, while others were shown to be evolutionary labile, such as alkenes

and alkadienes. Interestingly, among these latter compounds, some are known to play a

major role in pollinator attraction, such as heptacosene and nonacosene (Ayasse et al.,

2000; Stökl et al., 2007). The distinction between behaviourally active and non-active
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volatiles could provide further insights into the evolution of floral scents in the sec-

tion Pseudophrys. Moreover, it is worth noting that double-bond position of alkenes,

which could not be determined in this study due to the sampling technique used, is

important for pollinator attraction (Xu et al., 2011a; Xu & Schlüter, 2015) and should

be determined in future studies to quantify more properly chemical distances between

Pseudophrys species.

3.6 Conclusions

How evolutionary history and biotic interactions have shaped present-day trait

values distribution is a fundamental question in evolutionary biology. Pollination inter-

actions may have driven the evolution of floral traits in Angiosperms, especially in these

with specialized pollination systems, such as Ophrys species. In this study, we aimed at

disentangling phylogenetic relationships within the section Pseudophrys and studying

the evolution of pollination interactions and floral scents across the phylogeny of this

section. We evidenced three main clades that are diverse both morphologically and geo-

graphically. Our results further showed that the evolution of floral scents in the section

Pseudophrys is conditioned both by phylogenetic relationships, with some compounds

exhibiting a significant phylogenetic signal, and by pollination interactions, with evo-

lutionary convergences between phylogenetically distant Ophrys species pollinated by

a same insect species. Further studies are needed to link these macroevolutionary

patterns to the functional significance of each compound.
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3.9 Supplementary material

Table 2.7 – Primers used for amplification and sequencing of the ITS,
BGP and LEAFY genes with their respective melting temperatures

(Tm).

Gene Name Sequence Tm Reference

ITS
17SE ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 61.4˚C

Sun et al., 1994
26SE TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC 64.3˚C

BGP
BGP-F GCTGGCAACAATAGGATCTCCA 54.8˚C

Breitkopf et al., 2014
BGP-R ACTGAGGAGCTTCCATCTAC 51.8˚C

LEAFY Fragment a
I1Df CCGTCAGCTTGTTTGTTCCTCAC 57.1˚C Schlüter et al., 2007

LFY-1 TGTAGTGTAAGTTCCATCGAC 50.5˚C this study

LEAFY Fragment b
I1Gf CGACCGCCAACACGCACCTAACAAAG 62.7˚C

Schlüter et al., 2007
I1Jr AATAAAACAAATAGCAAAAGTGCCC 51.1˚C

LEAFY Fragment c
I1Lf TTGAATATGGCTATTCGCAGTTCA 52.3˚C

Schlüter et al., 2007
E2Gr GAAGAGGTAATCGAGCCCGTTCTTCTTAGCYC 64.4 to 65.7˚C
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Table 2.8 – Pseudophrys species with their pollinator species (main
pollinator species in bold).

Ophrys species Pollinator species Reference

Ophrys bilunulata Risso
Andrena flavipes Panzer Paulus, 2007; Stökl et al., 2005

Andrena nigroaenea Kirby Schatz et al., in prep

Ophrys blitopertha Paulus Blitopertha lineolata Fischer von

Waldheim

Paulus, 2007

Ophrys cinereophila Paulus & Gack Andrena cinereophila Warncke Paulus, 2007; Paulus & Salkowski,

2007

Ophrys corsica Soleirol Andrena cinerea Brullé
Schatz et al., in prep

ex Foelsche & Foelsche Andrena hesperia Smith

Ophrys delforgei Andrena vulpecula Kriechbaumer
Schatz et al., in prep

Devillers-Terschuren & Devillers Osmia rufohirta Latreille

Ophrys eleonorae Paulus & Gack
Andrena morio Brullé

Paulus, 2007
Andrena nigroaenea Kirby

Ophrys funerea Viviani Andrena flavipes Panzer Paulus, 2007

Ophrys iricolor Desfontaines Andrena morio Brullé Paulus, 2007; Paulus & Salkowski,

2007

Ophrys lupercalis Devillers &

Devillers-Terschuren

Andrena nigroaenea Kirby Paulus, 2007

Ophrys lutea Cavanilles

Andrena bicolor Fabr. Gasc, 1994

Andrena cinerea Brullé Gasc, 1994; Paulus & Salkowski,

2007; Schatz et al., in prep

Andrena hesperia Smith Schatz et al., in prep

Andrena humilis Imhoff Paulus & Salkowski, 2007

Andrena nigroaenea Kirby Gasc, 1994

Andrena nigroolivacea Dours Paulus & Salkowski, 2007

Andrena ovatula Kirby Gasc, 1994

Andrena senecionis Pérez Paulus & Salkowski, 2007

Andrena taraxaci Giraud Paulus & Gack, 1990c

Ophrys marmorata Foelsche & Foelsche

Andrena flavipes Panzer
Schatz et al., in prep

Andrena hesperia Smith

Andrena wilkella Kirby Foelsche & Gerbaud, 2000

Ophrys mirabilis Geniez & Melki NA

Ophrys omegaifera Fleischmann
Anthophora dalmatica Pérez

Paulus & Gack, 1990b
Anthophora nigriceps Morawitz

Ophrys parosica Delforge NA

Ophrys peraiolae Foelsche, Foelsche,

Gerbaud & Gerbaud
NA
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Table 2.8 – (continued)

Ophrys species Pollinator species Reference

Ophrys sicula Tineo

Andrena bicolor Fabr. Paulus & Gack, 1986, 1990a

Andrena cinerea Brullé Schatz et al., in prep

Andrena hesperia Smith Paulus & Salkowski, 2007;

Schatz et al., in prep

Andrena merula Warncke Paulus & Salkowski, 2007

Andrena torda Warncke Paulus & Gack, 1990a

Andrena vulpecula Kriechbaumer Paulus & Gack 1986, 1990a

Ophrys sulcata
Andrena flavipes Panzer

Lorella et al., 2002
Andrena ovatula Kirby

Devillers & Devillers-Terschuren Andrena wilkella Kirby Paulus, 2007

Ophrys vasconica Delforge Andrena flavipes Panzer Berger, 2006

Ophrys zonata
Andrena flavipes Panzer

Foelsche & Gerbaud, 2000;

Devillers & Devillers-Terschuren Doneddu, 2009
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Figure 2.13 – Histogram of Kmultrand values when data (i.e. floral
scents) at the tips of the phylogeny are randomized relative to the tree

(999 permutations) and comparison with the Kmultobs value.
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Partitioning scheme and model selection:

The following partitioning schemes and models were selected:

Maximum Likelihood analysis:

-partition 1: ITS + LEAFY exon 2, substitution model=GTR + Gamma

-partition 2: BGP + LEAFY intron 1, substitution model=GTR + Gamma

Bayesian analysis:

-partition 1: ITS, substitution model=K80 + I

-partition 2: BGP, substitution model=HKY + I + Gamma

-partition 3: LEAFY intron 1, substitution model=HKY + Gamma

-partition 4: LEAFY exon 2, substitution model=F81
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1 Résumé du chapitre

Contexte et objectif. Les orchidées euro-méditerranéennes sont célèbres pour

leurs interactions de pollinisation et leurs traits floraux divers et variés, mais aussi

pour les confusions taxonomiques dont elles sont l’objet (Vereecken et al., 2010). Ces

confusions sont particulièrement importantes au sein du genre Ophrys, qui comprend

une dizaine à plusieurs centaines d’espèces selon les auteurs (Pillon & Chase, 2007).

Ces désaccords sont dus à deux causes majeures. Premièrement, tous les auteurs n’ont

pas la même définition de ce qu’est une espèce et n’utilisent pas les mêmes critères pour

distinguer les espèces les unes des autres (Bateman et al., 2011 ; Vereecken et al., 2011).

Deuxièmement, tous les auteurs ne requièrent pas le même niveau de différentiation

entre deux taxa pour considérer ces derniers comme des espèces (Delforge, 2006 ; Peder-

sen & Faurholdt, 2007). Au cours de ce troisième chapitre, nous avons cherché à venir

à bout de ces désaccords en mettant au point une démarche de taxonomie intégrative

basée sur l’analyse conjointe de données moléculaires, morphométriques et chimiques

(Padial et al., 2010 ; Solís-Lemus et al., 2015). Nous avons appliqué cette démarche à

deux groupes du genre Ophrys, à savoir le groupe de l’Ophrys mouche (trois espèces

décrites en région Euro-Méditerranéenne) et la section Pseudophrys (douze espèces

décrites en France, dont la moitié sont endémiques de Corse et/ou de Sardaigne).

Hypothèses. Nous nous attendions à ce que les trois taxa du groupe d’Ophrys

mouche, pollinisés par des espèces d’insectes différentes, soient caractérisés par des

odeurs florales distinctes et puissent, en raison de leur différentiation morphologique,

écologique et chimique, être considérés comme des espèces à part entière. Nous nous

attendions en revanche à ce que plusieurs espèces de Pseudophrys soient similaires sur

les plans génétique et phénotypique, et puissent donc être fusionnées.

Méthodologie. Dans le premier article, nous avons extrait et analysé les odeurs

florales des trois taxa du groupe de l’Ophrys mouche par SPME de contact et GC-MS

afin d’étudier leur différentiation chimique. Nous avons ensuite mis en lien cette diffé-
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rentiation chimique avec des données bibliographiques sur leur distinction génétique,

morphométrique et écologique afin de conclure quant à leur rang taxonomique (Tripo-

nez et al., 2013). Dans le second article, nous avons amplifié et séquencé trois gènes

nucléaires, mesuré les dimensions des pièces florales et extrait et analysé les odeurs

florales par SPME de contact et GC-MS chez plusieurs dizaines d’individus par taxon.

Nous avons ensuite utilisé une méthode bayésienne permettant de redéfinir les limites

d’espèces à partir de ces trois types de données analysées séparément ou de manière

combinée (Solís-Lemus et al., 2015), et nous avons comparé les pouvoirs résolutifs des

données moléculaires, morphométriques et chimiques.

Résultats principaux. Nous avons démontré que les trois taxa du groupe de

l’Ophrys mouche étaient bel et bien trois espèces, différenciées selon au moins deux

critères (e.g. morphométrique et chimique pour O. insectifera et O. aymoninii). Nous

avons confirmé le rang taxonomique de la plupart des espèces de Pseudophrys dé-

crites en France, à l’exception des paires O. bilunulata/O. marmorata d’une part et

O. funerea/O. zonata d’autre part, que nous proposons de fusionner en deux espèces

(O. bilunulata et O. funerea). Nous avons en outre démontré que les données molécu-

laires sont moins discriminantes que les données morphométriques et chimiques dans le

groupe de l’Ophrys mouche comme dans la section Pseudophrys, tandis que ces deux

derniers types de données (morphométriques et chimiques) ont un pouvoir résolutif

équivalent dans la section Pseudophrys. Ces deux études mettent en évidence l’intérêt

de la démarche de taxonomie intégrative pour la stabilisation des limites d’espèces dans

le genre Ophrys et ont des implications en termes de conservation.



2. Manuscrit 4 : Integrative taxonomy of the fly orchid group: insights from chemical ecology 207

2 Manuscrit 4 : Integrative taxonomy of the fly or-

chid group: insights from chemical ecology

Joffard Ninaa*, Bruno Buatoisa, & Bertrand Schatza (2016).
Integrative taxonomy of the fly orchid group: insights from chemical
ecology. Sci. Nat. 103: 77

a Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive (CEFE), UMR 5175, CNRS – Université de

Montpellier – Université Paul Valéry Montpellier – EPHE, 1919 route de Mende, 34293 Montpellier,

France

Online ressources : see annexe C.



SHORT COMMUNICATION

Integrative taxonomy of the fly orchid group: insights
from chemical ecology

Nina Joffard1
& Bruno Buatois1 & Bertrand Schatz1

Received: 6 April 2016 /Revised: 28 August 2016 /Accepted: 30 August 2016
# Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2016

Abstract Several authors have recently stressed the need to
develop an integrative approach in taxonomy, but studies apply-
ing such an approach to Mediterranean orchids are scarce. In
sexually deceptive orchids from the taxonomically difficult ge-
nusOphrys, pollination is specific and performed bymale insects
attracted to the flowers by sex pheromone-mimicking floral
scents. Floral compounds are therefore of primary importance
for reproductive isolation and species delimitations in this genus.
In the fly orchid group, molecular, morphological, and ecological
characters have been extensively studied, but a comprehensive
survey of floral scents is still lacking. In the present study, the
blends of floral compounds of its three members, Ophrys
insectifera, Ophrys aymoninii, and Ophrys subinsectifera, were
extracted and analyzed by gas chromatography-mass spectrom-
etry. A total of 107 compounds were found, with a majority of
saturated and unsaturated hydrocarbons. Significant differentia-
tion, both qualitative and quantitative, was found among the three
taxa. This result, pooled with those from the literature, forms a
comprehensive and congruent dataset that allows us to elucidate
the taxonomic rank of the three members of the fly orchid group.

Keywords Orchidaceae .Ophrys . Integrative taxonomy .

Pollination . Gas chromatography-mass spectrometry

Introduction

The orchid family is one of the most species-rich plant fami-
lies in the world, and its pollination biology have attracted the
attention of the scientific community for centuries. However,
the number of orchid species remains difficult to assess, espe-
cially in some groups such as the Mediterranean genus
Ophrys, which comprises 19 species according to Blumpers^
(Faurholdt and Perdersen 2007) but more than 250 species
according to Bsplitters^ (Delforge 2005). The taxonomy of this
genus is indeed extremely controversial, as evidenced by the
debate between supporters of Bmorpho-genetically^ versus
Beco-ethologically^ based species delimitations (Bateman
et al. 2011; Vereecken et al. 2011). This is an important issue
since doubts regarding species delimitations often have major
implications for conservation (Pillon and Chase 2007).

It has recently been suggested that several lines of evidence
should be integrated when delimiting species in order to fully
understand species origin and evolution and avoid methodo-
logical bias (Padial et al. 2010). This integrative taxonomic
approach (Dayrat 2005) seems to be particularly relevant for
taxonomically difficult groups such as Mediterranean orchids
(Schlüter et al. 2007). Triponez et al. (2013) have applied this
approach to the monophyletic fly orchid group (Ophrys
insectifera group) using molecular, morphological, and eco-
logical analyses. However, no comprehensive survey of floral
scents has been done in this group yet, although floral com-
pounds have been analyzed in two of its three members (Borg-
Karlson et al. 1993). This is an important issue, since floral
scents play a key role in pollinator attraction and reproductive
isolation in the genus Ophrys.

Indeed, Ophrys attract one or a few closely related pollina-
tor species—usually males of solitary bees or wasps—through
the emission of sex pheromone-mimicking floral scents
(Schiestl et al. 1999). The major driver of speciation in the
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genus Ophrys is hypothesized to be pollinator shifts induced
by mutations in one of the genes coding for floral compounds
(Schiestl and Ayasse 2002). Therefore, closely related Ophrys
generally interacts with distinct pollinators and emits distinct
blends of floral scents (Schiestl and Ayasse 2002).

In this study, we investigated floral compounds emitted by
the three members of the fly orchid group, namely
O. insectifera L., Ophrys aymoninii (Breistr.) Buttler, and
Ophrys subinsectifera Hermosilla & Sabando. Those three
taxa interact with distinct pollinator species belonging to dis-
tinct families of hymenopteran, respectively, the wasps
Argogorytes mystaceus and Argogorytes fargeii, the bee
Andrena combinata, and the sawfly Sterictiphora gastrica
(Delforge 2005). The taxonomic rank of O. aymoninii and
O. subinsectifera is currently debated, as they are now both
considered as synonyms of O. insectifera subsp. aymoninii
Breistr. (WCSP 2016). Using our own chemical data, as well
as molecular, morphological, and ecological data from the
literature, we aimed at elucidating the taxonomic ranks of
those three taxa.

Material and methods

Study species

The fly orchid group comprises three closely related
taxa with a medio-European and sub-Mediterranean

distribution and partially overlapping flowering periods.
The distribution of O. insectifera extends from southern
Mediterranean to Scandinavia, while O. aymoninii and
O. subinsectifera are endemics of the Grands Causses
region (France) and the Spanish Pyrenees (Delforge
2005), respectively.

Sampling of floral compounds

In each taxon, 15 (in O. subinsectifera) to 20 (in
O. insectifera and O. aymoninii) individuals belonging to
nine allopatric populations (three per taxon) located either
in southern France or northern Spain were sampled for
floral compounds by using solid-phase microextraction
(SPME). The surface of the labellum of one flower per
individual was rubbed during 1 min with a SPME fiber
(65-μm PDMS-DVB fibers, Supelco, Sigma-Aldrich,
Bellefonte, PA, USA), which was then stored at −20 °C
before analysis. In each of the nine populations, a control
sample was performed to identify compounds originating
from the air surrounding the plants, which were later
disregarded in the analysis. This technique, which has
never been used to extract floral compounds so far, was
chosen over solvent extraction because it is non-
destructive and allows the extraction of high molecular
weight compounds without extracting wound-induced com-
pounds. This technique is well adapted to qualitative or
semi-quantitative analysis.

A

ED

CB

F

Fig. 1 aOphrys subinsectifera, b
Ophrys aymoninii, c Ophrys
insectifera, d the sawfly
Sterictiphora gastrica Klug on a
flower of O. subinsectifera, e the
solitary bee Andrena combinata
Christ on a flower of
O. aymoninii, and f the wasp
Argogorytes mystaceus L. on a
flower of O. insectifera (photos
a–d © B. Schatz, photo e © Y.
Wilcox, and photo f © S.
Witzthum)
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Gas chromatography-mass spectrometry

Floral compounds were analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) by using a Shimadzu QP2010 Plus gas
chromatograph-mass spectrometer with an OPTIMA® 5-MS
capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 μm, Macherey-
Nagel, Düren, Germany) and helium as carrier gas. SPME fibers
were desorbed splitless with an injector temperature of 260 °C
and an oven temperature hold at 120 °C for 1 min, increasing
from 120 to 300 °C at a rate of 4 °C/min and hold at 300 °C for
2 min. Retention times of a series of n-alkanes (qualitative reten-
tion time mix, ASTM, Sigma Aldrich®) were used to convert
retention times into retention index. Compounds were identified
based on retention index andmass spectra which were compared
to those recorded in databases (NIST 2007, Wiley Registry
Ninth) and in the literature (Adams 2007) and, for some com-
pounds, to retention index and mass spectra of analytical stan-
dards. Double-bond positions in alkenes and alkadienes could
not be determined with the sampling method used. Peak areas
were measured with the software GCMSsolution (4.11)
(Shimazu®).

Statistical analyses

The blends of the three taxa were compared by using partial least
squares-discriminant analysis (PLS-DA), and cross-validation
tests were performed to estimate the classification error rate
(M-fold method) and its statistical significance (permutation test
performed with 999 permutations). The PLS-DAwas performed
on both raw data (i.e., peak areas) and relative proportions, cal-
culated by taking into account all the compounds. In addition,
ANOVA and post hoc Tukey’s test or Kruskal-Wallis tests and
post hoc Dunn’s tests were performed on the relative proportions
of the main classes of compounds. All statistical analyses were
performed on the software R (3.1.2) (R Core Team 2014).

Results and discussion

A total of 107 compounds were detected in the blends of
O. insectifera, O. aymoninii, and O. subinsectifera, 102 of

which were identified. Blends were dominated by alkanes
(31.5 %), alkenes, and alkadienes (51.6 %), but aldehydes,
acids, and fatty acid esters were also found (Online
Resource 1). This is in agreement with the findings of Borg-
Karlson et al. (1993), who showed that solvent extracts of
O. insectifera and O. aymoninii were dominated by saturated
and unsaturated hydrocarbons with uneven chain length, as in
other Ophrys species (Schiestl et al. 1999). Hydrocarbons
(especially alkenes) are known to play a role in pollinator
attraction in sexually deceptive orchids (Schiestl et al.
1999), but additional analyses should be performed to
identify behaviorally active compounds in the blends of
O. insectifera, O. aymoninii, and O. subinsectifera with
regard to their respective pollinator species and elucidate
the evolutionary significance of each compound, especially
since active and non-active compounds are likely to be
subject to distinct selective pressures and to exhibit dis-
tinct differentiation patterns (Fig. 1).

Table 1 Results of the ANOVA
or Kruskal-Wallis tests (second
column) and post hoc Tukey’s or
Dunn’s tests (three last columns)
on the relative proportions of each
main class of compounds

Species O. insectifera, O. aymoninii,
O. subinsectifera
(N = 55)

O. insectifera,
O. aymoninii
(N = 40)

O. insectifera,
O. subinsectifera
(N = 35)

O. aymoninii,
O. subinsectifera
(N = 35)

Alkanes P < 0.01 NS P < 0.01 NS

Alkenes and
alkadienes

P < 0.01 P < 0.01 P < 0.01 NS

Aldehydes P < 0.01 P < 0.05 P < 0.01 P < 0.01

Acids P < 0.01 NS P < 0.01 NS

Fatty acid esters P < 0.01 P < 0.01 NS P < 0.01

Ophrys subinsectifera

Ophrys aymoninii

Ophrys insectifera

Fig. 2 Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) of floral
compounds detected in the blends of Ophrys insectifera, O. aymoninii,
and O. subinsectifera. Axes 1 and 2 represent 92.03 % (47.65 and
44.38 %, respectively) of the intergroup variance

Sci Nat  (2016) 103:77 Page 3 of 5  77 



The blends of the three taxa were well differentiated,
both qualitatively and quantitatively. Relative propor-
tions of each main class of compounds significantly
varied between at least one pair of species (Table 1).
The blends were also well differentiated when consider-
ing compounds one by one, as shown by the three non-
overlapping scatter plots (Fig. 2) and by the cross-
validation tests (classification error rate = 5.85 %, P
value = 0.001). The species O. insectifera emitted larger
relative proportions of alkenes and alkadienes (especial-
ly nonacosene, nonacosadiene, and untriacontadiene)
than the two other taxa. O. aymoninii emitted fatty acid
esters, which were absent in the blends of the two other
taxa, as shown by Borg-Karlson et al. (1993). However,
the latter found aliphatic methyl esters, while we found
aliphatic octyl, nonyl, and decyl esters: Our results are
therefore complementary, probably due to our respective
sampling methods. Finally, O. subinsectifera emitted the
aldehydes heptadecenal, nonadecenal, and eicosenal,
which were absent in the blends of the two other taxa
(Online Resource 1). PLS-DA performed on raw data
and relative proportions gave congruent results. Each
member of the fly orchid group therefore emits a
species-specific blend of floral scents, as previously
suggested by Borg-Karlson et al. (1993), which could
explain the attraction of specific pollinator species.
Interestingly, O. insectifera seems to be chemically clos-
er to O. subinsectifera than to O. aymoninii with respect
to the main classes of compounds emitted even though
pollinators of O. insectifera and O. aymoninii are phy-
logenetically closer to each other than to the pollinator
of O. subinsectifera.

Our results complete the set of literature data taken into
account in our integrative taxonomic approach. Using
cpDNA sequencing, Triponez et al. (2013) found almost no
genetic differentiation (only three parsimony informative sites
out of 1582 and haplotype sharing) between the three taxa.
AFLP fingerprinting gave more conclusive results, highlight-
ing a slight genetic differentiation between the three taxa.
O. insectifera was found to be genetically closer to
O. subinsectifera than to O. aymoninii, which is in agreement
with our own chemical data. The survey of morphological and
ecological characters, on the other hand, highlighted a strong
morphological and/or ecological differentiation between
O. insectifera, O. aymoninii, and O. subinsectifera. The lack
of phylogenetic distinctness among these three taxa could be
due to recent or ongoing diversification (Inda et al. 2012),
while their morphological and chemical divergence could re-
sult from pollinator-driven selection. We therefore hypothe-
size that O. aymoninii is currently diverging from
O. insectifera in the Grands Causses region and that
O. subinsectifera is currently diverging from O. insectifera
in the Spanish Pyrenees, in line with the progenitor-

derivative speciation process described in other Ophrys spe-
cies (Schlüter et al. 2011). Ecological divergence may also
have played a role in the diversification of the fly orchid group
by reinforcing reproductive barriers in morphologically and
chemically close species pairs.

As morphological, ecological, and chemical traits are tax-
onomically relevant in the genus Ophrys, especially because
some of them mediate reproductive isolation and as several of
them exhibit congruent differentiation patterns, we conclude
that O. insectifera, O. aymoninii, and O. subinsectifera are
three distinct species, despite their lack of phylogenetic dis-
tinctness (Online Resource 2). We believe that applying an
integrative taxonomic approach would help resolve taxonom-
ic problems in other plant groups in which species
delimitations are controversial, particularly in Mediterranean
orchids.
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3.1 Abstract

Accurate species delimitation is a prerequisite for most researches about biodi-

versity and its management. Integrative taxonomy has been advocated for a long time,

yet tools allowing true integration of genetic and phenotypic data have been devel-

oped quite recently and applied to very few models. In particular, these tools have

never been applied to orchids, despite many discussions about species delimitations in

this family. In this study, we investigated species boundaries within a group of twelve

Pseudophrys taxa from France by analysing genetic, morphometric and chemical (i.e.

floral scents) data in a Bayesian framework using the program iBPP. We found that

these twelve taxa were merged into four species when only genetic data were used,

while most formally described species were recognized as such when only phenotypic

(either morphometric or chemical) data were used. The result of the iBPP analysis

performed on both genetic and phenotypic data supports the proposal to merge Ophrys

bilunulata and O. marmorata on the one hand, and O. funerea and O. zonata on the
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other hand. Our results show that phenotypic data are particularly informative in the

section Pseudophrys and that their integration in a model-based method significantly

improves the accuracy of species delimitations. We are convinced that the integrative

taxonomic approach proposed in this study holds great promise to conduct taxonomic

revisions in other orchid groups.

Keywords: Integrative taxonomy, species delimitation, iBPP, floral scents,

orchids
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3.2 Introduction

Species are one of the most important units in biology, upon which most re-

searches in ecology and evolution are based. Species are independently evolving linages

that can be delimited using several criteria, each having its advantages and disadvan-

tages with respect to evolutionary processes at work in the group of interest (Hey, 2006;

De Queiroz, 2007). As any single line of evidence may fail at detecting species bound-

aries, more and more authors have advocated the use of an integrative taxonomic ap-

proach (Dayrat, 2005; Will et al., 2005), making use of several lines of evidence (Padial

et al., 2010), rather than approaches relying solely on one data type, such as DNA bar-

coding (Hebert et al., 2003). However, most of the time, genetic and phenotypic data

have been integrated in an iterative rather than truly integrative way (Schlick-Steiner

et al., 2010; Yeats et al., 2011). In parallel, in the past few years, several authors have

stressed the need to develop model-based species delimitation methods making explicit

assumptions about evolutionary processes generating genetic and phenotypic diversity,

in order to improve objectivity and statistical rigor of species delimitations (Fujita et

al., 2012; Naciri & Linder, 2015). However, most of these methods relies exclusively on

genetic data (Carstens et al., 2013), even though it has repeatedly been pointed out

that the latter can sometimes fail at detecting species boundaries (Knowles & Carstens,

2007). Fortunately, integrative taxonomy and model-based species delimitation have

recently been reconciled with the development of species detection, individual assign-

ment and species delimitation methods based on both genetic and phenotypic data

(Guillot et al., 2012; Edwards & Knowles, 2014; Solís-Lemus et al., 2015), which pave

the way for a truly integrative taxonomy (Huang et al., 2016; Pyron et al., 2016; Olave

et al., 2017).

Some families are known to be both taxonomically difficult and important in

terms of conservation. This is, for example, the case of the Orchidaceae family, whose

taxonomy has been the subject of extensive researches for decades (Chase et al., 2003;

Barrett & Freudenstein, 2011; Pessoa et al., 2012). Within this family, the Mediter-
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ranean genus Ophrys L. is of particular interest, due to its important species richness

and endemism rate, yet its taxonomy is often problematic, as evidenced by the debate

between supporters of “morpho-genetically” versus “eco-ethologically”-based species

delimitations (Bateman et al., 2011; Vereecken et al., 2011). The formers support that

taxa should have achieved reciprocal monophyly and/or be characterised by diagnos-

able morphological characters to be considered as “good” species (Devey et al., 2008),

while the latter support that interactions between Ophrys and pollinators are more

informative than neutral markers due to their role in speciation (Schiestl & Ayasse,

2002; Ayasse et al., 2011). Indeed, Ophrys species attract one or a few pollinator

species using sex pheromones-mimicking floral scents (Schiestl et al., 1999; Ayasse et

al., 2003). In these species, changes in floral scents may cause pollinator shifts, which

may in turn mediate reproductive isolation between conspecific populations and lead

to speciation (Sedeek et al., 2014).

Distinct views on which criteria should be favoured to delimit species in the

genus Ophrys has led to the recognition of dozens (Devey et al., 2008) versus hundreds

(Paulus, 2006) of species when genetic versus phenotypic data are favoured. In addi-

tion, even authors that favour the same criteria sometimes disagree on where along the

speciation continuum independently evolving lineages should be recognized as species,

i.e. “splitters” (e.g. Delforge, 2005) versus “lumpers” (e.g. Pedersen & Faurholdt,

2007). Moreover, the genus Ophrys is prone to taxonomic inflation (i.e. elevation of

varieties and subspecies to species rank due to a change in species concept: Isaac et

al. (2004)). As a result, the genus Ophrys is subject to taxonomic confusion, which

may affect its conservation (Agapow et al., 2004; Pillon & Chase, 2007; Vereecken et

al., 2010; Schatz et al., 2014). In this context, we believe that model-based species

delimitation methods making use of both genetic and phenotypic data could be helpful

in this genus.

Within the genus Ophrys, the monophyletic section Pseudophrys Godfery is par-

ticularly challenging from a taxonomic point of view. It comprises twelve complexes,
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each of these including one to twelve taxa (Delforge, 2005) that are often very similar

both genetically and morphologically (Bernardos et al., 2005; Devey et al., 2008; Vela

et al., 2015). In France, approximatively half of the Pseudophrys taxa are listed as

data deficient in the IUCN Red List of Threatened Species (IUCN et al., 2010), mostly

due to uncertainties about their taxonomic rank.

In this study, we focused on a group of twelve Pseudophrys taxa from France in

which we aimed at delimiting species through the integration of molecular markers,

morphometric characters and floral scents. We compared species boundaries drawn us-

ing genetic and phenotypic data alone or in combination and we discussed the potential

of integrative taxonomy in solving long-standing debates about Ophrys taxonomy.

3.3 Materials and methods

Studied species and populations

We focused on the twelve taxa of Pseudophrys that are described in France (Ta-

ble 3.1 & Fig. 3.1); Bournérias & Prat, 2005). On these twelve taxa, eight belong to

the O. fusca group (namely O. bilunulata, O. delforgei, O. funerea, O. lupercalis, O.

marmorata, O. peraiolae, O. sulcata and O. zonata), one to the O. iricolor group (O.

eleonorae), two to the O. lutea group (namely O. corsica and O. lutea) and one to

the O. omegaifera group (O. vasconica) (Delforge, 2005). These twelve taxa differ in

their geographical distribution, as some of them are widely-distributed (e.g. O. luper-

calis and O. lutea), while others have restricted distribution areas, e.g. in South-eastern

France (O. deforgei), South-western France and Northern Spain (O. vasconica) or Cor-

sica and Sardinia (O. corsica, O. eleonorae, O. funerea, O. marmorata, O. peraiolae

and O. zonata). By contrast, these twelve taxa do not differ in their flowering phenolo-

gies or habitats: they usually flower in spring, sometimes synchronously, and usually

grow in open, dry habitats typical from the Mediterranean region (Bournérias & Prat,

2005). As a consequence, flowering phenology and habitat cannot be used as criteria



218 Chapitre 3 - Taxonomie intégrative des orchidées euro-méditerranéennes

to distinguish them. Among them, O. lupercalis, O. lutea, O. sulcata and O. vasconica

are regionally protected in France (Bournérias & Prat, 2005) and several of them are

currently considered as threatened at national or regional levels, such as O. eleonorae

(considered as endangered at national level and as critically endangered in the Corsican

region) and O. marmorata (considered as vulnerable in the Corsican region) (Delage

& Hugot, 2015; IUCN et al., 2010).

Table 3.1 – Number of populations and individuals sampled for molec-
ular, morphometric and chemical data in the section Pseudophrys. *:
population located at the locus typicus. ( ): number of newly-published

sequences.

Taxon Population Molecular

data

Morphometric

data

Chemical

data

Ophrys bilunulata Risso

(1844)

Gruissan, 11, France 3 (1) 15 10

Clapier, 34, France 3 (1) 10 5

La Gaude, 06, France 2 (1) - -

Ophrys corsica Soleirol ex

Foelsche & Foelsche (2002)

Bonifacio, 2A, France* 1 25 15

Ophrys delforgei

Devillers-Terschuren &

Devillers (2006)

Martigues, 13, France* 2 25 20

Ophrys eleonorae Paulus &

Gack (2004)

Antisanti, 2B, France 1 - 2

Ophrys funerea Viviani (1824) Palasca, 2B, France 3 (2) 20 9

Corte, 2B, France 3 (2) 15 9

Laconi, Sardinia, Italy 2 - -

Ophrys lupercalis Devillers & Armissan, 11, France* 2 0 0

Devillers-Terschuren (1994) Saint Bauzille de Montmel,

34, France

2 20 15

Saint-Florent, 2B, France - 5 5

Ophrys lutea Cavanilles (1793) Montferrier sur Lez, 34,

France

3 (1) 10 10

Montarnaud, 34, France 3 (1) 20 10

Cassis, 13, France 1 - -

Maala, Kabylia, Algeria 1 - -

Benicolet, Valencian

community, Spain

1 - -

Sempere, Valencian

community, Spain

1 - -
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Table 3.1 – (continued)

Taxon Population Molecular

data

Morphometric

data

Chemical

data

Ophrys marmorata Foelsche

& Foelsche (1998)

Bonifacio, 2A, France* 5 (3) 20 8

Ophrys peraiolae Foelsche,

Foelsche, Gerbaud & Gerbaud

(2000)

Palasca, 2B, France* 3 15 8

Ophrys sulcata Devillers Lapanouse, 12, France 3 (2) 25 10

& Devillers-Terschuren (1994) Oléron, 17, France* 1 - -

Vence, 06, France 2 - -

Ophrys vasconica Delforge

(1991)

Belpech, 11, France 1 20 15

Ophrys zonata Devillers &

Devillers-Terschuren (1994)

Saint-Florent, 2B, France* 3 (1) 25 15

Four hundred ninety individuals belonging to one to six populations per taxon

were selected and sampled for molecular, morphometric or chemical analysis between

2013 and 2016 (Table 3.1). Molecular, morphometric and chemical data were not col-

lected on the same individuals as the iBPP program (see below) requires independence

of genetic and phenotypic data. Molecular data were collected in one to six populations

per taxon, distributed over most of their geographic range, but in up to five individuals

per population only. By contrast, morphometric and chemical data were collected in

one or two of these populations only, but on up to 25 individuals per population. One

population was sampled at the locus typicus (i.e. site where the species was described

for the first time) for seven out of these twelve taxa.

Genetic data collection and analysis

One leaf of one to five individual(s) per population were collected between 2014

and 2017 and dried in silica gel for a few days. DNA extraction was performed with

a Plant Minikit ( R©Quiagen). Three genes were amplified and sequenced in 52 indi-

viduals: the internal transcribed spacers (ITS) 1 and 2, the first intron of the beta-
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Figure 3.1 – Photographs of the twelve French Pseudophrys taxa sam-
pled for molecular, morphometric and chemical data. From left to right:
Ophrys bilunulata, O. delforgei, O. funerea, O. lupercalis, O. marmorata,
O. peraiolae, O. sulcata and O. zonata (O. fusca group), O. eleonorae
(O. iricolor group), O. corsica and O. lutea (O. lutea group) and O.

vasconica (O. omegaifera group) ( c© N. Joffard, B. Schatz).
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galactosidase-like (BGP) gene and the first intron of the LEAFY/FLORICULA (LFY)

gene. For 37 individuals, sequences have been published in Joffard et al. (in prep) (see

supplementary material, Table 3.3 for accession numbers), while for 45 individuals,

sequences are published for the first time in this study and have been deposited in

GenBank with accession numbers XXXX to YYYY (Table 3.3).

PCR and sequencing methods are described in Joffard et al. (in prep). Briefly,

amplifications of the ITS (∼800 bp) and BGP (∼1000 bp) genes were carried out in a

10 µl reaction, containing 5 µl of TAQ solution ( R© Sigma), 2 µl of H20, 1 µl of forward

and reverse primers at 10 pM (17SE/ 26SE for ITS: Sun et al., 1994 and BGP-F/ BGP-

R for BGP: Breitkopf et al., 2014) with 1 or 2 µl of DNA solution. For ITS, the PCR

profile was as follows: initial denaturation of 94˚C for 2 min, followed by 28 cycles of

denaturation at 94˚C for 1 min, annealing at 52˚C for 1 min, extension at 72˚C for 3

min, followed by a final extension at 72˚C for 7 min. For BGP, the PCR profile was as

follows: initial denaturation of 94˚C for 3 min, followed by 35 cycles of denaturation at

94˚C for 45 sec, annealing at 59˚C for 45 sec, extension at 72˚C for 90 sec, followed

by a final extension at 72˚C for 7 min. The first intron of the LFY gene was amplified

in three overlapping fragments (fragments a, b and c). Each amplification was carried

out in a 20 µl reaction, containing 10 µl of TAQ solution ( R© Sigma), 3.8 µl of H20,

1.6 µl of forward and reverse primers at 5 pM (fragment a: I1Df/LFY-1; fragment

b: I1Gf/I1Jr; fragment c: I1LF/E2Gr; Schlüter et al., 2007) with 3 or 6 µl of DNA

solution. The PCR profile was as follows: initial denaturation of 95˚C for 1 min, 38

cycles of denaturation at 94˚C for 20 sec, annealing at 55˚C (fragment a and b) or

56˚C (fragment c) for 30 sec, extension at 72˚C for 3 min, final extension at 72˚C

for 10 min. PCR products were sent to Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany)

for sequencing. Sequences were edited using CodonCode Aligner v.4.2.7 (CodonCode

Corporation). Uncertainties and alleles from heterozygous individuals were merged

into consensus sequences using International Union for Pure and Applied Chemistry
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(IUPAC) coding. Consensus sequences were aligned using the Muscle algorithm (Edgar,

2004) as implemented in SeaView v.4.4.2 (Gouy et al., 2010) prior to concatenation.

A phylogenetic analysis was performed on the concatenated alignment using

MrBayes v.3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Ophrys cinerophila from Samos

(Greece) (accession number XXXX) was used as outgroup based on Joffard et al. (in

prep). The best partitioning scheme and the best model for each partition was cho-

sen using the Bayesian Information Criterion (BIC) as estimated by PartitionFinder

v.1.1.1 (Lanfear et al., 2012). Bayesian analysis was conducted with 2 separate runs

of 4 Markov chain Monte Carlo (MCMC) chains for 10 million generations with tree

sampling every 1000 generations. 25% of the sampled trees were discarded as burn-in,

and the 75% best scoring trees were used to calculate the consensus tree.

A DNA barcoding analysis was performed on the concatenated alignment us-

ing the Automatic Barcode Gap Detection (ABGD) website (Puillandre et al., 2012).

ABGD is a tool designed to infer species hypotheses based on automatized identifi-

cation of barcode gaps between intra- and interspecific pairwise distances. It aims at

revealing a significant barcoding gap in the distribution of pairwise genetic distances,

reflecting a discontinuity between intra- and interspecific distances among individuals.

ABGD partitions individuals into groups in a recursive manner until no further splits

are possible, while integrating priors on maximum and minimum intraspecific differ-

entiation and barcode gap width. In this study, pairwise distances were computed as

K2P-corrected distances. We left the default values of 10 steps from Pmin=0.001 to

Pmax=0.1 for number of steps and intraspecific differentiation, and the default value

of 1.5 for barcode gap width.

Phenotypic data collection and analysis

For morphometric data, fifteen to thirty-five individuals per taxon were sampled

in 2015 and 2016 (Table 3.1), except in the case of O. eleonorae for which only very

few individuals are present in France (N=2) and did not flower in 2015 nor in 2016.
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However, the latter is known to be morphologically distinct from the eleven other taxa

in that it has a particularly long (∼15 to 25 mm) and wide (∼10 to 20 mm) labellum

(Bournérias & Prat, 2005). In each individual, thirteen morphometric characters were

measured to the nearest 0.01 mm in the field using a digital calliper. Four of these

characters concerned the labellum, whose size and shape are important because they

must match those of pollinators, but length and width of stigmatic cavity, sepals and

lateral petals were also measured.

For chemical data, eight to twenty individuals per taxon were sampled for floral

scents in 2014 and 2015 (Table 3.1) using solid phase microextraction (SPME) (except

in the case of O. eleonorae in which only two individuals were sampled) with the

non-destructive method described in Joffard et al. (2016). Briefly, the surface of the

labellum of one flower per individual was rubbed during 1 minute with a SPME fibre

(65 µm PDMS-DVB fibers, Supelco, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA), which was

stored at -20˚C before Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) analysis.

In each population, a control sample was performed and compounds originating from

the air surrounding orchids were disregarded in subsequent analyses. Floral scents

were then analyzed by GC-MS using a Shimadzu QP2010 Plus gas chromatograph-

mass spectrometer with an OPTIMA R© 5-MS capillary column (30 m x 0.25 mm x

0.25 µm , Macherey-Nagel, Düren, Germany) and helium as carrier gas. SPME fibres

were desorbed splitless with an injector temperature of 260˚C. Oven temperature was

hold at 120˚C for 1 minute, increased from 120˚C to 300˚C at a rate of 4˚C /min

and hold at 300˚C for 2 minutes. Retention times of a series of n-alkanes (Qualitative

retention time mix, ASTM, Sigma Aldrich R©) were used to convert retention times into

retention index. Compounds were identified based on retention index and mass spectra

which were compared to these recorded in databases (NIST 2007, Wiley Registry 9th)

and in the literature (Adams, 2007) and, for some of them, to retention index and

mass spectra of analytical standards. Peak areas were measured with the software

GCMSsolution (4.11) (Shimazu R©).
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Two partial least square discriminant analyses (PLS-DA) were performed, one for

morphometric characters and one for floral scents. PLS-DA was chosen over Principal

Component Analysis (PCA) because it is adapted to data that are non-independent

(due to allometry in the case of morphometric characters and common biosynthetic

pathways in the case of floral scents). Because variances were non-homogenous among

compounds, floral scents data were centred log-ratio-transformed prior to analysis.

Statistical analyses were performed in R v.3.1.2 (R Development Core Team, 2008).

IBPP species delimitation

A joint Bayesian inference based on genetic and phenotypic data was used to

delimit species using the program iBPP v.2.1.3 (Solís-Lemus et al., 2015). This program

is an extension of the multispecies coalescent model-based program BPP (Rannala &

Yang, 2003; Yang, 2015) which includes models of evolution for phenotypic data under

a Brownian Motion (BM) process. Because the program assumes independence of

phenotypic data, scores on the first two (for morphometric characters) and five (for

floral scents) components resulting from two preliminary PCA were included in the

analysis. Note that given the role of floral scents in pollinator attraction, these scents

may not have evolved according to the assumptions of a BM process, but the results of

the program iBPP usually are robust to such violations (Solís-Lemus et al., 2015). The

program begins with a strictly bifurcating guide tree, which in our case was constructed

with the software MrBayes (see above and Joffard et al., in prep), and collapses internal

nodes sequentially. We used a prior gamma distribution G(2, 2000) for τ (branch

lengths) and θ (product of Ne the population size and µ the mutation rate) for genetic

data and left the default values of 0 for σ 2 (variance) and λ (within/between species

ratio) for phenotypic data (non-informative priors). A reversible MCMC analysis was

ran over 100000 generations, sampled every ten generations, with 1000 generations

(10%) discarded as burn-in. Seven analysis were performed: (i) with genetic data

only, (ii) with morphometric data only, (iii) with chemical data only, (iv) with both
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genetic and morphometric data, (v) with both genetic and chemical data, (vi) with

both morphometric and chemical data and (vii) and with genetic, morphometric and

chemical data. Because phylogenetic relationships between the taxa Ophrys bilunulata,

O. delforgei and O. marmorata, as well as between the taxa O. funerea, O. sulcata and

O. zonata could not be resolved, several alternative topologies were tested for the guide

tree and the topology that gave the most conservative species delimitation model for

these two triplets was retained. The robustness of the results was tested by analysing

the data with both the fine tune settings 0 and 1 (Yang & Rannala, 2010), and by

repeating each analysis up to five times.

3.4 Results

Genetic data

ITS, BGP and LFY sequences were obtained for 52, 49 and 52 individuals, respec-

tively (153 sequences, including 45 that are newly-published). Sequences were obtained

for at least three individuals per taxon, except for the species O. corsica, O. eleonorae

and O. vasconica (sequences obtained for one individual only). ITS, BGP and LFY

sequences were characterised by 73, 562 and 603 parsimony-informative sites on 809,

948 and 2210 sites, respectively. The phylogenetic tree (see supplementary material,

Fig. 3.5) was congruent with the one described in Joffard et al. (in prep), with two

well-supported clades, one comprising the taxa O. lutea, O. corsica, O. lupercalis, O.

peraiolae, O. delforgei, O. bilunulata and O. marmorata and one comprising the taxa

O. eleonorae, O. vasconica, O. sulcata, O. funerea and O. zonata. On the nine taxa

for which several individuals were sampled for molecular analyses, only two – namely

O. lutea and O. peraiolae – were monophyletic with a posterior probability of 0.98

and 1, respectively. AGBD detected three species only: it recognized O. eleonorae

as a species but merged O. lutea, O. corsica, O. lupercalis, O. peraiolae, O. delforgei,

O. bilunulata and O. marmorata on the one hand, and O. vasconica, O. sulcata, O.
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funerea and O. zonata on the other hand. Mean K2P-corrected distances between in-

dividuals were of 2.38x10−3 substitutions per site within and 7.09x10−3 substitutions

per site between these species. The barcoding gap was located between 3.00x10−3 and

4.00x10−3 substitutions per site (see supplementary material, Fig. 3.6).

Morphometric data

Labellum length ranged from 6.11 to 14.35 mm, with a mean of 9.11 (±1.45) mm,

and labellum width from 5.88 to 14.23 mm, with a mean of 8.98 (±1.51) mm. Ophrys

lupercalis and O. vasconica were characterised by large sepals, petals and labella com-

pared to other species, while O. funerea, O. sulcata and O. zonata were characterised

by long petals and sepals but a relatively small labellum, with a high length/ width

ratio. By contrast, O. bilunulata, O. marmorata and O. peraiolae were characterised by

larger labella with a lower length/ width ratio. Finally, the yellow-flowered O. corsica

and O. lutea were characterised by short sepals and petals and short but wide labella

(Fig. 3.2 & see supplementary material, Table 3.4).

Chemical data

Over one hundred VOCs were detected in the blends of the twelve studied taxa,

mostly alkanes (19), alkenes and alkadienes (29), aldehydes (23), acids (13) and fatty

acid esters (24) (see supplementary material, Table 3.5). Blends were dominated by

alkenes and alkadienes (58.6%) as well as alkanes (28.2%), but aldehydes and fatty acid

esters both accounted for more than 5% of the blends. The blends of the O. fusca, O.

iricolor, O. omegaifera and O. lutea groups were well-differentiated, both qualitatively

and quantitatively (Fig. 3.3). More precisely, taxa from the O. fusca group generally

did not produce any fatty acid esters, while taxa from the O. iricolor, O. omegaifera

and O. lutea groups produced significant amounts of nonyl, decyl and octyl esters,

respectively. Within the O. fusca group, some species also had well-differentiated

blends, although this differentiation was often quantitative rather than qualitative. By
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Figure 3.2 – Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) of
morphometric characters measured on the twelve French Pseudophrys

taxa.

contrast, several taxa, such as the O. bilunulata/ O. marmorata pair or the O. funerea/

O. zonata pair, had very similar blends.

IBPP species delimitation

Results of iBPP analyses (best species delimitation models, with their respec-

tive species numbers and posterior probabilities) are summarized in Table 3.2 and Fig.

3.4 and detailed in supplementary material, Table 3.6. When only genetic data were

included in the analysis, the best model (PP=61.86%) was a four-species model rec-

ognizing O. eleonorae and O. vasconica as species but merging O. lutea, O. corsica,
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Figure 3.3 – Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) of
floral scents detected in the blends of the twelve French Pseudophrys
taxa. Individuals were represented on axes 1 et 3 to better visualize

interspecific variations within the O. fusca group.

O. lupercalis, O. peraiolae, O. deforgei, O. bilunulata and O. marmorata on the one

hand, and O. sulcata, O. funerea and O. zonata on the other hand. By contrast, when

only morphometric data were considered, the best model (PP=67.10%) was an eleven-

species model only merging O. bilunulata and O. marmorata. Likewise, when only

chemical data were considered, the best model (PP=47.63%) was a ten-species model

merging only O. bilunulata and O. marmorata on the one hand, and O. funerea and

O. zonata on the other hand, although a ten-species model merging only O. funerea

and O. zonata had a high posterior probability as well (PP=44.84%).
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Table 3.2 – Results of iPBB analyses based on molecular data, mor-
phometric data, chemical data or combinations of both genetic and phe-
notypic data. Taxa are lettered from A to L as in Fig. 3.4 and can
be either recognized as species (one letter) or merged with other taxa

(several letters).

Taxon Molecular Morphometric Chemical Molecular+morphometric+chemical

O. lutea ABCDEFG A A A

O. corsica ABCDEFG B B B

O. lupercalis ABCDEFG C C C

O. peraiolae ABCDEFG D D D

O. delforgei ABCDEFG E E E

O. bilunulata ABCDEFG FG FG FG

O. marmorata ABCDEFG FG FG FG

O. eleonorae H H H H

O. vasconica I I I I

O. sulcata JKL J J J

O. funerea JKL K KL KL

O. zonata JKL L KL KL

Similar results were obtained when morphometric or chemical data were anal-

ysed in combination with molecular data (PP=65.33% for the eleven-species model

with morphometric + molecular data, and PP=53.59% for the ten-species model with

chemical + molecular data). When morphometric and chemical data were analysed

in combination, the best model (PP=44.82%) was a ten-species model merging O.

bilunulata and O. marmorata on the one hand, and O. funerea and O. zonata on the

other hand.

Finally, similar results were obtained when both genetic and phenotypic (morpho-

metric + chemical) data were included in the analysis (PP=49.88% for the ten-species

model) (Fig. 3.4). However, two other models, an eleven-species model merging only

O. bilunulata and O. marmorata and an eleven-species model merging only O. funerea

and O. zonata, had high posterior probabilities as well (27.63% and 14.19%, respec-

tively). These results were robust to the algorithm that was used to collapse internal

nodes, with only slight differences in the posterior probability that was attributed
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Figure 3.4 – Result from the iBPP analysis based on both genetic and
phenotypic (morphological + chemical) data. Species are lettered from
A to L as in Table 3.2 (in green) and ancestral nodes are numbered from
1 to 11 as in supplementary material, Table 3.6 (in red). Support values

at each node are based on the fine tune setting 0.

to each model (e.g. when using both genetic and phenotypic data, PP of the best

model=48.28%). Repetitions of each analysis gave similar results.

3.5 Discussion

Our study aimed at comparing species boundaries drawn from molecular, mor-

phometric and chemical data alone or in combination in a group of twelve Pseudophrys

taxa. Our results showed that integrating genetic and phenotypic data helps being

more accurate when delimiting species in this group. Based on this integrative taxo-

nomic approach, eight formally described species were recognized as such, while two

pairs of taxa were merged into one species each.
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Integration of genetic and phenotypic data in the section Pseudophrys

Our results showed that genetic divergence between the twelve studied taxa was

often limited and that species delimitations drawn from genetic data only (either using

ABGD or iBPP) were thus very conservative, with only up to four taxa recognized

as species. Such a limited genetic divergence could result from incomplete lineage

sorting or hybridization (Soliva et al., 2001; Soliva & Widmer, 2003), that are both

likely given the recent diversification of the section Pseudophrys (Breitkopf et al., 2014;

Joffard et al., in prep) and the weakness of post-zyogotic barriers between sympatric

species (Cortis et al., 2009). The three markers that were used in our study may not be

informative enough to discriminate between Pseudophrys species in these conditions,

but few other markers are available in the genus Ophrys. Next generation sequencing

(NGS) could speed up the development of more resolutive markers (e.g. other nuclear

genes, microsatellites, SNP) in this genus.

By contrast, phenotypic divergence between the twelve studied taxa was often

significant, perhaps because morphometric characters and floral scents are selected by

pollinators and thus may evolve faster and be less affected by hybridization than neu-

tral markers (Sedeek et al., 2014). Indeed, the size and the shape of the labellum are

likely to be selected to match those of the pollinator (Triponez et al., 2013), and floral

scents to match sex pheromones of female insects (Schiestl et al., 1999; Ayasse et al.,

2003). Interestingly, our results show that morphometric characters are as informative

as floral scents to discriminate between Pseudophrys species. Both are classically used

as criteria to delimit Ophrys species (Bernardos et al., 2005; Mant et al., 2005), but

in the past few years, much more emphasis has been put on chemical signals (Schi-

estl et al., 1999; Ayasse et al., 2003; Stökl et al., 2005). However, our results suggest

that using morphometric characters for taxonomic purposes is relevant in the section

Pseudophrys and emphasize the potential role of field actors in providing valuable data

for taxonomic researches (Véla et al., 2015). As in the case of molecular markers,

more informative morphometric or chemical markers could be developed using more



232 Chapitre 3 - Taxonomie intégrative des orchidées euro-méditerranéennes

sophisticated techniques, such as geometric morphometrics (van der Niet et al., 2010).

More importantly, it would be interesting to distinguish between selected (i.e. func-

tionally significant) and neutral phenotypic traits through electrophysiological and/or

behavioural studies (Schiestl et al., 1999; Rakosy et al., 2017). The distinction between

biologically active and non-active floral scents, for example, could provide further in-

sights into the taxonomy of the section Pseudophrys (Stökl et al., 2005, 2009), as shown

in the section Euophrys (e.g. Mant et al., 2005).

Because of these heterogeneous levels of resolution between molecular, morpho-

metric and chemical data, species boundaries drawn from genetic versus phenotypic

data were not congruent. Such an incongruence mirrors disagreements between authors

favouring phylogenetic distinctness versus reproductive isolation through attraction of

distinct pollinator species as a criterion to delimit Ophrys species (Bateman et al.,

2010), with the first recognizing two and the latter dozens of Pseudophrys species

(Paulus, 2006; Devey et al., 2008). We are convinced that in the section Pseudophrys,

and more generally in the genus Ophrys, integration of genetic and phenotypic data

will help being more accurate when delimiting species in this genus. Methods based

on genetic data are often judged more reliable than methods based on phenotypic data

because they are not subject to investigator bias, nor affected by environmental or

maternal conditions (Fujita et al., 2012). However, speciation sometimes leaves no

signature at the level of neutral markers, especially when it is recent and when only a

few loci mediate reproductive isolation, as in the genus Ophrys (Xu & Schlüter, 2015).

In these cases, neutral markers-based methods may fail at detecting species boundaries

by putting aside the data that are the most informative. In addition, our results show

that integration of several phenotypic traits (in our case, morphometric and chemi-

cal) also improves the accuracy of species delimitations. For example, in our study,

two taxa were slightly distinct morphologically, but strictly similar from a chemical

point of view. When only morphometric characters were analysed, these two taxa were

recognized as species, whereas when both morphometric characters and floral scents



3. Manuscrit 5 233

were analysed, they were merged. This shows that integrating new data types – either

new molecular markers or new phenotypic traits – may challenge previous taxonomic

inferences, and that species boundaries are thus hypotheses that must be tested using

many data types to increase their robustness (Padial et al., 2010).

Taxonomy and conservation of the section Pseudophrys

The section Pseudophrys is known to be taxonomically difficult, due to the

lack of resolution of classic molecular markers in this section (Devey et al., 2008;

Schlüter, 2007) and to morphological similarities between its members (Bernardos et

al., 2005). Sixty-seven Pseudophrys species are described across the Mediterranean

region (Delforge, 2005), but the taxonomic rank of several of them has been ques-

tioned when confronted to molecular, morphometric or chemical evidences (e.g. O.

arnoldii: Bernardos et al., 2005; O. vallesiana: Gögler et al., 2016). Our study sup-

ports most Pseudophrys species that are described in France, with two exceptions: on

the one hand, the taxa O. marmorata is merged with the previously described species

O. bilunulata, and on the other hand, the taxa O. zonata is merged with the previously

described species O. funerea. The similarity within these two pairs of taxa has been

reported before (Bournérias & Prat, 2005; Tison & Foucault, 2014), as indicated by the

fact that O. marmorata is sometimes called “O. bilunulata from Corsica” (Bournérias

& Prat, 2005). Tison & Foucault (2014) also suggested merging O. delforgei with O.

bilunulata and O. marmorata, and O. sulcata with O. funerea and O. zonata, but our

results do not support this suggestion, as O. delforgei and O. sulcata are morpholog-

ically and chemically distinct from their relatives. The continental O. bilunulata and

the Corsican O. marmorata are genetically and phenotypically similar, whereas the

Cyrno-Sardinian O. funerea and O. zonata are slightly distinct morphologically but

similar both genetically and chemically. Interestingly, recent pollinator records suggest

that both O. bilunulata and O. marmorata interact with Andrena flavipes (Schatz et

al., in prep), which reinforces our proposal to merge these two taxa. Likewise, both
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O. funerea and O. zonata are pollinated by A. flavipes (Foelsche & Gerbaud, 2000),

suggesting that these two taxa are not reproductively isolated and should be consid-

ered as conspecifics. As a consequence, the IUCN status of O. marmorata, which is

currently considered as vulnerable in the Corsican region (Delage & Hugot, 2015),

needs to be reassessed, although this taxa might deserve attentions for its conservation

interest as a peripheral population of O. bilunulata. Another important conclusion of

our study is the fact that O. peraiolae – which is sometimes described as a morph of

O. marmorata (Delforge, 2005) and sometimes merged with O. funerea and O. zonata

(Delage & Hugot, 2015) – is recognized as a species. Indeed, our results show that O.

peraiolae is both genetically and phenotypically distinct from its relatives, O. deforgei,

O. bilunulata and O. marmorata. This should prompt field actors to reassess its IUCN

status, as suggested by Bournérias & Prat (2005), and set up conservation actions

focused on this species given its extremely restricted distribution area and declining

population (B. Schatz, personal observation).

3.6 Conclusions

Integration of genetic and phenotypic data has been advocated by many authors

in the last decades (Padial, et al., 2010, Pires & Marioni, 2010; Schlick-Steiner et

al., 2010; Schatz et al., 2016), particularly in orchids (Barrett & Freudenstein, 2011;

Pessoa et al., 2012; Triponez et al., 2013; Gögler et al., 2016; Joffard et al., 2016), but

few methodological tools have been developed to do so using a statistically rigorous

approach (Yeates et al., 2011). Consequently, most authors that have aimed at putting

integrative taxonomy into practice have had no choice but to analyse distinct types

of data in an iterative way and compare species boundaries drawn from each one of

them (e.g. Padial & De La Riva, 2009; Su et al., 2015). In recent years, however, some

tools have been developed to benefit from both integration of genetic and phenotypic

data and probabilistic species delimitation (Guillot et al., 2012; Edward & Knowles,

2014; Solís-Lemus et al., 2015). To the best of our knowledge, our study represents



3. Manuscrit 5 235

the first attempt to apply such a tool to an orchid group. Our results show that using

morphometric and chemical data help being more accurate when delimiting species in

the taxonomically challenging section Pseudophrys. We encourage the use of such tools

to other orchid groups, as they provide a framework to interpret patterns of genetic

and phenotypic divergence and may speed up taxonomic revisions that are needed for

setting up efficient conservation strategies for these emblematic but often threatened

species.
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3.9 Supplementary material

Table 3.3 – Name of the collector and voucher and accession numbers
for the 153 sequences used in this study. *: population located at the

locus typicus.

Taxon Population Collector/ voucher Accession

numbers

Ophrys bilunulata Risso (1844) Gruissan, 11, France P. Escudié / N. Joffard -

Clapier, 34, France N. Joffard -

La Gaude, 06, France M. Busi -

Ophrys corsica Soleirol ex

Foelsche & Foelsche (2002)

Bonifacio, 2A, France* N. Joffard/ B. Schatz -

Ophrys delforgei Devillers-

Terschuren & Devillers (2006)

Martigues, 13, France* E. Véla -

Ophrys eleonorae Paulus &

Gack (2004)

Antisanti, 2B, France B. Schatz -

Ophrys funerea Viviani (1824) Palasca, 2B, France N. Joffard/ B. Schatz -

Corte, 2B, France N. Joffard/ B. Schatz -

Laconi, Sardinia, Italy P. Cortis -

Ophrys lupercalis Devillers &

Devillers-Terschuren (1994)

Armissan, 11, France* N. Joffard -

Saint Bauzille de Montmel, 34,

France

N. Joffard -

Ophrys lutea Cavanilles (1793) Montferrier sur Lez, 34, France N. Joffard/ B. Schatz -

Montarnaud, 34, France N. Joffard -

Cassis, 13, France B. Schatz -

Maala, Kabylia, Algeria E. Vela

Benicolet, Valencian commu-

nity, Spain

J. Oltra -

Sempere, Valencian community,

Spain

J. Oltra -

Ophrys marmorata Foelsche &

Foelsche (1998)

Bonifacio, 2A, France* N. Joffard -

Ophrys peraiolae Foelsche,

Foelsche, Gerbaud & Gerbaud

(2000)

Palasca, 2B, France* N. Joffard/ B. Schatz -

Ophrys sulcata Devillers &

Devillers-Terschuren (1994)

Lapanouse, 12, France N. Joffard/ B. Schatz -

Oléron, 17, France* P. Fouquet

Vence, 06, France M. Busi -

Ophrys vasconica Delforge

(1991)

Belpech, 11, France B. Schatz -
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Table 3.3 – (continued)

Taxon Population Collector/ voucher Accession

numbers

Ophrys zonata Devillers &

Devillers-Terschuren (1994)

Saint-Florent, 2B, France* N. Joffard/ B. Schatz -



3. Manuscrit 5 247

Table 3.4 – Morphometric characters (mean in bold ± SD) of Ophrys
bilunulata (BIL), O. corsica (COR), O. delforgei (DEL), O. funerea
(FUN), O. lupercalis (LUP), O. lutea (LUT), O. marmorata (MAR), O.
peraiolae (PER), O. sulcata (SUL), O. vasconica (VAS) and O. zonata

(ZON). L=Length, W=Width.

Species BIL COR DEL FUN LUP LUT MAR PER SUL VAS ZON

Labellum L 9.86

0.77

8.02

0.70

8.22

0.97

8.24

1.02

11.32

1.31

8.69

0.74

9.57

0.89

9.09

1.00

8.17

0.65

11.44

0.90

8.60

0.66

Labellum W 9.53

0.75

9.64

0.99

7.86

0.98

7.47

1.01

10.30

0.95

10.24

0.00

9.13

0.79

8.51

0.83

7.57

0.57

11.43

1.06

7.76

0.81

Labellum L/W 1.04

0.07

0.83

0.06

1.05

0.10

1.11

0.11

1.10

0.10

0.85

0.07

1.05

0.08

1.07

0.09

1.08

0.06

1.01

0.08

1.12

0.11

Central lobe W 5.82

0.92

5.38

0.59

4.00

0.68

4.07

0.50

6.13

0.51

5.94

0.64

5.62

0.41

4.79

0.44

4.75

0.51

7.50

0.52

4.52

0.41

Stigmatic cavity W 4.04

0.47

3.93

0.29

3.72

0.33

3.90

0.38

4.30

0.38

3.60

0.60

4.39

0.42

3.75

0.32

4.54

0.37

5.06

0.31

4.49

0.26

Petals L 6.14

0.41

5.23

0.43

5.27

0.65

7.21

1.04

7.34

0.77

5.83

0.53

5.93

0.41

6.35

0.64

7.68

0.60

7.35

1.05

7.43

0.71

Petals W 1.72

0.21

1.86

0.29

1.61

0.31

1.75

0.33

1.84

0.26

1.95

0.46

1.88

0.19

1.68

0.21

2.02

0.25

2.88

0.45

1.72

0.26

Petals L/W 3.61

0.45

2.87

0.40

3.34

0.54

4.18

0.47

4.03

0.47

3.13

0.68

3.18

0.40

3.83

0.61

3.85

0.45

2.58

0.41

4.38

0.54

Sepals L 9.13

0.49

8.22

0.64

7.80

0.78

9.92

0.97

11.15

0.86

8.79

0.81

9.67

0.73

9.25

0.66

10.47

0.61

11.23

0.94

10.51

0.93

Sepals W 5.04

0.42

4.67

0.55

4.28

0.47

4.27

0.60

5.69

0.61

4.81

0.61

5.28

0.51

4.91

0.54

4.81

0.34

6.18

0.50

4.36

0.41

Sepals L/W 1.82

0.13

1.77

0.16

1.83

0.17

2.35

0.23

1.97

0.18

1.85

0.20

1.84

0.17

1.90

0.20

2.18

0.15

1.83

0.18

2.42

0.22
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Table 3.6 – Results of iPBB analyses based on molecular data, mor-
phometric data, chemical data or combinations of them. Models are or-
dered by their posterior probabilities (PP). Models having a PP of less
than 1% are not shown. Models are characterised by the presence (1)
or absence (0) of ancestral nodes in the tree, with nodes being ordered
from 1 to 11 as in Fig. 3.4: (1) O. lutea + O. corsica + O. lupercalis
+ O. peraiolae + O. delforgei + O. bilunulata + O. marmorata + O.
eleonorae + O. vasconica + O. sulcata + O. funerea + O. zonata, (2)
l O. lutea + O. corsica + O. lupercalis + O. peraiolae + O. delforgei
+ O. bilunulata + O. marmorata, (3) O. corsica + O. lupercalis + O.
peraiolae + O. delforgei + O. bilunulata + O. marmorata, (4) O. luper-
calis + O. peraiolae + O. delforgei + O. bilunulata + O. marmorata,
(5) O. peraiolae + O. delforgei + O. bilunulata + O. marmorata, (6)
O. delforgei + O. bilunulata + O. marmorata, (7) O. bilunulata + O.
marmorata, (8) O. eleonorae + O. vasconica + O. sulcata + O. funerea
+ O. zonata, (9) O. vasconica + O. sulcata + O. funerea + O. zonata,
(10) O. sulcata + O. funerea + O. zonata, (11) O. funerea + O. zonata.

Data Model

Species

number

Ancestral nodes

(presence/absence)

PP (%)

Molecular only 4 10000001100 61.86

5 10000001110 13.93

3 10000001000 10.57

6 10000001111 6.53

5 11000001100 3.34

6 11100001100 1.56

Morphometric only 11 11111101111 67.10

12 11111111111 21.98

10 11111101110 8.16

11 11111111110 2.72

Chemical only 10 11111101110 47.63

11 11111111110 44.84

11 11111101111 3.75

12 11111111111 3.65

9 11111101100 1.63

Molecular and morphometric 11 11111101111 65.33

12 11111111111 16.77

10 11111101110 14.13

11 11111111110 3.31

Molecular and chemical 10 11111101110 53.59

11 11111111110 39.50

11 11111101111 3.18

12 11111111111 2.88

Morphometric chemical 10 11111101110 44.83
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Table 3.6 – (continued)

Data Model

Species

number

Ancestral nodes

(presence/absence)

PP (%)

11 11111101111 29.04

11 11111111110 16.02

12 11111111111 10.11

Molecular, morphometric 10 11111101110 49.88

and chemical 11 11111101111 27.63

11 11111111110 14.19

12 11111111111 8.31
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Figure 3.5 – Phylogenetic relationships between the twelve French
Pseudophrys taxa represented by the 50-majority rule consensus tree
from the MrBayes analysis. Posterior probabilities are indicated at each

node.
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Figure 3.6 – Distribution of pairwise K2P-corrected distances between
individuals from the twelve French Pseudophrys taxa.
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Discussion générale

Cette thèse a visé à étudier les interactions de pollinisation chez les orchidées

euro-méditerranéennes à plusieurs échelles et à travers plusieurs angles. Dans un pre-

mier temps, je synthétiserai nos résultats principaux, en les structurant autour de

trois grandes questions auxquelles nous avons au moins en partie répondu. Dans un

deuxième temps, je détaillerai les développements méthodologiques sur lesquels nous

avons travaillé au cours de cette thèse ainsi que les limites méthodologiques auxquelles

nous avons été confrontés. Dans un troisième temps, je discuterai des implications de

nos résultats en termes de conservation. Enfin, je conclurai en donnant quelques pistes

de recherche sur lesquelles pourraient déboucher cette thèse.

1 Synthèse des résultats principaux

1.1 Quels sont les facteurs qui façonnent la niche de pollini-

sation ?

Au cours de cette thèse, nous avons caractérisé la niche de pollinisation d’environ

245 espèces d’orchidées euro-méditerranéennes à partir d’une revue bibliographique

(article 1), mais aussi celles de trois espèces d’Anacamptis (article 2) et de quinze

espèces de Pseudophrys (article 3) à partir de données de terrain. Les résultats de

l’article 1 suggèrent que la similarité de niches de pollinisation entre orchidées est

corrélée à leur stratégie de pollinisation, à leur phylogénie et à leurs distributions

écologique et spatio-temporelle, tandis que les résultats des articles 2 et 3 suggèrent
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que les effets de la phylogénie et de la distribution écologique dépendent du modèle

d’étude et de la manière dont la similarité de niches est estimée.

La similarité de niche de pollinisation entre orchidées utilisant une même stra-

tégie se traduit à la fois au niveau de la famille – proxy du groupe fonctionnel – et

de l’espèce de pollinisateurs. Par exemple, les orchidées tricheuses du genre Ophrys

interagissent généralement avec des abeilles solitaires (familles Apidae et Megachili-

dae), et particulièrement avec certaines espèces (e.g. Andrena flavipes, A. nigroaenea,

Colletes cunicularius ou encore Eucera longicornis). De même, les orchidées produc-

trices de nectar du genre Platanthera interagissent généralement avec des papillons de

nuit (familles Noctuidae et Sphingidae), et particulièrement avec certaines espèces (e.g.

Autographa gamma, Deilephila elpenor ou encore D. porcellus).

En revanche, les associations entre espèces d’orchidées et familles de pollinisa-

teurs ne sont pas liées à la phylogénie. Ceci suggère que les systèmes de pollinisation

sont relativement labiles chez les orchidées euro-méditerranéennes, plusieurs transi-

tions d’un groupe fonctionnel de pollinisateurs à un autre ayant eu lieu au cours de

leur histoire évolutive et ayant potentiellement joué un rôle dans leur diversification

(Inda et al., 2012). À l’inverse, nous avons détecté un signal phylogénétique significatif

dans les associations entre espèces d’orchidées et espèces de pollinisateurs, du moins

à l’échelle de l’ensemble des orchidées euro-méditerranéennes. Ceci suggère un certain

conservatisme phylogénétique dans les associations orchidées-pollinisateurs à l’échelle

de cette région. Alternativement, il est possible que le signal phylogénétique détecté

dans les associations orchidées-pollinisateurs soit dû à un conservatisme phylogéné-

tique dans le degré de spécialisation et non pas dans l’identité des pollinisateurs. C’est

d’ailleurs ce que suggèrent les tests de permutations, bien que le réseau orchidées-

pollinisateurs semble trop contraint dans sa structure primaire (i.e. distribution des

degrés et assortativité) pour que les interactions en son sein puissent être permutées

aléatoirement. En revanche, nous n’avons détecté aucun signal phylogénétique dans les

interactions orchidées-pollinisateurs au sein de la section Pseudophrys (article 3), ce qui



1. Synthèse des résultats principaux 267

n’est pas surprenant puisqu’au sein du genre Ophrys, les interactions de pollinisation

sont sources d’isolement reproducteur, ce qui implique un lien entre transitions de pol-

linisateurs et spéciation (Ayasse et al., 2011). Il est donc probable que s’il y a un signal

phylogénétique dans les associations orchidées-pollinisateurs à l’échelle de l’ensemble

des orchidées euro-méditerranéennes, le genre Ophrys fasse exception.

Nous nous attendions également à ce que des orchidées inféodées aux mêmes

milieux aient plus de chances d’interagir avec les mêmes pollinisateurs que des orchi-

dées ayant des exigences écologiques différentes voire opposées. Nous avons en effet

détecté une corrélation entre similarité de niches et distribution écologique, mais pas

au niveau des associations entre espèces d’orchidées et familles de pollinisateurs. C’est

également ce que nous avons démontré dans le groupe Anacamptis coriophora, puisque

A. coriophora, A. fragrans et A. coriophora var. martrinii, respectivement inféodés aux

prairies humides, aux pelouses sèches et aux pelouses alpines, ont plusieurs familles de

pollinisateurs en commun dans leurs cortèges. En revanche, ces derniers diffèrent de

par l’importance relative de chacune de ces familles (e.g. plus d’Apidae que de Me-

gachilidae chez A. coriophora et vice-versa chez A. fragrans), ce qui n’a pas été pris

en compte dans l’article 1 puisque nous n’avions pas de données concernant cet as-

pect de la niche, mais en fait pourtant partie intégrante. Nous avons en revanche pu

mettre en avant un lien entre similarité de niches et distribution écologique au niveau

des associations entre espèces d’orchidées et espèces de pollinisateurs, chez les orchidées

euro-méditerranéennes en général et dans le groupe A. coriophora en particulier (moins

de 15 % des espèces de pollinisateurs sont communes à A. coriophora, A. fragrans et A.

coriophora var. martrinii). De tels résultats suggèrent que les familles d’insectes sont

peu structurées écologiquement (i.e. elles ne sont généralement pas inféodées à un mi-

lieu en particulier : on trouve des Apidae en milieu ouvert comme en milieu fermé par

exemple), tandis que les espèces d’insectes sont au contraire susceptibles de varier d’un

milieu à l’autre (Bombus humilis est plutôt inféodé aux zones humides et B. sylvestris

aux forêts par exemple : Sagot & Mouquet, 2016).
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De même, nous nous attendions à ce que des orchidées ayant des distributions

spatio-temporelles similaires aient plus de chances d’interagir avec les mêmes polli-

nisateurs que des orchidées ayant des distributions disjointes. Là encore, nous avons

effectivement détecté une corrélation entre similarité de niches et distributions spatio-

temporelles, mais pas au niveau des associations entre espèces d’orchidées et familles

de pollinisateurs, probablement parce que les familles d’insectes sont peu structurées

dans l’espace et dans le temps (i.e. la plupart d’entre elles sont distribuées dans l’en-

semble de la région Euro-Méditerranéenne et en activité du début du printemps à la

fin de l’été). Nous avons en revanche pu mettre en évidence une corrélation entre si-

milarité de niches et distribution spatio-temporelle au niveau des associations espèces

d’orchidées-espèces de pollinisateurs. De plus, nous avons démontré que la distribution

spatio-temporelle des orchidées expliquait une plus grande proportion de la variance

dans leur niche que les facteurs ayant reçu plus d’attention jusqu’alors, à savoir leur

stratégie de pollinisation et leur phylogénie. Ceci pourrait suggérer que les interactions

orchidées-pollinisateurs sont plus opportunistes que décrites jusqu’à présent, le cortège

d’une orchidée étant en premier lieu fonction du pool d’espèces de pollinisateurs auquel

celle-ci a théoriquement accès, bien que d’autres facteurs (e.g. stratégie, morphologie,

facilitation, compétition, . . . etc.) entrent ensuite en jeu pour façonner sa niche. Al-

ternativement, il est possible que le lien entre similarité de niches et distribution soit

dû au fait que deux orchidées dépendant des mêmes pollinisateurs pour se reproduire

voient leurs distributions pareillement limitées par celles de ces derniers (Sargent &

Ackerly, 2008 ; Pellissier et al., 2012). Cependant, une telle hypothèse semble peu pro-

bable, puisque les insectes ont souvent une distribution plus large que celle des orchidées

qu’ils pollinisent (cf https://www.atlashymenoptera.net). C’est aussi ce que révèle

l’étude sur les Pseudophrys, puisque des espèces de Pseudophrys occidentale (e.g. O.

corsica ou O. elenonorae) et orientale (e.g. O. sicula ou O. iricolor) sont parfois pol-

linisées par un même insecte (en l’occurrence, Andrena hesperia pour O. corsica et O.

sicula et A. morio pour O. elenorae et O. iricolor) (Fig. 4.1), de même que des espèces

https://www.atlashymenoptera.net


1. Synthèse des résultats principaux 269

Figure 4.1 – Distribution d’Andrena hesperia et A. morio, d’après
l’Atlas des Abeilles Européennes (www.atlashymenoptera.net ). La dis-
tribution de ces deux espèces a été estimée à partir de respectivement
302 et 665 données collectées en région Méditerranéennes entre 1990 et

aujourd’hui.

de Pseudophrys de début et de fin de printemps (e.g. O. bilunulata et O. vasconica,

pollinisées par A. flavipes).

1.2 Les pollinisateurs ont-ils joué un rôle dans la diversifica-

tion des groupes d’espèces étudiés ?

1.2.1 Patrons de variation dans les traits floraux : le cas de l’odeur florale

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux variations dans les traits

floraux au sein de deux groupes d’espèces, le groupe Anacamptis coriophora (article 2)

et la section Pseudophrys (article 3). Nous nous sommes particulièrement intéressés à

l’odeur florale, qui est l’un des traits les plus importants pour l’attraction des pollini-

sateurs (Raguso, 2008), y compris chez les orchidées (Dormont et al., in prep). Au sein

du groupe A. coriophora, les odeurs florales sont principalement composées de dérivés

benzéniques, tandis qu’au sein de la section Pseudophrys, elles sont essentiellement

composées d’alcanes et d’alcènes. Mentionnons tout d’abord que chez les orchidées en

général, les odeurs florales peuvent varier au niveau intra-individuel, soit d’une fleur

à l’autre au sein d’une même inflorescence (e.g. Ayasse et al., 2000), soit dans temps

www.atlashymenoptera.net
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(i.e. variations journalières, e.g. Huber et al., 2005 ; variations post-pollinisation, e.g.

Schiestl & Ayasse, 2001 ; . . . etc.). Si nous n’avons pas considéré ce type de variations

au cours de cette thèse, il serait néanmoins intéressant de caractériser leur amplitude

dans le groupe A. coriophora et la section Pseudophrys, et de déterminer leur impor-

tance fonctionnelle. Dans le cas du groupe A. coriophora comme dans celui de la section

Pseudophrys, nous avons pu observer que les odeurs florales variaient d’un individu à

l’autre au sein d’une même population, non seulement quantitativement (i.e. variations

en termes de quantités relatives des composés), mais parfois qualitativement (i.e. va-

riations en termes d’absence/présence des composés). Cependant, nous avons constaté

que ces variations qualitatives concernaient principalement les composés minoritaires.

Ceci pourrait être dû au fait que les composés majoritaires (deux composés dans le

groupe A. coriophora et moins d’une dizaine dans la section Pseudophrys) jouent un

rôle central dans l’attraction des pollinisateurs (Ayasse et al., 2000 ; Salzmann et al.,

2007b) et sont probablement soumis à une sélection stabilisante, contrairement aux

composés peu abondants, qui jouent peut-être un rôle secondaire dans cette attraction

et voient donc leur évolution moins contrainte par les interactions de pollinisation.

Une telle distinction entre composés majoritaires et minoritaires n’est cependant pas

toujours pertinente, puisque les composés peu abondants jouent parfois un rôle cen-

tral dans les interactions biotiques eux aussi (McCormick et al., 2014). L’importance

fonctionnelle relative de ces deux types de composés dans nos deux modèles d’études

devrait donc être déterminée expérimentalement à l’aide de tests électrophysiologiques

et comportementaux (cf paragraphe 2.5). Nous avons également pu observer que les

odeurs florales variaient d’une population à l’autre, aussi bien au sein du groupe A.

coriophora que de la section Pseudophrys, bien que l’amplitude de ces variations dif-

fère d’une espèce à l’autre (e.g. celles-ci sont fortes chez A. coriophora mais faibles

chez A. fragrans : Fig. 4.2). Ces variations interpopulationnelles pourraient être dues

à une adaptation locale aux guildes de pollinisateurs ou à leurs préférences (Mant

et al., 2005 ; Gross et al., 2016), mais elles pourraient aussi être non adaptatives, par

exemple dues à la dérive génétique ou à l’effet des conditions climatiques ou édaphiques
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Figure 4.2 – PLS-DA des odeurs florales dans les sept populations
d’Anacamptis coriophora (Comps-sur-Artuby, Camprieu et Sournia), A.
fragrans (Blandas, le Cannet-des-Maures et Trassanel) et A. coriophora
var. martrinii (Saillagouse). L’odeur forale d’A. coriophora est plus va-

riable d’une population à l’autre que celle d’A. fragrans.

sur les émissions de COVs (Majetic et al., 2009b ; Delle-Vedove et al., 2017). Dans le

groupe A. coriophora comme dans la section Pseudophrys, nous avons enfin constaté

que l’odeur florale variait d’un taxon à l’autre, variations qui touchaient cette fois les

composés majoritaires et qui concernaient également les autres traits floraux (taille,

forme, couleur...). Ces variations interspécifiques pourraient être dues à des cortèges

de pollinisateurs différents, exerçant des pressions de sélection distinctes sur les traits

floraux des orchidées. Nous avons donc cherché à mettre en avant une telle sélection, via

deux approches alternatives, une approche par « processus » (i.e. mise en évidence de

la sélection phénotypique exercée sur les traits floraux) dans le groupe A. coriophora,

et une approche par « patrons » (i.e. mise en évidence de corrélations entre cortèges

de pollinisateurs et traits floraux, en contrôlant l’effet des relations phylogénétiques)

dans la section Pseudophrys.
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1.2.2 Evolution des traits floraux : le cas de l’odeur florale

Au sein du groupe A. coriophora, nous nous attendions à ce que les variations

interindividuelles au niveau des traits floraux se traduisent par des variations au niveau

du succès reproducteur (Sletvold et al., 2010, 2012). Autrement dit, nous nous atten-

dions à ce qu’il y ait une sélection phénotypique exercée sur les traits floraux, et à ce

que cette sélection varie entre populations (Chapurlat et al., 2015 ; Gross et al., 2016 ;

Trunschke et al., 2017), potentiellement en raison d’une différentiation dans les guildes

de pollinisateurs associées à ces populations. Au sein de la section Pseudophrys, nous

ne nous sommes pas focalisés sur les variations interindividuelles mais sur les varia-

tions interspécifiques : nous nous attendions à ce que l’odeur florale de chaque espèce

de Pseudophrys soit conditionnée par le(s) espèce(s) de pollinisateur(s) avec laquelle

(lesquelles) elle interagissait plutôt que par sa position dans la phylogénie (Cortis et al.,

2009 ; Gögler et al., 2009). Nos résultats confirment au moins en partie nos hypothèses,

puisque nous avons démontré une différence dans la sélection exercée sur l’odeur florale

entre certaines populations d’A. coriophora, A. fragrans et A. coriophora var. mar-

trinii (article 2), ainsi qu’une corrélation significative entre cortèges de pollinisateurs

et odeurs florale dans la section Pseudophrys (article 3). Nos résultats tendent ainsi à

démontrer que les pollinisateurs jouent un rôle dans l’évolution des traits floraux – et

en particulier de l’odeur florale – au sein du groupe A. coriophora comme de la section

Pseudophrys, bien que ceci demande à être confirmé expérimentalement (cf paragraphe

4). Cependant, il est probable que d’autres facteurs interviennent aussi dans l’évolu-

tion de ces traits, qu’il s’agisse d’autres agents de sélection (herbivores, pathogènes,

ressource. . . ), de contraintes phylogénétiques (e.g. inertie dans l’évolution des voies de

biosynthèse), de facteurs écophysiologiques (e.g. plasticité phénotypique) ou encore de

processus stochastiques (e.g. dérive génétique). L’importance relative de ces facteurs

dans l’évolution des traits floraux dépend probablement des traits considérés. Nous

n’avons par exemple détecté aucune sélection sur la couleur florale au sein du groupe

A. coriophora, bien que ce trait varie d’un taxon à l’autre, ce qui laisse penser que
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d’autres facteurs ont contribué à la divergence de couleur entre A. coriophora, A. fra-

grans et A. coriophora var. martrinii et/ou au maintien de cette divergence. De même,

au sein de la section Pseudophrys, nous avons démontré que les esters d’acides gras,

connus pour jouer un rôle secondaire dans l’attraction des pollinisateurs par rapport

aux alcanes et aux alcènes (Schiestl et al., 1999 ; Ayasse et al., 2003 ; Stökl et al., 2007),

étaient porteurs d’un signal phylogénétique plus fort que ces derniers.

1.2.3 Isolement reproducteur et spéciation

Le lien entre évolution des traits floraux et spéciation est parfois ténu, car une

différenciation en termes de traits floraux ne constitue pas toujours une barrière efficace

aux flux de gènes, d’autres barrières entrant souvent en jeu dans l’isolement reproduc-

teur des populations hétérospécifiques mais sympatriques (Kay & Sargent, 2009). Au

cours de cette thèse, nous nous sommes principalement focalisés sur l’évolution des

traits floraux, mais plusieurs de nos résultats suggèrent que les pollinisateurs jouent

également un rôle dans la spéciation dans le groupe A. coriophora comme dans la

section Pseudophrys.

Au sein du groupe A. coriophora, les populations hétérospécifiques mais sympa-

triques sont différenciées phénotypiquement et ne semblent pas avoir d’espèces de pol-

linisateurs en commun (à l’exception de quelques-unes très généralistes, telles qu’Apis

mellifera, qui pollinise à la fois A. coriophora et A. fragrans dans les Cévennes), ce

qui contribue probablement à leur isolement reproducteur ainsi qu’au maintien de leur

intégrité génétique et de leur différenciation phénotypique. Mais est-ce qu’un tel isole-

ment floral a été la cause première de la spéciation ? Et est-ce qu’il suffit aujourd’hui à

maintenir l’intégrité génétique des populations d’A. coriophora, A. fragrans et A. mar-

trinii sympatriques ? Notre étude ne nous permet pas de répondre à ces questions en

l’état, mais une étude de génétique des populations permettrait de mieux comprendre

la relation entre isolement floral, isolement reproducteur et spéciation au sein du groupe

A. coriophora.
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Au sein de la section Pseudophrys, nous avons démontré qu’il n’y avait pas de

conservatisme phylogénétique dans les interactions de pollinisation. Au contraire, les

événements de spéciation semblent plutôt avoir été associés à des transitions de polli-

nisateurs. Ceci ne démontre certes pas que ces dernières sont la cause première de la

spéciation (car d’autres processus pourraient expliquer un tel pattern : van der Niet

& Johnson, 2012), mais un tel lien entre événements de spéciation et transitions de

pollinisateurs est tout de même un argument en faveur de cette hypothèse, comme

suggéré dans d’autres groupes d’orchidées, tels que le genre Chiloglottis par exemple

(Peakall et al., 2010).

1.3 Quel est l’apport des traits floraux dans la taxonomie des

Ophrys ?

Au cours de cette thèse, nous avons pris le parti d’utiliser les traits floraux, dont

nous avons précédemment démontré l’importance d’un point de vue évolutif, à des fins

de révision taxonomique dans deux groupes d’espèces du genre Ophrys : le groupe de

l’Ophrys mouche (O. insectifera) (article 4) et un groupe de douze taxa au sein de la

section Pseudophrys (article 5).

Dans le cas du groupe Ophrys insectifera comme dans celui de la section Pseudo-

phrys, nous avons démontré que les données phénotypiques (morphométriques et chi-

miques) étaient plus discriminantes que les données moléculaires, du moins au niveau

des trois gènes ITS, BGP et LEAFY. De plus, dans le cas de la section Pseudophrys,

nous avons démontré que les données morphométriques étaient aussi (voire plus selon

les cas) discriminantes que les données chimiques, ce qui suggère que les événements de

spéciation se sont accompagnés de transitions dans l’odeur florale (Schiestl & Ayasse,

2002 ; Ayasse et al., 2011), mais aussi dans la taille et/ou la forme florales, dont le rôle

dans l’interaction de pollinisation a longtemps été sous-estimé (Rakosy et al., 2017).
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Le groupe de l’Ophrys mouche aurait divergé relativement tôt au cours de l’his-

toire évolutive du genre Ophrys ( 5 MYA), tandis que la section Pseudophrys aurait

divergé plus tard ( 1 MYA) (Breitkopf et al., 2014). Pourtant, il semblerait que la di-

vergence génétique ne soit pas plus importante au sein du premier qu’au sein du second

de ces deux groupes. En effet, Triponez et al. (2013) ont démontré, via des méthodes de

séquençage de gènes chloroplastiques et d’AFLP, qu’O. insectifera, O. aymoninii et O.

subinsectifera étaient peu différenciés génétiquement. De même, nous avons démontré

que plusieurs Pseudophrys n’étaient pas non plus différenciés au niveau des gènes ITS,

BGP et LEAFY. Ainsi, il semblerait que le groupe O. insectifera et la section Pseudo-

phrys se soient tous les deux diversifiés récemment, en accord avec ce qu’ont démontré

Breitkopf et al. (2014) (Fig. 4.3). Par ailleurs, les taxa du groupe de l’Ophrys mouche

interagissent avec des espèces de pollinisateurs appartenant à des groupes fonctionnels

distincts (guêpes versus abeille solitaire versus symphyte), tandis que ceux de la sec-

tion Pseudophrys interagissent majoritairement avec des espèces d’abeilles solitaires du

genre Andrena. Pourtant, là encore, nous n’avons pas trouvé que les traits floraux (du

moins ceux considérés dans ces deux études) étaient plus divergents dans le groupe O.

insectifera que dans la section Pseudophrys, ce qui suggère que la proximité phylogéné-

tique des pollinisateurs n’a que peu d’effet sur la proximité phénotypique des Ophrys.

En particulier, la divergence chimique entre O. insectifera, O. aymoninii et O. subin-

sectifera est comparable à celle observée au sein de la section Pseudophrys, avec des

variations interspécifiques concernant en premier lieu les quantités relatives d’alcanes

et d’alcènes, dont le rôle dans l’interaction de pollinisation et la spéciation n’est plus

à prouver (Schiestl et al., 1999 ; Schiestl & Ayasse, 2002 ; Xu & Schlüter, 2015). De

plus, au sein du groupe de l’Ophrys mouche, O. aymoninii diffère d’O. insectifera et

O. subinsectifera de par la production d’esters d’acides gras, de même qu’au sein de

la section Pseudophrys, les complexes O. fusca, O. iricolor, O. lutea et O. omegaifera

diffèrent les uns des autres de par la production d’octyl, nonyl et decyl esters. Ceci

suggère que les composés impliqués dans la communication chimique entre insectes

sont les mêmes d’une famille d’hyménoptère à l’autre, mais une telle hypothèse doit
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Figure 4.3 – Chronogramme du genre Ophrys, d’après Breitkopf et al.
(2014). Arbre phylogénétique construit à partir de six gènes nucléaire
et de méthodes bayésiennes et calibré à partir d’un point de calibration

secondaire (âge du genre Ophrys).

être testée, les phéromones sexuelles des guêpes et des symphytes ayant été très peu

étudiées pour l’instant (Ayasse et al., 2001).

Parce que dans le cas du groupe Ophrys insectifera comme dans celui de la sec-

tion Pseudophrys, l’analyse des seules données chimiques permet d’aboutir aux mêmes

conclusions que l’analyse combinée des données moléculaires, morphométriques et chi-

miques, l’intérêt de la démarche de taxonomie intégrative peut être questionné : pour-

quoi ne pas se contenter de comparer les odeurs florales des différentes espèces putatives

pour en déduire leur rang taxonomique, comme l’ont fait plusieurs auteurs (e.g. Stökl

et al., 2005) ? Tout d’abord, rappelons que la méthode qui a été appliquée à la section
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Pseudophrys est basée sur le fusionnement de nœuds internes au sein d’un arbre phylo-

génétique, ce dernier étant construit à partir de données moléculaires : cette méthode

n’est donc jamais basée sur l’analyse des seules données chimiques à proprement parler.

Par ailleurs, nous pensons que la démarche de taxonomie intégrative est préférable aux

démarches purement chémotaxonomiques pour les raisons suivantes : (i) certains taxa

pourraient être caractérisés par des odeurs florales similaires parce qu’ils interagissent

avec des pollinisateurs similaires (i.e. convergences évolutives), et non pas parce qu’ils

sont conspécifiques (Cortis et al., 2009), (ii) à l’inverse, certains taxa pourraient être

caractérisés par des odeurs distinctes bien qu’ils soient conspécifiques, du fait d’adapta-

tions aux préférences des pollinisateurs (Mant et al., 2005) ou de l’effet des conditions

environnementales sur le bouquet odorant (Majetic et al., 2009b), et (iii) la compa-

raison des patrons de différenciation au niveau des différents marqueurs (moléculaires,

morphométriques, chimiques ou autres) permet de mieux comprendre quels sont les

processus évolutifs à l’œuvre dans les groupes d’espèces étudiés, et où se situent ces

espèces le long du continuum de spéciation (Padial & de la Riva, 2010).

2 Développements et limites méthodologiques

2.1 Caractérisation de la niche de pollinisation des orchidées

L’article 1 a visé à mettre en lien la similarité de niches de pollinisation entre

orchidées avec plusieurs facteurs (stratégies de pollinisation, phylogénie et distribu-

tions), afin de déterminer ce qui avait pu façonner ces niches. Pour ce faire, nous avons

construit une base de données sur les interactions orchidées-pollinisateurs à partir d’une

revue bibliographique qui s’est voulue exhaustive, base de données qui sera accessible

en ligne et pourra être complétée au fil des ans (cf annexe B). Nous espérons ainsi

qu’elle permettra d’avoir une vision des interactions orchidées-pollinisateurs de plus en

plus fidèle à la réalité et d’identifier les orchidées pour lesquelles aucun pollinisateur

n’est connu et les pays dans lesquels ces interactions ont été très peu étudiées (Schatz
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et al., in prep.). Nous avons ensuite analysé cette base de données via une approche ré-

seau, approche qui n’avait encore jamais été utilisée à une échelle spatiale et temporelle

aussi large. En effet, les interactions de pollinisation qui composent ce réseau orchidées-

pollinisateurs ont été observées dans l’ensemble de la région Euro-Méditerranéenne, du

début du siècle dernier à aujourd’hui. Cette approche n’est donc pas utilisée pour faire

état de patterns ou processus relatifs à la communauté (e.g. Olesen et al., 2008 ; Pe-

tanidou et al., 2008 ; Danieli-Silva et al., 2012 ; Martín González et al., 2012), mais

pour caractériser les niches de pollinisation des espèces (e.g. Gómez et al., 2014, 2015 ;

Blanco-Pastor et al., 2015), afin d’étudier le lien entre l’histoire évolutive et la distri-

bution actuelle de ces dernières d’une part, et ces niches d’autre part. D’un point de

vue méthodologique, cette niche a été caractérisée via une décomposition de la matrice

d’incidence orchidées-pollinisateurs en valeurs singulières, méthode mise au point par

Dalla Riva et Stouffer (2015) et appliquée pour la première fois à un réseau bipartite.

Cependant, les données bibliographiques qui nous ont permis de construire cette

base de données et ce réseau orchidées-pollinisateurs puis de caractériser cette niche de

pollinisation sont potentiellement biaisées. Tout d’abord, pour certaines espèces d’or-

chidées, seule(s) une ou quelques populations ont été échantillonnées, or il se peut que

le cortège d’une espèce d’orchidée varie considérablement d’une population à l’autre

– comme démontré dans le groupe A. coriophora par exemple – et que les données

d’interactions orchidées-pollinisateurs soient plutôt fonction du site et de la date aux-

quels elles ont été collectées que de l’espèce d’orchidée en elle-même. De plus, comme

mentionné précédemment, la contribution relative de chaque pollinisateur au succès

reproducteur des orchidées (estimée à travers le nombre d’individus et l’efficacité de

ces derniers en tant qu’agent de pollinisation par exemple) n’a pas été prise en compte

lors de la caractérisation de cette niche. Ainsi, la similarité de niche entre orchidées a

pu être soit sous-estimée (par exemple si les cortèges de deux espèces aux distributions

en grande partie non-chevauchantes ont été échantillonnés dans la même région), soit

surestimée (par exemple si les cortèges de deux espèces aux distributions en grande
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partie chevauchantes ont été échantillonnées dans des régions distinctes, ou encore s’ils

diffèrent non pas qualitativement mais quantitativement). De même, la distribution des

orchidées a été caractérisée assez grossièrement (échelle du pays pour la distribution

spatiale et du mois pour la distribution temporelle). Une caractérisation plus fine des

niches de pollinisation des orchidées d’une part et de leurs distributions d’autre part

permettrait probablement d’aller plus loin dans la détermination des facteurs qui sous-

tendent l’architecture du réseau orchidées-pollinisateurs. Par ailleurs, nous n’avons pas

pu déterminer avec certitude quelles dimensions de la niche étaient affectées par la

stratégie de pollinisation, la phylogénie et la distribution des orchidées, car la structure

première du réseau orchidées-pollinisateurs est telle que les tests de permutations, qui

permettraient de découpler l’effet des variables explicatives sur le degré de spéciali-

sation (i.e. taille la niche) de l’effet de ces variables sur l’identité des pollinisateurs

(i.e. composition de la niche), ne sont pas opérationnels. L’utilisation d’une autre mé-

thode d’analyse (e.g. tests de Mantel) en complément de celle employée jusqu’à présent

pourrait permettre d’élucider ce dernier point.

2.2 Effort d’échantillonnage

Au sein du groupe A. coriophora, nous avons échantillonné sept populations, dont

trois d’A. coriophora et trois d’A. fragrans, le long d’un gradient Est-Ouest dans le Sud

de la France. Ces réplicas nous ont permis de mettre en avant des variations dans la

sélection exercée sur les traits floraux entre populations conspécifiques. De plus, nous

avons systématiquement échantillonné une population d’A. coriophora et une popu-

lation d’A. fragrans dans une même région, ce qui nous a permis de découpler les

effets potentiels de la taxonomie et de la géographie. En revanche, le fait que nous

n’ayons échantillonné qu’une population d’A. coriophora var. martrinii est probléma-

tique, car la significativité des variations interspécifiques doit être estimée au regard

de l’amplitude des variations intra-spécifiques. Une autre population d’A. coriophora

var. martrinii aurait dû être échantillonnée dans les Pyrénées-Orientales au printemps
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dernier, mais celle-ci a été décimée par un orage de grêle. Par ailleurs, nous n’avons

pu collecter que très peu de pollinisateurs dans plusieurs sites (en particulier à Combs-

sur-Artuby et à Sournia, où se situent deux populations d’A. coriophora). Il semblerait

donc que l’effort d’échantillonnage (trois jours de collecte par population), qui est assez

« classique » pour ce type d’études (e.g. Sun et al., 2014 ; Gross et al., 2016), soit insuffi-

sant pour les espèces du groupe A. coriophora. Enfin, il aurait été intéressant d’étendre

l’échantillonnage à A. sancta (Méditerranée orientale) et à A. coriophora carpetana

(péninsule ibérique) afin de mieux comprendre l’évolution du groupe A. coriophora,

qui est le seul groupe d’orchidées nectarifères au sein du genre Anacamptis. D’autres

populations pourraient être échantillonnées l’an prochain, et l’effort d’échantillonnage

nécessaire à la bonne caractérisation des communautés de pollinisateurs pourrait être

estimé à l’aide de courbes d’accumulation (e.g. Rivera-Hutinel et al., 2012).

Au sein de la section Pseudophrys, nous avons échantillonné une vingtaine de

taxa, soit quatre fois plus que Breitkopf et al. (2014), qui se sont plutôt focalisés sur la

section Euophrys. Si la plupart de ces taxa ont été échantillonnés en France, nous avons

également collecté des feuilles d’Ophrys en Méditerranée orientale (Grèce) et méridio-

nale (Espagne et Algérie), tandis que Schlüter et al. (2007a) n’ont échantillonné que

deux espèces en Espagne (Ophrys atlantica et O. bilunulata) contre quinze en Grèce.

Malgré cet effort d’échantillonnage relativement important, nous n’avons pu échan-

tillonner que 19 espèces sur les 67 qui sont décrites à l’heure actuelle. Ceci est dû au

fait que ces « espèces » ont souvent des distributions extrêmement restreintes et ne

sont parfois connues que de quelques stations : un échantillonnage exhaustif de la sec-

tion Pseudophrys aurait donc nécessité de passer la Méditerranée au peigne fin. . . De

manière plus réaliste, notre étude pourrait motiver la mise en place de collaborations

transméditerranéennes autour de la caractérisation génétique et phénotypique de l’en-

semble des espèces de Pseudophrys décrites à l’heure actuelle.
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2.3 Pertinence et méthodes d’analyse des marqueurs molécu-

laires

Au cours de cette thèse, nous avons séquencé trois gènes nucléaires, dont le gène

LEAFY (Fig. 4.4). Schlüter et al. (2007a), qui ont été les premiers à amplifier et

séquencer ce gène dans le genre Ophrys, ont mis au point un protocole assez délicat,

basé sur les étapes suivantes :

— amplification du gène à l’aide d’une hotstart PCR à partir d’amorces situées

dans les exons 1 et 2

— séparation des produits PCR par électrophorèse sur gel d’agarose, excision du

produit cible et purification

— amplification du gène en plusieurs fragments à l’aide de nested PCR à partir

d’amorces internes (dix amorces forward et onze amorces reverse)

— digestion enzymatique des amorces résiduelles

— séquençage par arpentage chromosomique

Nous avons quant à nous sélectionné trois couples d’amorces permettant l’ampli-

fication et le séquençage indépendants de trois fragments chevauchants faisant chacun

835 à 1045 paires de bases (Fig. 4.4), que nous avons ensuite superposés manuellement

dans un logiciel d’édition de séquences. Ce protocole, beaucoup moins lourd que celui

mis au point par Schlüter et al. (2007a), s’est avéré opérationnel pour la majorité des

individus.

Bien que ce gène soit actuellement considéré comme l’un des marqueurs les plus

résolutifs dans le genre Ophrys (Schlüter et al., 2007a ; Breitkopf et al., 2014), son

utilisation (seule ou combinée à celle des gènes ITS et BGP) ne nous a pas permis de

résoudre les relations phylogénétiques au sein de certains clades de Pseudophrys (article

3), ni de différencier certaines espèces de Pseudophrys les unes des autres (article 5).

Ceci pourrait être dû au fait que contrairement à Breitkopf et al. (2014), qui se sont

intéressés aux relations phylogénétiques entre taxa dont le rang d’espèce ne faisait

aucun doute, nous nous sommes focalisés sur des taxa parfois extrêmement proches les
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Figure 4.4 – Schéma du gène LEAFY. Les fragments a, b et c corres-
pondent aux trois fragments amplifiés et séquencés séparément, avec un

couple d’amorces pour chacun d’entre eux.

uns des autres (i.e. spéciation en cours). Il se peut que d’autres gènes, ou d’autres types

de marqueurs (e.g.microsatellites ou SNP*), soient plus adaptés à ces cas de spéciations

en cours. Cependant, peu d’autres marqueurs – ou du moins peu de marqueurs a

priori plus résolutifs – sont disponibles dans le genre Ophrys. En effet, plusieurs gènes

nucléaires ou chloroplastiques (e.g. espaceurs intergéniques trnH-psbA et trnD-trnT)

et microsatellites (Pellegrino et al., 2001 ; Soliva & Widmer, 2003 ; cf annexe A) ont

été développés et appliqués à différents groupes d’espèces, mais leur pouvoir résolutif

s’est souvent avéré limité (Mant et al., 2005 ; Triponez et al., 2013), y compris à une

échelle taxonomique supérieure à celle à laquelle nous nous sommes situés (Soliva et al.,

2001 ; Devey et al., 2008). Dans ce contexte, le développement de nouveaux marqueurs

paraît indispensable afin de résoudre les relations de parenté dans le genre Ophrys, et

notamment dans la section Pseudophrys. De plus, il a été démontré que la performance

des méthodes statistiques de délimitation des espèces était généralement limitée en deçà

de cinq gènes (Fujita et al., 2012), le développement de nouveaux marqueurs étant donc

nécessaire non seulement dans un objectif de résolution des relations phylogénétiques

entre espèces d’Ophrys, mais aussi dans une optique de révision taxonomique.

Par ailleurs, au vu de l’arbre phylogénétique de la section Pseudophrys, il est

probable que certaines espèces (e.g. O. funerea et O. zonata) s’hybrident de temps à

autre, ce qui pourrait perturber l’inférence de leur histoire évolutive à partir de leurs
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génotypes (Solis-Lemus et al., 2016). Les méthodes de phylogénie et de délimitation des

espèces utilisées au cours de cette thèse ne sont pas adaptées à des groupes d’espèces

dans lesquels il peut y avoir des flux de gènes interspécifiques, et d’autres méthodes

(e.g. de phylogéographie ou de génétique des populations) pourraient être employées

pour mieux comprendre quelles sont les relations liant les espèces les unes aux autres

au sein de ces groupes. À titre d’exemple, Schlüter et al. (2007b), à l’aide de marqueurs

AFLP* et d’analyses de génétique des populations, ont pu démontrer que la plupart

des taxa du groupe O. omegaifera en Crète et en Espagne sont isolés reproductivement,

tandis qu’O. sitiaca est probablement un hybride entre O. fusca s.l. et O. omegaifera.

2.4 Pertinence et méthodes d’analyse des données morpho-

métriques

Les révisions taxonomiques que nous avons conduites dans la section Pseudo-

phrys ont été en partie basées sur des caractères liés à la taille et à la forme florales. En

particulier, nous avons mesuré les dimensions (longueur et largeur) des pièces florales

(sépales, pétales latéraux, labelle et gynostème) chez une à plusieurs dizaine(s) d’indi-

vidus par population, à l’instar d’autres auteurs qui se sont intéressés à la taxonomie

du genre Ophrys (e.g. Bernardos et al., 2005 ; Triponez et al., 2013 ; Véla et al., 2015).

Ces données morphométriques, relativement rapides et peu coûteuses à collecter et à

analyser, se sont avérées informatives. Ceci permet d’envisager un partenariat avec

les acteurs de la conservation et les naturalistes amateurs, afin de collecter de grandes

quantités de données sur d’autres groupes d’Ophrys dont la taxonomie est controversée

(e.g. les groupes d’O. scolopax, d’O. tenthredinifera, . . . etc.).

Il est intéressant de constater que les dimensions du labelle – plus important

pour les interactions de pollinisation que les autres pièces florales (Triponez et al.,

2013 ; Rakozy et al., 2017) – ne sont pas plus informatives que celles des sépales ou des

pétales latéraux. Dans certains cas, les dimensions des pièces florales sont corrélées entre
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elles (i.e. allométrie*) : par exemple, Ophrys lupercalis et O. vasconica ont des sépales,

des pétales latéraux et un labelle plus grands que les autres taxa. Dans d’autres cas,

ces deux types de caractères (i.e. fortement versus faiblement sélectionnées) semblent

complémentaires pour différencier les espèces : par exemple, O. funerea, O. sulcata et

O. zonata se distinguent d’O. corsica et O. lutea par les dimensions de leurs sépales

et de leurs pétales latéraux, mais elles se distinguent d’O. bilunulata, O. marmorata et

O. peraiolae par les dimensions de leur labelle.

D’autres méthodes que celle purement biométrique employée au cours de cette

thèse, telles que les méthodes de morphométrie géométrique en deux ou trois dimen-

sions, ont été développées pour caractériser la taille et la forme florales (van der Niet

et al., 2010). De telles méthodes ont été utilisées chez les orchidées, notamment afin

de comprendre les processus évolutifs régissant l’évolution de la taille et de la forme

du labelle (e.g. importance relative de la sélection exercée par les pollinisateurs et des

contraintes développementales dans cette évolution) (Shipunov et al., 2004 ; Benitez-

Vieyra et al., 2009 ; Gaskett, 2012). Ces méthodes de morphométrie géométrique pour-

raient également être utilisées à des fins de révision taxonomiques, y compris dans

le genre Ophrys, car elles permettent de caractériser la taille et la forme florales de

manière extrêmement fine.

2.5 Techniques d’extraction et d’analyse des odeurs florales

Dans le groupe Anacamptis coriophora (article 2) comme dans le groupe Ophrys

insectifera (article 4) et la section Pseudophrys (articles 3 et 5), nous avons extrait

et analysé les odeurs florales, à l’aide de deux techniques différentes. Dans le groupe

A. coriophora, nous avons utilisé une technique « headspeace » dynamique, visant à

extraire les volatiles émis dans l’air et potentiellement détectés par les pollinisateurs.

Cette technique est fréquemment utilisée pour extraire les odeurs florales des orchidées

(e.g. Sun et al., 2014 ; Gross et al., 2016). Elle n’est cependant pas adaptée aux espèces

du genre Ophrys, qui produisent des composés peu volatiles similaires aux phéromones
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des insectes qui s’accumulent à la surface du labelle (Borg-Karlson, 1990). La majorité

des auteurs ayant cherché à analyser les odeurs florales des Ophrys les ont extraites

dans un solvant, en immergeant un labelle pendant plusieurs minutes à plusieurs heures

dans du pentane ou de l’hexane (e.g. Schiestl et al., 1999 ; Ayasse et al., 2003). Cette

technique est avantageuse car elle est rapide, peu coûteuse et permet une quantification

précise de chaque composé via l’addition d’un standard interne, mais elle est destruc-

tive et comporte un risque d’extraction de composés liés à la blessure (et non pas à

l’attraction des pollinisateurs). Nous avons quant à nous mis au point une méthode non

destructive, en adaptant une technique d’extraction des hydrocarbones cuticulaires des

insectes à notre modèle d’étude : la SPME de contact (Bland et al., 2001). La SPME

(ou Solid Phase Micro Extraction), qui consiste à extraire les volatiles émis dans l’air

à l’aide d’une fibre enrobée d’une phase adsorbante, est une technique « headspace »

statique fréquemment utilisée pour extraire les odeurs florales des orchidées (e.g. Dor-

mont et al., 2010 ; Delle-Vedove et al., 2011 ; Dormont et al., 2014), mais elle n’est pas

adaptée aux composés produits par les Ophrys, à l’instar des techniques « headspace

» dynamiques mentionnées précédemment. Il est en revanche possible d’extraire ces

composés (hydrocarbones) en les mettant en contact avec la phase adsorbante de la

fibre SPME, par frottement.

Nous avons ensuite analysé ces odeurs florales par GC-MS et GC-FID. La GC-

MS vise à identifier les composés présents dans ces odeurs florales, et la GC-FID à

les quantifier. Dans le cas du groupe A. coriophora, nous avons combiné ces deux

techniques, car nous voulions d’une part identifier les composés dominants, et d’autre

part les quantifier afin d’estimer la sélection exercée sur leurs quantités absolues et

relatives. Dans le cas du groupe O. insectifera et de la section Pseudophrys, en revanche,

nous nous sommes contentés d’identifier ces composés et d’exprimer leurs quantités

les unes relativement aux autres (d’où l’emploi de la technique d’extraction détaillée

précédemment, plutôt adaptée à des études qualitatives ou semi-quantitatives), car au

sein du genre Ophrys, ce sont les quantités relatives (i.e. ratio) des alcanes et alcènes
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« actifs » qui jouent un rôle central dans l’interaction de pollinisation, et non pas leurs

quantités absolues (Schiestl et al., 1999).

Dans le groupe A. coriophora comme dans la section Pseudophrys, nous n’avons

pas fait la distinction entre COVs actifs et non actifs, ce qui aurait nécessité de faire

des tests électrophysiologiques et comportementaux pour chacun des couples orchidée-

pollinisateur. Dans le groupe A. coriophora, nous nous sommes intéressés à la sélection

exercée par les pollinisateurs sur l’odeur florale : il aurait donc été judicieux de se

focaliser sur les COVs qu’ils détectent, de même que nous nous sommes focalisés sur les

longueurs d’ondes qu’ils sont capables de percevoir lorsque nous nous sommes intéressés

à la couleur florale. Nous avons cependant de bonnes raisons de croire que les COVs

majoritaires, sur lesquels nous nous sommes focalisés, font partie des COVs actifs. En

effet, il a été démontré que ceux-ci étaient détectés par les abeilles et les bourdons

(Dötterl et al., 2005 ; Andrews et al., 2007 ; Salzmann et al., 2007b), et que l’un d’entre

eux (la p-anisaldehyde) pouvait être sélectionné par certains groupes fonctionnels de

pollinisateurs (Gervasi & Schiestl, 2017). De même, dans la section Pseudophrys, nous

nous sommes intéressés au rôle de la sélection exercée par les pollinisateurs et des

relations phylogénétiques dans l’évolution de l’odeur florale, mais ce rôle est susceptible

de varier selon l’importance fonctionnelle des COVs dans l’attraction des pollinisateurs :

on s’attend notamment à ce que les COVs actifs voient leur évolution principalement

conditionnée par la sélection exercée par les pollinisateurs et à ce que les COVs non-

actifs soient porteurs d’un signal phylogénétique plus important (Mant et al., 2005).

Considérer ces deux types de COVs séparément pourrait donc permettre de mieux

appréhender le lien entre cortèges de pollinisateurs et odeurs florales dans le genre

Ophrys.
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3 Implications en termes de conservation

3.1 Protéger les pollinisateurs pour protéger les orchidées

Les espèces d’orchidées euro-méditerranéennes sont souvent endémiques et carac-

térisées par de faibles densités de populations, en particulier au sein du genre Ophrys :

elles sont donc particulièrement vulnérables à la dégradation et à la fragmentation des

milieux auxquels elles sont inféodées (Vogt-Schilb et al., 2015), mais aussi au déclin des

pollinisateurs. Memmott et al. (2004) se sont intéressés à la conservation des réseaux

de pollinisation et ont suggéré que les efforts de conservation devraient être priori-

tairement dirigés vers les pollinisateurs les plus généralistes, dont l’extinction aurait

le plus de conséquences. Cependant, dans notre cas, les pollinisateurs les plus géné-

ralistes, tels qu’Apis mellifera, interagissent souvent avec des orchidées elles-mêmes

généralistes, leur extinction pouvant donc être compensée par l’activité d’autres polli-

nisateurs (i.e. redondance fonctionnelle). À l’inverse, certaines espèces de pollinisateurs

sont moins généralistes mais assurent la reproduction de plusieurs espèces d’orchidées

hyper-spécialistes, tels qu’Andrena flavipes ou A. nigroaenea : selon nous, ce sont donc

ces dernières qui devraient être protégées en priorité afin d’assurer le maintien des

espèces d’orchidées les plus vulnérables en région Euro-Méditerranéenne.

3.2 Révisions taxonomiques et conservation

Les révisions taxonomiques que nous avons conduites au sein du genre Ophrys ont

des implications en termes de conservation. Dans le groupe de l’Ophrys mouche, nous

avons promu au rang d’espèce O. aymoninii et O. subinsectifera, auparavant consi-

dérées comme des sous-espèces d’O. insectifera selon WCSP (2016) et respectivement

endémiques des Grands Causses et des Pyrénées (Bournérias & Prat, 2005 ; Delforge,

2006 ; Geniez et al., 2014). La première est actuellement considérée comme vulnérable
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et protégée en France (IUCN et al., 2010), tandis que la seconde, dont l’aire de distribu-

tion est plutôt centrée sur l’Espagne, n’a pas été évaluée pour son état de conservation

et ne bénéficie d’aucun statut de protection. Nous espérons que notre étude motivera

une telle évaluation, et, si besoin, la mise en place de mesures de conservation adap-

tées. Dans la section Pseudophrys, au contraire, nous avons remis en cause le rang

d’espèce d’O. zonata (fusionné avec O. funerea) d’une part, et d’O. marmorata (fu-

sionné avec O. bilunulata) d’autre part, pourtant considérées comme des espèces par

Delforge (2006). O. funerea et O. zonata sont endémiques de Corse et de Sardaigne et

sont parfois sympatriques, tandis qu’O. bilunulata et O. marmorata se trouvent sur le

continent et en Corse, respectivement (Bournérias & Prat, 2005). Inversement, nous

avons promu au rang d’espèce O. peraiolae, souvent considéré comme une variété ou

une sous-espèce d’O. marmorata (Delforge, 2006). O. bilunulata, O. funerea, O. mar-

morata, O. peraiolae et O. zonata font partie des espèces listées dans la catégorie «

Données insuffisantes » à l’échelle nationale (IUCN et al., 2010), tandis qu’à l’échelle

de la Corse, O. funerea, O. peraiolae et O. zonata sont fusionnés et considérés comme

quasi menacés et O. marmorata comme vulnérable (Delage & Hugot, 2015). Selon nos

résultats, l’état de conservation d’O. funerea et O. zonata d’une part et celui de O.

peraiolae d’autre part devraient être évalués séparément. L’espèce O. peraiolae sera

probablement assignée aux catégories en danger voire en danger critique d’extinction,

étant donné son aire de distribution extrêmement limitée (quelques kilomètres carrés

autour de l’anse de Peraiola, au Nord de la Corse) et sa très faible densité de popu-

lation (quelques dizaines d’individus seulement). Il faut par ailleurs mentionner qu’O.

funerea et O. peraiolae ne sont séparées que par quelques kilomètres au niveau de l’anse

de Peraiola : il serait donc intéressant d’estimer dans quelles mesures ces deux espèces

s’introgressent mutuellement, l’hybridation pouvant représenter une menace pour leur

devenir ou au contraire être source d’innovation évolutive. Par ailleurs, bien que nous

ayons démontré qu’O. marmorata n’était pas distincte d’O. bilunulata, aussi bien sur le

plan génotypique que phénotypique, son état de conservation et son isolement géogra-

phique par rapport aux populations continentales d’O. bilunulata justifieraient, selon
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nous, la mise en place de mesures de conservation adaptées, telle qu’une protection

régionale en Corse.

Bien que nous ayons limité nos révisions taxonomiques aux groupes d’espèces du

genre Ophrys, les données que nous avons collectées au sein du groupe A. coriophora

peuvent permettre de tirer des conclusions préliminaires quant à la taxonomie de ce

dernier, elle aussi controversée (Perille et al., 2003). Anacamptis coriophora, A. fragrans

et A. coriophora var. martrinii sont trois écotypes distincts, leur divergence excédant

largement celle des populations conspécifiques, que ce soit chez A. coriophora ou chez

A. fragrans. Nous aurions ainsi tendance à confirmer le rang taxonomique des espèces

A. coriophora et A. fragrans, ainsi que leurs états de conservation respectifs (vulnérable

et quasi-menacée, respectivement), d’autant plus que leur différenciation génétique a

été démontrée, bien qu’au niveau d’un locus seulement (Bateman et al., 2003). Parce

que nous n’avons échantillonné qu’une population d’A. coriophora var. martrinii, nous

ne pouvons conclure quant à son rang taxonomique, bien qu’il semble distinct – à

la fois écologiquement et phénotypiquement – d’A. coriophora. L’échantillonnage et

le génotypage d’au moins une autre population d’A. coriophora var. martrinii nous

permettrait d’élucider ce dernier point, important car si ces deux taxa correspondent

à deux espèces à part entière, alors leurs états de conservation respectifs devront être

estimés séparément.

4 Conclusion et perspectives

En conclusion, nous avons montré au cours de cette thèse que la niche de pollini-

sation des orchidées euro-méditerranéennes était certes conditionnée par leur stratégie

de pollinisation, mais aussi par d’autres types de facteurs, et notamment par leur dis-

tribution spatiale et temporelle. Nous nous sommes ensuite intéressés au rôle de cette

niche dans l’évolution des traits floraux et la spéciation dans un groupe d’orchidées

nectarifères et un groupe d’orchidées tricheuses. Dans le groupe A. coriophora, nous
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avons mis en avant une sélection exercée sur le floral display et l’odeur florale, sélection

variable d’une population à l’autre, mais aussi d’un taxon à l’autre, peut-être du fait

d’une différentiation en termes de guildes de pollinisateurs. Dans la section Pseudo-

phrys, nous avons montré que l’odeur florale était à la fois corrélée aux interactions

de pollinisation et à la phylogénie, l’importance relative de ces deux facteurs étant

variable selon les types de composés considérés. Enfin, nous avons proposé des révi-

sions taxonomiques dans deux groupes d’Ophrys controversés en combinant données

moléculaires, morphométriques et chimiques. Dans le groupe de l’Ophrys mouche, nous

avons confirmé le rang taxonomique des trois espèces O. insectifera, O. aymoninii et

O. subinsectifera, tandis que dans la section Pseudophrys, nous avons remis en cause

ceux d’O. funerea et O. zonata d’une part (fusionnées sous le nom d’O. funerea), et

d’O. bilunulata et O. marmorata d’autre part (fusionnées sous le nom d’O. bilunulata).

Plusieurs pistes de recherche peuvent être envisagées à la suite de cette thèse.

Tout d’abord, l’étude du réseau orchidées-pollinisateurs a mis en exergue l’impor-

tance de la distribution spatio-temporelle des orchidées dans le façonnement de leur

niche de pollinisation : il serait donc intéressant d’étudier dans quelle mesure cette

niche varie dans l’espace et dans le temps, pour une ou quelques espèces d’orchidées

donnée(s).

Dans le groupe A. coriophora, nous avons quantifié la sélection exercée sur les

traits floraux, mais nous n’avons pas formellement démontré le rôle des pollinisateurs

en tant qu’agents de sélection. Ceci pourrait être fait en pollinisant manuellement plu-

sieurs dizaines d’individus, puis en soustrayant les gradients de sélection estimés sur ces

derniers à ceux estimés sur des individus pollinisés « naturellement ». En employant

cette méthode, Sletvold et al. (2010) ont par exemple pu découpler les effets respec-

tifs des pollinisateurs et des autres agents de sélection potentiels, et démontrer que

les pollinisateurs contribuaient très largement à la sélection nette exercée sur les traits

floraux chez Dactylorhiza lapponica. Par ailleurs, des approches expérimentales de ma-

nipulation des traits floraux permettraient de confirmer l’importance fonctionnelle de
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ces derniers dans l’attraction des pollinisateurs. Par exemple, nous pourrions manipuler

l’odeur florale, en régulant l’expression des gènes impliqués dans les voies de biosyn-

thèse des COVs (e.g. Kessler et al., 2008), ou à l’aide de composés synthétiques mixés

au bouquet odorant naturellement émis par l’orchidée (e.g. Juillet et al., 2011), afin de

savoir si l’augmentation (ou la diminution) de la quantité de p-anisaldehyde (composé

sélectionné positivement chez A. fragrans) dans le bouquet odorant de l’orchidée se

traduirait par une augmentation (ou une diminution) de son succès reproducteur par

exemple. L’étape suivante consisterait à confirmer que les phénotypes distincts d’A.

coriophora, A. fragans et A. coriophora var. martrinii sont des adaptations locales aux

communautés de pollinisateurs de prairies humides, de pelouses sèches et de pelouses

alpines, en démontrant qu’une translocation a un coût en terme de succès reproduc-

teur pour l’écotype qui est confronté à un milieu autre que celui dans lequel il a évolué

(Boberg et al., 2013 ; Sun et al., 2014).

Dans la section Pseudophrys, nous nous sommes intéressés au rôle des pollinisa-

teurs dans la diversification taxonomique et florale, mais notre étude nécessite d’être

approfondie pour pouvoir réellement conclure quant au rôle des transitions de pollinisa-

teurs dans la spéciation et l’évolution des traits floraux. En effet, nous ne pouvons pas

savoir si chaque événement de spéciation a été associé à une transition de pollinisateurs,

puisque sur l’arbre phylogénétique des Pseudophrys tel que nous l’avons reconstruit ne

sont représentés qu’une petite partie des événements de spéciation ayant eu lieu dans

cette section. Comme mentionné précédemment, un échantillonnage taxonomique plus

large permettrait de savoir si chaque événement de spéciation a été associé à une tran-

sition de pollinisateurs, et si des transitions vers certains types de pollinisateurs (e.g.

certains clades du genre Andrena) se sont accompagnées d’une augmentation du taux

de diversification net, comme démontré à l’échelle du genre (Breitkopf et al., 2014). Il

serait également intéressant d’étudier l’évolution d’autres traits le long de la phylogé-

nie, tels que la taille, la forme et la couleur florales, qui peuvent elles aussi jouer un rôle
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dans l’interaction de pollinisation (Spaethe et al., 2007 ; Stejskal et al., 2015 ; Rakosy

et al., 2017).

Enfin, la démarche de taxonomie intégrative que nous avons mise au point au

cours de cette thèse pourrait être améliorée, en intégrant de nouveaux marqueurs (cf

paragraphe 2.3) et de nouveaux traits phénotypiques (floraux mais aussi végétatifs)

et en faisant la distinction entre traits phénotypiques sélectionnés et non-sélectionné

(cf paragraphe 2.4 et 2.5). Cette démarche pourrait ensuite être appliquée à d’autres

groupes d’espèces, au sein du genre Ophrys mais aussi d’autres genres d’orchidées euro-

méditerranéennes controversés, tels que le genre Dactylorhiza (Pillon et al., 2006).
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Lexique

Notions de botanique. . .

Calice : Ensemble des sépales.

Corolle : Ensemble des pétales.

Dichogamie : Chez les fleurs hermaphrodites, séparation temporelle des phases

mâle et femelle, visant à empêcher l’autofécondation.

Floral display : Terme généralement employé pour désigner l’ensemble des

variables liées au nombre et la taille des inflorescences et des fleurs.

Herkogamie : Chez les fleurs hermaphrodites, séparation spatiale des organes

reproducteurs mâle et femelle, visant à empêcher l’autofécondation.

Intégration florale : Forme d’intégration phénotypique (i.e. corrélation entre

caractères fonctionnels liés les uns aux autres) concernant les caractères flo-

raux.

Périanthe : Ensemble du calice et de la corolle.

Spermaphytes : Plantes à graines (ensemble des Gymnospermes et des An-

giospermes).

Zygomorphie : Symétrie florale axiale (par opposition à actinomorphie, i.e.

symétrie florale centrale).

Notions d’écologie. . .

Allopatriques : Se dit de deux populations ou espèces ayant des distributions

spatiales non chevauchantes.
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Connectance : Dans un réseau d’interactions, valeur correspondant au nombre

de liens observés sur le nombre de liens théoriquement observables (e.g. dans

un réseau de pollinisation, nombre de liens entre les i espèces de plantes et les

j espèces de pollinisateurs / nombre d’espèces de plantes i * nombre d’espèces

de pollinisateurs j).

Degré : Dans un réseau d’interactions, valeur correspondant au nombre de

nœuds (e.g. d’espèces) auxquels un nœud (une espèce) est connecté(e). Les

espèces caractérisées par un faible degré sont spécialistes et celles caractérisées

par un fort degré sont généralistes.

Ecotypes : Populations conspécifiques mais génétiquement différenciées suite

à un processus d’adaptation locale.

Principe d’exclusion compétitive : Principe stipulant que deux populations

(ou espèces) ne peuvent coexister si elles ont la même niche écologique, la plus

compétitive des deux prenant le dessus sur l’autre.

Résilience : En écologie, capacité d’une population, d’une communauté ou

d’un écosystème à retourner à son état initial après une perturbation.

Sympatriques : Se dit de deux populations ou espèces ayant des distributions

spatiales chevauchantes.

Notions de biologie évolutive. . .

Adaptation locale : Changements dans le génotype (i.e. fréquences alléliques)

et le phénotype des individus dus aux pressions de sélection exercées par

l’environnement au niveau local.

Allométrie : Terme faisant initialement référence à la relation mathématique

entre la taille de plusieurs organes, ou entre la taille d’un organe et la taille

du corps dans son ensemble. Ce terme a par la suite été élargi pour faire

référence à toute relation mathématique entre deux caractères, qu’ils soient

morphologiques, physiologiques, écologiques ou autres.



1. Lexique 331

Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP) : Polymorphisme

de longueur des fragments amplifiés. Ce polymorphisme peut être mis en évi-

dence via une première étape de digestion de l’ADN à l’aide d’enzymes de

restriction, une deuxième étape d’amplification (PCR) des fragments obtenus

à l’aide d’amorces sélectives, et une troisième étape de séparation des pro-

duits PCR obtenus à l’aide d’une électrophorèse. Ces marqueurs peuvent être

utilisés en phylogénie comme en génétique des populations.

Apprentissage associatif : Processus d’apprentissage par lequel un animal

développe une réponse comportementale donnée face à un stimulus donné.

Dans cette thèse, l’apprentissage associatif désigne le processus par lequel les

pollinisateurs apprennent à associer les valeurs de caractères floraux (couleur,

odeur. . . ) avec la présence ou l’absence d’une récompense.

Coévolution diffuse : Modification conjointe de la trajectoire évolutive de

plusieurs espèces en interaction due à l’influence qu’elles ont les unes sur les

autres.

Co-spéciation : Processus par lequel les événements de spéciation chez l’un des

deux types de partenaires d’une interaction biotique (qu’elle soit mutualiste

ou antagoniste) entraînent des évènements de spéciation chez l’autre type de

partenaires.

Déplacement de caractères : Processus entraînant la différenciation phéno-

typique de deux espèces quand ces dernières coexistent.

Exaptation : Caractère dont la fonction actuelle ne reflète pas celle pour la-

quelle il a été sélectionné initialement (par opposition à adaptation, i.e. ca-

ractère dont la fonction actuelle reflète celle pour laquelle il a été sélectionné

initialement). Peut aussi désigner un processus, au même titre que l’adapta-

tion.

Inflation taxonomique : Élévation de sous-espèces (ou autres : variétés, etc.)
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au rang d’espèce, liée à un changement dans la définition du concept d’espèce

et non pas à la découverte de nouveaux taxa.

Introgression : Flux de gènes entre espèces ou sous-espèces, résultant de l’hy-

bridation des individus appartenant à ces dernières.

Isolement floral : Forme d’isolement reproducteur basée sur une différencia-

tion des caractères floraux causant une ségrégation des niches de pollinisation

entre deux espèces végétales.

Pléiotropie : Quand un gène (ou un allèle) affecte plusieurs caractères phéno-

typiques (e.g. couleur et odeur) à la fois.

Préadaptation : État d’un caractère avant que n’ait eu lieu le processus d’exap-

tation.

Renforcement : Processus favorisant l’isolement reproducteur quand, lors d’un

contact secondaire, deux espèces s’hybrident mais que leurs hybrides sont

contre-sélectionnés.

Rétrocroisement : Croisement entre un individu hybride et un individu ap-

partenant à l’une des deux espèces parentales.

Signaux honnêtes : Dans le cadre de la communication entre un émetteur et

un récepteur, signaux en adéquation avec l’information qu’ils véhiculent.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) : Polymorphisme d’une seule paire

de bases, pouvant être utilisé comme marqueur en génétique des populations

et autres disciplines s’intéressant aux variations génétiques intraspécifiques.

Valeur sélective : Notion décrivant la capacité d’un individu à disperser ses

gènes, souvent estimée à travers son nombre de descendants qui survivent

jusqu’à être en âge de se reproduire.
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Annexe A

Rôle des barrières pré- et post-pollinisation dans le

maintien de l’isolement reproducteur de deux

espèces de Serapias en Corse

Joffard N., Le Roncé I., Arnal V., Renoult J., Buatois B., Mont-

gelard C. & Schatz B.

Contexte et objectif

La question de l’hybridation dans le règne végétal est centrale, non seulement

parce que l’hybridation peut contribuer à façonner l’histoire évolutive des espèces (i.e.

évolution réticulée), mais aussi parce que l’hybridation introgressive a des conséquences

en termes de conservation, soit en accroissant le potentiel évolutif des espèces, soit au

contraire en menaçant leur devenir (Mallet, 2005).

En région Méditerranéenne, de nombreuses espèces d’orchidées ont des distribu-

tions spatiales et temporelles chevauchantes (Vereecken et al., 2010). Chez certaines

paires d’espèces, l’hybridation introgressive est fréquente (Luca et al., 2012), tandis

que chez d’autres, des barrières pré- ou post-pollinisation permettent de maintenir

leur isolement reproducteur et leur intégrité génétique (Cozzolino & Scopece, 2008).

L’importance relative de ces deux types de barrières (pré- versus post-pollinisation)

varie d’une stratégie de pollinisation à l’autre (Scopece et al., 2007). Chez les orchidées
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utilisant une stratégie de leurre alimentaire, ce sont principalement des barrières post-

pollinisation qui interviennent dans l’isolement reproducteur. Ces barrières peuvent se

situer en amont ou en aval de la fusion des gamètes : elles peuvent prendre la forme

d’une incompatibilité entre les organes reproducteurs mâles et femelles (Pellegrino et

al., 2010), d’une réduction significative dans la viabilité ou la capacité de germination

des graines (Jacquemyn et al., 2012), ou encore d’une stérilité (ou du moins d’une

réduction de la fertilité) des hybrides, due à une réduction de l’attraction des pollini-

sateurs (Cozzolino et al., 2006) ou, plus fréquemment, à une différence de caryotypes

entre espèces parentales (Cozzolino et al., 2004). À l’inverse, chez les orchidées utilisant

une stratégie de leurre sexuel, ce sont principalement des barrière pré-pollinisation qui

interviennent dans l’isolement reproducteur, les espèces d’Ophrys ayant chacune une ou

quelques espèces de pollinisateurs leur étant associées et faisant obstacle à l’hybridation

(Xu et al., 2011 ; Breitkopf et al., 2013).

Le genre Serapias, endémique du bassin méditerranéen, est caractérisé par une

stratégie de pollinisation particulière : le mimétisme d’un abri (Dafni et al., 1981). En

effet, chez les Serapias, la base des pièces florales est soudée en un tube, dans lequel

des insectes se réfugient la nuit ou en cas de mauvais temps, confondant ce tube avec

un abri. L’espèce S. lingua fait exception, étant, à l’instar des espèces du genre Ophrys,

pollinisée par leurre sexuel (Vereecken et al., 2010). De nombreuses espèces de Serapias

ont des distributions spatiales et temporelles chevauchantes : elles coexistent et fleu-

rissent en même temps dans des populations souvent très denses (plusieurs centaines

d’individus). Dès lors, se pose la question de leur isolement reproducteur : sont-elles ca-

pables de s’hybrider ? Le cas échéant, quelles sont les conséquences de cette hybridation

pour leur intégrité génétique ? Et dans le cas contraire, quels sont les barrières impli-

quées dans leur isolement reproducteur ? Il a tout d’abord été suggéré que dans le genre

Serapias, les dimensions du tube floral faisaient obstacle à l’hybridation. Pellegrino et

al. (2005) ont cependant démontré que des espèces dont l’isolement reproducteur a

pu être démontré à l’aide de marqueurs microsatellites avaient pourtant des tubes flo-
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raux aux dimensions largement chevauchantes. Ces auteurs ont donc suggéré que cet

isolement reproducteur était maintenu par des barrières post-pollinisation. Cependant,

Bellusci et al. (2010) ont démontré que les espèces S. cordigera et S. vomeraceae étaient

parfaitement capables, lorsque pollinisées manuellement, de produire une descendance

viable. Ces auteurs sont donc revenus à une hypothèse d’isolement floral, mais assuré

par d’autres traits floraux que ceux ayant été étudiés jusqu’alors. Cette hypothèse a

été en partie confirmée par les travaux de Barone Lumaga et al. (2012) et Pellegrino et

al. (2012), montrant une différenciation claire dans la micromorphologie et l’odeur flo-

rales de plusieurs espèces de Serapias. Si ces études nous ont permis de progresser dans

notre compréhension du processus d’isolement reproducteur entre espèces de Serapias,

aucune n’a testé l’importance relative des barrières pré- et post-pollinisation dans cet

isolement pour une seule et même paire d’espèces.

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés à un cas particulier, le

cas de S. cordigera (pollinisé par mimétisme d’un abri) et S. lingua (pollinisé par

leurre sexuel). À l’instar d’autres paires de Serapias, ces deux espèces coexistent et

fleurissent en même temps, au niveau de sites densément peuplés où des individus

ayant une morphologie intermédiaire sont parfois observés (Delforge, 2006). Serapias

cordigera est diploïde, tandis que S. lingua est tétraploïde (D’emerico et al., 1990).

De ce fait, l’hybridation introgressive est peu probable entre ces deux espèces. Nous

avons cependant cherché à savoir si d’autres barrières entraient en jeu dans leur iso-

lement reproducteur, ou si ce dernier ne reposait que sur l’hypothétique stérilité de

leurs hybrides. Nous avons notamment cherché à répondre aux questions suivantes :

S. cordigera et S. lingua s’hybrident-elles dans la nature ? Leurs hybrides ont-ils des

génotypes et des phénotypes intermédiaires entre leurs deux espèces parentales (i.e. hy-

brides F1) ? Si S. cordigera et S. lingua ne s’hybrident pas ou peu, est-ce parce qu’elles

ont des niches de pollinisation différentes (du fait de phénotypes floraux distincts), ou

parce qu’elles sont incapables de produire une descendance viable ? Pour répondre à ces

questions, nous avons adopté une démarche pluridisciplinaire, combinant des analyses
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moléculaires (marqueurs microsatellites), morphométriques (taille et forme florale), co-

lorimétriques (couleur florale) et chimiques (odeur florale) à des collectes d’insectes et

à des expériences de pollinisations manuelles sur le terrain.

Méthodologie

Nous nous sommes intéressés à deux populations dans lesquelles S. cordigera et S.

lingua sont abondantes, au Sud-Est de la Corse, à Ghisonaccia et à Fautea, dans deux

sites du Conservatoire du Littoral (Fig. A.1). Dans la première, nous avons sélectionné

trente individus dans chacune des catégories suivantes : espèce S. cordigera, espèce S.

cordigera et hybrides putatifs (Fig. A.2), afin de caractériser leurs génotypes et leurs

phénotypes. Pour ce faire, chez chacun de ces individus, nous avons échantillonné une

feuille, extrait son ADN et amplifié cinq marqueurs microsatellites (protocole décrit par

Pellegrino et al. (2001)) ; nous avons photographié le labelle à l’aide d’une procédure

standardisée ; et nous avons extrait l’odeur florale en faisant tremper le labelle dans

0,5 mL d’hexane pendant 10 min. Les photographies du labelle seront utilisées pour

caractériser la taille et la forme (protocole en cours de mise au point) ainsi que la

couleur (même protocole que celui décrit dans l’article 2) florales. Les odeurs florales

seront analysées par GC-MS (même protocole que celui décrit dans les articles 3, 4 et

5). Ce protocole de génotypage/phénotypage a en outre été appliqué à des individus

de S. cordigera et de S. lingua échantillonnés dans des populations « pures », dans le

Sud, le centre et le Nord de la Corse ainsi que dans le Var (Fig. A.1, N=10 individus

dans chaque population). Par ailleurs, au niveau de nos deux sites d’étude principaux,

nous avons caractérisé les communautés de pollinisateurs (i.e. collecte d’insectes active

et passive) et conduit des expériences de pollinisations manuelles suivies de mesures

du fruit set et du taux de viabilité des graines (i.e. observations à la loupe binoculaire

et comptage du nombre de graines viables) (Fig. A.3).
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Figure A.1 – Carte des sites d’échantillonnage.

Figure A.2 – Photographies d’un individu de Serapias cordigera (A),
d’un individu de S. lingua (B) et d’un hybride putatif (C).

Résultats préliminaires

Les cinq marqueurs microsatellites ont pu être amplifiés avec succès chez la ma-

jorité des individus, et quatre sur cinq se sont avérés polymorphiques. L’analyse des

génotypes est en cours, mais nous pouvons d’ores et déjà affirmer que parmi les trente

hybrides putatifs, beaucoup sont tétraploïdes (i.e. détection de quatre allèles différents),



338 Annexe A

Figure A.3 – Expériences de pollinisations manuelles. Pollinisation
manuelle d’une fleur de Serapias cordigera (A), photographie d’une paire
de pollinies de S. lingua (B), photographie d’un fruit de S. lingua (C)
et observation des graines de S. lingua (croisements intra-spécifiques) à

la loupe binoculaire (D).

ce qui suggère que ce ne sont pas des individus hybrides, mais plutôt des individus de S.

lingua. En accord avec cette hypothèse, les hybrides putatifs et les individus de S. lin-

gua ont des labelles de même couleur (Fig. A.4). L’analyse plus détaillée des génotypes,

combinée à celle de la taille, de la forme et de l’odeur florales, devrait nous permettre

de conclure quant à l’identité des hybrides putatifs (hybrides ou individus de S. lin-

gua). La caractérisation des communautés de pollinisateurs montre que S. cordigera et

S. lingua interagissent chacune avec onze espèces d’insectes, dont des bourdons (e.g.

Bombus xanthopus), des abeilles solitaires (e.g. Andrena flavipes) et des coléoptères

(e.g. Tropinota squalida) (Tableau A.1). Ceci remet en cause l’hypothèse selon laquelle

S. lingua serait impliqué dans une relation exclusive avec l’abeille Ceratina cucurbitina

(Vereecken et al., 2010). De plus, sur ces onze espèces d’insectes, quatre pollinisent à

la fois S. cordigera et S. lingua (Andrena pilipes, Osmia niveata, Oxythyrea funesta et
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Tropinota squalida). Les espèces S. cordigera et S. lingua pourraient donc s’hybrider,

si tant est qu’elles soient capables de produire une descendance viable. De fait, les

expériences de pollinisations manuelles n’ont montré aucune différence entre les croise-

ments intra- et interspécifique, que ce soit en termes de fruit set ou en termes de taux de

viabilité des graines (Tableau A.2, test de Wilcoxon-Mann-Whitney : p-value=0.2315).
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Figure A.4 – Représentation des individus de S. cordigera et S. lingua
et des hybrides putatifs sur les deux premiers axes de l’ACP réalisée sur
les variables de couleurs florales (moyenne et écart-type de la réflectance
dans les longueurs d’ondes rouges, vertes et bleues pour l’ensemble des

pixels).
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Tableau A.1 – Résultats des collectes d’insectes réalisées sur les sites
de Ghisonaccia et Fautea en 2015, 2016 et 2017 : pollinisateurs de S.
cordigera et S. lingua (N=nombre d’insectes collectés à l’intérieur du
tube floral ou en plein vol avec une ou plusieurs paires de pollinies collées

sur la tête ou l’abdomen).

Serapias Site Année Pollinisateur N

S. cordigera Fautea 2017 Andrena flavipes 1

S. cordigera Fautea 2017 Andrena pilipes 2

S. cordigera Fautea 2017 Apis mellifera 1

S. cordigera Fautea 2017 Bombus xanthopus 3

S. cordigera Fautea 2017 Colletes cunicularius 1

S. cordigera Fautea 2017 Eucera nigrescens 1

S. cordigera Fautea 2017 Hoplitis sp. 2

S. cordigera Fautea 2017 Oxythyrea funesta 5

S. cordigera Ghisonaccia 2015 Andrena morio 2

S. cordigera Ghisonaccia 2015 Bombus xanthopus 4

S. cordigera Ghisonaccia 2016 Eucera nigrescens 1

S. cordigera Ghisonaccia 2016 Osmia niveata 1

S. cordigera Ghisonaccia 2016 Oxythyrea funesta 1

S. cordigera Ghisonaccia 2016 Tropinota squalida 1

S. cordigera Ghisonaccia 2017 Bombus xanthopus 1

S. cordigera Ghisonaccia 2017 Oxythyrea funesta 2

S. lingua Fautea 2017 Andrena cinerea 2

S. lingua Fautea 2017 Andrena dorsata 1

S. lingua Fautea 2017 Andrena flavipes 3

S. lingua Fautea 2017 Andrena pilipes 2

S. lingua Fautea 2017 Colletes similis 1

S. lingua Fautea 2017 Oedemera nobilis 1

S. lingua Fautea 2017 Oxythyrea funesta 5

S. lingua Fautea 2017 Tropinoma squalida 2

S. lingua Fautea 2017 Valgus hemipterus 1

S. lingua Ghisonaccia 2016 Lasioglossum bimaculatum 2

S. lingua Ghisonaccia 2016 Osmia niveata 1

S. lingua Ghisonaccia 2016 Oxythyrea funesta 2

S. lingua Ghisonaccia 2017 Oxythyrea funesta 2
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Tableau A.2 – Résultats des expériences de pollinisations manuelles :
fruit set (i.e. proportion de fleurs pollinisées manuellement ayant donné
des fruits) et taux de viabilité des graines (i.e. proportion de graines
viables calculée sur au moins 500 graines par fruit), mesurés pour les
croisements intra-spécifiques versus interspécifiques (l’espèce indiquée
correspond à la plante-mère). Deux fleurs par individus ont été pollini-
sées, soit 60 fleurs par espèce pour les croisements intra-spécifiques et

30 fleurs par espèce pour les croisements interspécifiques.

Croisements Espèce Fruit set (%) Taux de viabilité des graines (%)

Intra-spécifiques S. lingua (N=30) 70,3 80,62

Intra-spécifiques S. cordigera (N=30) 82,3 45,82

Interspécifiques S. lingua (N=15) 96,7 73,52

Interspécifiques S. cordigera (N=15) 90 69,88

Conclusions

Ces résultats préliminaires suggèrent qu’au niveau de nos deux sites d’étude, l’hy-

bridation est peu fréquente (peu voire pas d’hybrides, les individus identifiés comme tel

étant en réalité des individus de S. lingua), malgré des barrières pré-pollinisation per-

méables (quatre espèces de pollinisateurs en commun) et des barrières post-pollinisation

a priori absentes (pas de diminution dans le fruit set et le taux de viabilité des graines

dans les croisements interspécifiques par rapport aux croisements intra-spécifiques).

D’autres types de barrières pourraient être impliqués dans le maintien de l’isolement

reproducteur entre S. cordigera et S. lingua, notamment des barrières post-pollinisation

plus tardives, telles qu’une diminution dans le taux de germination des graines par

exemple. L’analyse des données moléculaires, morphométriques et chimiques collec-

tées au cours des deux dernières saisons de terrain, combinée à certaines expériences

complémentaires (e.g. mesure du taux de germination des graines), pourront nous per-

mettre de conclure quant à la fréquence de l’hybridation entre S. cordigera et S. lingua

et quant à l’importance relative des barrières reproductives les isolant potentiellement

l’une de l’autre.
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Annexe B

Base de données : interactions

orchidées-pollinisateurs en région

Euro-Méditerranéenne



genre espèce sous-espèce auteur
Anacamptis collina Apis mellifera L. Hymenoptera Dafni & Ivry 1979 Israel 2
Anacamptis collina Eucera longicornis L. Hymenoptera van der Cingel 1995 NA NA

Anacamptis coriophora Ammophila campestris Latreille Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Apis mellifera L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Bombus argillaceus Scop. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Bombus humilis Illiger Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Démares 2003 France 1
Anacamptis coriophora Bombus pratorum L. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Anacamptis coriophora Bombus subterraneus L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Ceratina cucurbitina Rossi Hymenoptera Berger 2004 France several
Anacamptis coriophora Dinoptera collaris L. Coleoptera Berger 2007b France 1
Anacamptis coriophora Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Halictus quadricinctus Fabr. Hymenoptera Berger 2004 NA NA
Anacamptis coriophora Lasioglossum morbillosus Kriechbaumer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Vöth 1999 Austria NA
Berger 2007a France 3

Anacamptis coriophora Megachile lagopoda L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Osmia aurulenta Panzer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis coriophora Volucella bombylans L. Diptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Dafni & Ivry 1979 Israel 7
Berger 2004 France 1

Anacamptis fragrans Bombus lucorum L. Hymenoptera van der Cingel 1995 NA NA
Anacamptis fragrans Bombus pratorum L. Hymenoptera Berger 2004 France several
Anacamptis fragrans Epicometis hirta Poda Coleoptera Berger 2004 France 1
Anacamptis fragrans Lygaeus saxatilis Scop. Hymenoptera Berger 2007a France several
Anacamptis fragrans Nomada cretensis Schulz Hymenoptera Vöth 1999 Crete NA
Anacamptis fragrans Oedemera nobilis Scop. Coleoptera Berger 2004 France 1
Anacamptis fragrans Osmia cornuta Latreille Hymenoptera Vöth 1999 NA NA
Anacamptis fragrans Rhagonycha nigritarsis Brullé Hymenoptera Vöth 1999 Crete NA
Anacamptis fragrans Vespula vulgaris L. Hymenoptera Dafni & Ivry 1979 Israel 1
Anacamptis fragrans Xylocopa iris Christ Hymenoptera Dafni & Ivry 1979 Israel 2
Anacamptis fragrans Xylocopa valga Gerstäcker Hymenoptera Berger 2004 France several
Anacamptis fragrans Zygaena grasilini NA Lepidoptera Dafni & Ivry 1979 Israel 1
Anacamptis laxiflora Bombus hortorum L. Hymenoptera Démares 2003 France 1
Anacamptis laxiflora Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Démares 2003 France 1
Anacamptis laxiflora Bombus terrestris L. Hymenoptera Démares 2003 France 1

Anacamptis morio Andrena albopunctata Rossi Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Andrena ovatula Kirby Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Anthocharis euphenoides Staudinger Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1

Vöth 1987 Austria several
Cozzolino et al.  2005 Italy 1

Anacamptis morio Bombus humilis Illiger Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 10
Vöth 1999 Austria several

Cozzolino et al.  2005 Italy 4
Anacamptis morio Bombus lucorum L. Hymenoptera Vöth 1987 Austria several

Vöth 1999 Austria several
Lorella & Seité (unpublished) France several

Anacamptis morio Bombus pratorum L. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Anacamptis morio Bombus ruderatus Fabr. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Bombus rupestris Fabr. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 3
Anacamptis morio Bombus sylvarum L. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 6
Anacamptis morio Bombus sylvestris Lepeletier Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1

Démares 2003 France 1
Cozzolino et al.  2005 Italy 6

Lorella & Seité (unpublished) France several
Anacamptis morio Bombus vestalis Geoffroy Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 3
Anacamptis morio Cucullia santonici Hübner Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis morio Eucera hungarica Friese Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Hadena luteocincta Rambur Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis morio Hadena plebeja L. Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis morio Halictus patellatus Morawitz Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Lasioglossum xanthopus Kirby Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Osmia rufa L. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis morio Pontia daplidice L. Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis morio Zygaena lonicerae Scheven Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1

Anacamptis palustris Bombus muscorum L. Hymenoptera Paulus 2005 Austria 1
Paulus 2005 NA NA

Lorella & Seité (unpublished) France several
Anacamptis papilionacea Anthophora crinipes Smith Hymenoptera Scopece et al.  2009 Italy 17 males and 1 female
Anacamptis papilionacea Anthophora retusa L. Hymenoptera Scopece et al.  2009 Italy 2 males
Anacamptis papilionacea Apis mellifera L. Hymenoptera Vöth 1989 Greece 4 females
Anacamptis papilionacea Bombus humilis Illiger Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis papilionacea Eucera berlandi Dusmet Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 male
Anacamptis papilionacea Eucera bidentata Pérez Hymenoptera Vöth 1989 Greece 11 males
Anacamptis papilionacea Eucera caspica Morawitz Hymenoptera Scopece et al.  2009 Italy 2 males and 6 females
Anacamptis papilionacea Eucera hungarica Friese Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Anacamptis papilionacea Eucera longicornis L. Hymenoptera Bournérias 1998 France NA

Cozzolino et al.  2005 Italy 9
Scopece et al.  2009 Italy 5 males

Anacamptis papilionacea Megachile parietina Geoffroy Hymenoptera Scopece et al.  2009 Italy 1 male
Anacamptis papilionacea Nomada agrestis Fabr. Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 male
Anacamptis papilionacea Nomada basalis Herrich-Schäffer Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 female
Anacamptis papilionacea Nomada imperialis Schmiedeknecht Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 male and 5 females
Anacamptis papilionacea Nomada nobilis Herrich-Schäffer Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 female
Anacamptis papilionacea Nomada propinqua Herrich-Schäffer Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 male
Anacamptis papilionacea Osmia sybarita Smith Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 female

ordre référence pays nombre d'individus

Anacamptis papilionacea Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera 

Anacamptis palustris Bombus terrestris L. Hymenoptera

Anacamptis morio Bombus terrestris L. Hymenoptera

Anacamptis morio Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Anacamptis morio Bombus lapidarius L. Hymenoptera

Anacamptis morio Apis mellifera L. Hymenoptera

Hymenoptera

Anacamptis fragrans Apis mellifera L. Hymenoptera

pollinisateur

Anacamptis coriophora Lygaeus saxatilis Scop.

orchidée



Anacamptis papilionacea Osmia yermasoyiae Mavromoustakis Hymenoptera Vöth 1989 Greece 1 male
Anacamptis pyramidalis Adscita geryon Hübner Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Aglais urticae L. Lepidoptera Démares 2000 France NA
Anacamptis pyramidalis Amata nigricornis Turati Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Anthocharis cardamines L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Apamea monoglypha Hufnagel Lepidoptera Bournérias 1998 France NA

Vöth 1999 Austria several
Démares 2000 France NA

Lind et al.  2007 Sweden about 100
Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Lind et al.  2007 Sweden 2

Lind & Lindeborg 1989 Sweden 22 including 25% with pollinia
Anacamptis pyramidalis Argynnis aglaja L. Lepidoptera Lind & Lindeborg 1989 Sweden 19 including 30% with pollinia
Anacamptis pyramidalis Brenthis hecate Denis & Schiffermüller Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Brenthis ino Rottemburg Lepidoptera Lind & Lindeborg 1989 Sweden 39 including 5% with pollinia
Anacamptis pyramidalis Coenonympha glycerion Borkhausen Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Cucullia caninae Rambur Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis pyramidalis Erynnis tages L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Euphydryas aurinia Rottenburg Lepidoptera Lind & Lindeborg 1989 Sweden 1
Anacamptis pyramidalis Heliothis peltigera Denis & Schiffermüller Lepidoptera Vallius et al.  2013 Ireland 1
Anacamptis pyramidalis Hemaris fuciformis L. Lepidoptera Démares 2000 France NA
Anacamptis pyramidalis Macroglossum stellatarum L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Bournérias 1998 France NA
Démares 2000 France NA

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Vallius et al.  2013 Ireland 2 males

Démares 2003 France 1
Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Lind et al.  2007 Sweden 3

Lind & Lindeborg 1989 Sweden 51 including 40% with pollinia
Bournérias 1998 France NA
Démares 2000 France NA

Lind et al. 2007 Sweden 2
Anacamptis pyramidalis Melitaea didyma Esper Lepidoptera Reinhard et al.  1991 NA NA

Bournérias 1998 France NA
Démares 2000 France NA

Anacamptis pyramidalis Mythimna sicula Treischke Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis pyramidalis Ochlodes sylvanus Esper Lepidoptera Bournérias 1998 France NA
Anacamptis pyramidalis Pieris napi L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Plebejus argus L. Lepidoptera Démares 2000 France NA

Bournérias 1998 France NA
Démares 2000 France NA

Anacamptis pyramidalis Pyrgus carthami Hübner Lepidoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Anacamptis pyramidalis Pyrgus malvae L. Lepidoptera Démares 2000 France NA
Anacamptis pyramidalis Pyrgus sidae Esper Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Démares 2000 France NA
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Anacamptis pyramidalis Spialia orbifer Hübner Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Démares 2003 France 3

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Trichius fasciatus L. Coleoptera Démares 2000 France NA
Anacamptis pyramidalis Tyta luctuosa Denis & Schiffermüller Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Anacamptis pyramidalis Zygaena brizae Esper Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Zygaena carniolica Scop. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Anacamptis pyramidalis Zygaena corsica Boisduval Lepidoptera Grasso 1994 Sardinia NA

Lind & Lindeborg 1989 Sweden 19 including 20% with pollinia
Démares 2003 France 5

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Vallius et al.  2013 Ireland 40 males and 5 females

Reinhard et al.  1991 NA NA
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Anacamptis pyramidalis Zygaena loti Denis & Schiffermüller Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Lind et al.  2007 Sweden about 100

Lind & Lindeborg 1989 Sweden 3 including 70% with pollinia
Anacamptis pyramidalis Zygaena punctum Ochsenheimer Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Vöth 1999 Austria 1
Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Bournérias 1998 France NA

Lorella & Seité (unpublished) France several
Lind & Lindeborg 1989 Sweden 101 including 10% with pollinia

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Alexandersson & Ågren 1996 Sweden several queens

Tuomi et al.  2015 Finland several queens
Alexandersson & Ågren 1996 Sweden several queens

Tuomi et al.  2015 Finland several queens
Calypso bulbosa Bombus lucorum L. Hymenoptera Tuomi et al.  2015 Finland several queens
Calypso bulbosa Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Tuomi et al.  2015 Finland several queens

Alexandersson & Ågren 1996 Sweden several queens
Tuomi et al.  2015 Finland several queens

Nilsson 1983b Sweden several
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Nazarov & Ivanov 1990 NA several
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Nilsson 1983b Sweden several
Nazarov & Ivanov 1990 NA several
Vöth 1992 in Vöth 1999 Austria several

Paulus 2005 Austria 1 male
Cephalanthera rubra Chelostoma rapunculi Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Cephalanthera rubra Chelostoma fuliginosum Panzer Diptera

Cephalanthera rubra Chelostoma distinctum Stöckhert Hymenoptera

Cephalanthera rubra Chelostoma campanularum Kirby Hymenoptera

Calypso bulbosa Bombus pratorum L. Hymenoptera

Calypso bulbosa Bombus jonellus Kirby Hymenoptera

Calypso bulbosa Bombus hypnorum L. Hymenoptera

Anacamptis pyramidalis Zygaena viciae Denis & Schiffermüller Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Zygaena trifolii Esper Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Zygaena purpuralis Brünnich Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Zygaena minos Denis & Schiffermüller Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Zygaena lonicerae Scheven Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Zygaena filipendulae L. Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Thymelicus sylvestris Poda Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Sionia lineata Scop. Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Polyommatus bellargus Rottemburg Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Melitaea phoebe Denis & Schiffermüller Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Melitaea cinxia L. Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Melitaea athalia Rottemburg Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Melanargia galathea L. Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Maniola jurtina L. Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Argynnis adippe Denis & Schiffermüller Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Aporia crataegi L. Lepidoptera

Anacamptis pyramidalis Apis mellifera L. Hymenoptera



Vöth 1992 in Vöth 1999 Austria several
Paulus 2005 Germany 1

Cephalanthera rubra Megachile willughbiella Kirby Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Chamorchis alpina Formica lemani Bondroit Hymenoptera Schiestl et al.  2012 Switzerland 4 workers
Chamorchis alpina Leptothorax acervorum Fabr. Hymenoptera Schiestl et al.  2012 Switzerland 4 workers

Cypripedium calceolus Andrena albicans Müller Hymenoptera Ishmuratova et al.  2005 NA NA
Cypripedium calceolus Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1
Cypripedium calceolus Andrena bucephala Stephens Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1 female

Nilsson 1979a Sweden 1 female
Antonelli et al.  2009 Sweden 11 females

Cypripedium calceolus Andrena chrysosceles Kirby Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1 female
Vöth 1991 Austria 1 female

Ishmuratova et al.  2005 NA NA
Antonelli et al.  2009 Sweden 1 female

Erneberg & Holm 2009 Denmark 1 female
Nilsson 1979a Sweden 2 females

Erneberg & Holm 2009 Denmark 1 female
Nilsson 1979a Sweden 9 males and 47 females

Vöth 1991 Austria 19 females
Berger 2003a France 1

Antonelli et al.  2009 Sweden 6 females
Erneberg & Holm 2009 Denmark 1 female

Nilsson 1979a Sweden 1 female
Vöth 1991 Austria 20 females

Antonelli et al.  2009 Sweden 4 females
Cypripedium calceolus Andrena jacobi Perkins Hymenoptera Vöth 1991 Austria 17 males and 26 females
Cypripedium calceolus Andrena lapponica Zetterstedt Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1 female
Cypripedium calceolus Andrena limata Smith Hymenoptera Vöth 1991 Austria 3 females

Nilsson 1979a Sweden 1 female
Vöth 1991 Austria 4 females

Antonelli et al.  2009 Sweden 7 females
Cypripedium calceolus Andrena nitida Müller Hymenoptera Vöth 1991 Austria 2 males and 2 females
Cypripedium calceolus Andrena praecox Scop. Hymenoptera Antonelli et al.  2009 Sweden 1 female
Cypripedium calceolus Andrena rogenhoferi Morawitz Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1 male
Cypripedium calceolus Andrena subopaca Nylander Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1 female
Cypripedium calceolus Andrena taraxaci Giraud Hymenoptera Vöth 1991 Austria 3 females

Nilsson 1979a Sweden 1 female
Vöth 1991 Austria 1 female

Cypripedium calceolus Chrysotoxum festivum L. Diptera Ishmuratova et al.  2005 NA NA
Antonelli et al.  2009 Sweden 1 male

Ishmuratova et al.  2005 NA NA
Nilsson 1979a Sweden 1 female

Erneberg & Holm 2009 Denmark 10 females
Nilsson 1979a Sweden 5 females

Vöth 1991 Austria 3 females
Cypripedium calceolus Lasioglossum bluethgeni Ebmer Hymenoptera Vöth 1991 Austria 1 female

Nilsson 1979a Sweden 1 female
Vöth 1991 Austria 6 females

Erneberg & Holm 2009 Denmark 6 females
Antonelli et al.  2009 Sweden 1 female

Erneberg & Holm 2009 Sweden 4 females
Cypripedium calceolus Lasioglossum fulvicorne Kirby Hymenoptera Antonelli et al.  2009 Sweden 3 females
Cypripedium calceolus Lasioglossum laevigatum Kirby Hymenoptera Vöth 1991 Austria 7 females
Cypripedium calceolus Lasioglossum marginatum Brullé Hymenoptera Vöth 1991 Austria 6 females
Cypripedium calceolus Lasioglossum morio Fabr. Hymenoptera Nilsson 1979a Sweden 2 females
Cypripedium calceolus Lasioglossum quadrinotatum Kirby Hymenoptera Nilsson 1979a Sweden 1 female
Cypripedium calceolus Musca autumnalis De Geer Diptera Ishmuratova et al.  2005 NA NA
Cypripedium calceolus Nomada panzeri Lepeletier Hymenoptera Erneberg & Holm 2009 Sweden 1 male
Cypripedium calceolus Syrphus ribesii L. Diptera Ishmuratova et al.  2005 NA NA

Gutowski 1990 Poland 38 males and 16 females
Vöth 1999 Austria several
Vöth 1983 Austria 34
Vöth 1999 Austria several

Dactylorhiza fuchsii Anastrangalia reyi Heyden Coleoptera Gutowski 1990 Poland 6 males and 1 female
Dactylorhiza fuchsii Anastrangalia sanguinolenta L. Lepidoptera Paulus 2005 NA NA
Dactylorhiza fuchsii Andrena fucata Smith Hymenoptera Vöth 1983 Austria 5

Vöth 1983 Austria 1
Vöth 1999 Austria several

Reinhard et al.  1991 NA NA
Vöth 1999 Austria several

Berger 2003b France several
Dactylorhiza fuchsii Bombus lucorum L. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza fuchsii Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several

Vöth 1999 Austria several
Lorella & Seité (unpublished) France several

Reinhard et al.  1991 NA NA
Vöth 1999 Austria several

Démares 2000 France NA
Lorella & Seité (unpublished) France several

Dactylorhiza fuchsii Cantharis rustica Fallén Coleoptera Berger 2003b France 1
Dactylorhiza fuchsii Cidnopus pilosus Leske Coleoptera Berger 2005 France NA
Dactylorhiza fuchsii Dascillus cervinus L. Coleoptera Paulus 2005 NA NA

Vöth 1983 Austria 3
Vöth 1999 Austria several
Vöth 1983 Austria 23

Berger 2003b France several
Berger 2005 France NA

Dactylorhiza fuchsii Eristalis arbustorum L. Diptera Vöth 1999 Austria several

Dactylorhiza fuchsii Empis tessellata Fabr. Diptera

Dactylorhiza fuchsii Dinoptera collaris L. Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Bombus terrestris L. Hymenoptera

Dactylorhiza fuchsii Bombus pratorum L. Hymenoptera

Dactylorhiza fuchsii Apis mellifera L. Hymenoptera

Dactylorhiza fuchsii Anoplodera sexguttata Fabr. Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Anastrangalia dubia Scop. Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Alosterna tabacicolor De Geer Coleoptera

Cypripedium calceolus Lasioglossum fratellum Pérez Hymenoptera

Cypripedium calceolus Lasioglossum calceatum Scop. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Lasioglossum albipes Fabr. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Halictus tumulorum L. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Colletes cunicularius L. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena tibialis Kirby Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena helvola L. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena haemorrhoa Fabr. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena fucata Smith Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena cineraria L. Hymenoptera

Cypripedium calceolus Andrena carantonica Pérez Hymenoptera

Cephalanthera rubra Dufourea dentiventris Nylander Hymenoptera



Dactylorhiza fuchsii Odontomyia hydroleon L. Diptera Gutowski 1990 Poland 1
Dactylorhiza fuchsii Gaurotes virgineus L. Coleoptera Paulus 2005 NA NA
Dactylorhiza fuchsii Grammoptera ruficornis Fabr. Coleoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza fuchsii Judolia sexmaculata L. Coleoptera Gutowski 1990 Poland 1
Dactylorhiza fuchsii Leptura aethiops Poda Coleoptera Gutowski 1990 Poland 1
Dactylorhiza fuchsii Leptura maculicornis De Geer Coleoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza fuchsii Oedemera femorata Scop. Coleoptera Vöth 1999 Austria several

Vöth 1983 Austria several
Vöth 1999 Austria several

Gutowski 1990 Poland 1
Vöth 1999 Austria several

Gutowski 1990 Poland 4
Vöth 1999 Austria several

Dactylorhiza fuchsii Plateumaris inutes Panzer Coleoptera Reinhard et al . 1991 NA NA
Dactylorhiza fuchsii Stenurella bifasciata Müller Coleoptera Démares 2000 France NA

Vöth 1983 Austria 3
Vöth 1999 Austria several
Vöth 1983 Austria 10
Vöth 1999 Austria several

Démares 2000 France NA
Paulus 2005 Germany 1

Démares 2000 France NA
Paulus 2005 Germany 1

Dactylorhiza fuchsii Trichius rosaceus Voet Coleoptera Berger 2005 France NA
Dactylorhiza maculata Alosterna tabacicolor De Geer Coleoptera Vöth 2003 Austria 14
Dactylorhiza maculata Anastrangalia dubia Scop. Coleoptera Vöth 2003 Austria 18
Dactylorhiza maculata Anoplodera sexguttata Fabr. Coleoptera Vöth 2003 Austria 12
Dactylorhiza maculata Bombus terrestris L. Hymenoptera Salkowski 2000 Germany 1 male
Dactylorhiza maculata Cantharis rustica Fallén Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Dactylorhiza maculata Chrysanthia viridissima L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Dactylorhiza maculata Clytus arietis L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Dactylorhiza maculata Dascillus cervinus L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Dactylorhiza maculata Dinoptera collaris L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 12

Démares 2003 France 1
Lorella & Seité (unpublished) France several

Dactylorhiza maculata Eristalis tenax L. Diptera Démares 2003 France 1
Dactylorhiza maculata Fallenia fasciata Fabr. Diptera Berger 2005 France NA
Dactylorhiza maculata Judolia cerambyciformis Schrank Coleoptera Vöth 2003 Austria 1

Berger 2003b France several
Berger 2005 France NA

Démares 2003 France 4
Lorella & Seité (unpublished) France several

Dactylorhiza maculata Oedemera podagrariae L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 4
Dactylorhiza maculata Pidonia lurida Fabr. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Dactylorhiza maculata Plateumaris discolor Panzer Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA

Vöth 2003 Austria 5
Démares 2003 France 3

Dactylorhiza maculata Scatophaga stercoraria L. Diptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Vöth 2003 Austria 4

Démares 2003 France 2
Dactylorhiza majalis Actenicerus sjaelandicus Müller Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Dactylorhiza majalis Apis mellifera L. Hymenoptera Berger 2003b France 1
Dactylorhiza majalis Bombus lucorum L. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several

Berger 2003b France 1
Berger 2005 France NA

Dactylorhiza majalis Bombus pratorum L. Hymenoptera Berger 2003b France several
Dactylorhiza majalis Bombus sichelii Radoszkowski Hymenoptera Paulus 2005 Austria 1 female

Berger 2003b France
Berger 2005 France NA

Dactylorhiza majalis Bombus terrestris L. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza majalis Empis tessellata Fabr. Diptera Berger 2003b France several
Dactylorhiza romana Anthophora aestivalis Panzer Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Dactylorhiza romana Anthophora mucida Gribodo Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Dactylorhiza romana Anthophora plumipes Pallas Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Dactylorhiza romana Bombus haematurus Kriechbaumer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Cozzolino et al.  2005 Italy 2
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Dactylorhiza romana Bombus humilis Illiger Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 10
Dactylorhiza romana Bombus lapidarius L. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 9
Dactylorhiza romana Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Dactylorhiza romana Bombus ruderatus Fabr. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 2
Dactylorhiza romana Bombus sylvarum L. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 2
Dactylorhiza romana Bombus sylvestris Lepeletier Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1

Cozzolino et al.  2005 Italy 5
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Dactylorhiza romana Eucera hungarica Friese Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Dactylorhiza romana Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Dactylorhiza romana Osmia rufa L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Nilsson 1980 Sweden 7
Vöth 1999 Austria several

Nilsson 1980 Sweden 1
Kropf & Renner 2005 Germany 1

Dactylorhiza sambucina Bombus bohemicus Seidl Hymenoptera Nilsson 1980 Sweden 3
Dactylorhiza sambucina Bombus hortorum L. Hymenoptera Nilsson 1980 Sweden 4
Dactylorhiza sambucina Bombus humilis Illiger Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza sambucina Bombus hypnorum L. Hymenoptera Nilsson 1980 Sweden 1

Nilsson 1980 Sweden 28
Vöth 1999 Austria several

Dactylorhiza sambucina Bombus lapidarius L. Hymenoptera

Dactylorhiza sambucina Bombus barbutellus Kirby Hymenoptera

Dactylorhiza sambucina Apis mellifera L. Hymenoptera

Dactylorhiza romana Bombus terrestris L. Hymenoptera

Dactylorhiza romana Bombus hortorum L. Hymenoptera

Dactylorhiza majalis Bombus soroeensis Fabr. Hymenoptera

Dactylorhiza majalis Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Dactylorhiza maculata Stenurella melanura L. Coleoptera

Dactylorhiza maculata Rutpela maculata Poda Coleoptera

Dactylorhiza maculata Oedemera nobilis Scop. Coleoptera

Dactylorhiza maculata Oedemera atra Scop. Coleoptera

Dactylorhiza maculata Empis tessellata Fabr. Diptera

Dactylorhiza fuchsii Trichius fasciatus L. Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Rutpela maculata Poda Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Stenurella melanura L. Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Pachytodes cerambyciformis Schrank Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Oedemera virescens L. Coleoptera

Dactylorhiza fuchsii Oedemera podagrariae L. Coleoptera



Nilsson 1980 Sweden 9
Kropf & Renner 2005 Germany 3

Dactylorhiza sambucina Bombus muscorum L. Hymenoptera Nilsson 1980 Sweden 1
Nilsson 1980 Sweden 2

Vöth 1999 Austria several
Paulus 2005 Austria 1 female

Dactylorhiza sambucina Bombus ruderarius Müller Hymenoptera Paulus 2005 Austria 1
Nilsson 1980 Sweden 1

Kropf & Renner 2005 Germany 2
Dactylorhiza sambucina Bombus sylvarum L. Hymenoptera Nilsson 1980 Sweden 25

Nilsson 1980 Sweden 8
Vöth 1999 Austria several

Kropf & Renner 2005 Germany 2
Dactylorhiza sambucina Bombus vestalis Geoffroy Hymenoptera Kropf & Renner 2005 Germany 1
Dactylorhiza sambucina Osmia bicolor Schrank Hymenoptera Nilsson 1980 Sweden 7

Dactylorhiza sudetica Apis mellifera L. Hymenoptera Berger 2005 France NA
Dactylorhiza sudetica Bombus lapidarius L. Hymenoptera Berger 2005 France NA

Berger 2003b France several
Berger 2005 France NA

Dactylorhiza sudetica Lepturobosca virens L. Coleoptera Berger 2005 France NA
Dactylorhiza viridis Athous haemorrhoidalis Fabr. Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Dactylorhiza viridis Cantharis fusca L. Coleoptera Paulus 2005 Germany 1
Dactylorhiza viridis Cantharis obscura L. Coleoptera Bournérias 1998 France NA
Dactylorhiza viridis Cantharis rustica Fallén Coleoptera Berger 2003a France several
Dactylorhiza viridis Cidnopus pilosus Leske Coleoptera Berger 2003a France several
Dactylorhiza viridis Dascillus cervinus L. Coleoptera Paulus 2005 NA NA
Dactylorhiza viridis Dolerus gonager Fabr. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Germany 1
Dactylorhiza viridis Malachius bipustulatus L. Coleoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza viridis Mesoleptus transversator Thunberg Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Dactylorhiza viridis Rhagonycha fulva Scop. Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA

Dactylorhiza incarnata Bombus humilis Illiger Hymenoptera Paulus 2005 Austria 1 female
Lorella & Seité (unpublished) France several

Démares 2003 France 1
Dactylorhiza incarnata Bombus pratorum L. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Dactylorhiza incarnata Bombus terrestris L. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several

Dactylorhiza praetermissa Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Dactylorhiza praetermissa Bombus terrestris L. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Dactylorhiza praetermissa Eucera longicornis L. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 NA NA
Dactylorhiza praetermissa Zygaena trifolii Esper Lepidoptera Démares 2003 France 2

Reinhard et al.  1991 NA NA
Berger 2007b France several

Epipactis atrorubens Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Vöth 1982b Austria several
Vöth 1982b Austria several
Paulus 2005 Austria several males

Epipactis atrorubens Bombus pratorum L. Hymenoptera Vöth 1982b Austria several
Epipactis atrorubens Delta unguiculata Villers Hymenoptera Berger 2007b France several
Epipactis atrorubens Dolichovespula saxonica Fabr. Hymenoptera Vöth 1982b Austria several
Epipactis atrorubens Dolichovespula sylvestris Scop. Hymenoptera Vöth 1982b Austria several
Epipactis atrorubens Odynerus spinipes L. Hymenoptera Berger 2007b France several

Müller 1988 Germany NA
Berger 2007b France several

Jakubska-Busse & Kadej 2008 Poland several
Epipactis helleborine Bombus lapidarius L. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2008 Poland several
Epipactis helleborine Bombus lucorum L. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2008 Poland several
Epipactis helleborine Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Reinhard et al. 1991 NA NA
Epipactis helleborine Coccinella septempunctata L. Coleoptera Démares 2003 France 4
Epipactis helleborine Dolichovespula media Retzius Hymenoptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis helleborine Dolichovespula norvegica Fabr. Hymenoptera Müller 1988 Germany 1

Vöth 1982b Austria several
Müller 1988 Germany 16
Vöth 1982b Austria several
Müller 1988 Germany 19

Démares 2003 France 30
Lorella & Seité (unpublished) France several

Epipactis helleborine Lasioglossum calceatum Scop. Hymenoptera Müller 1988 Germany NA
Epipactis helleborine Myrmica laevinodis Nylander Hymenoptera Müller 1988 Germany NA
Epipactis helleborine Polistes bischoffi Weyrauch Hymenoptera Paulus 2005 Austria 1 female
Epipactis helleborine Polistes dominula Christ Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Epipactis helleborine Rhagonycha fulva Scop. Coleoptera Lorella & Seité (unpublished) France several

Wiefelspütz 1970b NA NA
Vöth 1982b Austria several
Müller 1988 Germany 1
Paulus 2005 Germany 2

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Lorella & Seité (unpublished) France several

Epipactis helleborine Vespula austriaca Panzer Hymenoptera Wiefelspütz 1970b NA NA
Epipactis helleborine Vespula germanica Fabr. Hymenoptera Wiefelspütz 1970b NA NA

Wiefelspütz 1970b NA NA
Vöth 1982b Austria several
Müller 1988 Germany 1

Epipactis helleborine Zygaena carniolica Scop. Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 3
Epipactis palustris Hylaeus annulatus L. Hymenoptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Adrastus pallens Fabr. Coleoptera Verschueren 1984 Netherlands 3
Epipactis palustris Alastor biegelebeni Giordani Soika Hymenoptera Vöth 1988 Austria 6
Epipactis palustris Ancistrocerus oviventris Wesmael Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Ancistrocerus trifasciatus Müller Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male
Epipactis palustris Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Andrena fucata Smith Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female

Epipactis helleborine Vespula rufa L. Hymenoptera

Epipactis helleborine Vespula vulgaris L. Hymenoptera

Epipactis helleborine Dolichovespula sylvestris Scop. Hymenoptera

Epipactis helleborine Dolichovespula saxonica Fabr. Hymenoptera

Epipactis helleborine Apis mellifera L. Hymenoptera

Epipactis atrorubens Bombus lucorum L. Hymenoptera

Epipactis atrorubens Apis mellifera L. Hymenoptera

Dactylorhiza incarnata Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Dactylorhiza sudetica Leptura fulva De Geer Coleoptera

Dactylorhiza sambucina Bombus terrestris L. Hymenoptera

Dactylorhiza sambucina Bombus soroeensis Fabr. Hymenoptera

Dactylorhiza sambucina Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Dactylorhiza sambucina Bombus lucorum L. Hymenoptera



Epipactis palustris Andrena haemorrhoa Fabr. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Anoplius nigerrimus Scop. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male and 1 female

Nilsson 1978b Sweden 4
Brantjes 1981a Netherlands 7

Verschueren 1984 Netherlands 2 females
Müller 1988 Germany 17
Vöth 1988 Austria 50

Berger 2003b France several
Démares 2003 France 18

Lorella & Seité (unpublished) France several
Epipactis palustris Arachnospila spissa Schioedte Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 2 females
Epipactis palustris Bathythrix geniculosus Thomson Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Bombus lucorum L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 2 males + 1 male or female

Nilsson 1978b Sweden 1
Verschueren 1984 Netherlands 2 females

Epipactis palustris Bombus pratorum L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male + 3 males or females
Epipactis palustris Cantharis thoracica Olivier Coleoptera Verschueren 1984 Netherlands 10
Epipactis palustris Cerceris quinquefasciata Rossi Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male
Epipactis palustris Cerceris rybyensis L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male and 1 female
Epipactis palustris Cetema cereis Fallén Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male
Epipactis palustris Chelonus erosus Herrich-Schäffer Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female

Verschueren 1984 Netherlands 11 males
Lorella & Seité (unpublished) France several

Epipactis palustris Chrysolopus auratus Fabr. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 2 females
Epipactis palustris Chrysotoxum bicinctum L. Diptera Démares 2003 France 3
Epipactis palustris Chrysura neglecta Shuckard Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Coccinella septempunctata L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Crabro cribrarius L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 2 males
Epipactis palustris Cratichneumon culex Müller Hymenoptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male
Epipactis palustris Crepidodera ferruginea Scop. Coleoptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Crossocerus podagricus Vander Linder Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Delia platura Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male
Epipactis palustris Dolichovespula norvegica Fabr. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 4
Epipactis palustris Ectemnius confinis Walker Hymenoptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Ectemnius continuus Fabr. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 2 males and 2 females
Epipactis palustris Empis livida L. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Entomognathus brevis Vander Linder Hymenoptera Müller 1988 Germany 1

Verschueren 1984 Netherlands 10 males
Müller 1988 Germany 4
Vöth 1988 Austria 12

Epipactis palustris Eristalis tenax L. Coleoptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male and 1 female
Epipactis palustris Eumenes pedunculatus Pérez Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 4 males
Epipactis palustris Eumerus strigatus Fallén Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male
Epipactis palustris Euodynerus quadrifasciatus Fabr. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male
Epipactis palustris Eupeodes lapponicus Zetterstedt Diptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis palustris Eupeodes lundbecki Soot-Ryen Diptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis palustris Formica cunicularia Latreille Hymenoptera Müller 1988 Germany 1

Nilsson 1978b Sweden 13
Müller 1988 Germany 1

Epipactis palustris Formica polyctena Förster Hymenoptera Brantjes 1981a Netherlands 9
Nilsson 1978b Sweden 11
Müller 1988 Germany 2

Epipactis palustris Gorytes quinquecinctus Fabr. Hymenoptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Halictus tumulorum L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Helophilus pendulus L. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 6 females
Epipactis palustris Hemipenthes maurus L. Diptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Hemipenthes morio L. Diptera Nilsson 1978b Sweden 16
Epipactis palustris Herina frondescentiae L. Diptera Nilsson 1978b Sweden 13
Epipactis palustris Holopyga ovata Dahlbom Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Hybos culiciformis Fabr. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male and 1 female
Epipactis palustris Hylaeus brevicornis Nylander Hymenoptera Vöth 1988 Austria 4
Epipactis palustris Hylaeus gibbus Saunders Hymenoptera Vöth 1988 Austria 4
Epipactis palustris Hylaeus gracilicornis Morawitz Hymenoptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Hylaeus perplexus Smith Hymenoptera Vöth 1988 Austria 6
Epipactis palustris Itoplectis viduata Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male

Nilsson 1978b Sweden 1 male
Müller 1988 Germany 9

Nilsson 1978b Sweden 2 males
Müller 1988 Germany 16

Epipactis palustris Lasioglossum morio Fabr. Hymenoptera Vöth 1988 Austria 14
Müller 1988 Germany 45
Vöth 1988 Austria 2

Epipactis palustris Lasioglossum politum Schenck Hymenoptera Vöth 1988 Austria 4
Epipactis palustris Lasius emarginatus Olivier Hymenoptera Müller 1988 Germany 1

Nilsson 1978b Sweden 1
Brantjes 1981a Netherlands 4

Epipactis palustris Lejogaster metallina Fabr. Diptera Brantjes 1981a Netherlands 2
Epipactis palustris Loewia phaeoptera Meigen Diptera Nilsson 1978b Sweden 1 male
Epipactis palustris Lucilia illustris Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male and 1 female
Epipactis palustris Macquartia tenebricosa Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Malachius bipustulatus L. Coleoptera Démares 2003 France 2
Epipactis palustris Melanagromyza aeneas Fallén Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male

Nilsson 1978b Sweden 1 female
Verschueren 1984 Netherlands 1 female

Epipactis palustris Mimesa bicolor Jurine Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 3 males
Epipactis palustris Misumena vatia Clerck Diptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Morellia simplex Loew Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Melanomyia nana Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 4 males

Epipactis palustris Melanostoma scalare Fabr. Diptera

Epipactis palustris Lasius niger L. Hymenoptera

Epipactis palustris Lasioglossum pauxillum Schenck Hymenoptera

Epipactis palustris Lasioglossum fulvicorne Kirby Hymenoptera

Epipactis palustris Lasioglossum calceatum Scop. Hymenoptera

Epipactis palustris Formica rufibarbis Fabr. Hymenoptera

Epipactis palustris Formica fusca L. Hymenoptera

Epipactis palustris Episyrphus balteatus De Geer Diptera

Epipactis palustris Chloromyia formosa Scop. Diptera

Epipactis palustris Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Epipactis palustris Apis mellifera L. Hymenoptera



Müller 1988 Germany 1
Vöth 1988 Austria 2

Epipactis palustris Myrmica ruginodis Nylander Hymenoptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis palustris Nacerda ustulata Fabr. Coleoptera Vöth 1988 Austria 10
Epipactis palustris Neoascia dispar Meigen Diptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Neoascia podagrica Harris Diptera Vöth 1988 Austria 2
Epipactis palustris Pegoplata aestiva Meigen Diptera Brantjes 1981a Netherlands 3
Epipactis palustris Oedemera femorata Scop. Coleoptera Nilsson 1978b Sweden 2 females

Berger 2003b France several
Lorella & Seité (unpublished) France several

Epipactis palustris Onesia sepulchralis Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 2 males and 1 female
Epipactis palustris Opomyza germinationis L. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Opsolasia ctenocnema Kowurz Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male
Epipactis palustris Oscinella maura Fallén Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male and 1 female
Epipactis palustris Oxyna flavipennis Loew Diptera Müller 1988 Germany 14
Epipactis palustris Paragus haemorrhous Meigen Diptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis palustris Paragus tibialis Fallén Diptera Vöth 1988 Austria 4
Epipactis palustris Passaloecus insignis Vander Linden Hymenoptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Botanophila brunneilinea Zetterstedt Diptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis palustris Phaonia incana Wiedermann Diptera Nilsson 1978b Sweden 1 male
Epipactis palustris Phryxe vulgaris Fallén Diptera Verschueren 1984 Netherlands 2 females
Epipactis palustris Phyllodromia melanocephala Fabr. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Plagiognathus arbustorum Fabr. Hemiptera Verschueren 1984 Netherlands 8
Epipactis palustris Platycheirus scutatus Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Pion crassipes Holmgren Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 male and 2 females
Epipactis palustris Polistes biglumis Geoffroy Hymenoptera Müller 1988 Germany 6
Epipactis palustris Propylea quatuordecimpunctata L. Coleoptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis palustris Pseudovadonia livida Fabr. Coleoptera Müller 1988 Germany 4

Nilsson 1978b Sweden 2 females
Verschueren 1984 Netherlands 14

Müller 1988 Germany 12
Lorella & Seité (unpublished) France several

Epipactis palustris Rhamphomyia caliginosa Collin Diptera Verschueren 1984 Netherlands 3 males and 1 female
Brantjes 1981a Netherlands 2

Verschueren 1984 Netherlands 1 male and 5 females
Epipactis palustris Rhopalum clavipes L. Hymenoptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Sarcophaga dissimilis Meigen Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 female
Epipactis palustris Scaeva pyrastri L. Diptera Lorella & Seité (unpublished) France several

Nilsson 1978b Sweden 1 female
Brantjes 1981a Netherlands 1

Epipactis palustris Sciara hemerobioides Scop. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 2 females
Epipactis palustris Sepsis cynipsea L. Diptera Verschueren 1984 Netherlands 1 male and 4 females
Epipactis palustris Sepsis neocynipsea Melander & Spuler Diptera Verschueren 1984 Netherlands 2 males
Epipactis palustris Smaragdina xanthaspis Germar Coleoptera Vöth 1988 Austria 4
Epipactis palustris Sphaerophoria abbreviata Zetterstedt Diptera Müller 1988 Germany 1

Müller 1988 Germany 9
Berger 2003b France several

Epipactis palustris Sphecodes ephippius L. Hymenoptera Müller 1988 Germany 1
Epipactis palustris Stratiomys singularior Harris Diptera Nilsson 1978b Sweden 3 males
Epipactis palustris Symmorphus bifasciatus L. Hymenoptera Verschueren 1984 Netherlands 2 males and 1 female

Nilsson 1978b Sweden 3
Brantjes 1981a Netherlands 3

Verschueren 1984 Netherlands 9 females
Müller 1988 Germany 1
Vöth 1988 Austria 18

Epipactis palustris Syrphus ribesii L. Diptera Müller 1988 Germany 2
Epipactis palustris Syrphus torvus Osten-Sacken Diptera Müller 1988 Germany 4

Verschueren 1984 Netherlands 2 males
Müller 1988 Germany 1

Epipactis palustris Tenthredopsis nassata L. Hymenoptera Nilsson 1978b Sweden 1 female
Epipactis purpurata Dolichovespula saxonica Fabr. Hymenoptera Vöth 1982b Austria several

Wiefelspütz 1970b NA NA
Vöth 1982b Austria several

Epipactis purpurata Vespula austriaca Panzer Hymenoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Epipactis purpurata Vespula germanica Fabr. Hymenoptera Wiefelspütz 1970b NA NA
Epipactis purpurata Vespula rufa L. Hymenoptera Vöth 1982b Austria several
Epipactis purpurata Vespula vulgaris L. Hymenoptera Wiefelspütz 1970b NA NA

Ivry & Dafni 1977 Israel several
Jin et al.  2014 China 11 females

Ivry & Dafni 1977 Israel several
Jin et al.  2014 China 112 females

Epipactis veratrifolia Ischiodon aegyptius Wiedemann Diptera Ivry & Dafni 1977 Israel several
Epipactis veratrifolia Paragus aegyptius Macquart Diptera Ivry & Dafni 1977 Israel several
Epipactis veratrifolia Paragus bicolor Fabr. Diptera Ivry & Dafni 1977 Israel several
Epipactis veratrifolia Paragus tibialis Fallén Diptera Ivry & Dafni 1977 Israel several
Epipactis veratrifolia Sphaerophoria rueppellii Wiedemann Diptera Ivry & Dafni 1977 Israel several
Epipactis veratrifolia Sphaerophoria scripta L. Diptera Ivry & Dafni 1977 Israel several
Epipogium aphyllum Apis mellifera L. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2011 Czech Republic & Poland several
Epipogium aphyllum Bombus hortorum L. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2011 Czech Republic & Poland several
Epipogium aphyllum Bombus lucorum L. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2011 Czech Republic & Poland several
Epipogium aphyllum Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2011 Czech Republic & Poland several
Epipogium aphyllum Bombus proteus Gerstaecker Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2011 Czech Republic & Poland several
Epipogium aphyllum Bombus terrestris L. Hymenoptera Jakubska-Busse & Kadej 2011 Czech Republic & Poland several

Goodyera repens Apis mellifera L. Hymenoptera Classens & Kleynen 2013 Germany several
Goodyera repens Bombus lapidarius L. Hymenoptera Classens & Kleynen 2013 Germany several

Vöth 1987 Austria several
Paulus 2005 Austria 1

Classens & Kleynen 2013 Germany several

Goodyera repens Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Epipactis veratrifolia Eupeodes corollae Fabr. Diptera

Epipactis veratrifolia Episyrphus balteatus De Geer Diptera

Epipactis purpurata Dolichovespula sylvestris Scop. Hymenoptera

Epipactis palustris Syrphus vitripennis Meigen Diptera

Epipactis palustris Syritta pipiens L. Diptera

Epipactis palustris Sphaerophoria scripta L. Diptera

Epipactis palustris Scatophaga stercoraria L. Diptera

Epipactis palustris Rhinophora lepida Meigen Diptera

Epipactis palustris Rhagonycha fulva Scop. Coleoptera

Epipactis palustris Oedemera nobilis Scop. Coleoptera

Epipactis palustris Myrmica rubra L. Hymenoptera



Salkowski 2000 Germany several
Classens & Kleynen 2013 Germany & Italy several

Goodyera repens Lasioglossum morio Fabr. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Gymnadenia conopsea Aglais urticae L. Lepidoptera Sletvold et al.  2012 Norway several
Gymnadenia conopsea Aporia crataegi L. Lepidoptera Berger 2003b France several
Gymnadenia conopsea Autographa bractea Denis & Schiffermüller Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 1

van der Cingel 1995 NA NA
Jersáková et al.  2010 Czech Republic several

Gymnadenia conopsea Autographa pulchrina L. Lepidoptera Sletvold et al.  2012 Norway several
Gymnadenia conopsea Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands several
Gymnadenia conopsea Bombus terrestris L. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands several
Gymnadenia conopsea Paracorymbia fulva De Geer Coleoptera Démares 2000 France NA
Gymnadenia conopsea Cynthia cardui L. Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 1

van der Cingel 1995 NA NA
Bournérias 1998 France NA

Jersáková et al.  2010 Czech Republic several
Gymnadenia conopsea Empis tessellata Fabr. Diptera Sletvold et al.  2012 Norway several
Gymnadenia conopsea Eudonia sudetica Zeller Lepidoptera Sun et al.  2014 Switzerland several

Sletvold & Ågren 2010 Norway NA
Sletvold et al.  2012 Norway several

Paulus 2005 Germany 1
Sletvold & Ågren 2010 Norway NA

Gymnadenia conopsea Hyles gallii Rottemburg Lepidoptera Sletvold et al.  2012 Norway several
Gymnadenia conopsea Hyles livornica Esper Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Gymnadenia conopsea Lygaeus saxatilis Scop. Hymenoptera Reinhard et al.  1991 NA NA

Berger 2003b France several
Huber et al.  2005 Switzerland 1

Paulus 2005 Germany 1
Reinhard et al.  1991 NA NA

Vöth 1999 Austria several
Démares 2000 France NA

Huber et al.  2005 Switzerland 3
Paulus 2005 Germany 1

Sun et al.  2014 Switzerland several
Gymnadenia conopsea Papestra biren Goeze Lepidoptera Sletvold et al.  2012 Norway several
Gymnadenia conopsea Phytometra viridaria Clerck Lepidoptera Sun et al.  2014 Switzerland several
Gymnadenia conopsea Pyrgus centaureae Rambur Lepidoptera Sletvold et al.  2012 Norway several
Gymnadenia conopsea Sphinx ligustri L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Démares 2003 France 6
Paulus 2005 Germany 1

Huber et al.  2005 Switzerland 1
Claessens & Kleynen 2011 Netherlands several

Démares 2000 France NA
Berger 2003b France several
Démares 2003 France 5
Paulus 2005 Austria 1 female

Démares 2000 France NA
Nazarov & Buchsbaum 2004 Germany 3

Démares 2000 France NA
Démares 2003 France 4

Lorella & Seité (unpublished) France several
Gymnadenia corneliana Apis mellifera L. Hymenoptera Berger 2009 France 1
Gymnadenia corneliana Colias phicomone Esper Lepidoptera Démares 2000 France NA
Gymnadenia corneliana Erebia alberganus De Prunner Lepidoptera Démares 2000 France NA

Kaiser 1993 in Vöth 1999 Austria NA
Vöth 1999 Austria NA

Gymnadenia nigra s.l. Apis mellifera L. Hymenoptera Godfery 1931 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Autographa gamma L. Lepidoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Gymnadenia nigra s.l. Crambus perlella Scop. Lepidoptera Müller 1981 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Crocota tinctaria Hübner Lepidoptera Müller 1981 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Diasemia reticularis L. Lepidoptera Müller 1981 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Erebia melampus Füessly Lepidoptera Müller 1981 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Lasionycta imbecilla Fabr. LepidopteraMüller 1981 and Reinhard et al.  1991 in Vöth 1999Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Leucania comma L. Lepidoptera Godfery 1931 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Thricops aculeipes Zetterstedt Diptera Müller 1981 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Zygaena exulans Hohenwarth Lepidoptera Müller 1981 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Zygaena filipendulae L. Lepidoptera Müller 1981 and Kaiser 1993 in Vöth 1999Austria and Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Zygaena loti Denis & Schiffermüller LepidopteraMüller 1981 and Reinhard et al.  1991 in Vöth 1999Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Zygaena transalpina Esper Lepidoptera Godfery 1931 in Vöth 1999 Switzerland NA
Gymnadenia nigra s.l. Zygaena trifolii Esper Lepidoptera Godfery 1931 in Vöth 1999 Switzerland NA

Gymnadenia odoratissima Adscita geryon Hübner Lepidoptera Perko 2004 NA NA
Gymnadenia odoratissima Aricia agestis Denis & Schiffermüller Lepidoptera Perko 2004 NA NA
Gymnadenia odoratissima Catoptria speculalis Hübner Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 1
Gymnadenia odoratissima Chamaesphecia empiformis Esper Lepidoptera Démares 2000 France NA
Gymnadenia odoratissima Elophos dilucidaria Denis & Schiffermüller Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 7
Gymnadenia odoratissima Entephria caesiata Denis & Schiffermüller Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 4
Gymnadenia odoratissima Gnophos obfuscata Denis & Schiffermüller Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 2
Gymnadenia odoratissima Lampronia praelatella Denis & Schiffermüller Lepidoptera Démares 2000 France NA
Gymnadenia odoratissima Lygaeus equetris L. Hymenoptera Démares 2000 France NA
Gymnadenia odoratissima Lygaeus saxatilis Scop. Hymenoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Gymnadenia odoratissima Perizoma verberata Scop. Lepidoptera Huber et al.  2005 Switzerland 2
Gymnadenia odoratissima Zygaena minos Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nazarov & Buchsbaum 2004 Germany 1

Gymnadenia rhellicani Aglais urticae L. Lepidoptera Vöth 1999 Austria several
Gymnadenia rhellicani Autographa gamma L. Lepidoptera van der Cingel 1995 NA NA
Gymnadenia rhellicani Cerapteryx graminis L. Lepidoptera Vöth 1999 Germany NA
Gymnadenia rhellicani Erebia medusa Denis & Schiffermüller Lepidoptera Vöth 1999 Austria several
Gymnadenia rhellicani Zygaena loti Denis & Schiffermüller Lepidoptera Reinhard et al. 1991 NA NA
Gymnadenia rhellicani Zygaena purpuralis Brünnich Lepidoptera Vöth 1999 Austria NA

Gymnadenia nigra s.l. Adscita statices L. Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Zygaena trifolii Esper Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Zygaena lonicerae Scheven Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Zygaena filipendulae L. Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Vanessa cardui L. Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Thymelicus sylvestris Poda Lepidoptera

Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Ochlodes sylvanus Esper Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Hyles euphorbiae L. Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Macroglossum stellatarum L.

Gymnadenia conopsea Hemaris tityus L. Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Deilephila porcellus L. Lepidoptera

Gymnadenia conopsea Autographa gamma L. Lepidoptera

Goodyera repens Bombus terrestris L. Hymenoptera



Herminium monorchis Aprostocetus caudatus Westwood Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male and 7 females
Herminium monorchis Aprostocetus cecidomyiarum Bouché Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 6 females
Herminium monorchis Closterocerus formosus Westwood Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Euderus viridis Thomson Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Gastrancistrus acutus Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male
Herminium monorchis Gastrancistrus fulvicornis Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Mesopolobus aequus Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male
Herminium monorchis Mesopolobus amaenus Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male
Herminium monorchis Necremnus tidius Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Omphale clypealis Thomson Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Macroglenes penetrans Kirby Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male
Herminium monorchis Rhegmoclema verralli Edwards Diptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Swammerdamella brevicornis Meigen Diptera Nilsson 1979b Sweden 4 females
Herminium monorchis Telenomus nitidulus Thomson Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Tetrastichus agrus Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 3 females
Herminium monorchis Tetrastichus apama Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 3 females
Herminium monorchis Tetrastichus charoba Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 2 females
Herminium monorchis Tetrastichus conon Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 2 males and 7 females
Herminium monorchis Tetrastichus diaphantus Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 5 females
Herminium monorchis Tetrastichus leucone Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 7 females
Herminium monorchis Tetrastichus lycidas Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Tetrastichus pausiris Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 9 females
Herminium monorchis Tetrastichus vacuna Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Torymus brachyurus Boheman Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 female
Herminium monorchis Torymus galii Boheman Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male and 1 female
Herminium monorchis Torymus ventralis Fonscolombe Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 2 males
Herminium monorchis Trachysiphonella ruficeps Macquart Diptera Nilsson 1979b Sweden 2 males and 1 female
Herminium monorchis Trichomalus helvipes Walker Hymenoptera Nilsson 1979b Sweden 1 male

Himantoglossum adriaticum Andrena carbonaria Fabr. Hymenoptera Vöth 1990 Germany 1 female
Himantoglossum adriaticum Andrena haemorrhoa Fabr. Hymenoptera Teschner 1980 Croatia 1 female

Teschner 1980 Croatia 1 female
Vöth 1990 Germany 1 female

Himantoglossum adriaticum Andrena potentillae Panzer Hymenoptera Vöth 1990 Croatia 1 female
Himantoglossum adriaticum Apis mellifera L. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Himantoglossum adriaticum Colletes similis Schenck Hymenoptera Vöth 1990 Austria 1 male

Himantoglossum comperianum Anthophora plumipes Pallas Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum comperianum Bombus haematurus Kriechbaumer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum comperianum Bombus hortorum L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum comperianum Bombus subterraneus L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum comperianum Eucera interrupta Baer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum comperianum Eucera nigra Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Himantoglossum hircinum Ancistrocerus parietum L. Hymenoptera Carey & Farrel 2002 Great Britain NA
Himantoglossum hircinum Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Paulus 2005 Germany 1 female
Himantoglossum hircinum Andrena carantonica Pérez Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands 1
Himantoglossum hircinum Andrena cineraria L. Hymenoptera Teschner 1980 Germany several females
Himantoglossum hircinum Andrena fulva Müller Hymenoptera Teschner 1980 Germany several females
Himantoglossum hircinum Andrena haemorrhoa Fabr. Hymenoptera Vöth 1990 Germany 1 female

Teschner 1980 Germany several females
Vöth 1990 Germany 1 male

Paulus 2005 NA NA
Himantoglossum hircinum Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Teschner 1980 Germany several females
Himantoglossum hircinum Anthidium cingulatum Latreille Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum hircinum Anthidium loti Perris Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Bournérias 1998 France NA
Lorella & Seité (unpublished) France several

Himantoglossum hircinum Bombus terrestris L. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France 1
Himantoglossum hircinum Coelioxys caudata Spinola Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum hircinum Colletes cunicularius L. Hymenoptera Vöth 1990 France 3 females
Himantoglossum hircinum Eucera nigra Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum hircinum Eucera tricincta Erichson Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum hircinum Megachile ericetorum Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum hircinum Megachile lefebvrei Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Himantoglossum hircinum Megachile maritime Kirby Hymenoptera Willis 1990 in Carey & Farrel 2002 Great Britain NA
Himantoglossum hircinum Megachile parietina Geoffroy Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Himantoglossum robertianum Bombus lucorum L. Hymenoptera Teschner 1977 Italy several females
Himantoglossum robertianum Bombus ruderatus Fabr. Hymenoptera Widmer et al.  2000 Italy 1 female
Himantoglossum robertianum Bombus terrestris L. Hymenoptera Teschner 1977 Italy several females
Himantoglossum robertianumChalicodoma sicula Rossi Hymenoptera Teschner 1977 Crete 3 females
Himantoglossum robertianum Eucera ruficollis Brullé Hymenoptera Teschner 1977 Crete 1 male
Himantoglossum robertianum Eucera tricincta Erichson Hymenoptera Teschner 1977 Crete several males

Limodorum abortivum Anthidium septemdentatum Latreille Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France 2
Limodorum abortivum Anthophora biciliata Lepeletier Hymenoptera Dafni 1986 Israel several
Limodorum abortivum Anthophora dispar Lepeletier Hymenoptera Dafni 1986 Israel several

Bournérias 1998 France NA
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Limodorum abortivum Lasioglossum marginatum Brullé Hymenoptera Dafni 1986 Israel several
Limodorum abortivum Osmia caerulescens L. Hymenoptera Francon 2005 France 2

Reinhard et al.  1991 NA NA
Vöth 1999 Austria several

Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Neotinea tridentata Dinoptera collaris L. Coleoptera Vöth 2003 Croatia 1
Neotinea tridentata Halictus patellatus Morawitz Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Neotinea tridentata Nomada fucata Panzer Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Neotinea tridentata Osmia aurulenta Panzer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Neotinea tridentata Osmia bicolor Schrank Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Neotinea tridentata Osmia niveata Fabr. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Neotinea tridentata Osmia rufa L. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Neotinea tridentata Oxythyrea dulcis Reitter Coleoptera Vöth 2003 Croatia 1

Neotinea tridentata Apis mellifera L. Hymenoptera

Limodorum abortivum Anthophora plumipes Pallas Hymenoptera

Himantoglossum hircinum Apis mellifera L. Hymenoptera

Himantoglossum hircinum Andrena jacobi Perkins Hymenoptera

Himantoglossum adriaticum Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera



Vöth 1999 Austria several
Lorella & Seité (unpublished) France several

Neotinea ustulata Eristalis pertinax Scop. Diptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Neotinea ustulata Sarcophaga carnaria L. Diptera Lorella & Seité (unpublished) France several

Neottia ovata Abia fasciata L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Adelocera murina L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Neottia ovata Aethecerus nitidus Wesmael Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Aglaostigma fulvipes Scop. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 males and 1 female
Neottia ovata Agriotes acuminatus Stephens Coleoptera Vöth 2003 Austria 10
Neottia ovata Agrypon flaveolatum Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Alomya debellator Fabr. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male

Nilsson 1981 Sweden 1 male
Vöth 2003 Austria 23

Neottia ovata Amauronematus fallax L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Anaspis frontalis L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Andrena carantonica Pérez Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands 5
Neottia ovata Andrena chrysosceles Kirby Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands 2
Neottia ovata Andrena fulva Müller Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands 5
Neottia ovata Andrena nitida Müller Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands 4
Neottia ovata Apis mellifera L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 3 females
Neottia ovata Aptesis abdominator Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 19 males
Neottia ovata Aptesis femoralis Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 3 males
Neottia ovata Arge ciliaris L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 1 female
Neottia ovata Arge clavicornis L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Arge cyanocrocea Förster Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Arge ustulata L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 5 males and 3 females
Neottia ovata Argogorytes mystaceus L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 1 female
Neottia ovata Aritranis occisor Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Ischnomera cinerascens Pandelle in Grenier Coleoptera Vöth 2003 Austria 2
Neottia ovata Athous subfuscus Müller Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 2 females
Neottia ovata Athous vittatus Fabr. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 3 females
Neottia ovata Bibio marci L. Diptera Démares 2003 France 1
Neottia ovata Bruchus atomarius L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 14
Neottia ovata Bruchus loti Paykull Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Campoletis varians Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Camponotus herculeanus L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Cantharis figurata Mannerheim Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 7 males and 10 females
Neottia ovata Cantharis fusca L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 3
Neottia ovata Cantharis haemorrhoidalis Fabr. Coleoptera Berger 2003b France several
Neottia ovata Cantharis nigricans Müller Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 12 males and 2 females
Neottia ovata Cantharis obscura L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 3 females

Nilsson 1981 Sweden 1 female
Vöth 2003 Austria 2

Neottia ovata Cantharis rustica Fallén Coleoptera Vöth 2003 Austria 5
Neottia ovata Cantharis rustica Fallén Coleoptera Berger 2003b France several
Neottia ovata Cantharis sudetica Letzner Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Neottia ovata Cheilosia bergenstammi Becker Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Chorinaeus cristator Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Cidnopus pilosus Leske Coleoptera Berger 2003b France several
Neottia ovata Cidnopus quercus Olivier Coleoptera Vöth 2003 Austria 3
Neottia ovata Claremontia confusa Konow Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Clytus arietis L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Neottia ovata Coccinella septempunctata L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Coelichneumon fasciatus Gmelin Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Colletes cunicularius L. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Netherlands 3
Neottia ovata Cratichneumon culex Müller Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 7 males
Neottia ovata Cratichneumon fabricator Fabr. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 males
Neottia ovata Cratichneumon sicarius Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Cratichneumon viator Scop. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Cryptus leucocheir Ratzeburg Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male

Nilsson 1981 Sweden 2 females
Vöth 2003 Austria 1

Neottia ovata Ctenochira validicornis Brischke Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Curculio nucum L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Cylindrotoma distinctissima Meigen Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Dactylolabis aberrans Savchenko Diptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Neottia ovata Dalopius marginatus L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 8 females
Neottia ovata Dascillus cervinus L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 2
Neottia ovata Dasytes plumbeus Müller Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Denticollis linearis L. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 2 females

Nilsson 1981 Sweden 1 female
Vöth 2003 Austria 14

Neottia ovata Diplazon laetatorius Fabr. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Dolerus anticus Klug Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Dolerus bimaculatus Geoffroy Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 7 males and 11 females
Neottia ovata Dolerus cothurnatus Lepeletier Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 3 females
Neottia ovata Dolerus germanicus Fabr. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 males
Neottia ovata Dolerus gonager Fabr. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 8 females
Neottia ovata Dolerus harwoodi Benson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 5 females
Neottia ovata Dolerus niger L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 4 females
Neottia ovata Dolerus picipes Klug Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 males and 4 females
Neottia ovata Dusona insignita Förster Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Empis stercorea L. Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Empis tessellata Fabr. Diptera Nilsson 1981 Sweden 3
Neottia ovata Empria klugii Stephens Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Empria liturata Gmelin Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Empria pumila Konow Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 females
Neottia ovata Endasys analis Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male

Neottia ovata Dinoptera collaris L. Coleoptera

Neottia ovata Ctenicera pectinicornis L. Coleoptera

Neottia ovata Cantharis pellucida Fabr. Coleoptera 

Neottia ovata Alosterna tabacicolor De Geer Coleoptera

Neotinea ustulata Tachina magnicornis Zetterstedt Diptera



Neottia ovata Ethelurgus sodalis Taschenberg Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Euryproctus parvulus Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Eutomostethus luteiventris Klug Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Exetastes illusor Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Formica fusca L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 7 females
Neottia ovata Formica lemani Bondroit Hymenoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Neottia ovata Glyphicnemis vagabunda Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 4 males
Neottia ovata Grammoptera ruficornis Fabr. Coleoptera Vöth 2003 Austria 3
Neottia ovata Heteropelma calcator Wesmael Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 1 female
Neottia ovata Hoplia argentea Poda Coleoptera Perko 2004 NA NA
Neottia ovata Hoplia farinosa L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Neottia ovata Hydrophoria conica Wiedemann Diptera Nilsson 1981 Sweden 4
Neottia ovata Hyperbatus sternoxanthus Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Ichneumon insidiosus Wesmael Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 8 females
Neottia ovata Ichneumon nereni Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Ichneumon subquadratus Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Ichneumon suspiciosus Wesmael Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Idiolispa analis Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Ischnus migrator Fabr. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Lasius niger L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 females
Neottia ovata Limerodops subsericans Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Lissonota bellator Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Dolerus eversmanni Kirby Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Dolerus vestigialis Klug Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 2 females
Neottia ovata Macrophya albipuncta Fallén Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 1 female
Neottia ovata Macrophya duodecimpunctata L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male

Nilsson 1981 Sweden 8 females
Vöth 2003 Austria 1

Neottia ovata Melanostoma mellinum L. Diptera Nilsson 1981 Sweden 3
Neottia ovata Meligethes aeneus Fabr. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 6
Neottia ovata Meliscaeva cinctella Zetterstedt Diptera Nilsson 1981 Sweden 1
Neottia ovata Mesoleptus laevigatus Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 4 males
Neottia ovata Misumena vatia Clerck Araneae Nilsson 1981 Sweden 3 females
Neottia ovata Monoctenus juniperi L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Myrmica ruginodis Nylander Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Netelia latungulus Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 3 males
Neottia ovata Oedemera femorata Scop. Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Neottia ovata Oedemera nobilis Scop. Coleoptera van der Cingel 1995 NA NA
Neottia ovata Oedemera podagrariae L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 5
Neottia ovata Oedemera virescens L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Neottia ovata Oncomera femorata Fabr. Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Orsodacne cerasi L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 3
Neottia ovata Townesia tenuiventris Holmgren Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 3 males
Neottia ovata Pachyprotasis rapae L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 females
Neottia ovata Perilissus holmgreni Habermehl Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Perilissus lutescens Holmgren Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Pholidoptera griseoaptera De Geer Orthoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Phorocera obscura Fallén Diptera Nilsson 1981 Sweden 2 females
Neottia ovata Phygadeuon cephalotes Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Phygadeuon geniculatus Kriechbaumer Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Phygadeuon rugolosus Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Pimpla melanacrias Perkins Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Pipiza bimaculata Meigen Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Podistra rufotestacea Letzner Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Rhagonycha lignosa Müller Coleoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Rhagonycha nigriceps Waltl Coleoptera Perko 2004 NA NA
Neottia ovata Rhogogaster viridis L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male and 1 female
Neottia ovata Rhorus mesoxanthus Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Rhorus substitutor Thunberg Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Sarcophaga carnaria L. Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Stenurella melanura L. Coleoptera Perko 2004 NA NA
Neottia ovata Stenurella nigra L. Coleoptera Vöth 2003 Austria 1
Neottia ovata Sympherta ambulator Thunberg Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Synectes delusor L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Tenthredo atra L. Hymenoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Neottia ovata Tenthredo livida L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Tenthredo mesomelas L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 53
Neottia ovata Tenthredo olivacea Klug Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Tenthredo temula Scop. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Tenthredo vespa Retzius Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Tenthredopsis nassata L. Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 5 males
Neottia ovata Tenthredopsis tesselata Klug Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 4 males and 2 females
Neottia ovata Tipula luna Westhoff Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 female
Neottia ovata Trychosis pauper Tschek Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Tryphon bidentatus Stephens Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Tryphon bidentulus Thomson Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 1 male
Neottia ovata Tryphon obtusator Thunberg Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 males
Neottia ovata Valgus hemepterus L. Coleoptera Démares 2000 France NA
Neottia ovata Vulgichneumon suavis Gravenhorst Hymenoptera Nilsson 1981 Sweden 2 males
Neottia ovata Zophomyia temula Scop. Diptera Nilsson 1981 Sweden 1 male

Ophrys aegaea Anthophora orientalis Morawitz Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Carpathians several males
Ophrys aegyrtica Eucera hispana Lepeletier Hymenoptera Delforge 1996 France several males
Ophrys aesculapii Andrena paucisquama Noskiewicz Hymenoptera Paulus 2001a Greece several males
Ophrys alasiatica Andrena bimaculata Kirby Hymenoptera Paulus & Gack 1990a Cyprus several males

Ophrys algarvensis Colletes albomaculatus Lucas Hymenoptera Paulus & Gack 1980 in Paulus 2007 Spain several males
Ophrys apifera Eucera longicornis L. Hymenoptera Paulus 2000 Croatia several males
Ophrys apifera Eucera punctulata Alfken Hymenoptera Paulus 2000 Croatia several males

Ophrys apollonae Anthophora nigriceps Morawitz Hymenoptera Paulus & Hirth 2009a Chios, Rhodes & Samos several males

Neottia ovata Malachius bipustulatus L. Coleoptera 



Ophrys apulica Eucera berlandi Dusmet HymenopteraPaulus & Gack 1986 in Paulus & Gack 1990b and Hahn 2008Italy several males
Paulus & Gack 1999 in Paulus 2007 France several males

Vereecken & Genoud 2007 France several males
Ophrys araneola Andrena combinata Christ Hymenoptera Schiestl & Vereecken 2008 Switzerland 1 male
Ophrys araneola Andrena lathyri Alfken Hymenoptera Gölz (?) in Paulus 2015 NA NA

Paulus & Gack 1990d in Paulus 2007 Italy several males
Widmer et al.  2000 Italy 1 male

Ophrys argentaria Andrena fulvata Stoeckhert Hymenoptera Paulus & Gack 1999 Italy several males
Ophrys argolica Anthophora plagiata Illiger Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Greece several males
Ophrys ariadnae Melecta albifrons albovaria Erichson Hymenoptera Paulus 1994 in Paulus 2007 Greece several males
Ophrys arnoldii Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Paulus & Gack 1980 in Paulus 2007 France & Spain several males
Ophrys atlantica Chalicodoma parietina Geoffroy Hymenoptera Paulus & Gack 1980 in Paulus 2007Algeria, Marocco & Spain several males
Ophrys attaviria Andrena labialis Kirby Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Greece several males

Ophrys attica Eucera seminuda Brullé Hymenoptera Hahn 2008 NA NA
Ophrys aurelia Chalicodoma parietina Geoffroy Hymenoptera Paulus & Gack 1999 France several males
Ophrys aurelia Chalicodoma pyrenaica Lepeletier Hymenoptera Walraven 1995 France 1 male

Ophrys aveyronensis Andrena hattorfiana Fabr. Hymenoptera Paulus & Gack 1999 France several males
Ophrys aymoninii Andrena combinata Christ Hymenoptera Paulus & Gack 1999 in Paulus 2007 France several males
Ophrys balearica Chalicodoma sicula Rossi Hymenoptera Paulus & Gack 1986 in Paulus 2007 Balearic Islands several males
Ophrys basilissa Anthophora subterranea Germar Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007in Paulus 2007Crete, Kos & Rhodes several males

Ophrys battandieri Andrena vetula Lepeletier Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007in Paulus 2007Algeria, Kos & Tunisia several males
Ophrys benacensis Chalicodoma parietina Geoffroy Hymenoptera Paulus (?) in Tyteca 2001 Italy several males

Paulus & Gack 1986 Italy several males
Paulus 2000 Croatia several males

Ophrys bertoloniiformis Chalicodoma benoisti Tkalců Hymenoptera Paulus & Gack 1986 Italy several males
Ophrys biancae Eucera euroa Tkalců Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily several males

Paulus 2001c in Paulus 2007 Western Europe several males
Stökl et al.  2005 Majorca several males

Ophrys bilunulata Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Schatz & Escudié in prep. France 1 male
Ophrys biscutella Anthophora retusa L. Hymenoptera Paulus & Gack 1986 in Paulus 2007 Italy several males

Ophrys blitopertha Blitopertha lineolata Fischer von Waldheim Coleoptera Paulus 1998 in Paulus 2007 Greece & Turkey several males
Ophrys bombyliflora Eucera algira Brullé Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands several males
Ophrys bombyliflora Eucera gracilipes Pérez Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands several males
Ophrys bombyliflora Eucera grisea Fabr. Hymenoptera Paulus & Gack 1995 Corsica & Sardinia several males

Hahn 2008 Balearic Islands, Greece NA
Paulus 2015 Spain, Greece, Italy, Sicily several males

Ophrys bombyliflora Eucera parnassia Pérez Hymenoptera Paulus & Gack 1990c Greece several males
Ophrys bombyliflora Eucera vulpes Brullé Hymenoptera Delforge 2005b Greece several males
Ophrys bornmuelleri Eucera penicillata Risch Hymenoptera Paulus & Gack 1990a Cyprus several males

Paulus & Gack 1990b Lesbos several males
Hahn 2008 NA NA

Paulus 2001c in Paulus 2007 Malta & Sicily several males
Stökl et al.  2005 Tunisia several males

Ophrys calocaerina Andrena labialis Kirby Hymenoptera Paulus & Gack 1986 in Paulus 2007 Greece several males
Ophrys candica Eucera hispana Lepeletier Hymenoptera Paulus & Gack 1990b Italy several males

Ophrys catalaunica Chalicodoma pyrenaica Lepeletier Hymenoptera Vereecken & Patiny 2005 Spain 1 male
Ophrys celiensis Eucera graeca Radoszkowski Hymenoptera Hahn 2008 NA NA
Ophrys cerastes Eucera puncticollis Morawitz Hymenoptera Hahn 2008 NA NA

Ophrys ceto Eucera euroa Tkalců Hymenoptera Hahn 2008 NA NA
Ophrys ceto Eucera plumigera Kohl Hymenoptera Hahn 2008 NA NA

Paulus & Gack 1995 Corsica & Sardinia several males
Gögler et al.  2008 Sardinia several males

Ophrys cilentana Andrena florentina Magretti Hymenoptera Delforge 2004b Italy 1 male
Paulus 1998 in Paulus 2007 Asia Minor, Cyprus, Greece several males
Paulus & Salkowski 2007 Kos several males

Ophrys colossaea Eucera dalmatica Lepeletier Hymenoptera Paulus & Hirth 2009b Rhodes several males
Ophrys cornutula Eucera nigra Lepeletier Hymenoptera Nazarov & Gerlach 1997 Crimea several males
Ophrys cornutula Eucera punctulata Alfken Hymenoptera Paulus 2001b Greece several males
Ophrys cornutula Eucera signifera NA Hymenoptera Paulus 2001b Greece several males
Ophrys corsica Andrena cinerea Brullé Hymenoptera Schatz et al.  in prep Corsica 1 males
Ophrys corsica Andrena hesperia Smith Hymenoptera Schatz et al.  in prep Corsica 8 males

Ophrys crabronifera Anthophora plumipes Pallas Hymenoptera Paulus & Gack 1999 in Paulus 2007 Italy several males
Ophrys crassicornis Eucera longicornis L. Hymenoptera Hahn 2008 NA NA
Ophrys creberrima Andrena creberrima Pérez Hymenoptera Paulus 1998 in Paulus 2007 Crete several males

Ophrys cressa Andrena merula Warncke Hymenoptera Paulus 1998 in Paulus 2007 Crete several males
Ophrys cretensis Andrena vachali creticola Strand Hymenoptera Paulus 1988 Crete several males
Ophrys cretica Melecta albifrons albovaria Erichson Hymenoptera Paulus & Gack 1990c Carpathians, Greece several males
Ophrys cretica Melecta tuberculata Lieftinck Hymenoptera Paulus & Gack 1990c Crete, Cyprus, Rhodes several males

Ophrys creticola Andrena bimaculata Kirby Hymenoptera Paulus 1998 in Paulus 2007 Crete several males
Ophrys delphinensis Anthophora plagiata Illiger Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Greece several males

Ophrys dianica Andrena vulpecula Kriechbaumer Hymenoptera Lowe et al.  2001 Spain several males
Ophrys dianica Chalicodoma albonotata Radoszkowski Hymenoptera Paulus (?) in Vereecken & Patiny 2005 France several males

Ophrys dyctinnae Eucera albofasciata Friese Hymenoptera Paulus & Hirth 2012 Aegean Islands & Turkey several males
Ophrys dyris Anthophora atroalba atroalba Lepeletier Hymenoptera Paulus & Gack 1980 in Paulus 2007Northern Africa & Spain several males

Ophrys elatior Eucera salicariae Lepeletier Hymenoptera Paulus 1999 in Paulus 2007 France & Germany several males
Ophrys elegans Anthophora erschowi Fedtschenko Hymenoptera Paulus & Gack 1990a in Paulus 2007 Cyprus several males

Ophrys eleonorae Andrena morio Brullé Hymenoptera Paulus & Gack 1995 in Paulus 2007Malta, Sardinia & Tunisia several males
Ophrys eleonorae Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Paulus 2007 Malta, Sardinia & Tunisia several males
Ophrys episcopalis Eucera cressa Tkalců Hymenoptera Paulus & Hirth 2009b Crete several males

Ophrys exaltata Colletes cunicularius L. Hymenoptera Paulus & Gack 1990d in Paulus 2007 Sicily several males
Ophrys explanata Chalicodoma sicula Rossi Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily several males
Ophrys fabrella Andrena fabrella Pérez Hymenoptera Stökl et al.  2009 Balearic Islands several males

Ophrys ferrum-equinum Chalicodoma parietina Geoffroy Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Greece & Turkey several males
Ophrys flavicans Chalicodoma manicata Giraud Hymenoptera Hahn & Salkowski 2004 Croatia several males

Ophrys flavomarginata Eucera dimidiata Brullé Hymenoptera Paulus & Gack 1990a Cyprus several males
Ophrys fleischmannii Anthophora sichelii Radoszkowski Hymenoptera Paulus & Gack 1986 in Paulus 2007 Crete several males

Ophrys fuciflora Eucera longicornis L. HymenopteraPaulus & Gack 1986 in Paulus 2007, Hann 2008 and Paulus & Hirth 2009bWestern Europe several males
Ophrys fuciflora Eucera nigrescens Pérez HymenopteraPaulus & Gack 1986 in Hann 2008 and Paulus & Hirth 2009bWestern Europe several males

Ophrys cinereophila Andrena cinereophila Warncke Hymenoptera

Ophrys chestermanii Bombus vestalis Geoffroy Hymenoptera

Ophrys caesiella Andrena flavipes Panzer Hymenoptera

Ophrys bucephala Eucera curvitarsis Mocsáry Hymenoptera

Ophrys bombyliflora Eucera oraniensis Lepeletier Hymenoptera

Ophrys bilunulata Andrena flavipes Panzer Hymenoptera

Ophrys bertolonii Chalicodoma parietina Geoffroy Hymenoptera

Ophrys archipelagi Colletes cunicularius L. Hymenoptera

Ophrys arachnitiformis Colletes cunicularius L. Hymenoptera



Ophrys fuciflora Microdon latifrons Loew Diptera Paulus 2007 Western Europe several males
Ophrys fuciflora Microdon mutabilis L. Diptera Paulus 2007 Western Europe several males

Tyteca et al.  2006 France several males
Paulus 2007 Western Europe several males

Ophrys funerea Andrena flavipes Panzer Hymenoptera Paulus & Gack 1995 in Paulus 2007 Corsica & Sardinia several males
Ophrys gackiae Andrena florentina Magretti Hymenoptera Berger 2006 France several males
Ophrys gackiae Andrena sabulosa Scop. Hymenoptera Paulus 2007 Sicily several males

Ophrys garganica Andrena pilipes Fabr. Hymenoptera Paulus & Gack 1986 Italy, Sardinia & Sicily several males
Ophrys gortynia Colletes albomaculatus Lucas Hymenoptera Paulus 2007 Crete several males
Ophrys gracilis Eucera clypeata Erichson Hymenoptera Hahn 2008 NA NA

Ophrys grammica Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Paulus 2007 Crete several males
Ophrys grandiflora Eucera algira Brullé HymenopteraPaulus & Gack 1990d in Paulus & Hirth 2012 Italy several males
Ophrys grigoriana Xylocopa valga Gerstäcker Hymenoptera Paulus 2006, 2011 Crete several males
Ophrys grigoriana Xylocopa violacea L. Hymenoptera Paulus 2006, 2011 Crete several males

Paulus 2007 Crete several males
Spaethe et al.  2007 Crete several males

Ophrys helenae Eucera berlandi Dusmet Hymenoptera Paulus & Gack 1993 in Paulus 2007 Greece several males
Ophrys helenae Eucera lucasi Gribodo Hymenoptera Paulus & Gack 1993 in Paulus 2007 Greece several males
Ophrys helenae Eucera vulpes Brullé Hymenoptera Vereecken et al.  2012 Greece several males
Ophrys helios Eucera cressa Tkalců Hymenoptera Paulus & Gack 1990c Crete several males

Ophrys heterochila Eucera cypria Alfken HymenopteraPaulus & Gack 1990c in Paulus & Hirth 2009b Rhodes several males
Ophrys holubyana Eucera longicornis L. Hymenoptera Paulus 2000 Croatia several males
Ophrys hygrophila Eucera squamosa Lepeletier Hymenoptera Hahn 2008 Turkey several males
Ophrys incubacea Andrena morio Brullé HymenopteraPaulus & Gack 1986, 1990d, 1995 and Paulus 2000 in Paulus 2007Croatia, France, Italy, Sardinia & Sicilyseveral males
Ophrys insectifera Argogorytes fargeii Shuckard Hymenoptera Borg-Karlson 1993 in Paulus 2007 Europe several males
Ophrys insectifera Argogorytes mystaceus L. Hymenoptera Borg-Karlson 1993 in Paulus 2007 Europe several males

Paulus 1988, Paulus & Gack 1986 and 1990c in Paulus 2007Eastern Europe several males
Paulus & Salkowski 2007 Kos several males

Ophrys isaura Eucera fasciata Risch Hymenoptera Hahn 2009 Turkey several males
Paulus & Gack 1990a in Paulus 2007 Cyprus & Israel several males

Stökl et al.  2005 Israel several males
Ophrys kedra Andrena variabilis Smith Hymenoptera Paulus & Schlüter 2007 in Paulus 2007 Crete several males

Ophrys kotschyi Melecta tuberculata Lieftinck Hymenoptera Paulus & Gack 1990a in Paulus 2007 Cyprus several males
Ophrys kreutzii Eucera nigripes Klug Hymenoptera Hahn 2008 Turkey several males
Ophrys kreutzii Eucera squamosa Lepeletier Hymenoptera Hahn 2008 Turkey several males
Ophrys lacaitae Eucera eucnemidea Dours Hymenoptera Hahn 2008 NA NA
Ophrys laurensis Andrena schulzi Strand Hymenoptera Delforge 2001b in Paulus 2007 Sicily several males

Ophrys leochroma Eucera kullenbergi Tkalců Hymenoptera Paulus & Hirth 2012 Greece several males
Ophrys leptomera Eucera hevola Klug Hymenoptera Hahn 2008 NA NA

Ophrys lesbis Andrena curiosa Morawitz Hymenoptera Paulus & Gack 1990c Lesbos & Turkey several males
Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Eastern Europe several males

Paulus & Salkowski 2007 Kos several males
Ophrys levantina Eucera cypria Alfken Hymenoptera Paulus 2015 NA NA

Ophrys lindia Andrena truncatilabris Morawitz Hymenoptera Paulus 2001b in Paulus 2007Carpathians, Rhodes & Turkey several males
Ophrys lucana Andrena labialis Kirby Hymenoptera Delforge 2001a in Paulus 2007 Italy several males

Ophrys lucentina Andrena vulpecula Kriechbaumer Hymenoptera Paulus 2007 Spain several males
Ophrys lucis Anthophora mucida Gribodo Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007  Rhodes several males

Ophrys lunulata Osmia kohlii Ducke Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily several males
Ophrys lupercalis Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Paulus 2001c in Paulus 2007 Europe several males

Ophrys lutea Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Gasc 1994 France several males
Paulus & Gack 1986, 1990a, c  and d in Paulus & Salkowski 2007Balearic Islands, France, Italy & Spain several males

Gasc 1994 France several males
Ophrys lutea Andrena humilis Imhoff HymenopteraPaulus & Gack 1986, 1990a, c  and d in Paulus & Salkowski 2007Italy several males
Ophrys lutea Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Gasc 1994 France several males
Ophrys lutea Andrena nigroolivacea Dours HymenopteraPaulus & Gack 1986, 1990a, c  and d in Paulus & Salkowski 2007Algeria, Kephalonia, Italy & Spain several males
Ophrys lutea Andrena ovatula Kirby Hymenoptera Gasc 1994 France several males
Ophrys lutea Andrena senecionis Pérez HymenopteraPaulus & Gack 1986, 1990a, c  and d in Paulus & Salkowski 2007France, Spain & Tunisia several males
Ophrys lutea Andrena taraxaci Giraud Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily 1 male

Ophrys lyciensis Eucera graeca Radoszkowski Hymenoptera Paulus et al.  2001 Turkey several males
Ophrys malacitana Colletes cunicularius L. Hymenoptera Lowe 2010 Spain 1 male
Ophrys mammosa Andrena fuscosa Erichson Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007 Greece several males
Ophrys marmorata Andrena ovatula Kirby Hymenoptera Schatz et al.  in prep Corsica NA
Ophrys marmorata Andrena wilkella Kirby Hymenoptera Foelsche & Gerbaud 2000 Corsica several males
Ophrys massiliensis Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Vereecken & Patiny 2006 France several males
Ophrys massiliensis Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Gasc 1990 France several males

Ophrys maxima Eucera berlandi Dusmet Hymenoptera Paulus 2001b Crete several males
Ophrys melena Andrena transitoria Morawitz Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Greece several males

Ophrys mesaritica Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Paulus 2007 and Paulus & Schlüter 2007 Greece several males
Ophrys minutula Eucera albofasciata Friese Hymenoptera Hahn 2008 NA NA

Ophrys montis-leonis Colletes cunicularius L. Hymenoptera Paulus 2015 NA NA
Ophrys morisii Anthophora sichelii Radoszkowski Hymenoptera Paulus & Gack 1995 in Paulus 2007 Corsica & Sardinia several males

Ophrys murbeckii Colletes formosanus NA Hymenoptera Paulus 2007 and Paulus & Salkowski 2007 Tunisia several males
Ophrys murbeckii Colletes oratuabis NA Hymenoptera Paulus 2007 Tunisia several males

Ophrys mycenencis Chalicodoma manicata Giraud Hymenoptera Hertel & Paulus 2010 Greece several males
Delforge 2005a Corsica, Italy & Sardinia NA

Buël in Kullenberg et al . 1984 Italy several males
Ophrys neglecta Eucera oraniensis Lepeletier Hymenoptera Delforge 2005a Corsica, Italy & Sardinia NA

Paulus & Gack 1995 in Paulus 2007 Corsica & Sardinia several males
Gögler et al.  2008 Sardinia several males

Ophrys obaesa Andrena flavipes Panzer Hymenoptera Paulus & Gack 1990d in Paulus 2007 Sicily several males
Ophrys oblita Eucera dalmatica Lepeletier Hymenoptera Hahn 2009 Turkey several males

Ophrys occidentalis Colletes cunicularius L. Hymenoptera Berger 2003b France several males
Ophrys oestrifera Eucera longicornis L. Hymenoptera Paulus 2001b Greece several males
Ophrys oestrifera Eucera plumigera Kohl Hymenoptera Paulus 2001b Greece several males
Ophrys oestrifera Eucera puncticollis Morawitz Hymenoptera Paulus 2001b Greece several males

Ophrys omegaifera Anthophora dalmatica Pérez Hymenoptera Paulus & Gack 1990c Greece several males
Ophrys omegaifera Anthophora nigriceps Morawitz Hymenoptera Paulus & Gack 1990c in Paulus 2007Chios, Rhodes & Samos several males

Ophrys ortuabis Andrena hypopolia Schmiedeknecht Hymenoptera Grasso & Manca 2002 in Paulus 2007 Sardinia several males

Ophrys normanii Bombus vestalis Geoffroy Hymenoptera

Ophrys neglecta Eucera clypeata Erichson Hymenoptera

Ophrys lutea Andrena cinerea Brullé Hymenoptera

Ophrys leucadica Andrena flavipes Panzer Hymenoptera

Ophrys israelitica Andrena flavipes Panzer Hymenoptera

Ophrys iricolor Andrena morio Brullé Hymenoptera

Ophrys heldreichii Eucera berlandi Dusmet Hymenoptera

Ophrys fuciflora Phyllopertha horticola L. Coleoptera



Ophrys oxyrrhynchos Eucera graeca Radoszkowski Hymenoptera Buël in Kullenberg et al.  1984 Italy several males
Ophrys pallida Andrena orbitalis Morawitz Hymenoptera Paulus & Gack 1990d in Paulus 2007 Algeria & Sicily several males

Ophrys pallidula Andrena combinata Christ Hymenoptera Paulus & Schlüter 2007 in Paulus 2007 Crete several males
Ophrys panattensis Osmia rufa L. Hymenoptera Paulus & Gack 1995 in Paulus 2007 Sardinia several males

Ophrys panormitana Andrena florentina Magretti Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily several males
Ophrys panormitana Andrena sabulosa trimmerana Kirby Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily several males
Ophrys panormitana Andrena thoracica Fabr. Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Sicily several males

Ophrys parvimaculata Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Paulus 2001b and Paulus & Hirth 2009b Italy several males
Ophrys parvula Andrena tomora Warncke Hymenoptera Paulus 2001b in Paulus 2007 Chios & Paros several males

Paulus & Gack 1999 France several males
Lorella et al.  2002 France several males

Ophrys philippi Oedemera podagrariae L. Coleoptera Schatz et al.  in prep France NA
Ophrys phryganae Andrena cinerea Brullé Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Greece several males
Ophrys phryganae Andrena clypella hasitata Warncke Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Greece several males
Ophrys phryganae Andrena humilis Imhoff Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Rhodes several males
Ophrys phryganae Andrena humilis cucullata Warncke Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Greece several males
Ophrys phryganae Andrena orientana Warncke Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Kos several males
Ophrys phryganae Andrena panurgimorpha Mavromoustakis Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Crete several males
Ophrys phryganae Andrena tadauchii Gusenleitner Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Carpathians several males

Ophrys phrygia Eucera squamosa Lepeletier Hymenoptera Hahn 2008 Turkey several males
Ophrys picta Eucera barbiventris Pérez Hymenoptera et al.  1983 in Paulus 2007 and Hahn 2008 Spain several males

Ophrys promontorii Osmia mustelina Gerstäcker Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Italy several males
Ophrys provincialis Anthophora atriceps Pérez Hymenoptera Paulus & Gack 1999 in Paulus 2007 France several males

Ophrys regis-fernandii Argogorytes fargeii Shuckard Diptera Paulus & Hirth 2011 Samos several males
Ophrys reinhardiorum Eupavlovskia funeraria Smith Hymenoptera Paulus 2008 Greece several males

Ophrys reinholdii Eupavlovskia obscura Friese Hymenoptera Paulus 2008 Greece several males
Ophrys saliarisii Eucera plumigera Kohl Hymenoptera Paulus & Hirth 2009b Rhodes several males
Ophrys saratoi Chalicodoma albonotata Radoszkowski Hymenoptera Paulus & Gack 1999 France several males

Ophrys scolopax Eucera elongatula Vachal Hymenoptera Vereecken et al.  2007 France several males
Ophrys scolopax Eucera interrupta Baer Hymenoptera Arnold 1981 Spain several males

Buël in Kullenberg et al.  1984 France several males
Bournérias 1998 France several males

Ophrys sicula Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Paulus & Gack 1986, 1990a Italy several males
Ophrys sicula Andrena hesperia Smith Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007Carpathians, Corsica, Greece, Italy, Libanon, Sardinia, Sicily & Turkeyseveral males
Ophrys sicula Andrena merula Warncke Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Lesbos several males
Ophrys sicula Andrena torda Warncke Hymenoptera Paulus & Gack 1990a Cyprus several males
Ophrys sicula Andrena vulpecula Kriechbaumer Hymenoptera Paulus & Gack 1986, 1990a Italy several males

Ophrys sipontensis Xylocopa iris Christ Hymenoptera Paulus 2006, 2007 Italy several males
Ophrys sitiaca Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera Paulus 1988 in Paulus 2007Aegean Islands, Anatolia & Cyprus several males

Kullenberg 1961 Western Europe several males
Ayasse et al.  2003 Balearic Islands several males

Ophrys sphegifera Eucera notata Lepeletier Hymenoptera Hahn 2008 NA NA
Ophrys sphegodes Andrena barbilabris Kirby Hymenoptera Lorella et al.  2002 France several males
Ophrys sphegodes Andrena bimaculata Kirby Hymenoptera Breitkopf 2013 Greece several males
Ophrys sphegodes Andrena cineraria L. Hymenoptera Lorella et al.  2002 France several males

Kullenberg 1961 Western Europe several males
Breitkopf 2013 Greece several males

Ophrys sphegodes Andrena thoracica Fabr. Hymenoptera Lorella et al.  2002 France several males
Ophrys splendida Andrena squalida Pérez Hymenoptera Berger 2006 France several males
Ophrys splendida Andrena villipes Pérez Hymenoptera Berger 2006 France several males
Ophrys spruneri Xylocopa iris Christ Hymenoptera Paulus 2006, 2007 Greece several males

Ophrys subinsectifera Sterictiphora gastrica Klug Hymenoptera Hermosilla et al.  1999 Spain 1 male
Ophrys sulcata Andrena flavipes Panzer Hymenoptera Lorella et al.  2002 France several males
Ophrys sulcata Andrena ovatula Kirby Hymenoptera Lorella et al.  2002 France several males
Ophrys sulcata Andrena wilkella Kirby Hymenoptera Paulus 2000 in Paulus 2007 Croatia, France & Italy several males
Ophrys tardans Eucera taurica Morawitz Hymenoptera Delforge 2005a Italy NA

Ophrys tarentina Osmia tricornis Latreille Hymenoptera Paulus & Gack 1990d Italy several males
Ophrys tarquinia Andrena tibialis Kirby Hymenoptera Delforge 2002 Italy several males

Ophrys tenthredinifera Eucera dimidiata Brullé Hymenoptera Paulus & Hirth 2012 Crete several males
Ophrys tenthredinifera Eucera nigrilabris Lepeletier Hymenoptera Paulus & Hirth 2012 Europe several males

Ophrys tetraloniae Eucera fulvescens Giraud Hymenoptera Paulus 1996, 2000 Croatia several males
Ophrys tetraloniae Eucera inulae Tkalců Hymenoptera Paulus 1996, 2000 Croatia several males
Ophrys thriptiensis Andrena bicolor Fabr. Hymenoptera Paulus 1998 in Paulus 2007 Crete several males
Ophrys tommasinii Andrena pandellei Pérez Hymenoptera Paulus 2000 Croatia & Greece several males

Ophrys transhyrcana Andrena fuscosa Erichson Hymenoptera Paulus & Gack 1986 Israel several males
Ophrys transhyrcana Andrena morio Brullé Hymenoptera Paulus & Gack 1990a Cyprus several males

Ophrys ulupinara Eucera punctulata Alfken Hymenoptera Hahn 2008 Turkey several males
Ophrys ulyssea Eucera bidentata Pérez Hymenoptera Delforge 2004a in Paulus 2007 Greece several males

Ophrys umbilicata Eucera digitata Friese Hymenoptera Paulus & Salkowski 2007 Kos several males
Ophrys umbilicata Eucera galilaea Tkalců Hymenoptera Paulus & Gack 1986, 1990b Israel several males
Ophrys umbilicata Eucera gaullei Vachal Hymenoptera Paulus & Gack 1990a, b Cyprus several males
Ophrys umbilicata Eucera spatulata Gribodo Hymenoptera Hahn 2008 Lesbos & Turkey NA

Ophrys untchjii Eucera clypeata Erichson Hymenoptera Paulus 2000 Croatia several males
Ophrys untchjii Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Paulus 2000 Croatia several males
Ophrys urteae Blitopertha majuscula Medvedev Coleoptera Paulus 2009 Turkey several males

Ophrys vasconica Andrena flavipes Panzer Hymenoptera Berger 2006 France several males
Foelsche & Gerbaud 2000 Corsica several males

Doneddu 2009 Sardinia several males
Orchis anthropophora Adelocera murina L. Coleoptera Bournérias 1998 France NA

Berger 2003a France several
Schatz 2005, 2006 France 4

Berger 2003a France 1
Schatz 2005, 2006 France 2

Orchis anthropophora Cidnopus minutus L. Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Berger 2003a France several
Paulus 2005 Germany 1

Schatz 2005, 2006 France 16
Orchis anthropophora Isomira murina L. Coleoptera Lorella & Seité (unpublished) France several

Orchis anthropophora Cidnopus pilosus Leske Coleoptera

Orchis anthropophora Cantharis rustica Fallén Coleoptera

Orchis anthropophora Arge thoracia Spinola Hymenoptera

Ophrys zonata Andrena flavipes Panzer Hymenoptera

Ophrys sphegodes Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera

Ophrys speculum Dasyscolia ciliata Fabr. Hymenoptera

Ophrys scolopax Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera

Ophrys passionis Andrena pilipes Fabr. Hymenoptera



Berger 2003a France several
Schatz 2005, 2006 France 7

Orchis canariensis Anthophora alluaudi Pérez Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands 6 males and 8 females
Orchis canariensis Bombus canariensis Pérez Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands 14 queens and 4 workers
Orchis canariensis Chalicodoma canescens Brullé Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands 2 males and 3 females
Orchis canariensis Eucera gracilipes Pérez Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands 2 males
Orchis canariensis Eucera lanuginosa Klug Hymenoptera Paulus 1999 Canarian Islands 2 males

Orchis galilea Lasioglossum marginatum Brullé Hymenoptera Bino et al.  1982 Israel several
Orchis israelitica Eucera clypeata Erichson Hymenoptera Dafni & Ivri 1981 Israel 42

Orchis italica Anthidium septemdentatum Latreille Hymenoptera Vöth 1998 Greece several
Orchis italica Apis mellifera L. Hymenoptera Vöth 1998 Greece several
Orchis italica Chelostoma transversum Friese Hymenoptera Vöth 1998 Greece several
Orchis italica Oxythyrea dulcis Reitter Coleoptera Vöth 2003 Croatia 1
Orchis italica Oxythyrea funesta Poda Coleoptera Vöth 2003 Croatia 1

Orchis mascula Andrena haemorrhoa Fabr. Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 2 females
Orchis mascula Andrena helvola L. Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 2

Nilsson 1983c Sweden 4 females
Ivanov et al. 2009 Crimea NA

Orchis mascula Andrena nitida Müller Hymenoptera Ivanov et al. 2009 Crimea NA
Orchis mascula Apis mellifera L. Hymenoptera Ivanov et al. 2009 Crimea NA
Orchis mascula Bombus barbutellus Kirby Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 1 female
Orchis mascula Bombus bohemicus Seidl Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 4 females

Nilsson 1983c Sweden 1 female
Cozzolino et al.  2005 Italy 2

Ivanov et al. 2009 Crimea NA
Lorella & Seité (unpublished) France several

Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Ivanov et al. 2009 Crimea NA

Nilsson 1983c Sweden 13 females
Cozzolino et al.  2005 Italy 4

Paulus 2005 Germany 1 queen
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis mascula Bombus lucorum L. Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 2 females
Nilsson 1983c Sweden 2 females
Démares 2003 France 1

Lorella & Seité (unpublished) France several
Nilsson 1983c Sweden 3 females
Démares 2003 France 1

Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis mascula Bombus ruderarius Müller Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis mascula Bombus ruderatus Fabr. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 3

Nilsson 1983c Sweden 3 females
Cozzolino et al.  2005 Italy 1

Orchis mascula Bombus subterraneus L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis mascula Bombus sylvarum L. Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 11 females
Orchis mascula Bombus sylvestris Lepeletier Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 4 females

Nilsson 1983c Sweden 7 females
Cozzolino et al.  2005 Italy 6

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Lorella & Seité (unpublished) France several

Orchis mascula Bombylius major L. Diptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis mascula Eucera hungarica Friese Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis mascula Eucera interrupta Baer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis mascula Eucera longicornis L. Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 10
Orchis mascula Eucera nigra Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis mascula Halictus sexcintus Fabr. Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis mascula Nomada marshamella Kirby Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 1 male
Orchis mascula Osmia bicolor Schrank Hymenoptera Nilsson 1983c Sweden 6
Orchis mascula Zygaena transalpina Esper Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 5
Orchis militaris Andrena enslinella Stoeckhert Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Orchis militaris Andrena hattorfiana Fabr. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several

Vöth 1999 Austria several
Berger 2003a France several

Orchis militaris Halictus eurygnathus Blüthgen Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Orchis militaris Halictus simplex Blüthgen Hymenoptera Vöth 1999 Austria several

Vöth 1999 Austria several
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis militaris Osmia bicolor Schrank Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Orchis militaris Tropinota hirta Poda Coleoptera Vöth 2003 Austria 2
Orchis pallens Bombus haematurus Kriechbaumer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Vöth 1999 Austria several
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis pallens Bombus lapidarius L. Hymenoptera Vöth 1999 Austria several
Vöth 1982a, 1999 Austria several
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis pallens Bombus pratorum L. Hymenoptera Vöth 1982a Austria several
Orchis pallens Bombus sylvestris Lepeletier Hymenoptera Vöth 1999 Austria several

Vöth 1982a, 1999 Austria several
Paulus 2005 Austria 1

Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis pallens Eucera nigra Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis pallens Osmia cornuta Latreille Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis pallens Xylocopa valga Gerstäcker Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis pauciflora Anthophora mucida Gribodo Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis pauciflora Anthophora plumipes Pallas Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis pauciflora Bombus humilis Illiger Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 4
Orchis pauciflora Bombus lapidarius L. Hymenoptera Valerová et al.  2007 Greece 3 queens
Orchis pauciflora Bombus subterraneus L. Hymenoptera Valerová et al.  2007 Greece 2 queens

Orchis pallens Bombus terrestris L. Hymenoptera

Orchis pallens Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Orchis pallens Bombus hortorum L. Hymenoptera

Orchis militaris Osmia aurulenta Panzer Hymenoptera

Orchis militaris Apis mellifera L. Hymenoptera

Orchis mascula Bombus terrestris L. Hymenoptera

Orchis mascula Bombus rupestris Fabr. Hymenoptera

Orchis mascula Bombus pratorum L. Hymenoptera

Orchis mascula Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Orchis mascula Bombus lapidarius L. Hymenoptera

Orchis mascula Bombus humilis Illiger Hymenoptera

Orchis mascula Bombus hortorum L. Hymenoptera

Orchis mascula Andrena nigroaenea Kirby Hymenoptera

Orchis anthropophora Tenthredopsis litterata Geoffroy Hymenoptera



Orchis pauciflora Bombus terrestris L. Hymenoptera Valerová et al.  2007 Greece 7 queens
Orchis pauciflora Bombus vorticosus Gerstaecker Hymenoptera Valerová et al.  2007 Greece 7 queens
Orchis pauciflora Mniotype satura Denis & Schiffermüller Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Orchis pauciflora Sideridis reticulata Goeze Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1

Orchis picta Apis mellifera L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus argillaceus Scop. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus bohemicus Seidl Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus hortorum L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus lapidarius L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus subterraneus L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Bombus terrestris L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera curvitarsis Mocsáry Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera kullenbergi Tkalců Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera longicornis L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera nigra Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera nigrilabris Lepeletier Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera pollinosa Smith Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Eucera seminuda Brullé Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Halictus cochleareitarsis Dours Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Halictus patellatus Morawitz Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Halictus quadricinctus Fabr. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Nomada sexfasciata Panzer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis picta Osmia aurulenta Panzer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis provincialis Bombus humilis Illiger Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1
Orchis provincialis Eucera hungarica Friese Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 2
Orchis provincialis Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Cozzolino et al.  2005 Italy 1

Orchis purpurea Andrena cussariensis Morawitz Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Andrena dorsata Kirby Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Andrena flavipes Panzer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Andrena haemorrhoa Fabr. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Andrena nitida Müller Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Berger 2004 France 1
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Orchis purpurea Bombus terrestris L. Hymenoptera Vöth 1999 Austria 1
Orchis purpurea Cetonia aurata L. Coleoptera Vöth 2003 Croatia 1
Orchis purpurea Eucera nigrescens Pérez Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Halictus cochleareitarsis Dours Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Halictus confusus Smith Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Halictus patellatus Morawitz Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Halictus quadricinctus Fabr. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Halictus senilis Eversmann Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Halictus tumulorum L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Lasioglossum bicallosum Morawitz Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Lasioglossum calceatum Scop. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Osmia aurulenta Panzer Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Osmia caerulescens L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Osmia rufa L. Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Osmia rufohirta Latreille Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Osmia viridana Morawitz Hymenoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Orchis purpurea Tropinota squalida Scop. Coleoptera Vöth 2003 Croatia 1

Orchis quadripunctata Bombylius major L. Diptera Cozzolino et al. 2005 Italy 2
Orchis simia Cidnopus pilosus Leske Coleoptera Schatz 2005, 2006 France 20
Orchis simia Eucera longicornis L. Hymenoptera Vöth 1999 Greece NA

Démares 2000 France NA
Schatz 2005, 2006 France 4

Orchis spitzelii Bombus bohemicus Seidl Hymenoptera Fritz 1990 Sweden 3 females
Orchis spitzelii Bombus campestris Panzer Hymenoptera Fritz 1990 Sweden 4 females
Orchis spitzelii Bombus lapidarius L. Hymenoptera Fritz 1990 Sweden 11 females
Orchis spitzelii Bombus lucorum L. Hymenoptera Fritz 1990 Sweden 10 females
Orchis spitzelii Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Fritz 1990 Sweden 83 females
Orchis spitzelii Bombus rupestris Fabr. Hymenoptera Fritz 1990 Sweden 1 female

Platanthera bifolia Apamea furva Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 2
Platanthera bifolia Aplocera plagiata L. Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 2
Platanthera bifolia Autographa gamma L. Lepidoptera Démares 2003 France 1
Platanthera bifolia Deilephila elpenor L. Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 6
Platanthera bifolia Deilephila porcellus L. Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 22
Platanthera bifolia Gnophos obfuscata Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 1
Platanthera bifolia Hada plebeja L. Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 1
Platanthera bifolia Hadena silenes Hübner Lepidoptera Claessens & Kleynen 2011 France 1
Platanthera bifolia Noctua pronuba L. Lepidoptera Démares 2003 France 1
Platanthera bifolia Orthosia stabilis Denis & Schiffermüller Lepidoptera Démares 2003 France 1
Platanthera bifolia Sideridis reticulata Goeze Lepidoptera Nilsson 1983a Sweden 1

Nilsson 1983a Sweden 15
Vöth 1999 Austria several

Platanthera chlorantha Abrostola tripartita Hufnagel Lepidoptera Sexton 2014 Scotland 1
Platanthera chlorantha Abrostola triplasia L. Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 male
Platanthera chlorantha Agrius convolvuli L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Platanthera chlorantha Apamea anceps Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 2 males
Platanthera chlorantha Apamea furva Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 16 males and 9 females
Platanthera chlorantha Apamea lateritia Hufnagel Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 6 males and 1 female
Platanthera chlorantha Apamea monoglypha Hufnagel Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 13 males and 10 females
Platanthera chlorantha Apamea sublustris Esper Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 4 males and 3 females
Platanthera chlorantha Aplocera plagiata L. Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 4 males

Nilsson 1978a Sweden 16 males and 2 females
Sexton 2014 Scotland 27

Nilsson 1978a Sweden 6 males
Platanthera chlorantha Autographa gamma L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Autographa bractea Denis & Schiffermüller Lepidoptera

Platanthera bifolia Sphinx pinastri L. Lepidoptera

Orchis simia Hemaris fuciformis L. Lepidoptera

Orchis purpurea Apis mellifera L. Hymenoptera



Démares 2003 France 3
Sexton 2014 Scotland 2

Nilsson 1978a Sweden 96 males and 10 females
Sexton 2014 Scotland 1

Nilsson 1978a Sweden 16 males and 3 females
Sexton 2014 Scotland 7

Platanthera chlorantha Cucullia umbratica L. Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 11 males and 6 females
Platanthera chlorantha Deilephila elpenor L. Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 15 males and 1 female

Nilsson 1978a Sweden 27 males and 2 females
Sexton 2014 Scotland 1

Nilsson 1978a Sweden 12 males and 10 females
Sexton 2014 Scotland 1

Platanthera chlorantha Diarsia mendica Fabr. Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 male
Platanthera chlorantha Hadena albimacula Borkhausen Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 male
Platanthera chlorantha Hadena caesia Denis & Schiffermüller Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Platanthera chlorantha Hadena compta Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 male
Platanthera chlorantha Hadena perplexa Denis & Schiffermüller Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 male
Platanthera chlorantha Heliothis nubigera Herrich-Schäffer Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Platanthera chlorantha Hyles gallii Rottemburg Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 female
Platanthera chlorantha Lamprotes c-aureum Knoch Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1

Démares 2003 France 1
Sexton 2014 Scotland 3

Platanthera chlorantha Ochlodes sylvanus Esper Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 female
Platanthera chlorantha Ourapteryx sambucaria L. Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 1 male

Nilsson 1978a Sweden 1 male
Sexton 2014 Scotland 1

Platanthera chlorantha Plusia putnami Grote Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 3 males
Platanthera chlorantha Plusia putnami gracilis Lempke Lepidoptera Sexton 2014 Scotland 2
Platanthera chlorantha Polia bombycina Hufnagel Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 4 males
Platanthera chlorantha Polia hepatica Clerck Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 6 males and 2 females
Platanthera chlorantha Polia nebulosa Hufnagel Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 4 males
Platanthera chlorantha Pyrrhia umbra Hufnagel Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 1
Platanthera chlorantha Rivula sericealis Scop. Lepidoptera Sexton 2014 Scotland 1
Platanthera chlorantha Sideridis reticulata Goeze Lepidoptera Nilsson 1978a Sweden 4 males
Platanthera chlorantha Sphinx ligustri L. Lepidoptera Ivanov et al.  2009 Crimea NA
Platanthera chlorantha Dichagyris forcipula Denis & Schiffermüller Lepidoptera Barile et al.  2006 Italy 2

Pseudorchis albida Chrysoteuchia culmella L. Lepidoptera Claessens & Kleynen 2011 Germany several
Pseudorchis albida Coenonympha gardetta De Prunner Lepidoptera Reinhard et al. 1991 NA NA
Pseudorchis albida Crambus ericella Hübner Lepidoptera Claessens & Kleynen 2011 Germany 1
Pseudorchis albida Crambus pascuella L. Lepidoptera Claessens & Kleynen 2011 Germany 10
Pseudorchis albida Udea uliginosalis Stephens Lepidoptera Claessens & Kleynen 2011 Italy 4
Serapias cordigera Anthidium manicatum L. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France 1
Serapias cordigera Anthophora biciliata Lepeletier Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Dioxys cincta Jurine Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Eucera clypeata Erichson Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Eucera collaris Dours Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Hoplitis acuticornis Dufour & Perris Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Hoplitis adunca Panzer Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Hoplitis annulata annulata Latreille Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Hoplitis anthocopoides Schenk Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Hoplitis benoisti Alfken Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Hoplitis cristata Fonscolombe Hymenoptera Berger 2004 France 1
Serapias cordigera Hoplosmia scutellaris Morawitz Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Megachile albisecta Klug Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Megachile centuncularis L. Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Megachile ericetorum Lepeletier Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Megachile octosignata Nylander Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Megachile pilidens Alfken Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Megachile pyrenaica Lepeletier Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Megachile willughbiella Kirby Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Osmia argyropyga Pérez Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Osmia aurulenta Panzer Hymenoptera Berger 2004 France 1
Serapias cordigera Osmia bicolor Schrank Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Osmia brevicornis Fabr. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several

Berger 2004 France several
Vereecken et al.  2012 NA NA

Serapias cordigera Osmia cephalotes Morawitz Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Osmia niveata Fabr. Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias cordigera Osmia rufohirta Latreille Hymenoptera Berger 2004 France several
Serapias cordigera Osmia signata Erichson Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias cordigera Osmia submicans Morawitz Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 France several
Serapias levantina Eucera decipiens Alfken Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias levantina Eucera friesei Risch Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias levantina Megachile sicula Rossi Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA

Grasso 1994 Sardinia several
van der Cingel 1995 NA NA

Démares 2003 France 2
Berger 2004 France several

Lorella & Seité (unpublished) France several
Serapias lingua Xylocopa iris Christ Hymenoptera Widmer et al.  2000 Italy 1 male and 1 female

Serapias neglecta Eucera collaris Dours Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias occidentalis Eucera longicornis L. Hymenoptera Perez Chiscano et al.  1991 Spain 51
Serapias vomeracea Anthidium cingulatum Latreille Hymenoptera Reinhard et al.  1991 NA NA
Serapias vomeracea Anthidium manicatum L. Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias vomeracea Chrysura refulgens Spinola Hymenoptera Filippi 2001 in Vereecken et al.  2012 NA NA
Serapias vomeracea Eucera clypeata Erichson Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA

Berger 2004 Italy 1
Pellegrino et al.  2005 in Vereecken et al. Italy NA

Serapias vomeracea Eucera longicornis L. Hymenoptera

Serapias lingua Ceratina cucurbitina Rossi Hymenoptera

Serapias cordigera Osmia caerulescens L. Hymenoptera

Platanthera chlorantha Plusia festucae L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Noctua pronuba L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Diachrysia chrysitis L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Deilephila porcellus L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Autographa pulchrina L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Autographa jota L. Lepidoptera

Platanthera chlorantha Autographa gamma L. Lepidoptera



Serapias vomeracea Halictus scabiosae Rossi Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Felicioli et al.  1998 NA NA

Pellegrino et al.  2005 in Vereecken et al. Italy NA
Serapias vomeracea Megachile willughbiella Kirby Hymenoptera Vereecken et al.  2012 NA NA
Spiranthes aestivalis Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Démares 2003 France 1
Spiranthes aestivalis Bombus pratorum L. Hymenoptera Démares 2003 France 1
Spiranthes aestivalis Bombus terrestris L. Hymenoptera Démares 2003 France 1

Duffy & Scout 2008 Ireland several
Spiranthes romanzoffiana Bombus hortorum L. Hymenoptera Duffy & Scout 2008 Ireland several
Spiranthes romanzoffiana Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera Duffy & Scout 2008 Ireland several

Reinhard et al.  1991 NA NA
Lorella & Seité (unpublished) France several

Démares 2003 France 30
Lorella & Seité (unpublished) France several

Spiranthes spiralis Bombus sylvarum L. Hymenoptera Démares 2003 France 1
Spiranthes spiralis Bombus terrestris L. Hymenoptera Lorella & Seité (unpublished) France several
Spiranthes spiralis Halictus simplex Blüthgen Hymenoptera Claessens & Kleynen 2011 Germany about 20

Nazarov 1995 Crimea 1 worker
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Nazarov 1995 Crimea 6 workers
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Nazarov 1995 Crimea 6 workers
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Nazarov 1995 Crimea 6 workers
Ivanov et al.  2009 Crimea NA

Vöth 1994 Austria several
Jersáková et al.  2015 Czech Republic 12

Traunsteinera globosa Boloria eunomia Esper Lepidoptera Vöth 1994 Austria several
Traunsteinera globosa Bombus sylvestris Lepeletier Hymenoptera Vöth 1994 Austria 1
Traunsteinera globosa Bombylius major L. Diptera Paulus 2005 Austria 1
Traunsteinera globosa Cheilosia personata Loew Diptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1
Traunsteinera globosa Dinoptera collaris L. Coleoptera Vöth 1994 Austria several
Traunsteinera globosa Empis livida L. Diptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1

Vöth 1994 Austria several
Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1

Traunsteinera globosa Eristalis interrupta Poda Diptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1
Traunsteinera globosa Eristalis pertinax Scop. Diptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 2
Traunsteinera globosa Eristalis similis Fallén Diptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1
Traunsteinera globosa Eristalis tenax L. Diptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 2
Traunsteinera globosa Lasioglossum laevigatum Kirby Hymenoptera Vöth 1994 Austria 1
Traunsteinera globosa Lasionycta imbecilla Fabr. Lepidoptera Claessens & Kleynen 2011 Italy 1
Traunsteinera globosa Lygaeus saxatilis Scop. Heteroptera Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1
Traunsteinera globosa Oedemera virescens L. Coleoptera Vöth 1994 Austria 1
Traunsteinera globosa Rutpela maculata Poda Coleoptera Vöth 1994 Austria 1
Traunsteinera globosa Sicus ferrugineus L. Diptera Vöth 1994 Austria several
Traunsteinera globosa Stenurella melanura L. Coleoptera Reinhard et al.  1991 NA NA

Vöth 1994 Austria several
Jersáková et al.  2015 Czech Republic 1

Traunsteinera globosa Volucella bombylans L. Diptera

Traunsteinera globosa Empis tessellata Fabr. Diptera

Traunsteinera globosa Apis mellifera L. Hymenoptera

Steveniella satyrioides Vespula vulgaris L. Hymenoptera

Steveniella satyrioides Vespula germanica Fabr. Hymenoptera

Steveniella satyrioides Polistes nimpha Christ Hymenoptera

Steveniella satyrioides Dolichovespula sylvestris Scop. Hymenoptera

Spiranthes spiralis Bombus pascuorum Scop. Hymenoptera

Spiranthes spiralis Apis mellifera L. Hymenoptera

Serapias vomeracea Megachile centuncularis L. Hymenoptera
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Annexe C

Manuscrit 4 : Online Ressources

Online resource 1. Mean relative proportions of floral compounds

emitted by Ophrys insectifera, O. aymoninii and O. subinsectifera.

Online resource 2. Scheme of the integrative taxonomy work pro-

tocol used to assess the taxonomic rank of Ophrys insectifera, O. ay-

moninii and O. subinsectifera.



 

Compounds RI 

Ophrys 

insectifera 

Ophrys  

aymonii 

Ophrys 

subinsectifera 

Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD 

Alkanes  27.60 ± 3.21 30.99 ± 5.57 37.24 ± 9.30 

Tridecaneb 1296 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.02 0.03 ± 0.03 

Tetradecane a 1396 0.09 ± 0.09 0.17 ± 0.14 0.16 ± 0.13 

Pentadecane a 1496 0.00 ± 0.00 0.08 ± 0.08 0.05 ± 0.04 

Hexadecane a 1596 0.02 ± 0.03 0.04 ± 0.04 0.03 ± 0.04 

Heptadecane a 1700 0.07 ± 0.03 0.08 ± 0.04 0.08 ± 0.03 

Octadecane a 1798 0.00 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.00 ± 0.01 

Nonadecane a 1898 0.23 ± 0.09 0.19 ± 0.07 0.23 ± 0.08 

Eicosane a 2001 0.04 ± 0.02 0.02 ± 0.01 0.04 ± 0.03 

Heneicosane a 2100 0.53 ± 0.15 0.61 ± 0.17 0.85 ± 0.50 

Docosane a 2199 0.46 ± 0.16 0.44 ± 0.14 0.69 ± 0.28 

Tricosane a 2300 9.78 ± 2.14 11.77 ± 2.58 14.38 ± 4.30 

Tetracosane a 2398 2.24 ± 0.36 2.85 ± 0.49 3.61 ± 0.77 

Pentacosane a 2499 7.50 ± 0.82 8.29 ± 2.04 9.16 ± 2.30 

Hexacosane a 2598 0.79 ± 0.15 0.76 ± 0.22 0.96 ± 0.26 

Heptacosane a 2699 4.23 ± 0.61 3.82 ± 1.16 4.14 ± 1.33 

Octacosane a 2798 0.25 ± 0.06 0.27 ± 0.15 0.41 ± 0.16 

Nonacosane a 2900 1.12 ± 0.26 1.26 ± 0.48 1.99 ± 0.91 

Tricacontane a 2999 0.00 ± 0.00 0.04 ± 0.04 0.07 ± 0.04 

Untriacontane a 3098 0.23 ± 0.11 0.28 ± 0.15 0.36 ± 0.15 

           

Alkenes  33.95 ± 3.52 32.93 ± 7.57 25.66 ± 5.17 

Pentadecene b 1491 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.02 0.00 ± 0.00 

Heptadecene b 1691 0.10 ± 0.06 0.12 ± 0.08 0.15 ± 0.07 

Octadecene b 1791 0.01 ± 0.01 0.04 ± 0.05 0.02 ± 0.02 

Nonadecene b 1891 0.41 ± 0.17 0.33 ± 0.15 0.00 ± 0.00 

Eicosene b 1995 0.14 ± 0.09 0.12 ± 0.09 0.10 ± 0.08 

Heneicosene b 2094 0.28 ± 0.15 0.16 ± 0.10 0.13 ± 0.11 

Docosene b 2184 0.18 ± 0.08 0.17 ± 0.11 0.09 ± 0.05 



Tricosene a,b 2296 0.23 ± 0.07 0.67 ± 0.37 0.91 ± 1.32 

Tetracosene b 2388 0.11 ± 0.04 0.33 ± 0.28 0.05 ± 0.04 

Pentacosene b 2474 2.58 ± 1.00 10.27 ± 2.52 4.80 ± 1.61 

Hexacosene b 2587 0.13 ± 0.10 0.12 ± 0.11 0.12 ± 0.10 

Heptacosene b 2669 15.73 ± 2.91 13.12 ± 3.52 11.39 ± 1.81 

Octacosene b 2778 0.36 ± 0.16 0.14 ± 0.12 0.12 ± 0.10 

Nonacosene b 2875 11.85 ± 1.35 5.83 ± 2.14 6.48 ± 1.47 

Triacontene b 2975 0.00 ± 0.00 0.09 ± 0.20 0.00 ± 0.00 

Untriacontene b 3069 1.69 ± 1.08 1.16 ± 1.01 1.16 ± 0.59 

Tritriacontene b 3278 0.16 ± 0.16 0.25 ± 0.48 0.14 ± 0.09 

           

Alkadienes  26.79 ± 3.58 16.37 ± 4.19 16.95 ± 5.87 

Eicosadiene b 1965 0.08 ± 0.06 0.04 ± 0.04 0.05 ± 0.05 

Tricosadiene b 2258 0.06 ± 0.06 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Pentacosadiene b 2449 0.05 ± 0.06 0.50 ± 0.51 0.29 ± 0.42 

Heptacosadiene b 2654 0.13 ± 0.07 0.53 ± 0.38 1.65 ± 0.90 

Octacosadiene b 2757 0.13 ± 0.09 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Nonacosadiene b 2851 14.56 ± 2.18 9.50 ± 2.11 9.55 ± 2.91 

Untriacontadiene b 3047 10.14 ± 2.20 5.09 ± 1.79 4.95 ± 1.95 

Tritriacontadiene b 3245 1.65 ± 0.95 0.70 ± 0.46 0.46 ± 0.32 

           

Aldehydes  8.90 ± 2.65 11.06 ± 2.85 14.58 ± 2.90 

Nonanal a 1118 1.48 ± 1.08 2.29 ± 1.08 2.79 ± 0.94 

Decanal a 1198 0.43 ± 0.34 0.44 ± 0.24 0.74 ± 0.33 

Undecenal b 1302 0.00 ± 0.02 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Undecanal a 1307 0.09 ± 0.07 0.11 ± 0.06 0.23 ± 0.07 

Dodecanal 1404 0.09 ± 0.08 0.14 ± 0.09 0.60 ± 0.17 

Tridecanal 1508 0.02 ± 0.02 0.02 ± 0.02 0.06 ± 0.04 

Tetradecanal 1610 0.04 ± 0.04 0.07 ± 0.04 0.28 ± 0.08 

Tetradecenal b 1620 0.07 ± 0.06 0.07 ± 0.05 0.14 ± 0.06 

Pentadecanal 1711 0.00 ± 0.01 0.03 ± 0.03 0.32 ± 0.15 

Hexadecenal(a) b 1790 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.03 



Hexadecanal 1815 0.10 ± 0.07 0.52 ± 0.28 0.57 ± 0.30 

Hexadecenal(b) b 1827 0.02 ± 0.04 0.00 ± 0.00 0.04 ± 0.05 

Heptadecenal b 1890 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.48 ± 0.14 

Heptadecanal 1916 0.07 ± 0.03 0.09 ± 0.05 0.38 ± 0.15 

Octadecenal b 1990 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.06 ± 0.05 

Octadecanal 2017 1.05 ± 0.36 1.76 ± 0.58 1.49 ± 0.58 

Nonadecenal b 2091 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.24 ± 0.09 

Nonadecanal 2120 0.22 ± 0.05 0.14 ± 0.05 0.20 ± 0.09 

Eicosenal b 2189 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.29 ± 0.11 

Eicosanal 2224 2.67 ± 0.84 2.09 ± 0.67 1.91 ± 0.51 

Heneicosanal 2324 0.28 ± 0.11 0.17 ± 0.06 0.15 ± 0.06 

Docosanal 2425 1.33 ± 0.35 1.12 ± 0.27 1.06 ± 0.26 

Tricosanal 2530 0.05 ± 0.04 0.10 ± 0.05 0.11 ± 0.06 

Tetracosanal 2630 0.56 ± 0.13 1.05 ± 0.22 0.86 ± 0.22 

Pentacosanal 2735 0.05 ± 0.05 0.18 ± 0.13 0.11 ± 0.08 

Hexacosanal 2837 0.27 ± 0.09 0.50 ± 0.18 0.33 ± 0.23 

Octacosenal b 3027 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.94 ± 0.51 

Octacosanal 3034 0.00 ± 0.00 0.16 ± 0.09 0.19 ± 0.13 

           

Acids  1.95 ± 1.50 2.56 ± 1.07 4.28 ± 2.14 

Octanoic acid a 1162 0.20 ± 0.20 0.27 ± 0.12 0.35 ± 0.18 

Nonanoic acid a 1257 1.18 ± 0.63 1.57 ± 0.54 2.12 ± 0.79 

Decenoic acid 1332 0.01 ± 0.04 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Decanoic acid 1357 0.09 ± 0.12 0.08 ± 0.07 0.32 ± 0.11 

Undecanoic acid 1456 0.02 ± 0.03 0.11 ± 0.14 0.06 ± 0.05 

Dodecanoic acid 1556 0.07 ± 0.10 0.08 ± 0.08 0.32 ± 0.16 

Tridecanoic acid 1655 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.02 

Tetradecanoic acid 1757 0.12 ± 0.22 0.18 ± 0.18 0.29 ± 0.21 

Pentadecanoic acid 1857 0.05 ± 0.09 0.02 ± 0.03 0.11 ± 0.13 

Hexadecenoic acid b 1937 0.04 ± 0.08 0.00 ± 0.00 0.07 ± 0.10 

Hexadecanoic acid 1961 0.16 ± 0.25 0.24 ± 0.40 0.41 ± 0.45 

Heptadecenoic acid b 2034 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.03 



Heptadecanoic acid 2058 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.04 ± 0.05 

Octadecenoic acid b 2135 0.01 ± 0.03 0.00 ± 0.00 0.05 ± 0.13 

Octadecanoic acid 2159 0.01 ± 0.03 0.00 ± 0.00 0.09 ± 0.17 

           

Fatty acid esters  0.00 ± 0.00 4.84 ± 3.22 0.00 ± 0.00 

 Octyl hexadecanoate 2567 0.00 ± 0.00 0.89 ± 0.58 0.00 ± 0.00 

 Nonyl hexadecanoate 2667 0.00 ± 0.00 2.90 ± 2.08 0.00 ± 0.00 

 Decyl hexadecanoate  2765 0.00 ± 0.00 0.28 ± 0.23 0.00 ± 0.00 

 Octyl octadecanoate 2769 0.00 ± 0.00 0.14 ± 0.15 0.00 ± 0.00 

 Nonyl octadecanoate 2868 0.00 ± 0.00 0.36 ± 0.42 0.00 ± 0.00 

 Octyl tridecanoate 2969 0.00 ± 0.00 0.08 ± 0.10 0.00 ± 0.00 

 Nonyl eicosanoate 3067 0.00 ± 0.00 0.17 ± 0.15 0.00 ± 0.00 

 Nonyl docosanoate 3268 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.02 0.00 ± 0.00 

           

Alcohols  0.18  0.09 0.20  0.15 0.38  0.20 

Nonanol 1171 0.05 ± 0.07 0.09 ± 0.07 0.11 ± 0.10 

Undecanol 1368 0.00 ± 0.01 0.00 ± 0.00 0.08 ± 0.06 

Hexadecanol 1875 0.12 ± 0.03 0.08 ± 0.07 0.15 ± 0.07 

Octadecanol a 2080 0.00 ± 0.00 0.03 ± 0.05 0.00 ± 0.00 

Docosadienol 2378 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.04 ± 0.03 

           

Terpenoids  0.38 ± 0.26 0.47 ± 0.50 0.85 ± 0.51 

Geranylacetone a 1447 0.05 ± 0.06 0.08 ± 0.07 0.10 ± 0.08 

EE-farnesyl-acetate 1836 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.03 ± 0.04 

Squalene 2825 0.32 ± 0.23 0.39 ± 0.45 0.71 ± 0.47 

           

Unknowns  0.26 ± 0.19 0.58 ± 0.30 0.06 ± 0.11 

Unknown 1 1659 0.07 ± 0.11 0.08 ± 0.11 0.06 ± 0.11 

Unknown 2 2512 0.00 ± 0.00 0.10 ± 0.07 0.00 ± 0.00 

Unknown 3 2710 0.19 ± 0.14 0.10 ± 0.07 0.00 ± 0.00 

Unknown 4 2741 0.00 ± 0.00 0.14 ± 0.07 0.00 ± 0.00 

Unknown 5 2751 0.00 ± 0.00 0.17 ± 0.12 0.00 ± 0.00 

 



Online resource 1. Mean relative proportions of floral compounds emitted by Ophrys 

insectifera, O. aymoninii and O. subinsectifera. RI: retention index; SD: standard deviation, a: 

identification confirmed with analytical standards, b: unknown double-bond position. 

 

 

 

 



 

Online resource 2. Scheme of the integrative taxonomy work protocol used to assess the taxonomic rank 

of Ophrys insectifera, O. aymoninii and O. subinsectifera. Genetical, morphological, ecological and 

chemical traits have been analyzed successively to test for differentiation between pairs of taxa, which are 

recognized as species if (i) they are phylogenetically distinct and/or (ii) they differ in at least two 

taxonomically significant phenotypic traits. Phylogenetic distinctness may be enough to recognize taxa as 

species providing that molecular markers used are good species markers. Support for species hypothesis 

(represented by black colour intensity) increases with the number of traits surveyed showing congruent 

differentiation patterns. Red arrows represent the path followed in the case of the comparison between O. 

insectifera and O. aymoninii and blue arrows the path followed in the case of the comparison between O. 

insectifera and O. subinsectifera. 



 

 

 

Résumé 
Les interactions avec les pollinisateurs font 

partie de la niche écologique des orchidées et 

ont joué un rôle dans leur diversification 

taxonomique et florale. Au cours de cette 

thèse, j’ai d’abord analysé l’architecture du 

réseau orchidées-pollinisateurs en région 

Euro-Méditerranéenne et montré que la 

similarité de niches de pollinisation entre 

orchidées était fonction de leur distribution 

spatio-temporelle, suggérant un certain 

opportunisme dans les interactions 

orchidées-pollinisateurs. Je me suis ensuite 

intéressée au rôle des pollinisateurs dans 

l'évolution des traits floraux dans deux 

groupes d’orchidées. J’ai d’abord montré une 

différentiation dans les traits floraux des trois 

taxa du groupe Anacamptis coriophora, 

probablement causée et maintenue par un 

processus de sélection divergente. En 

cartographiant les interactions avec les 

pollinisateurs et les odeurs florales sur la 

phylogénie de la section Pseudophrys, j’ai 

ensuite montré que l'évolution de l'odeur 

florale était conditionnée par une sélection 

exercée par les pollinisateurs et par des 

contraintes phylogénétiques. Enfin, j’ai mis au 

point une démarche de taxonomie intégrative 

basée sur des données moléculaires, 

morphométriques et chimiques dans le genre 

Ophrys. Avec cette démarche, j’ai confirmé le 

rang taxonomique des trois espèces du 

groupe O. insectifera et proposé de fusionner 

deux paires d’espèces parmi les 

Pseudophrys. Une meilleure compréhension 

des facteurs qui façonnent la niche de 

pollinisation et du rôle des pollinisateurs dans 

l'évolution des traits floraux et la spéciation 

chez les orchidées Euro-Méditerranéennes 

devrait nous permettre d’améliorer la 

conservation de ces espèces emblématiques. 

 

Abstract 
Interactions with pollinators are part of 

orchids’ ecological niches and have played a 

role in their taxonomic and floral 

diversification. During this thesis, I have 

analysed the architecture of the orchid-

pollinator network in the Euro-Mediterranean 

region and shown that similarity in pollination 

niches between orchids primarily depends on 

their spatio-temporal distribution, suggesting 

that orchid-pollinator interactions are more 

opportunistic than previously thought. Then, I 

have been interested in the role of pollinators 

in floral trait evolution in two orchid groups. I 

have shown a differentiation in floral traits of 

the three taxa of the Anacamptis coriophora 

group, probably caused and maintained by a 

process of divergent selection. Then, by 

mapping interactions with pollinators and 

floral odours on the phylogeny of the section 

Pseudophrys, I have shown that floral odour 

evolution is conditioned by pollinator-

mediated selection and by phylogenetic 

constraints. Finally, I have developed an 

integrative taxonomic approach based on 

molecular, morphometric and chemical data 

in the genus Ophrys. With this approach, I 

have confirmed the taxonomic rank of the 

three species of the O. insectifera group and 

proposed to merge two species pairs among 

Pseudophrys. A better understanding of the 

factors that have shaped pollination niches 

and of the role of pollinators in floral trait 

evolution and speciation in Euro-

Mediterranean orchids should allow us to 

improve the conservation of these emblematic 

species. 

 

Mots Clés 
réseau de pollinisation, adaptation, 

spéciation, phylogénie moléculaire, 

morphométrie, écologie chimique, odeurs 

florales 

Keywords 
pollination network, adaptation, speciation, 

molecular phylogeny, morphometry, chemical 

ecology, floral odours 
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