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« Le commencement sera d’admirer tout, méme les choses les plus communes.
Le milieu, d’écrire ce que 'on a bien vu et ce qui est d’utilité.
La fin est de rendre les ceuvres de la Nature avec autant de soin qu’un autre. »

Linné, Philosophie Botanique, 1788







AVANT-PROPOS

J’ai commencé ma thése au laboratoire Ecologie, Systématique et Evolution (ESE), dans
I’équipe EVA, en octobre 2014 aprés avoir passé le concours de I’école doctorale Sciences
du Végétal, juste aprés mon master. Le sujet était « Diversification et évolution florale des
Annonaceae » et devait étre dirigé par Hervé Sauquet, avec qui j'avais effectué mes stages
de master, et Thomas Couvreur, de I'Institut de recherche pour de développement. J'ai
passé les premiers mois de ma thése a extraire ’ADN et séquencer une quarantaine
d’especes d’Annonaceae avec des technologies de séquencage a haut débit. Au début de la
phase de mon projet qui consistait a assembler leurs génomes chloroplastiques, un
probléme de santé important m’a contrainte a partir en arrét de travail plusieurs mois.
J’ai repris ensuite ma these sans aucun doute beaucoup trop tét et avant d’étre
suffisamment soignée. Au bout de cing a six mois de reprise, il est apparu que mon état de
santé ne me permettait pas de continuer dans de bonnes conditions et qu’il était devenu

quasiment impossible pour Hervé d’encadrer mon travail.

Nous avons donc décidé, en septembre 2016, d'un commun accord entre Hervé, Sophie
Nadot, moi-méme et Jacqui Shykoff, directrice de I'école doctorale, d'un changement
d’orientation de ma these apres que j'ai demandé une année de césure a l'université.
Sophie a tres généreusement proposé de devenir ma directrice s’il m’était possible de
reprendre a nouveau un travail de these. Cette année de césure m’a effectivement permis

de me soigner correctement.

Au cours de cette année, Hervé a obtenu un poste au Jardin Botanique Royal de Sydney,
il était impensable de continuer a travailler sur les Annonaceae sans son expertise et donc
nous avons décidé de changer radicalement de projet. Nous avons commencé a réfléchir
avec Sophie quelques mois avant ma reprise. Il fallait un projet réalisable en 18 mois, soit
le temps qu'’il restait sur mon contrat doctoral. Se lancer dans un travail nécessitant du
terrain, des expériences ou quelque travail de laboratoire que ce soit a donc été exclu
d’office. Parallelement, un ancien camarade de sorties naturalistes et ami, Boris
Domenech, avait commencé a travailler avec Sophie sur I’évolution florale des
Ranunculaceae lors d'un stage de diplome d’études supérieures a la suite de son master.
A la fin de son année de DES, il a obtenu une bourse de thése a I'université de Montréal
pour travailler sur la famille des Fabaceae. Il est donc parti de I'ESE en laissant un jeu de
données de traits floraux sur les Ranunculaceae en sachant qu’il n’aurait pas la possibilité
de le publier pendant la durée de sa thése. Nous avons donc décidé d'utiliser ce jeu de

données comme point de départ de mon projet.



J'ai repris ma theése avec en téte I'idée d’aborder I'évolution florale a I’échelle de toutes
les Ranunculales en septembre 2017 (j’avais déja travaillé sur les Papaveraceae au cours
d’un stage de licence avec Hervé et je connaissais donc déja partiellement I'ordre). Il a été
convenu avec mon comité de these de me concentrer sur I'évolution florale et d’y ajouter,
si j'avais le temps, un autre chapitre plus petit. ]'étais trés curieuse et enthousiaste de la
diversité des toxines produites par ces plantes, et j'ai eu la chance qu'on me laisse la
liberté d’explorer cette piste, notamment grace a I'’encadrement d’un stage de master 1,
stage effectué par Karina Gongalves sur les Ranunculaceae.

J'ai été a nouveau interrompue entre aolt et novembre 2018, cette fois pour des
raisons administratives et juridiques. C’est grace a I'obstination de Sophie aupres des
services de I'université que j’ai pu étre réembauchée pour terminer les six derniers mois
de mon contrat doctoral originel.

Le travail présenté ici est donc le fruit de dix-huit mois de recherches, rendues
possibles par le soutien moral, scientifique et administratif de beaucoup de personnes,
principalement (mais pas uniquement) Sophie, Jacqui et Jane Leconte, qui dirige I'ESE et
m’a toujours laissé la porte du laboratoire ouverte. Rien n’aurait pu aboutir sans le travail
préalable effectué par Boris et Karina.

Les données de séquencage que j’ai produites sur les Annonaceae sont désormais dans
les mains de Thomas Couvreur et devraient étre valorisées dans le futur par une

publication dont il sera I'initiateur. Il me paraissait difficile et incohérent de les inclure ici.
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INTRODUCTION

L"HISTOIRE NATURELLE

La thése de doctorat d’Augustin Pyramus de Candolle, publiée en 1804, commence par :

« On dit depuis longtemps qu’une science est l'art de deviner ou de prédire. [...]
Cette faculté de déterminer l'inconnu par le connu, semble I'apanage des études ou
I'on procede toujours pas les relations d’effets et de causes, et c’est chez elles qu’elle

s’est d’abord développée : on s’est apergus plus tard que cette méme faculté peut
exister dans les sciences qui, comme [’histoire naturelle, semblent n’étre qu’une

réunion de faits isolés. »

Ainsi, a la charniére du XVIIIe et du XIXe siecle, I'histoire naturelle devient une science
capable de produire un discours cohérent et construit sur le monde, de faire des liens
entre des observations variées, de comprendre ce qui unit les étres vivant et ce qui les
différencie en méme temps. L’histoire naturelle se donne pour but d’expliquer et
d’ordonner la diversité des choses de la nature. Aujourd’hui, cette science s’est
modernisée et le terme est revendiqué par des institutions et organismes qui défendent
la protection de la nature contre les changements climatiques d’origine anthropiques, qui
la menacent lourdement. Par exemple, le Manifeste du Muséum national d’histoire

naturelle, Quel futur sans nature ? (David and Taquet 2017) donne la définition suivante :

« L’histoire naturelle, source de connaissances, observe et compare toutes les
composantes du monde minéral, végétal et animal, ainsi que la diversité humaine
dans ces dimensions biologiques et sociales. Elle a pour réle d’identifier et de

conserver tous les objets de référence constituant le grand « dictionnaire de la
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nature ». Elle est désormais impliquée dans I’étude de tous les niveaux d’organisation
de la matiere, de la Terre aux corps célestes, des minéraux aux roches, des génomes
aux cellules, des organismes aux écosystemes. Elle utilise a cette fin les techniques les

plus avancées et les plus performantes. »

La Botanique a effectivement bénéficié d'immenses progres techniques (et théoriques)
depuis sa naissance. Des méthodes inconnues de Candolle, comme la méthode cladistique,
le séquencage d’ADN, les analyses informatisées, la recherche automatique de données,

les statistiques bayésiennes, permettent de continuer a écrire cette histoire.

Dans notre cas, I'histoire naturelle a commencé a étre écrite il y a fort longtemps, car
I'ordre des Ranunculales contient des plantes trés communes et familieres, comme les
boutons d’or, les anémones, les fumeterres et les coquelicots. Ces plantes ont suscité
I'intérét de générations de botanistes et chaque production employant une nouvelle

méthode a permis d’enrichir notre connaissance de I'histoire de ces plantes.

Ainsi, ce travail a été produit dans le cadre d’une discipline académique porteuse d’'une
histoire riche et ancienne, et sur un taxon étudié depuis au moins trois siecles. Ce titre a
donc été choisi pour modestement inscrire cette thése dans une continuité historique
avec les travaux précédents et rendre hommage a tous les botanistes qui se sont penchés

sur ces fleurs.

PLACE DES RANUNCULALES DANS LES
CLASSIFICATIONS

CIRCONSCRIPTION DE L'ORDRE ET CLASSIFICATIONS

Les Ranunculales sont un ordre de plantes a fleurs composé de sept familles de richesse
spécifique tres inégale : les Ranunculaceae L. (2500 especes), les Papaveraceae JUSSIEU
(820), les Berberidaceae Jussieu (700 espéeces), les Menispermaceae JUSSIEU (440 especes),
les Lardizabalaceae R. BROWN (40 especes), les Circaeasteraceae HUTCHINSON (2 especes)
et les Eupteleaceae K. WILHELM (2 especes) (APweb, Stevens 2001pour le nombre
d’espéces estimé). Leur circonscription est stable depuis ’APG [ (Angiosperm Phylogeny
Group 1998) et leur classification interne date de 2009 (Wang et al. 2009). Un exemple de

représentant de chacune de ces familles est présenté en Figure 1.

La présence en Europe de nombreuses Ranunculales fait qu’elles furent intégrées aux

toutes premieres classifications scientifiques, issues de 'Europe au sens large. Un bref



historique de leur circonscription et de leur classification permettra d’asseoir les

discussions suivantes sur |’évolution de ce groupe.

Dans le Species plantarum (Linné 1753), Linné place toutes les Ranunculales actuelles
dans les Polyandra (groupe des plantes a étamines nombreuses), dans différentes
divisions. Les Berberidaceae et Papaveraceae connues a I'époque (comme Chelidonium,
Podophyllum, Papaver, Argemone, Caulophyllum) dans Monogynia, les Delphinium et
Aconitum dans les Trigynia, Aquilegia et Nigella dans les Pentagynia et les autres
Ranunculaceae dans les Polygynia (Anemone, Clematis, Thalictrum, Adonis, Ranunculus,
Trollius, Isopyrum, Helleborus et Caltha). Il regroupe donc bien les Ranunculales ensemble,
aux cotés des magnolias, des annones, des cistes et des mimosas, sur la base de leurs
étamines nombreuses. Antoine-Laurent de Jussieu place également dans le Genera
plantarum (Jussieu and Jussieu 1789) les Ranunculaceae, Menispermaceae et

Papaveraceae dans la méme classe (XIII, des Dicotyledones Polypetalae).

Le systéme post-publication de I'Origine des espéeces (Darwin 1859), qui est d’une
certaine facon « phylogénétique » d’Engler (Engler 1881) introduit les « Ranales », qui

Eupteleaceae
Circaeasteraceae
Lardizabalaceae

Menispermaceae

e. Berberidaceae
Papaveraceae
g. Ranunculaceae

Qoo oo

Figure 1: Exemple de représentant de chaque famille de Ranunculales. a. Euptelea polyandra, (source
: EOL). b. Kingdonia uniflora, (source : Wang et al., 2012). c. Akebia quinata, (source : Laetitia Carrive). d.
Manispermum canadense, (source : EOL). e. Nandina domestica, (source : Laetitia Carrive). f. Meconopsis
grandis, (source : Laetitia Carrive). g. Caltha palustris, (source : Laetitia Carrive).
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~ == | contiennent les Ranunculales (sauf

les Papaveraceae), Nymphaeaceae et

Magnoliidae actuelles.

i i

il
thfl

La circonscription et la
classification des Ranunculales dans

les grands systéemes du XXe siecle ont

été synthétisées par Wang et al
(2009). 1 n’y a que peu de différences
entre les classifications de Cronquist
(1981a), Kubitzki (1993) et de
Takhtajan (1997), principalement des

variations au niveau des rangs
attribués a certains taxons. Il est a
noter que les pivoines (Paeoniaceae)

ont été régulierement incluses puis

sorties des Ranunculales, a cause de
leur morphologie florale semblable.

i
i

Plusieurs noms ont été utilisés
Figure 2 : Position des Ranunculales (encadré violet)

dans la classification des angiospermes APG IV (2016). pour nommer ce taxon, pas toujours

au rang d’ordre: Ranales (Engler
1903), Ranunculales (Cronquist, 1981), Ranunculifloreae (Kubitzki 1995),
Ranunculaneae (Endress 1995), Ranunculidae (Takhtajan, 1997). C'est finalement
Ranunculales qui est resté, en accord avec le Code international de nomenclature

botaniquel.

Elles sont désormais placées dans les Eudicotyledoneae. La Figure 2 montre leur
position dans l'arbre représentant la classification APG IV (Angiosperm Phylogeny Group
2016) produite par '’Angiosperm Phylogeny Group, un consortium de chercheurs qui s’est
donné pour mission depuis 1997 de produire régulierement une -classification

phylogénétique consensuelle des plantes a fleurs.

PHYLOGENIE

La position phylogénétique des Ranunculales est stable depuis les premieres
phylogénies moléculaires. Elles seraient le groupe-frére des autres eudicotylédones. Les

relations interfamiliales présentent néanmoins toujours quelques zones d’ombre,

1 Comme le dit d’ailleurs Cronquist (1981, traduction libre); «L’argumentaire pour utiliser
I'orthographe Ranunculales a la place de la forme plus familiére Ranales est simple. Le nom est basé sur
Ranunculus, pas sur Rana, qui est une grenouille. »
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notamment concernant la position relative des Papaveraceae et des Eupteleaceae
(synthétisé dans Wang et al. 2009). Les Eupteleaceae représentent un enjeu important
pour I'étude de I'évolution florale car, ces plantes n’ayant pas de périanthe, leur position
phylogénétique influence grandement les reconstructions d’états ancestraux en
parcimonie. La phylogénie la plus récente des Ranunculales s‘appuie sur des données de
transcriptomique et, malgré cela, , une incertitude demeure quant a I'identité du groupe
frére des autres familles, entre Papaveraceae et Eupteleaceae (Lane et al. 2018).

Les relations infrafamiliales ne sont pas bien compliquées pour les deux familles ne
comptant que deux especes. Pour quatre autres familles, des phylogénies sont
régulierement produites et les relations semblent stables. Nous citerons par exemple
(Hoot et al. 2015; Sauquet et al. 2015) chez les Papaveraceae, (Kim et al. 2004) chez les
Berberidaceae, (del Ortiz et al. 2016) chez les Menispermaceae, et (Wang et al. 2002) chez
les Lardizabalaceae.

En revanche, les relations a lintérieur des Ranunculaceae ont toujours été
problématiques. La famille a été construite a I'ére préphylogénétique selon le principe de
« famille par enchainement » (Mangenot 1973). La Figure 3 illustre ce principe (Bonnier
and Douin 1990). Cette construction en groupes apparentés de proche en proche est
impossible a transformer directement en structure hiérarchique, comme le voudraient les
classifications phylogénétiques. Les phylogénies moléculaires ont longtemps buté sur
cette famille, en témoignent toutes les topologies différentes qui ont été proposées,
comme montré en Figure 4 (Cossard et al. 2016).

L’ajout ou le changement de quelques marqueurs, ce que permet le séquencage Sanger,

ne semblait pas pouvoir notablement améliorer la phylogénie. Tres récemment, les
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Fic. 4. — Liaisons entre les genres de Renonculacées. — la surface de chaque cercle, correspondant & un genre, est proporlionnelle au nombre des
espéces que renlerme ce ygenve dans notre Flore. Les trails pleins qui joignent les cercles les uns aux aulres indiquent les liaisons importantes entre les
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Figure 3 : Représentation des liens "par enchainnement” entre les genres de Ranunculaceae (Bonnier)
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Figure 4 : Ensemble des topologies issues d'analyses moléculaires publiées chez les Ranunculaceae
(d'apres Cossard et al., 2016).

meéthodes de séquencage a haut débit ont permis a Zhai et al. (2019) de reconstruire les
relations phylogénétiques dans les Ranunculaceae a I'aide de génomes chloroplastiques
complets. C’est donc « a la derniere minute » que I'on a enfin pu disposer d’'une hypothese
phylogénétique solide pour les relations dans les Ranunculaceae.

ROLE DANS LES THEORIES SUR L'ORIGINE DES ANGIOSPERMES

Cet ordre est d’'une importance particuliere puisqu’il a joué un réle primordial dans
I’élucidation de l'origine des angiospermes (Cronquist 1981). Mais depuis que le
paradigme cladiste s’est généralisé, la question de quel groupe est le plus ancestral n’a
évidemment plus de sens et la comparaison des reconstructions des ancétres avec des
especes actuelles s’arréte donc maintenant a chercher a quoi pouvaient ressembler les
premieres fleurs. Ainsi, I'importance des Ranunculales dans I’étude de cette question plus
générale a diminué ces dernieres décennies. Leur position phylogénétique en fait
cependant un groupe dont la morphologie et la diversité a un impact fort sur lesdites

reconstructions.

J'ai eu la chance de pouvoir participer au début de ma these aux développements les

plus récents sur I'évolution de la fleur des angiospermes, raison pour laquelle I'article de

6



Sauquetetal (2017) se trouve en Annexe 1. Sans rentrer dans les détails qui sont discutés
dans cet article, la reconstruction faite par cette étude de la fleur ancestrale des
eudicotylédones est surprenante. Avoir une hypothese pour la fleur des Ranunculales et
la comparer avec celle des eudicots de cette étude serait intéressant et permettrait

d’évaluer si les caracteres soit-disant « primitifs » des Ranunculales le sont vraiment.

En résumé, ce taxon s’est trouvé sous la loupe des botanistes depuis le début de la
botanique « moderne » pour de multiples raisons. Les questions purement classificatoires
se sont transformées en questions évolutives au fil des transformations de la discipline,

mais ces plantes ont continué a susciter I'intérét des chercheurs et chercheuses.

ETAT DE L' ART BOTANIQUE

Dans cette section, les connaissances actuelles sur les Ranunculales dans les grandes
branches de I'histoire naturelle seront brievement résumées. Il n’est malheureusement
pas possible d’étre exhaustif ici, le but est de montrer le niveau d’avancement du savoir

sur cet ordre et de souligner les particularités de ces plantes.

Quelques fossiles ont été attribués aux Ranunculales, avec plus ou moins de certitude.
Parmi ceux qui ont été le plus slirement identifiés (d’apres les critéeres de Magallon, 2015)

on trouve :

B Teixeiraea lusitanica, fleur fossile qui se rapprocherait des Lardizabalaceae, des
Menispermaceae, des Berberidaceae ou des Papaveraceae, trouvé dans I’Aptien
(Balthazar et al. 2005) ;

B Des graines de Sargentodoxa globosa, dans les Lardizabalaceae, de I'Eocéne
moyen (Manchester 1999) ;

B Des fragments de fruits de Prototinomiscium testudinarum, attribués aux
Menispermaceae du Maastrichtien (Knobloch 1986) ;

B Menispina evidens et Palaeoluna bogotensis (Figure 5), tous les deux des
endocarpes de Menispermaceae du Paléocene (Herrera et al. 2011) ;

B Plusieurs restes de fruits trés semblables I'ancien genre Mahonia dans les
Berberidaceae, de la fin de I'Eocéne (Manchester 1999) ;

B Des fruits de Paleoactaea nagelii (Figure 5) attribués aux Ranunculaceae sans

Glaucidium ni Hydrastis, de la fin du Paléocene (Pigg and Devore 2005).



Figure 5 : Fossiles de Ranunculales. a. Palaeoluna bogotensis (Menispermaceae, Herrera et al., 2011). b.
Paleoactaea nagelii (Ranunculaceae, Pigg et al., 2005). c. Leefructus mirus (Ranunculaceae, Wang et al,,
2016). d. Mahonia mioasiatica (Berberidaceae, Huang et al,, 2016).

Depuis 2015 (date de la synthese trés complete de Magallén et al. (2015), de nouvelles
découvertes ont été faites. Le plus ancien fossile de parties végétatives d’eudicotylédones,
Leefructus mirus (Figure 5) dont 'dge est autour de -124 millions d’années a été découvert
et identifié comme une Ranunculaceae (Wang, Dilcher, et al. 2016). Des feuilles de
Mahonia mioasiatica (Figure 5), dans les Berberidaceae du Miocene supérieur ont été
décrits (Huang et al. 2016).

Des fruits de Menispermaceae, probablement du genre Stephania, ont été découverts
dans des dépots du Cenozoic (Jud et al. 2018).

DATATION MOLECULAIRE

Dans la phylogénie datée des angiospermes la mieux calibrée (Magallon 2015),
'origine des Ranunculales est au Crétacé, autour de -114 millions d’années.

Deux des dernieres phylogénies des Ranunculaceae sont datées et donnent une origine
pour la famille entre -115 et -105 millions d’années (Wang 2016), et autour de -90
millions d’années (Zhai 2019). Les Menispermaceae ont pareillement été datées a environ
-105 millions d’années (Jacques et al 2011). Il n’existe pas d’études de datation
moléculaire dans les autres familles.

BIOGEOGRAPHIE ET ECOLOGIE

La répartition totale de toutes les Ranunculales est présentée en Figure 6. Elles ont
donc une répartition mondiale avec une diversité plus importante dans ’hémisphere
Nord. Aucune étude de I'ampleur de tout I'ordre n’existe.

L’écologie des Ranunculales est assez variée, allant de plantes alpines et arctiques,
surtout dans les Papaveraceae, a des plantes tropicales dans les Menispermaceae. La

plupart sont des plantes herbacées, avec quelques lianes et arbustes. Les grands manuels
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Figure 6 : Carte de la répartition de toutes les Ranunculales. Modifié d'apres APweb.

de botanique systématique donnent quelques indications (Heywood et al. 2007; Judd et
al. 2008; Simpson 2018).

MORPHOLOGIE

L’ordre des Ranunculales constitue une unité phylogénétique solide, et les botanistes
plus anciens ont longtemps eu de bonnes intuitions sur les affinités de ce groupe.
Néanmoins, une unité morphologique est difficile a dégager de la diversité des plantes
dans ce taxon. La Figure 7 permet de visualiser cette diversité de morphologies. Presque
toutes les sortes de morphologies florales n'impliquant pas de synorganisation qui
existent chez les plantes a fleurs existent dans ce taxon. Au point méme que, pour les
Ranunculaceae, les caractéres qui servaient a regrouper ces espéces ensemble (carpelles
libres et nombreux, étamines libres et nombreuses) ont été reconstruits comme

ancestraux a I’échelle de toutes les plantes a fleurs par Sauquet (2017).

Les parties végétatives des Ranunculales présentent peu de variation au regard de la
diversité de leurs fleurs. La plupart des espéces sont herbacées (Heywood et al. 2007;
Judd et al. 2008; Simpson 2018).

L’anatomie de ces plantes a fait 'objet d’'une monographie détaillée de (Smith 1926,
1928). 1l conclue sur le caractere primitif de la vascularisation des fleurs. Les études
anatomiques se poursuivent, notamment au Muséum national d’histoire naturelle grace

au travail de Thierry Deroin (Deroin et al. 2015).



Figure 7 : Diversité des morphologies florales. a. Euptelea polyandra, Eupteleaceae (source : EOL).
b. Kingdonia uniflora, Circarasteraceae (source : Wang et al., 2012). c. Berberis sp., Berberidaceae. d.
Epimedium alpinum, Berberidaceae. e. Menispermum canadense, Menispermaceae. f. Akebia quinata,
Lardizabalaceae. g. Lamprocapnos spectabilis, Papaveraceae. h. Corydalis panda, Papaveraceae. i.
Eschscholzia californica, Papaveraceae. j. Aquilegia sp., Ranunculaceae. k. Ficaria verna,
Ranunculaceae. 1. Helleborus orientalis, Ranunculaceae. m. Aconitum napellus, Ranunculaceae. n.
Adonis annua, Ranunculaceae. o. Thalictrum foetidum, Ranunculaceae.

La comparaison des morphologies florales des Ranunculaceae fait déja 1'objet de
monographies au XIXe siécle. Baillon (1867), utilise d’ailleurs déja des diagrammes
floraux pour comparer l'organisation des fleurs des différentes especes qu’il étudie
(Figure 8).

L’évolution du périanthe est la plus grande source de questionnements puisque c’est
dans cette partie des fleurs qu'il y a la plus grande variation. L’évolution de la symétrie
florale a déja été étudiée dans les deux groupes chez lesquelles la zygomorphie a évolué
(Jabbour, Louis P. Ronse De

Craene, et al. 2009; Sauquet et
al.  2015). Le nombre
d’organes, leur organisation,
leur différentiation et leur
phyllotaxie sont également
variables. Les nectaires sont

également variables dans le

groupe, certaines espéces les

portant a la base de leurs Figure 8 : Diagrammes floraux de Ranunculaceae de Baillon

étamines, d’autre sur le (1857). a. Aquilegia vulgaris. B. Nigella damascena.
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Figure 9 : Exemples d'études du développement floral chez le genre Aquilegia (Ranunculaceae). a. Aquilegia
vulgaris, d’aprés Payer (1857). b. Aquilegia olympica, d’aprés Tucker (2005).

réceptacle, et d’autres sur des organes interprétés comme des pétales tres transformés.
L’évolution de ces organes dans la famille des Ranunculaceae n’est pas encore claire et la
question de leur identité et de leur homologie avec les pétales des autres familles est

encore ouverte..

DEVELOPPEMENT FLORAL

Le développement floral des fleurs de ce groupe a fait 'objet de nombreuses études,
des le XIXe siecle. Payer (Payer 1857) remarque déja que :

« Comme ['organogénie de leur fleur est aussi variée que sa structure, je les
divise [Les Ranunculacées] en six sections, savoir, les Ancolies, les Nigelles, les

Clématites, les Renoncules, les Ficaires et les Hellébores. »

Il s’intéresse a 'ordre d’initiation des organes, a la phyllotaxie, a 1a mise en place de la
symétrie. Il remarque déja que l'initiation du calice est généralement spirale et les organes
initiés les uns apres les autres tandis que celle de la corolle est le plus souvent cyclique et

les organes initiés simultanément. La Figure 9 montre un exemple de ses productions.

L’étude du développement des fleurs a suivi et fortement bénéficié des progres de la
microscopie et de l'imagerie, jusqu'aux études les plus récentes de microscopie
électronique a balayage et de tomographie (Figure 9). De multiples études modernes ont
été réalisées et il serait impossible de les citer toutes, donc voici seulement, a titre
d’exemple, une étude réalisée dans chaque famille : Tucker and Hodges (2005) chez les
Ranunculaceae, Becker et al. (2005) chez les Papaveraceae, Liu et al. (2017) chez les
Berberidaceae, Wang et al. (2007) chez les Menispermaceae, Hu et al. (2012) chez les
Lardizabalaceae, Tian et al. (2005) chez les Circaeasteraceae et (Tian et al. 2007) chez les
Eupteleaceae.
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EVO-DEVO

La génétique du développement floral des Ranunculales est un programme de
recherche actif. La position phylogénétique et le développement floral de ces fleurs
appelle naturellement des études de génétique du développement puisqu’il s’agit des
eudicotylédones les plus éloignées d’Arabidopsis thaliana, chez qui a été mis au point le
modele ABC. Le développement spiral des Ranunculaceae et les questions d’identité des
organes qui se posent dans l'ordre en font un bon groupe pour étudier les possibles
application ou limites du modéle ABC. Ces plantes ont probablement subi une duplication
de leur génome chez I'ancétre du groupe (Pabon-Mora et al. 2013), la génétique comparée
du développement floral

Une espece de Ranunculaceae en particulier, Nigella damascena, a été tres étudiée
étudiée, notamment par I'équipe de Catherine Damerval (GQE - Le Moulon) avec I'objectif
d’en faire un modele pour le développement des pétales. Elle présente en effet
spontanément deux types de morphologies, un avec et un sans « pétales » (Figure 10).
C’est grace a ces deux morphologies que I'identité et 'homologie des organes floraux sera
peut-étre résolue dans tout I'ordre.

Les connaissances sur I'evo-devo des Ranunculales ont récemment été synthétisées
par (Damerval and Becker 2017), qui montrent que ce groupe est en train de devenir un
des clades-modeéles important de cette discipline.

Figure 10 : Les deux morphes de Nigella damascena (Ranunculaceae). a. Morphe sans pétales. b.
Morphe avec pétales (indiqués par les fléches).
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Les plantes de cet ordre sont réputées pour leur toxicité. La plupart produisent des
alcaloides toxiques. Les Papaveraceae produisent des composés narcoleptiques, dont le
plus important est la morphine. Les Menispermaceae sont une des sources de curares. On
trouve parmi les Ranunculaceae les plantes les plus toxiques de la fleur européenne (le
genre Aconitum en particulier).

Linné avait déja remarqué que la toxicité de ces plantes est une particularité dans
Philosophie botanique (1788), il écrit :

« La Polyandrie est presque entiérement venimeuse. »

De Candolle est le premier a réfléchir au rapport entre les propriétés chimiques et la
classification (Candolle 1804), ce qui ouvre la voie a ce qui s’appellera au XXe siecle la
« chimiotaxonomie ». La caractérisation des composés secondaires responsables des
propriétés des Ranunculales commence des le XIXe siecle avec la description de la
morphine et est encore un champ de recherche trés actif (Dewick 2009). La plupart des
composés secondaires de Ranunculales sont des alcaloides benzylisoquinoléiques. La
tribu des Delphinieae (Ranunculaceae), produit des diterpenes extrémement toxiques qui
sont malheureusement parfois a l'origine d’accidents mortels? ou de faits divers
sordides3.

Les relations des humains a la nature font également partie de I'histoire naturelle, au
sens moderne du terme. Quelques brefs éléments remarquables montrant l'intérét des
humains pour les Ranunculales seront donc mentionnés ici. Les paragraphes qui suivent
n‘ont aucune prétention d’exhaustivité, mais d’illustrer que les humains ont depuis
I'antiquité montré de l'intérét pour ces plantes, principalement a cause de leurs
propriétés phytochimiques.

MYTHES

Quelques Ranunculales sont mentionnées dans des mythes, par exemple, grecs. C’est le
cas de les aconits (Ranunculaceae) qui auraient poussé sur le sol empoisonné par la bave
de Cerbeére, raison pour laquelle elles seraient si toxiques (raconté notamment par Ovide,
Les Métamorphoses, 7, 415) :

2 France Bleu Roussillon, 10/06/2018, Un randonneur décéde apreés avoir consommé une plante toxique
dans le massif du Canigou
3 The Telegraph, 07/01/2010, Spurned woman poisoned lover by putting ancient plant in curry
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« Excité par une colére rageuse, le monstre emplissait l'air de ses triples
aboiements simultanés, répandant sur les champs verdoyants des traces de bave
blanche. Cette bave, pense-t-on, s'est durcie, a trouvé a se nourrir dans le sol fertile et

fécond, ety a pris sa force de nuisance. Et les paysans appellent "aconit ", »

Les pavots ont été associés a plusieurs déesses de la fertilité comme Aphrodite et
Déméter, et faisaient partie de rituels religieux dans la civilisation minoenne, comme en

témoignent des statuettes de déesses (Figure 11, Nencini 1997).

USAGES TRADITIONNELS

Plusieurs espéces de Ranunculales ont été utilisées pour empoisonner des fleches, par
différents peuples et depuis le Paléolithique (Borgia et al. 2017), notamment les aconits
(Aconitum, Ranunculaceae) et de nombreuses Menispermaceae (Krukoff and Moldenke
1938). L'usage des Ranunculaceae toxiques pour des empoisonnements dans la Rome
antique a pris tant d’ampleur que certaines plantes ont dii étre réglementées (Retief and
Cilliers 2000).

Les usages médicinaux des Ranunculales ont été nombreux et variés, on en trouvera
les détails dans des ouvrages de pharmacognosie comme Bruneton (2009). Il est malgré
tout important de mentionner le pavot a opium (Papaver somniferum), dont les sources
archéologiques montrent que les effets analgésiques et psychotropes sont connus depuis
au moins 4 000 ans avant JC (Merlin 2003).

Certaines Lardizabalaceae, les graines de nigelles et de pavots sont trés ponctuellement

consommeées. Quelques Berberidaceae servent de teintures (Prabhu and Bhute 2012).

HISTOIRE MODERNE

Dans I'histoire moderne, le représentant des

Ranunculales ayant suscité le plus d’intérét est
encore une fois le pavot a opium, qui sert a
produire la morphine, analgésique essentiel de la
médecine moderne, et sur lequel on trouve des
poemes de Baudelaire et nombre de films et de
romans racontant I’histoire du trafic de I'opium et
des drogues qui en sont dérivées. Les coquelicots

(Papaver rhoeas) sont trés représentés dans les

arts décoratifs et sont le symbole des morts de la

guerre de 14-18 dans le Commonwealth.

Figure 11 : Idole de Gazi, statuette

Beaucoup des enfants d’Europe ont déja mis un  crétoise datantd'entre les Xlle et XIe siecles
, avant JC portant des capsules de pavots sur
bouton d'or (Ranunculus) leur menton en se g, couronne. D'apres Nencini, 1997.
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demandant s'ils aimaient le beurre, en témoignent les noms « buttercup » (anglais), «
Butterblume » (allemand), « smérblomma » (suédois) et « boterbloem » (néerlandais), qui
veulent tous dire «fleur a beurre ». Enfin, plusieurs especes sont bien connues des
jardiniers par le grand nombre de variétés ornementales existantes, comme les anémones
(Anemone), les ancolies (Aquilegia), les cceurs-de-Marie (Lamprocapnos), les pieds
d’alouette (Delphinium), I'épine-vinette (Berberis), et la liste pourrait continuer.

En résumé, les Ranunculales constituent un groupe de plantes a fleurs qui ont
beaucoup été étudiées, qui ont suivi et interrogé les humains a travers 'histoire et dont

beaucoup d’usages traditionnels existent mais peu d’usages industriels.

PROBLEMATIQUE

Les Ranunculales sont un taxon dont la diversité est bien connue, et depuis longtemps.
Le cadre taxonomique est stable. Cet ordre dispose également d’'une assise botanique
solide, dans toutes les branches de la botanique, a part la paléobotanique. L’unité de ce
groupe a été percue rapidement dans l'histoire des sciences et beaucoup d’hypotheses ont
été proposées sur son évolution. Sa monophylie n’est pas remise en question et sa

topologie interne commence a étre bien soutenue.

Or, depuis I'apparition des méthodes d’analyse de I’évolution des traits dans des cadres
phylogénétique, les caracteres de ces plantes n’ont jamais été étudiés al’échelle de I'ordre
entier. La possibilité de produire un cadre phylogénétique a partir de données publiées
permet d’envisager ce type d’étude. Il existe désormais des méthodes statistiques de
reconstruction des états ancestraux qui integrent de multiples sources d’incertitudes et
permettent de compléter la méthode de parcimonie dans I'étude de la distribution des
états de caracteres, dans la recherche des homologies et des convergences, et dans la
production de scénarios d’évolution. L’emploi de ces méthodes de reconstruction d’états
ancestraux permet de reconstruire le pattern d’évolution des traits et, en cela, d’alimenter

les connaissances sur I'histoire naturelle de ces plantes.

Evidemment, la spectaculaire diversité des morphologies florales des Ranunculales
conduit a penser a des hypothéses adaptatives concernant I'évolution des fleurs, mais
comme toute source de variation est une matiére premiere possible pour la sélection
naturelle (Darwin, 1859), c’est également le cas pour leurs toxines, qui ont aussi interrogé
les chercheurs depuis longtemps. Or, bien qu'’il soit intuitif de proposer des hypothéses
adaptatives a propos de caracteres qui présentent une grande variation, 1'étude de
I'adaptation en biologie évolutive est associée a des problemes épistémologiques,
notamment de réfutabilité (Gould and Lewontin 1979). Il convient donc d’avancer ces

hypotheses avec prudence. Un des écueils de la pensée adaptationniste est de chercher
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des avantages évolutifs a un trait qui est présent de facon ancestrale chez le taxon
considéré (proposer des hypothéses adaptatives pour expliquer des plésiomorphies), ou
qui évolue de fagon aléatoire. Orienter I'évolution des caracteres et comprendre a quels

neceuds leurs états changent permet d’éviter cet écueil.

L’objectif de cette theése a donc été d’étudier les patrons d’évolution des deux grands
types de caracteres phénotypiques que sont les traits floraux et les composés secondaires
des Ranunculales afin de mieux comprendre leur histoire et, en deux mots, d’évaluer si

oui, et a quels nceuds, la question de 'adaptation mérite d’étre posée.

PLAN DE LA THESE

Ce manuscrit est organisé en trois parties :

B Le premier chapitre est une étude sur I'évolution florale a consisté a construire
un cadre phylogénétique a partir de séquences publiées et prenant compte de
la topologie la mieux soutenue, celle de Zhai (2019). Un jeu de données
morphologique a été assemblé pour 146 taxons et 16 caracteres floraux. Les
états ancestraux ont été reconstruits avec la méthode de parcimonie et avec une
méthode d’inférences bayésiennes pour 11 nceuds-clefs. L’évolution des
caracteres est discutée a lalumiere des connaissances actuelles en evo-devo, des
hypothéses adaptatives sont formulées pour certains caractéres et un scénario
d’évolution pour le périanthe est proposé.

B Le second chapitre porte sur I'évolution des toxines de Ranunculales. Des
données phytochimiques sur tous les genres de Ranunculales ont été
assemblées par une stratégie de literature mining, puis formalisées en six
caractéres phénotypiques. Le méme échantillonnage moléculaire qu’au premier
chapitre a servi a construire également un cadre phylogénétique, plus restreint
par la disponibilité des données. Les caractéres phytochimiques ont été
reconstruits avec les deux mémes méthodes, et des tests de signal
phylogénétiques ont été effectués. Des problémes méthodologies posés dans
cette étude sont discutés. La aussi, des hypothéses adaptatives sont discutées
lorsque les résultats le permettent.

B La derniere partie constitue une discussion générale sur les méthodologies et
les concepts sur lesquels une réflexion a été nécessaire au cours de ce travail.
Des pistes de travail sont proposées pour pousser plus loin les deux premiers

chapitres et la question de comment montrer des adaptations est abordée.
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CHAPITRE |

EVOLUTION FLORALE

Ce chapitre sur I’évolution florale chez les Ranunculales est constitué d'un résumé en
francais de I’étude suivi du manuscrit en anglais. Le choix de cette présentation a été fait
pour des raisons de temps, I'étude ayant été directement rédigée en anglais dans le but de
la soumettre rapidement a une revue a comité de lecture. La version présentée ici a été
écrite avec I'aide de ma directrice de thése, Sophie Nadot, mais n’a pas encore bénéficié
des commentaires et corrections des autres co-auteurs de I'étude. Les références ont été
groupées avec les autres du manuscrit de these, et le matériel supplémentaire se trouve

avec les autres annexes.

TRADUCTION DU RESUME EN FRANCAIS

Les Ranunculales (au sens de I’APG 1V), comprennent des familles bien connues des
botanistes des pays tempérés (Ranunculaceae, Papaveraceae, Berberidaceae). Cet ordre
monophylétique est caractérisé par une diversité florale spectaculaire, particulierement
au niveau du périanthe. La question de I'origine des pétales alongtemps été débattue dans
la littérature botanique. Les récents progres dans la compréhension des bases génétiques
de l'identité des organes suggerent une origine unique des pétales chez les
Ranunculaceae, contrastant avec I'’hypothese morphologique traditionnelle d'une
évolution répétée. On en sait moins sur la situation a I’échelle de I'ordre. Des avancées
récentes dans I’élucidation des relations phylogénétiques a l'intérieur de I'ordre donnent
I'opportunité d’étudier I'évolution des caracteres avec des méthodes basées sur des
modeles statistiques et de proposer une hypothese plus robuste sur I'évolution des

pétales chez les Ranunculales.
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Nous avons utilisé des méthodes de reconstruction des états ancestraux qui prennent
en compte plusieurs sortes d’incertitude (rjMCMC) pour reconstruire I'évolution du
périanthe et d’autres traits a I'échelle des Ranunculales grace a un cadre phylogénétique

consensuel de 144 taxons terminaux représentant toutes les familles dans |'ordre.

L’état ancestral du périanthe est trimeére, différencié et complétement pétaloide. La
sépaloidie a évolué indépendamment chez les ancétres de deux familles (Papaveraceae et
Menispermaceae). Les Ranunculales avaient ancestralement trois cycles d’organes du
périanthe qui ont été ensuite soit perdus (Circaeasteraceae et Ranunculaceae), soit
dupliqués (Lardizabalaceae et Berberidaceae). Les pétales étaient ancestralement
modifiés en forme d’organes réservoirs de nectar chez les Ranunculaceae et ont été

ensuite perdus dans plusieurs tribus.

La fleur ancestrale des Ranunculales aurait eu un périanthe différencié mais pétaloide
avec une seul fonction d’attraction, depuis lequel un périanthe avec a la fois des fonctions
d’attraction et de protection aurait évolué dans plusieurs clades. De plus, nos résultats
soutiennent ’hypothese moléculaire d'une origine unique de pétales nectariféres tres

spécialisés au sein des Ranunculaceae.
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Background and aims - Ranunculales (sensu APG IV) include families well known to
botanists from temperate countries (Ranunculaceae, Papaveraceae, and Berberidaceae).
This monophyletic order is characterized by a spectacular floral diversity, particularly at
the perianth level. The question of the origin of petals has long been debated in the
botanical literature. Recent progress in understanding the genetic bases of floral organ
identity suggests a single origin for petals in Ranunculaceae contrasting with the
traditional morphological hypothesis of repeated evolution. Less is known about the
situation at the scale of the order. Recent advances in the elucidation of phylogenetic
relationships within the order now provide the opportunity to study character evolution
with model-based methods and propose a more robust hypothesis on the evolution of

petals within Ranunculales.

Methods - We used ancestral states reconstruction methods that take into account
various sources of uncertainty (rjMCMC) to reconstruct the evolution of perianth and
other floral traits at the scale of Ranunculales using a consensus phylogenetic framework

of 144 terminal taxa representing all families within the order.

Key Results - The ancestral state of the perianth for the order is trimerous,
differentiated and completely petaloid. Sepaloidy evolved independently in the ancestors
of two families (Papaveraceae and Menispermaceae). Ranunculales ancestrally had three
whorls of perianth organs which were then either lost (Circaeasteraceae, Ranunculaceae),
or duplicated (Lardizabalaceae, Berberidaceae). Petals were ancestrally shaped as

elaborate nectar-storing organs in Ranunculaceae and further lost in several tribes.

Conclusion - The ancestral flower of Ranuncuales would have had a differentiated
petaloid perianth with a single function of attraction, from which a perianth with both

functions of protection and attraction would have evolved in several clades. Moreover,
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our results support the molecular hypothesis of a single origin of highly specialised

nectariferous petals within Ranunculaceae.

RANUNCULALES, DIVERSITY, PHYLOGENETIC POSITION

Angiosperms are the most diverse clade of land plants in terms of species richness
(90% of all described embryophyte species). Morphological variation, especially of their
flowers, reflects this taxonomic diversity. The flower is the main synapomorphy of
angiosperms, and, as a key innovation (novel phenotypic trait that results in evolutionary
radiations (Galis 2001), has led to the spectacular diversification and rapid radiation of
the mesangiosperms (all flowering plants except for Amborellales, Nymphaeales, and
Austrobaileyales, (Angiosperm Phylogeny Group 2016)). Flowers have evolved an almost
endless array of forms, sizes, colours and scents, driven by the interaction with pollinating
agents (mainly insects and wind), while conserving their general organization. This
organization most commonly consists in several concentric series of organs around the
floral axis: two categories of sterile organs, the sepals and the petals (or sometimes a
single category, the tepals), surrounding the fertile organs, the stamens (male function)
and the carpels (female function). When the sterile organs are differentiated in sepals and
petals, the calyx usually protects the other organs during development, while the corolla
plays a role in pollinator attraction. A single combinatorial transcription factor gene
model (the ABCE model, Theifsen & Saedler, 2001) accounts for the identity of each floral

organ across angiosperms.

Among the 61 orders of angiosperms, Ranunculales encompass one of largest diversity
in floral organization. Ranunculales, as currently defined, display variation in many floral
traits, such as the number of perianth parts, the number of stamens, the differentiation of
perianth parts (some being sepaloid, petaloid, or modified into storing-nectar organs), the
symmetry (three types of symmetry are found in the group: actinomorphy, dissymmetry
and zygomorphy), and the number and fusion of carpels. This variation makes them a
excellent model for floral evolution and evo-devo studies, as suggested by (Damerval and
Becker 2017a). Examples of flowers from various Ranunculales families are presented in

Figure 1.
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Figure 1 - Examples of floral diversity in Ranunculales. a. Lardizabalaceae. Akebia quinata. Male flowers
in the back, female flower in the front. b. Menispermaceae. Menispermum canadense. Male flowers. c.
Papaveraceae. Papaver orientale. d. Papaveraceae. Fumaria capreolata. e. Berberidaceae. Epimedium
alpinum. f. Ranunculaceae. Helleborus niger. g. Ranunculaceae. Clematis alpina. h. Ranunculaceae. Aconitum
carmichaelii. - Photographs: Laetitia Carrive.

In spite of this variation, the families composing Ranunculales have together been
recognized in many classification systems as a natural group (Cronquist 1981b; Kubitzki
1995). However, the delineation of the order has varied, due to the high floral diversity
among families composing this order (reviewed in Wang et al. 2009). In particular, the
core family of the order, the Ranunculaceae, has been qualified as a “famille par
enchainement” (meaning each genera is only linked to a few others by some similarities,
the unity of the whole family being defined by the resulting network), and is famous for
its lack of synapomorphies or defining trait (Mangenot 1973; Bonnier and Douin 1990).
The current classification of the order is from 2009 (Wang et al. 2009).

The order is currently stable, and consists of seven families that are well described and
well delineated, forming a strongly supported clade. Its current delineation was already
in the first version of the APG (Angiosperm Phylogeny Group 1998). Ranunculales include
Ranunculaceae (2525 sp, APweb (Stevens 2001)), Papaveraceae, Menispermaceae,
Berberidaceae, Lardizabalaceae, Circaeasteraceae and Eupteleaceae (Wang et al. 2009).
The monophyly of this group has been consistently found with strong support in

molecular studies (reviewed in Wang et al 2009). Within the clade, however,
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relationships vary among studies. Here we use the circumscription of the order, families
and subfamilies sensu (Wang et al. 2009). Following (Zhai et al. 2019a), we use the term
“Core Ranunculaceae” to name the clade containing all Ranunculaceae sensu (Wang et al.
2009) except the genera Glaucidium and Hydrastis, and the tribe Coptidoideae.
Additionally, we introduce the term “Historical Ranunculaceae” to designate the clade
containing all Ranunculaceae sensu (Wang et al. 2009) except the genera Glaucidium and
Hydrastis, which were assigned their own families in several classifications during the
XXth Century (Tamura 1972).

Furthermore, the phylogenetic position of Ranunculales as sister to all other eudicots
is now consensual and strongly supported (Jansen et al. 2007; Moore et al. 2007). This
makes Ranunculales a key-clade to investigate floral evolution in the eudicots. Hypotheses
concerning ancestral states for the eudicots were recently produced by (Sauquet et al.
2017) challenging the traditional view of the eudicot ancestral flower (Peter K. Endress
and Doyle 2009). Ancestral states for the order Ranunculales may have an impact on those
reconstructions, which is why producing a well-supported hypothesis for the ancestral
flower of this key order is of major importance to discuss the evolution of floral traits in
eudicots.

ROLE OF NECTARIES/PETALS

Nectaries (defined here as nectar-secreting structures, not as organs) are present in
several families, more noticeably Ranunculaceae, Papaveraceae and Berberidaceae. In
Papaveraceae and Berberidaceae, nectaries are secreting glands located at the base of
stamens (Papaveraceae) and petals (Berberidaceae). In Ranunculaceae, nectaries are
borne on highly modified organs considered as petals, because they are located between
outer perianth organs (either petaloid or sepaloid) and stamens. This is the traditional
hypothesis, which is based on the position criterion for homology (Hennig 1966).
Concerning their origin, it was considered until recently that petals in Ranunculaceae
were independently and repeatedly recruited from stamens (Kosuge 1994; Ronse De
Craene 2007). Implicitly, it was always assumed that the perianth organs of flowers with
a single category of perianth organs were sepals, like in the species Clematis vitalba

(Ranunculaceae) for example.

Evo-devo studies have investigated the expression of the ABC model genes in several
Ranunculales species (reviewed in (Damerval and Becker 2017b), focusing in particular
on B-class genes that have been shown to play a role in petal identity in model species. In
Aquilegia coerulea and Nigella damascena, two Ranunculaceae species with a
differentiated perianth, the gene APETALA3-3 was shown to be present and expressed in

the organs considered as petals, but not in the organs considered as sepals even when
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petaloid (Gongalves et al., 2013 and Sharma, Guo, Kong, & Kramer, 2011 on Aquilegia;
Sharma & Kramer, 2017 on Nigella). Reconstructions of the expression of APETALA3-3 at
the scale of Ranunculales based on RT-PCR (Zhang et al. 2013) favour the hypothesis of a
single origin of petals in the order, followed by repeated losses even in Ranunculaceae.
This is in contradiction with the traditional view based on morphological arguments
according to which nectary petals would have evolved repeatedly in Ranunculaceae
(Kosuge 1994; Ronse de Craene et al. 2003).

PHYLOGENY OF RANUNCULALES

The phylogenetic relationships among Ranunculales as a whole have rarely been
investigated (Wang et al. 2009). However, there are phylogenetic hypotheses for most
families, such as Menispermaceae (del Ortiz et al. 2016), Papaveraceae (Hoot et al. 2015;
Sauquet et al. 2015), or Ranunculaceae (Cossard et al. 2016; Wang, Lin, et al. 2016). Since
most of those studies share some of the markers used, and since phylogenetic methods
allow for missing data in the alignments, altogether the already published data provide
the opportunity to propose a comprehensive phylogenetic framework, with an increased
taxonomic sampling of Ranunculales compared to previous studies (Wang et al. 2009),
including also outgroups from all other angiosperm lineages.

Here, four plastid markers were selected to produce a new phylogeny of Ranunculales
with Bayesian inference in order to take further take into account phylogenetic
uncertainty. Several nodes were constrained based on the most recently published
phylogeny of Ranunculaceae (Zhai et al. 2019a). Based on ancestral state reconstruction
of 16 floral characters, we propose a new hypothesis for the ancestral flower of
Ranunculales, and discuss the evolution of each trait in the light of previous studies and
genetic knowledge. This allowed us to produce an evolutionary scenario for the flower of
Ranunculales and examine hypotheses of adaptation, in particular for the modified
nectary petals of Ranunculaceae.

TAXONOMIC SAMPLING

To obtain a phylogenetic framework representing both taxonomic and
morphological diversity of the order Ranunculales, we selected 119 species for which
sequences were available in GenBank for at least two of the four following plastid
markers: matK, rbcL, trnL-F and ndhF (Supplementary Material 1). Although available,
ITS regions were excluded because of too much variation preventing reliable alignment.

For families with more than two species (all except Eupteleaceae and Circaeasteraceae),
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at least 2% of the total number of species were selected to avoid bias in the statistical
analyses. Twenty-seven additional species representing all major lineages of angiosperms
(basal angiosperms, magnoliids, monocots, basal eudicots, asterids and rosids) were
selected to be used as outgroups to root the tree (Supplementary Material 1). When
available, whole plastid genomes of were used to obtain the sequences of the four targeted
markers, identified with GenBank annotations.

ALIGNMENT AND PHYLOGENETIC RECONSTRUCTION

For each marker, sequences were aligned with MAFFT version 7 (Katoh and
Standley 2013) using the default settings. Minor manual adjustments were done, and the
four alignments were used each separately for phylogenetic reconstruction with Bayesian
Inference. Because there was no major incompatibility among the four markers, a global
alignment including all markers and totalizing 6325 bases was constructed and used for
the phylogenetic analyses (all alignments are available upon request from the
corresponding author). Unconstrained Bayesian phylogenetic reconstruction was
performed using MrBayes version 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) with the GTR+I+I" model
selected with ModelTest version 2.3 (Nylander 2004), with a burn-in of 25% of the total
number of generations (2,000,000). Trees were rooted with Amborella trichopoda. Only
nodes with posterior probability (PP) higher than 0.95 were considered as well
supported, all other nodes were collapsed. The resulting tree is presented in
Supplementary Material 2. Since the topology from Zhai et al. (2019) was better resolved
than ours concerning phylogenetic relationships among tribes within Ranunculoideae, a
constrained Bayesian analysis was performed with MrBayes version 3.2.6 (Ronquist et al.
2012) on the CIPRES Gateway (Miller et al. 2010). The same parameters as for the
unconstrained analyses were used, but with 5,000,000 generations. A total of 30 nodes
were constrained.

DATA SCORING AND CODING

Sixteen (16) characters spanning the main floral variation observed in Ranunculales
were defined. Most of the characters focus on perianth structure (phyllotaxy, symmetry,
number of perianth parts, merism, number of series, variability in the number of perianth
parts, fusion of parts) and perianth aspect (differentiation, inner and outer organ shapes,
presence of spurs). Sex, the number of stamens, the number of carpels and their possible
fusion were also scored, as well as the position of nectaries. All selected characters were
discrete. Character states for every study species were obtained from the literature
(including developmental data), from online floras, and from personal observations
(Supplementary Material 3 and 4). We used an exemplar approach (Prendini 2001),

meaning that all terminals represent species, as opposed to coding supra-specific
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terminals. Data were also scored from online pictures if the identification could be trusted.
For each character, the number of states was defined according to the variation recorded
in our sampling of species. We limited the number of states to four to limit the number of
models in ancestral state reconstruction (the higher the number of states, the higher the
number of possible models), except for two characters (number of carpels and position of
nectaries). Character states were first recorded in Proteus v1.26 (Sauquet 2016) and
exported to Mesquite v3.6 (Maddison and Maddison 2011) for further handling.

Character states were optimized on the phylogeny resulting from Bayesian
inference with parsimony using Mesquite. For Bayesian ASR, we used one thousand trees
randomly selected from the posterior distribution of the Bayesian phylogenetic analysis
(constrained four marker analysis) using Mesquite.

Bayesian ASR was performed with BayesTraits v3 (Meade and Pagel 2018) using the
reversible jump Monte Carlo Markov Chain (rjMCMC) algorithm that takes into account
both model and phylogeny uncertainty by exploring the model and the tree spaces. This
method only reconstructs ancestral states for predetermined nodes. We selected the
following node (called “key nodes” from now on): [Ranunculales] and each of the seven
families, to produce a hypothetical ancestral flower for the whole order and each family;
[Berberidaceae + Ranunculaceae + Menispermaceae] and [Berberidaceae +
Ranunculaceae] to investigate a possible common origin of nectar-storing organs; and
[core Ranunculaceae] since this clade is the most species-rich and the most diversified in
terms of flower morphology within the order. Each character was analyzed separately
with the MultiState method for 20,000,000 generations sampled every 2,000 generations
and uniform priors. The posterior probabilities and their 95% confidence intervals for
each state at the nodes of interest were then computed with Tracer v1.7.1 (Rambaut et al.
2018) after removing a 25% burnin. For characters with three states or less, the results
were interpreted using arbitrary thresholds that were defined in order to determine the
ancestral state for the selected nodes and their level of uncertainty. For a given state at a
given node, we consider that posterior probabilities of 0.5-0.6 indicate uncertain
ancestral state, 0.6-0.7 indicate low confidence, 0.7-0.8 medium confidence and 0.8-1 high
confidence. Characters with four or more states were interpreted differently, according
to the confidence intervals overlaps (see Supplementary Material 5 for detailed

explanations).
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PHYLOGENETIC FRAMEWORK

The final alignment contained 15% of missing data. The consensus tree resulting from
Bayesian inference is presented in Figure 2, which also gives indication for the 30 nodes
constrained. To avoid contradictions with the most widely accepted phylogenetic
hypothesis for angiosperms, we collapsed all nodes with PP<0.95. There is a polytomy
among Papaveraceae, Eupteleaceae, and the clades comprising all other families. Within
this latter clade, Lardizabalaceae are sister to Circaeasteraceae, and both are sister to a
clade formed by Menispermaceae and [Berberidaceae+Ranunculaceae]. Within
Papaveraceae, Berberidaceae, and Menispermaceae, subfamilies are retrieved as
monophyletic with good support. Most nodes were constrained in Ranunculaceae
according to the topology of Zhai et al. (2019). The unconstrained topology is presented
in Supplementary Material 2.
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Figure 2 Bayesian constrained consensus tree. Numbers above branches are posterior
probabilities (PP). All nodes with PP values lower than 0.95 (our threshold value for good support)
were collapsed. Subfamilies and tribes within Ranunculaceae are indicated on the right-hand side of
the tree. The 30 constrained nodes are shown in yellow. Key Nodes are highlighted in dark blue
(BER=Berberidaceae, CIR= Circaeasteraceae, EUP=Eupteleaceae, LAR=Lardizabalaceae,
MEN=Menispermaceae, PAP=Papaveraceae, RAN=Ranunculaceae, HRAN=Historical Ranunculaceae,
CRAN=Core Ranunculaceae).



ANCESTRAL STATE RECONSTRUCTIONS

The morphological matrix is presented in Supplementary Material 3, all associated
references are presented in Supplementary Material 4. It contains 8% of missing data.

The tree used for ancestral state reconstruction is the Bayesian consensus tree of
Figure 2. The results of ancestral state optimisation using parsimony for the characters
“Number of perianth series”, “Differentiation”, “Inner perianth aspect” and “Position of
nectaries” are presented in Figures 3 and 4, and in Supplementary Material 6 for the
remainder. The detailed posterior probability (PP values) obtained with rjMCMC for
ancestral states at key nodes (see Material and Methods section) are presented in
Supplementary Material 7 together with the associated confidence intervals. A summary

of the most likely and most parsimonious ancestral states is presented in Table 1.

In what follows, we present together the results obtained with both parsimony and
bayesian methods when they support the same hypothesis for the ancestral states at key
nodes (in square brackets). More detailed results from parsimony only at other nodes are
described as well. When the methods produced incongruent results, the result obtained
with each method will be detailed.

B Functional sex - With parsimony, the ancestral state at all nodes was reconstructed
as bisexual, except for [Lardizabalaceae] and [Menispermaceae], which were both
ancestrally unisexual. The rjMCMC reconstructions were congruent with parsimony
except for Ranunculales and [Ranunculaceae + Berberidaceae + Menispermaceae] which
were reconstructed as unisexual.

B Perianth phyllotaxy- Ancestral anthetic phyllotaxy of [Ranunculales] was whorled,
with one transition to spiral in the ancestor of [Circaeasteraceae], and at least one within
the [core Ranunculaceae].

B Perianth symmetry - [Ranunculales] and all seven families were ancestrally
actinomorphic except [Papaveraceae] which were ancestrally dissymmetric. Another
transition towards dissymmetry occured in Epimedium (Berberidaceae). Zygomophy

evolved once in Delphinieae and once or twice within Fumarioideae.
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Figure 4 - Ancestral state reconstructions using parsimony on the constrained Bayesian tree. Pie charts
represent the Bayesian posterior probabilities of character states estimated by rjMCMC for the nodes
leading to Ranunculales, each family within Ranunculales, and core Ranunculaceae. Colour code is the same
indicated (BER=Berberidaceae,
MEN=Menispermaceae,
RAN=Ranunculaceae, HRAN=Historical Ranunculaceae, CRAN=Core Ranunculaceae). Left: Character “Inner
perianth aspect”. Right: Character “Location of nectaries”.
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B  Number of perianth parts - With rjMCMC, [Papaveraceae] and [core
Ranunculaceae] were reconstructed as having several perianth parts (5-10),
[Lardizabalaceae], [Circaeasteraceae] and [Berberidaceae] as having many (11 and
more), [Eupteleaceae] as having none. The rjMCMC reconstructions were uncertain for
the other key nodes. Parsimony reconstructions were ambiguous for every node except
[Papaveraceae], [Eupteleaceae], [Lardizabalaceae], [Circaeasteraceae] and
[Berberidaceae] which had the same ancestral states as with the rjMCMC reconstructions.
At least five transitions of the number of parts from several (5-10) to many (11 and more)
occurred within Ranunculaceae, and at least two transitions from several to few (1-4).

B Perianth merism - This character was reconstructed as ancestrally trimerous in
[Ranunculales] with transitions to dimery in [Papaveraceae], Epimedium and
[Ranunculaceae] (in parsimony, the ancestral state of [Ranunculaceae] was uncertain
with rjMCMC). Historical Ranunculaceae were ancestrally pentamerous and there were
two transitions to tetramery in Thalictrum and Clematis and two transitions to trimery in
Eranthis and Anemoneae.

B Number of perianth series (Figure 3a) - The ancestral state for the whole order was
“three or more” series, from which one transition to the state “two series” occurred in the
ancestor of the family [Ranunculaceae], where it was followed by six to ten transitions
towards a single series. Reductions in the number of series also occurred in
[Circaeasteraceae], twice within Menispermaceae and once within Lardizabalaceae.

B Differentiation (Figure 3b) - The ancestor of [Ranunculales] had a differentiated
perianth, from which undifferentiated perianths evolved repeatedly within
Menispermaceae, Circaeasteraceae, Berberidaceae and Ranunculaceae. The ancestral
state was ambiguous only for [Ranunculaceae], and resolved as differentiated for all other
families (except for the perianthless [Eupteleaceae]). Historical and [core Ranunculaceae]
were both ancestrally differentiated.

B Variability in the number of perianth parts - The character was reconstructed by
rjMCMC as uncertain for every node except [Papaveraceae] and [Lardizabalaceae] (which
have a constant number of parts). On the contrary, the character state was resolved as
constant number of perianth parts with parsimony, with transitions towards a variable
number of perianth parts within Papaveraceae, Menispermaceae, Berberidaceae and
Ranunculaceae, followed by several reversals within Ranunculaceae.

B OQuter perianth aspect - There were discrepancies between parsimony and rjMCMC
concerning this character, which was resolved as sepaloid with parsimony and petaloid
with rjMCMC for [Ranunculales], [Ranunculaceae + Berberidaceae + Menispermaceae],
and [Papaveraceae]. [Ranunculaceae + Berberidaceae] and [Berberidaceae] were also
petaloid with rjMCMC, and ambiguous with parsimony. Both methods were congruent for

the ancestral state of [Menispermaceae] and [Circaeasteraceae], which was resolved as
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sepaloid, while [Lardizabalaceae] and [core Ranunculaceae] were resolved as petaloid.
Transitions from petaloid to sepaloid outer perianth organs occurred at least six times
within historical Ranunculaceae.

B [nner perianth aspect (Figure 4a) - The ancestral state of [Ranunculales] was
resolved as petaloid, as well as the ancestral state of [Papaveraceae], [Circaeasteraceae],
[Menispermaceae], [Berberidaceae], and [Ranunculaceae] (or this latter family, the
ancestral state was uncertain with rjMCMC). Strongly modified inner perianth part
appeared in Fumarioideae, [Lardizabalaceae], twice within Berberidaceae and in
historical Ranunculaceae, with at least four reversals within the latter.

B Perianth parts fusion - Perianth parts were ancestrally free for almost all nodes of
the tree, except two transitions towards a fused perianth within Fumarioideae and within
Delphinieae.

B Presence of spurs - Spurs evolved four times independently in the order: within
Fumarioideae, in Epimedium, in Aquilegia and in Delphinieae.

B Stamen number - The ancestor of [Ranunculales] had few stamens (0-6), as well as
the ancestor of [Papaveraceae], [Lardizabalaceae], [Circaeasteraceae], [Menispermaceae]
and [Berberidaceae]. An increase in the number of stamens from few (0-6) to many (13-
49) occurred in [Eupteleaceae], Papaveroideae and [Ranunculaceae] (from 0-6 to 13-49
with rjMCMC, from 0-6 to =50 with parsimony). Historical and [core Ranunculaceae] had
ancestrally many stamens. Transitions from many (13-49) to more than fifty occurred
several times within Papaveroideae and core Ranunculaceae.

B  (Carpel number - The ancestral number of carpels of [Ranunculales],
[Papaveraceae], [Eupteleaceae], [Circaeasteraceae], [Lardizabalaceae] and
[Ranunculaceae] was unresolved with parsimony. With rjMCMC, the ancestral state was
“more than twelve” for [Ranunculales], [Eupteleaceae], [Lardizabalaceae],
[Ranunculaceae], “two” for [Papaveraceae], and “three to six” for [Circaeasteraceae]. Both
methods reconstructed the ancestor of [Menispermaceae] as having three to six carpels,
the ancestor of [Berberidaceae] as having a single carpel, and the ancestor of [core
Ranunculaceae] as having more than twelve carpels. Several transitions towards a lower
number of carpels occurred within core Ranunculaceae.

B Fusion of carpels - The character state was ambiguous in the ancestor of the order
with parsimony, and resolved as free carpels with rjMCMC. [Papaveraceae] was the only
family with ancestrally fused carpels in Ranunculales. Fusion of carpels evolved once in
Ranunculaceae, in Nigella.

B Position of nectaries (Figure 4b) - Nectaries evolved repeatedly in different clades
and in various locations within the flower. They were ancestrally absent in [Ranunculales]
(but the state was ambiguous with parsimony), [Papaveraceae], [Eupteleaceae] and

[Menispermaceae]. They appeared on the androecium once within Fumarioideae and
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twice within Berberidaceae. They appeared independently on the perianth of
[Lardizabalaceae] and [Circeasteaceae] (ambiguous state with parsimony), and on the
perianth of historical Ranunculaceae. [For Ranunculaceae], the ancestral state was
reconstructed as “absence of nectaries” with parsimony and “nectaries on the perianth”
with rjMCMC.

[ |

Table 1 - Interpretation of the results obtained with rjMCMC and parsimony for each character and each
key node. NA = Non-applicable; level of confidence for characters up to three states: *=low, **=medium,
***=high (based on mean PP); level of confidence for characters with four states or more: °=low, °°=medium,
°°°=high (based on confidence interval overlaps)

Functional sex Perianth phyllotaxis

Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales Unisexual *** Bisexual Whorled *** Whorled
Ran+Ber+Men Unisexual *** Bisexual Whorled *** Whorled
Ran+Ber Bisexual *** Bisexual Whorled *** Whorled
Papaveraceae Bisexual *** Bisexual Whorled *** Whorled
Eupteleaceae Bisexual *** Bisexual NA Whorled
Circaeasteraceae Bisexual ** Bisexual Spiral *** Spiral
Lardizabalaceae Unisexual *** Unisexual Whorled *** NA
Menispermaceae Unisexual *** Unisexual Whorled *** Whorled
Berberidaceae Bisexual *** Bisexual Whorled *** Whorled
Ranunculaceae Bisexual *** Bisexual Whorled ** Whorled
Core Ranunculaceae Bisexual *** Bisexual Whorled * Whorled

Perianth symmetry Number of perianth parts
Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales Actinomorphic * Actinomorphic | Uncertain Ambiguous
Ran+Ber+Men Actinomorphic ***  Actinomorphic | Uncertain Ambiguous
Ran+Ber Actinomorphic ***  Actinomorphic | Uncertain Ambiguous
Papaveraceae Dissymmetric *** Dissymmetric | 5-10 °° 5-10
Eupteleaceae NA Actinomorphic | None °°° None
Circaeasteraceae Actinomorphic ***  Actinomorphic | >11° >11
Lardizabalaceae Actinomorphic ***  Actinomorphic | >211° >11
Menispermaceae Actinomorphic *** Actinomorphic | Uncertain Ambiguous
Berberidaceae Actinomorphic ***  Actinomorphic | 211 °° 5-10
Ranunculaceae Actinomorphic ***  Actinomorphic | Uncertain Ambiguous
Core Ranunculaceae | Actinomorphic ***  Actinomorphic | 5-10° 5-10
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Perianth merism Number of perianth series
Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales Trimerous ° Trimerous >3 °°° >3
Ran+Ber+Men Trimerous °° Trimerous >3 °° >3
Ran+Ber Trimerous ° Trimerous 23° >3
Papaveraceae Dimerous °°° Dimerous >3 °°° >3
Eupteleaceae NA NA NA NA
Circaeasteraceae NA NA 1°° 1
Lardizabalaceae Trimerous °°° Trimerous >3° >3
Menispermaceae Trimerous °°° Trimerous >3° >3
Berberidaceae Trimerous °° Trimerous >3 °°° >3
Ranunculaceae Uncertain Dimerous 2°° 2
Core Ranunculaceae Pentamerous ° Pentamerous |2 °° 2
Differentiation Variability perianth parts
Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales Differentiated ** Differentiated Uncertain Constant
Ran+Ber+Men Uncertain Differentiated Uncertain Constant
Ran+Ber Uncertain Differentiated Uncertain Constant
Papaveraceae Differentiated ***  Differentiated Constant*  Constant
Eupteleaceae NA NA NA NA
Circaeasteraceae Differentiated * Differentiated Uncertain Variable
Lardizabalaceae Differentiated ** Differentiated Constant * Constant
Menispermaceae Differentiated ***  Differentiated Uncertain Constant
Berberidaceae Uncertain Differentiated Uncertain Constant
Ranunculaceae Uncertain Ambiguous Uncertain Constant
Core Ranunculaceae | Differentiated ** Differentiated Uncertain Variable
Outer perianth aspect Inner perianth aspect
Key Nodes riMCMC Parsimony | riMCMC Parsimony
Ranunculales Petaloid ***  Sepaloid Petaloid *** Petaloid
Ran+Ber+Men Petaloid *** Sepaloid Petaloid *** Petaloid
Ran+Ber Petaloid *** Sepaloid Petaloid *** Petaloid
Papaveraceae Petaloid ***  Sepaloid Petaloid *** Petaloid
Eupteleaceae NA NA NA NA
Circaeasteraceae Sepaloid ***  Sepaloid Petaloid *** Petaloid
Lardizabalaceae Petaloid *** Strongly modified Strongly
Petaloid AR modified
Menispermaceae Sepaloid ***  Sepaloid Petaloid *** Petaloid
Berberidaceae Petaloid *** Ambiguous | Petaloid *** Petaloid
Ranunculaceae Petaloid *** Ambiguous | Uncertain Petaloid
Core Ranunculaceae | Petaloid *** Strongly modified Strongly
Petaloid ok modified
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Perianth parts fusion Spurs

Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales Free *** Free Absent *** Absent
Ran+Ber+Men Free *** Free Absent *** Absent
Ran+Ber Free *** Free Absent *** Absent
Papaveraceae Free *** Free Absent *** Absent
Eupteleaceae NA NA NA NA
Circaeasteraceae Free *** Free Absent *** Absent
Lardizabalaceae Free *** Free Absent *** Absent
Menispermaceae Free *** Free Absent *** Absent
Berberidaceae Free *** Free Absent *** Absent
Ranunculaceae Free *** Free Absent *** Absent
Core Ranunculaceae Free *** Free Absent *** Absent

Stamen number Carpel number
Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales 0-6° 0-6 >12° Ambiguous
Ran+Ber+Men 0-6 °° 0-6 >12° Ambiguous
Ran+Ber 0-6° 0-6 >12° Ambiguous
Papaveraceae 0-6° 0-6 2° Ambiguous
Eupteleaceae 13-49 °°° 13-49 >12° Ambiguous
Circaeasteraceae 0-6 °°° 0-6 3-6° Ambiguous
Lardizabalaceae 0-6 °°° 0-6 >12° Ambiguous
Menispermaceae 0-6° 0-6 3-6°°° 3-6
Berberidaceae 0-6 °°° 0-6 1°°° 1
Ranunculaceae 13-49° >50 >12°° Ambiguous
Core Ranunculaceae 13-49° 13-49 212 °° 212

Fusion of carpels Position of nectaries

Key Nodes riMCMC Parsimony riMCMC Parsimony
Ranunculales Free *** Ambiguous Uncertain Absent
Ran+Ber+Men Free *** Free Uncertain Absent
Ran+Ber Free *** Free Perianth ° Absent
Papaveraceae Fused *** Fused Absent ° Absent
Eupteleaceae Free *** Free Absent °°° Absent
Circaeasteraceae Free *** Free Perianth °°° Ambiguous
Lardizabalaceae Free *** Free Perianth °°° Ambiguous
Menispermaceae Free *** Free Absent °°° Absent
Berberidaceae NA NA Uncertain Absent
Ranunculaceae Free *** Free Perianth ° Absent
Core Ranunculaceae Free *** Free Perianth °°° Perianth
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METHODOLOGICAL REMARKS

Model-based methods for ancestral state reconstruction rely on phylogenetic trees
containing information on evolutionary rates in addition to species relationships, i.e., with
branch lengths. The two ways to obtain a tree with branch lengths is either to time-
calibrate the tree using fossils, or to use only the inferred variation of evolutionary rates
contained in the molecular sequences used to reconstruct the phylogeny. Time-calibrated
trees are ultrametric, and overlook the potential variation in evolutionary rate between
sister taxa (species or larger clades). For this reason, we chose to use a tree reflecting
molecular evolutionary rates and not time, using frequently sequenced markers available
from databases covering both the taxonomic and the morphological diversity of
Ranunculales. Besides, there are very few identified fossils of Ranunculales (Rodriguez-
de laRosa et al 1998; Sun et al. 2011), hence making calibration very uncertain. However,
the choice of phylograms relies on the assumption that morphological and molecular
evolutionary rates are correlated with each other, which can be questioned when the
chosen molecular markers are from the chloroplast genome only (as it is the case here).
Plastid markers are known to have limited power in resolving phylogenetic relationships
depending on taxa. It is therefore not surprising that some nodes of the unconstrained
resulting tree are poorly supported. This is also the case for the relationships among
tribes within core Ranunculaceae. Until 2019, there was no phylogeny of Ranunculaceae
in which relationships among tribes were both resolved and strongly supported
(reviewed in Cossard et al., 2016), but a new phylogeny of Ranunculaceae based on plastid
genomes was recently proposed (Zhai et al. 2019a). Since its resolution and robustness is
far better than all previous analyses, we used this topology to constrain several nodes in
our phylogenetic analyses. Moreover, in order to avoid more biases in the ASR, poorly
supported relationships between unconstrained nodes were collapsed. Hence, only
uncertain relationships can vary in our ancestral states reconstructions in light of the
most recent and robust topology; and no unnecessary uncertainty on strongly supported
relationships is brought in the analyses.

Ancestral states reconstructed with rjMCMC and parsimony are most often similar.
However, in several cases the results obtained with both methods are different with two
situations. In some cases, the ancestral state is resolved with one method and unresolved
with the other one. There are also a few cases where both methods give conflicting
hypotheses for the ancestral state. Different/conflicting results between rjMCMC and
parsimony can be accounted for by the sensitivity of each method to various biases. While
parsimony is highly sensitive to the tree topology, the distribution of missing data and the

choice of outgroups, Bayesian inferences can be biased by character state frequency

36



represented in the taxonomic sampling versus in nature, and by artefacts in branch length
estimates (Lewis 2001). We considered relevant to use both parsimony and rjMCMC
because the results can be discussed in light of these possible biases.

The rjMCMC method permits to select the best-fit model (model selection), or to
globally estimate parameter values and ancestral states in all sampled models (model
averaging). This is a great advantage especially when uncertainty on the best-fit model is
high (Pagel and Meade 2006), which is the case here. For this reason, in the present study
we chose to use the model averaging strategy.

RANUNCULALES ANCESTRAL FLOWER

To our knowledge, even if floral trait evolution has been studied in the past (see for
example (Peter K. Endress and Doyle 2009), there has never been a formal hypothesis for
the ancestral flower of the order as a whole. For the first time, we propose that this
ancestral flower was hermaphrodite, actinomorphic, possessed a differentiated perianth
composed of a minimum of three cycles of three organs each, an androecium composed
of six stamens at least, and a gynoecium composed of two carpels. All organs were free.
As a comparison, the ancestral flower of the whole eudicot clade, in which Ranunculales
is the earliest diverging order, was reconstructed as having an undifferentiated dimerous
perianth, a dimerous androecium, and a gynoecium composed of spirally arranged carpels
(Sauquet et al. 2017). Both hypotheses (Ranunculales and eudicots) share the same
ancestral state for perianth phyllotaxy (reconstructed as cyclic) and number of cycles (at
least three). This challenges the traditional view that phyllotaxy in the ancestral perianth
of eudicots, and even Ranunculales, was spiral, as already found with phylogeny-based
analyses (Peter K. Endress and Doyle 2009; Sauquet et al. 2017). In our hypothesis for the
ancestral flower of Ranunculales, the trimerous perianth is shared by the ancestral flower
reconstructed for monocots, magnoliids, and angiosperms as a whole (Sauquet et al.
2017). This is in contrast with the dimerous state reconstructed for eudicots. There could
have been a transition from trimery to dimery at the base of all eudicots, followed by a
reversal at the base of the early-diverging Ranunculales; alternatively, the reconstruction

could have been biased by the dimery of Papaveraceae and Proteaceae.

TRAIT EVOLUTION

As previously mentioned, both methods used for ancestral state reconstruction
(rjMCMC and parsimony) gave congruent results for the vast majority of characters and
nodes, with some exceptions where the ancestral state was resolved with one method and
unresolved with the other. This was the case for example for the character perianth

differentiation for example, for which rjMCMC couldn’t resolve the ancestral state at some
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nodes, or for the character number of carpels, for which parsimony gave an ambiguous
state. The reconstructed ancestral states at most nodes were surprisingly conflicting for
the character functional sex, and there were conflicts at some nodes for the character
outer perianth aspect. In what follows we will discuss the results obtained for each
character, comparing the methods, in light of the current knowledge on floral

development and genes involved in floral architecture in Ranunculales.

Sex

This is the only case where the reconstructed ancestral states are different for all nodes
between both methods. Knowing that the ancestral state for angiosperms, monocots,
magnoliids and eudicots was hermaphrodite (Sauquet et al. 2017) and that the state is
usually considered as plesiomorphic in angiosmerms (Peter K. Endress and Doyle 2009),
we expected that the ancestral flower of Ranunculales would be hermaphrodite, as is it
the case with parsimony. The unisexual state supported by rjMCMC could be explained by
a bias in the outgroups sampled to represent the rest of eudicots in our study, where five
out of 14 species sampled happened to have unisexual flowers, a frequency that is much
higher than the actual occurrence in the wild (Renner and Ricklefs 1995; De Jong et al
2008), possibly creating a bias. For this reason, we consider parsimony as more reliable
for this particular character. The ancestral flower of Ranunculales would then have been
hermaphrodite, and unisexual flowers would have evolved independently in
Lardizabalaceae, which are monoecious (Zhang and Ren 2011), and Menispermaceae,
which are always dioecious (Jacques and Bertolino 2008).

Perianth merism

The trimerous ancestral state reconstructed for Ranunculales, and for most key nodes
in our study (except Papaveraceae and possibly Ranunculaceae), as in (Ronse de Craene
etal 2003) and (Peter K. Endress and Doyle 2009), was also hypothesized to be ancestral
for mesangiosperms (Peter K. Endress and Doyle 2009; Sauquet et al. 2017), suggesting
that the state could be plesiomorphic for Ranunculales and possibly homologous to the
trimery of monocots and magnoliids. The dimerous ancestral state reconstructed for
Papaveraceae is unambiguous, all members of the family sharing this state. It is less clear
for Ranunculaceae, since the ancestral state is unresolved with rjMCMC. It cannot be
excluded that the dimerous state reconstructed with parsimony for the family
Ranunculaceae is biased by the dimerous flowers of Glaucidium and Hydrastis,
successively first and second diverging genera within the family. In the case of Hydrastis,
dimerous and trimerous flowers have been recorded (Tobe and Keating 1985; Peter K
Endress and Doyle 2009). If the first Ranunculaceae were indeed dimerous, there would

have been a shift to pentamery at the base of Historical Ranunculaceae, the whole
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situation representing a convergence with the transition from dimery to pentamery at the
base of Pentapetaleae (Sauquet et al. 2017). Pentamery had already been proposed as the
ancestral state for Historical Ranunculaceae, although with a very limited number of
representatives for the clade (Ronse de Craene et al. 2003). It has to be stressed that in
Ranunculaceae, merism is a very complex character, with frequent variation among series
of organs within the perianth (like in Delphinieae for example), in addition to the variation
observed among genera, making this character sometimes difficult to code for the
perianth as a whole.

Perianth phyllotaxy

Phyllotaxy is usually defined as the way in which organs are initiated on a meristem, in
terms of angles of divergence and intervals of time (plastochrons). In the case of spiral
phyllotaxy, the plastochron and the angle of divergence (137.5° following a Fibonacci
series) are constant between two successive organs (Mitchison 1977), while in the case
of cyclic phyllotaxy, there is a rupture in the angle of divergence and the plastochron,
within and among cycles. Ideally, distinguishing between cyclic and spiral phyllotaxy for
a flower requires a study of the whole floral development, but such information is far from
being available for the ca. 300,000 species of flowering plants. Secondary criteria can help
infer floral phyllotaxy from mature flowers, such as the concentric distribution of floral
organs around the floral axis (Endress and Matthews 2006). Knowing that some species
have a phyllotaxy that is spiral during development but cyclic at anthesis, here, we chose
to define perianth phyllotaxy in a functional way as the cyclic or spiral organisation of
organs at anthesis, arguing that cyclic vs. spiral distribution of organs at anthesis affects
floral symmetry (flowers with spirally arranged perianth organs are not strictly
actinomorphic), potentially impacting pollinator attraction. Using this definition, perianth
phyllotaxy was reconstructed as ancestrally cyclic for all nodes except Circaeasteraceae,
which are described as having spiral flowers (Tian et al. 2007). For Papaveraceae,
Lardizabalaceae, Berberidaceae and Menispermaceae, the underlying floral development
is cyclic in the species for which it has been described (Peter K. Endress and Doyle 2009).
Interestingly, using our definition the perianth of Ranunculaceae and Core Ranunculaceae
was reconstructed as ancestrally cyclic, although the development is described as spiral
for most species that have been examined (for example, see (Jabbour, Louis P Ronse De
Craene, et al. 2009) for several Delphinieae and (Zhao et al. 2011) for Nigella and
Helleborus) except a few genera (for example Aquilegia, (Tucker and Hodges 2005a)).
Spiral phyllotaxy during development would then be derived within Ranunculales, and
would have evolved repeatedly in angiosperms in spite of supposed evolutionary
disadvantages (Endress and Doyle 2007; Sauquet et al. 2017; Reyes et al. 2018). Spiral

organ inception may have prevented organ synorganisation in Ranunculaceae (contrary
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to Fumarioideae for example), but may in turn have promoted the huge variability in floral
organisation in the family, in terms of number of organs. It has to be noted that our
conclusions on perianth phyllotaxy may not apply to the fertile organs of the flower, since
phyllotaxy can vary among floral series, as discussed by (Ronse de Craene et al. 2003)
and more recently by (Sauquet et al. 2017) and (Sokoloff et al. 2017).

Number of perianth parts and variability

While the ancestral number of perianth parts is resolved with both methods for each
family, it remains unresolved for the Ranunculales. However, since a trimerous perianth
composed of at least three series of perianth organs was identified as the ancestral state
for the order, and considering that the ancestor of all eudicots likely possessed three
series of perianth organs although in a dimerous context (Sauquet et al. 2017), it seems
reasonable to suggest that the ancestral flower of Ranunculales possessed nine perianth
organs. From this ancestral state, transitions towards dimery occurred in Papaveraceae,
and the perianth was completely lost in Eupteleaceae (Ren et al. 2007). Increase in the
number of perianth parts occurred in the ancestor of [Lardizabalaceae +
Circaeasteraceae] and in Berberidaceae. Since the ancestral state for Menispermaceae is
unresolved, it is not possible to know whether those increases happened independently
or in the ancestor of “core” Ranunculales (all families except Papaveraceae and
Eupteleaceae). The ancestral state is unresolved for Ranunculaceae as currently defined,
but Historical Ranunculaceae (all Ranunculaceae except Hydrastis and Glaucidium) were
reconstructed as having a perianth likely composed of ten organs in two cycles of five
organs each, followed by repeated reduction or increase in organ number during the
diversification of the family. This is reflected by the character “variability of perianth
organ number”, for which the state is resolved as constant (no variability) at all key nodes
except Core Ranunculaceae with parsimony (unresolved with rjMCMC). We are aware
that our choice to define and consider this character is debatable, but its merit is to
highlight the contrast between clades with ancestral cyclic phyllotaxy, reconstructed as
having a constant number of perianth organs, and clades with ancestral spiral phyllotaxy,
reconstructed as having a variable number or perianth organs. This supports previous
works arguing that spiral development allows flexibility in organ number (Endress and
Doyle 2007).

Perianth symmetry

Unsurprisingly, the pattern obtained here for the character symmetry is consistent
with previous studies (Damerval and Nadot 2007; Reyes et al. 2016). The ancestral state
for Ranunculales, and all key nodes except Papaveraceae is fully resolved as

actinomorphy. Transitions towards dissymmetry occurred once in the ancestor of
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Papaveraceae, and once in Epimedium (Berberidaceae). Zygomorphy evolved at least once
from dissymmetry within subfamily Fumarioideae (Papaveraceae) as already shown
(Sauquet et al. 2015), and twice from actinomorphy, in the genus Cissampelos
(Menispermaceae), and in the ancestor of tribe Delphinieae (Ranunculaceae), where it
could have triggered species diversification, considering the large number of species
composing this tribe (ca. 650 species) with regard to the rest of the family (2525 species),
as already investigated before (Jabbour, Louis P Ronse De Craene, et al. 2009).

Number of perianth series and differentiation

In previous works, the ancestral number of perianth whorls for Ranunculales was
uncertain (Ronse de Craene et al. 2003) or partially resolved as “more than two” (Peter K.
Endress and Doyle 2009). The present study is not in contradiction but adds further
precision by suggesting that the ancestral state would be “three or more” series.
Interestingly, in most Ranunculales the series are distinct and relatively well
differentiated with no intermediate organs, even in flowers with spiral phyllotaxy during
development, like in Delphinieae for example. The coding was therefore unambiguous.

The complete loss of perianth in Eupteleaceae is well supported here, confirming the
most common hypothesis (Ren et al. 2007). Flowers with strictly more than three whorls
occur in Berberidaceae (Zhao et al. 2016) and in Lardizabalaceae (Zhang and Ren 2011),
suggesting that the ancestral state for Ranunculales may well have been three whorls, and
this number further increased only in these two families. Several reductions of the
number of series occurred then. Transitions from three to two whorls occurred in
Menispermaceae and at the base of Ranunculaceae, with further repeated losses of one
series within Ranunculaceae. This pattern suggests that the transition from three to two
series is due to a single loss of perianth organs in the ancestor of Ranunculaceae;
therefore, two series, when present, are likely homologous throughout all Ranunculaceae.
Concerning species with a single series of perianth organs, even if traditionally the
uniseriate perianth of Ranunculaceae was considered as a calyx, from a strict
morphological point of view the homology is difficult to assess. For example, the series
petaloid organs of the flowers of Caltha and most Thalictrum species could be homologous

or not, since the loss of one series has occurred independently in both genera.

Evo-devo studies of the floral identity genes are precious here to guide homology
hypotheses between whorls and thus produce hypotheses on which whorls were lost and
which whorls were duplicated when their number increases. Furthermore, duplication
events that happened early in the evolution of Ranunculales can permit to track the
expression of different copies within the same gene families, helping to infer organ

identity further than by just by looking at their position (Rasmussen et al. 2009). Studies
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of the spontaneous floral dimorphism of Nigella damascena (one morph has a perianth
differentiated in sepals and petals and the other one is devoid of petals) have highlighted
the role of a paralog of the gene APETALA3-3 in petal identity (Gongalves et al. 2013),
homolog to the B function gene APETALA3 of Arabidopsis thaliana (Bowman et al. 1989).
More generally, this gene is expressed in the inner perianth organs of Ranunculaceae et
des Berberidaceae (Rasmussen et al. 2009), suggesting that the series are indeed
homologous. Moreover, AP3-3 is not expressed in the outer perianth organs of
Ranunculaceae, even when petaloid, further supporting the homology of perianth series
in all Ranunculaceae (Zhang et al. 2013). Between Ranunculaceae and Berberidaceae, the
expression of AP3-3 provides arguments towards the homology of the inner series of
Ranunculaceae and the inner whorls of Berberidaceae (Rasmussen et al. 2009). Based on
these results, we can suppose that the third perianth whorl of Berberidaceae was gained
by the duplication of the inner whorl in their ancestor, and that Ranunculaceae lost the
outermost series. The expression of B-class MADS-box genes has been studied in two
Lardizabalaceae species. In Sinofranchetia chinensis, which as a 4-whorled perianth, AP3-
3 is expressed in both inner whorls, which would then be homologous to the inner
perianth organs of Ranunculaceae and Berberidaceae, while the outer whorls, in which
the gene is not expressed, would be homologous to the outer perianth organs of
Ranunculaceae and Berberidaceae (Hu et al. 2012). Interestingly, in Akebia trifoliata, AP3-
3 is expressed in the three petaloid organs composing the perianth (Shan et al. 2006). The
authors argue that based on the development the perianth organs are likely homologous
to sepals and that AP3 genes would be responsible for the petaloidy of the sepals, but the
comparison with the rest of Ranunculales rather suggests that these petaloid organs
would actually be homologous to inner perianth organs. Altogether, this leads us to
suggest that the increase in whorl number in the ancestor of Lardizabalaceae would have
resulted from duplication of the inner whorl of an ancestral flower with three whorls, and
that outer whorls were lost in Akebia, and perhaps elsewhere in the family. Since
Papaveraceae seem to have retained the plesiomorphic number of whorls i.e., three, evo-
devo comparison between whorls of flowers from this family could provide precious

information, as already pointed by (Damerval and Becker 2017a).

As to differentiation, Ranunculales are reconstructed as being ancestrally
differentiated, which is congruent with previous work (Peter K. Endress and Doyle 2009).
If eudicots were indeed ancestrally undifferentiated as suggested in (Sauquet et al. 2017),
differentiation therefore evolved independently in Ranunculales and in other eudicots,
with repeated reversals to an undifferentiated perianth among Ranunculales, although in
none of the key nodes. In many cases, the loss of differentiation is simply due to a
reduction of the perianth to only one whorl or series, such as in Circaeaster

(Circaeasteraceae), Akebia (Lardizabalaceae), and Anemonella, Thalictrum, Caltha,
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Trautvetteria, Anemone and Clematis (Ranunculaceae). Undifferentiation also evolved in
taxa along with a transition from three to two whorls of perianth organs, such as Abuta
(Menispermaceae), and Glaucidium, Hysdrastis, and Laccopetalum (Ranunculaceae). This
is the sign that the lost whorl had a different aspect than the remaining two, and had also
probably a different function. In this regard, differentiation (functional trait) and the
number of series (structural trait) are interdependent traits in Ranunculales. In the case
of Berberidaceae, the perianth repeatedly became undifferentiated but it is not possible
to correlate this functional transition to the structural change in the number or whorls
since the number of whorls can vary in a way our coding doesn’t take into account (they
can have more than three whorls of perianth organs), and because there is no hypothesis
on their ancestral state in the literature (Zhao et al. 2016).

Outer and inner perianth aspect

According to our results, the inner perianth was ancestrally petaloid in Ranunculales
and all families except Lardizabalaceae, with three evolutionary transitions towards a
modified inner perianth within the order. One took place at the base of Lardizabalaceae,
which usually have strongly reduced nectariferous petals (Zhang and Ren 2011). In this
family, as mentioned above the petaloid perianth organs of Akebia could be homologous
to petals, suggesting that the loss of the outer whorls would have been followed by a
reversal to petaloidy of the remaining organs. The second transition towards modified
inner perianth organs occurred within Papaveraceae at the base of subfamily
Fumarioideae (although this is supported only with parsimony), where the petals are
spurred and fused at the top, acting as nectar-storing organs (Endress and Matthews
2006). The single transition towards modified intter perianth organs that occurred at the
base of the Core Ranunculaceae suggests that the “ranunculacean petals”, which are
traditionally called “nectary organs” (Kosuge 1994; Erbar et al. 1999) because they act as
nectar storing organs rather than acting as visual cues for pollinators, would all be
homologous in spite their remarkably diverse shapes (tubular in Eranthis and Helleborus,
stalked and spurred in Delphinium et Aconitum, or spathulate in Actaea, (Zhai et al.
2019a). The petaloid inner perianth organs of Adonis, Aquilegia and all members of the
clade [Callianthemeae + Helleboreae + Anemoneae + Ranunculeaee] would result from

repeated reversals towards petaloidy.

From an evolutionary point of view, the use of the term “petal” to describe the internal
perianth organs in Ranunculales is controversial, not because of their possible
staminodial origin but because they may not be homologous to the petals of the core
eudicots (Endress and Matthews 2006). Issues related to the origin (from bracts or
stamens), homology, and identity of perianth organs across angiosperms have been

discussed (Ronse de Craene et al. 2003). In spite of multiple origins of petals in eudicots,

43



advances in floral evo-devo show that the same genes have been repeatedly recruited for
the development and specialisation of these organs, leading some authors to introduce
the concept of deep homology among all eudicot petals (Irish 2009).

Whereas both ASR methods gave congruent results for the inner perianth aspect, they
are conflicting for the outer perianth. The PP of the Bayesian analysis supports petaloid
sepals as the ancestral state for all Ranunculales, contrary to the situation found in most
eudicots, including the outgroups selected for the present analysis. If petaloid sepals were
indeed the ancestral state for Ranunculales, the sepaloid sepals of Menispermaceae,
Circaeasteraceae and Papaveroideae would then be derived. From an evolutionary point
of view, our results suggest that the outer perianth organs of Ranunculales, so-called
sepals, would be homologous to the sepals of all other eudicots, in spite of their different
aspect. A-class genes responsible for sepal identity have been less studied than B-class
genes, but in homologs of the MADS-box gene AP1 of Arabidopsis have been found to be
involved in sepal identity (Monniaux and Vandenbussche 2018). This function has been
little studied in Ranunculales (Damerval and Becker 2017a) and further investigations
would help to understand the extensive variation of the perianth across the order.

The petaloid state found for the ancestral sepals of Ranunculales in the present study
may of course have been influenced by our choice of coding this character for the different
species, in particular for Fumarioideae, which are described as having colourful but small
and caducous sepals, a state that we chose to consider as intermediate between truly
sepaloid and truly petaloid sepals, and were coded as missing data.

Our results obtained for all the perianth characters suggest that the ancestral flower of
Ranunculales would have had a perianth composed of two categories of petaloid organs
(like in Galanthus nivalis, for example), in several series. The evo-devo studies mentioned
above lead us to hypothesize that the outer organs were petaloid and arranged in two
identical series, the inner series being different. This inner series would have been
duplicated in Lardizabalaceae, while one of the outer series would have been lost in
Ranunculaceae. Studying floral identity genes in Menispermaceae will be crucial to
validate, or invalidate, this hypothesis.

Modified inner perianth parts and location of nectaries

As previously discussed, the petals of Ranunculales were ancestrally petaloid. The
emergence of elaborate shapes and heavy modifications of the petals leading to the loss
of petaloidy occurred several times (Figure 4a). Based on morphology and development,
the most commonly accepted hypothesis was that these modified organs would have
evolved multiple times, recruited from modified stamens (Ronse De Craene and Smets
1995; Erbar et al. 1999), because their primordia are indistinguishable from those of the
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stamens (as in Asteropyrum, (Zhao et al. 2012), Helleborus and Nigella, (Zhao et al. 2011);
or also Adonis, (Ren et al. 2009)). However, from evo-devo studies and the present study,
it is now likely that the nectary organs of Historical Ranunculaceae evolved once, and
were further lost repeatedly. They are homologous to petals, which were ancestral in
Ranunculales and have therefore a single ancient origin. They could have been recruited
from stamens, but in the ancestor of Ranunculales rather than within Ranunculaceae. The
strong modification of the petals, leading to the so-called “ranunculacean petals”
originated at the base of Historical Ranunculaceae, representing a synapomorphy for this
latter clade.

The petals were also modified independently in Berberidaceae for the secretion and
storing of nectar, like in Epimedium for example (Endress 1995; Zhao et al. 2016).
Expression studies of the AP3-3 gene support the homology of the inner perianth organs
between Berberidaceae and Ranunculaceae (Rasmussen et al. 2009). In Papaveraceae,
although the petals are not nectariferous (nectaries are borne on stamens), they evolved
a highly elaborate three dimensional shape with a nectar-storing pouch, and they are
fused at the apex, hiding the reproductive organs at anthesis (LIDEN and M 1986). These
organs have an important function as nectar-collecting and storing structures (Endress
and Matthews 2006). The “nectar leaves” present in some Lardizabalaceae were
sometimes described as staminodes (Zhang and Ren 2011), but in this family too evo-
devo studies suggest a petal identity for these organs, since a homolog of AP3-3 is found
to be expressed (Hu et al. 2012). When present, these nectariferous petals are organised
in two series (Zhang and Ren 2011), suggesting duplication of the petals in this family.

Concerning the location of nectaries, the two methods used for ASR lead to two
different hypotheses (Figure 4b). For the key nodes Ranunculales, [Menispermaceae +
Berberidaceae + Ranunculaceae] and Berberidaceae, the ancestral state obtained with
parsimony is an absence of nectaries while the state is uncertain with rjMCMC. We prefer
to consider the state as uncertain, in the absence of arguments supporting one method
over the other. Eupteleaceae and Menispermaceae are devoid of nectaries and the
ancestral state was reconstructed as absence with both methods for both families.
Nectaries appeared on the perianth of Lardizabalaceae and of Circaeasteraceae. These
two families being sister-group, it may be hypothesized that the nectaries evolved on the
perianth of their common ancestor. The nectaries of Fumarioideae are borne on the
androecium and are located at the base of the stamens (LIDEN and M 1986). These
nectaries appeared independently from the nectaries of other Ranunculales and would
represent a synapomorphy of the clade containing all Fumarioideae except Hypecoum and

Pteridophyllum.
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The evolution of nectaries within Berberidaceae appears somewhat stochastic in this
study. With parsimony, there are four independent origins of nectaries on the perianth,
two on the androecium and one on the receptacle. Variation of the presence or absence of
nectaries within the family was already discussed in developmental studies (Zhao et al.
2016), although without considering their position. Several species in our dataset were
scored following sources such as floras or pictures from biodiversity databases, when no
developmental or morphological study could be found. It is possible that the position of
nectaries was erroneously described (glands located on the receptacle or at the base of
petals or stamens can be difficult to tell apart). This kind of bias could overestimate the
number of origins of nectaries within Berberidaceae, but the results obtained here
nevertheless highlight the presence of variation in this family. The uncertainty and
discrepancies between parsimony and rjMCMC for the key nodes Berberidaceae and
[Berberidaceae + Ranunculaceae] leave open the question of a common origin of nectaries
borne on petals in these two families. Recently in Ranunculaceae, homologs of the
STYLISH gene family were found to control nectary development in Aquilegia (Min et al.
2019). Investigations targeted on these genes could help answer this question.

Within Ranunculaceae, both ASR methods gave congruent result for the ancestor of
Core Ranunculaceae. Nectaries were ancestrally present on their perianth, and even on
the perianth of the ancestor of Historical Ranunculaceae (reconstructed only with
parsimony). The distribution of the state “nectaries on the perianth” mirrors the one of
the “strongly modified” petals in Ranunculaceae. The importance of the functional role of
these elaborate nectar-producing petals in pollination, and thus the importance of their
evolution for the Ranunculaceae was already stressed, but under the hypothesis of their
multiple origin (Endress 1995; Erbar et al. 1999; Endress and Matthews 2006). Here we
show these elaborate organs are probably all homologous and thus could be a key
innovation of Historical Ranunculaceae. Within this family, there are a few records of
nectaries borne elsewhere in the flower, represented in our dataset by Caltha palustris
and Anemone nemorosa (nectaries borne on the gynoecium) and Anemone pulsatilla
(nectaries borne on the androecium). These species have a perianth composed of a single
series of petaloid organs. Their closest relatives have two series of perianth organs with
nectaries located on the perianth, when present. The production of nectar could have been
transferred to the gynoecium or to the androecium, to compensate for the loss of the
series bearing the nectaries in their ancestors. It should be noted that gynoecial nectar
can sometimes not be formally nectar but lipidic stigmatic secretions, as it is probably the
case for Caltha palustris (Endress 1995), supporting a different origin of nectaries in this

species.
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Number of stamens

Although this character is extraordinarily variable across angiosperms (from on
stamen in Piper to over a thousand in Adansonia, for example) even within families (in
Arecaceae for example, (Nadot et al. 2011), it is often overlooked in studies on floral
evolution. In some descriptions, the information given on stamen number can be
“numerous” when the number is higher than 10-15. We show here that stamen number
increased repeatedly in Ranunculales: in Papaveroideae, Eupteleaceae, within
Menispermaceae and Berberidaceae and in the ancestor of Ranunculaceae, in agreement
with previous studies (Damerval and Nadot 2007; Peter K. Endress and Doyle 2009). The
ancestral state “0-6” fits with the hypothesis of an ancestral trimerous flowers for
Ranunculales, Menispermaceae and Berberidaceae. In Historical Ranunculaceae and Core
Ranunculaceae, the number of stamens is strictly more than 12, which means the
transition to pentamery does not completely account for this increase, as ten stamens
would be expected since they seem to be organized in two whorls in Ranunculales (Peter
K. Endress and Doyle 2009). A transition towards a spiral development of the androecium
could explain this number, as reconstructed before (Peter K. Endress and Doyle 2009).

Number and fusion of carpels

The ancestral number of carpels is ambiguous with parsimony and poorly supported
with rjMCMC for most of the key node, hence the evolution of this character will not be
discussed at length here. Surprisingly, even the ancestral state for Papaveraceae is not
resolved, although it seems to be two with high levels of confidence due to the low level
of variation in this group Papaveraceae (Sauquet et al. 2015). Berberidaceae had a single
carpel, which is consistent with all the descriptions of the family and an already stable
synapomorphy for the family (Zhao et al,, 2016 and references within), Menispermaceae
probably had ancestrally 3-6 carpels, and Core Ranunculaceae had 12 or more carpels. It
is impossible to know whether this latter state is derived or plesiomorphic using other
studies as a comparison, because this character was reconstructed either in a really broad
context with only a few Ranunculaceae, or the character coding did not reflect the
diversity within Ranunculaceae. For example, in (Wang et al. 2009), the state for the

highest possible number of carpels was “more than three”.

We found that carpels were ancestrally fused in Ranunculales with rjMCMC while
(Peter K. Endress and Doyle 2009) reconstructed the carpels as ancestrally free, however
with a topology in which monocots were sister to the magnoliids, while in our study
monocots are sister to the eudicots, highlighting the influence of outgroups on ASR. Fusion

of carpels is common in monocots and eudicots, and may be ancestral in monocots
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(Sokoloff et al. 2013). According to (Peter K. Endress and Doyle 2009), post-genital fusion
could be ancestral for mesangiosperms, followed by multiple losses.

Scenario of loss and specialization

Elaborating on these ancestral state reconstructions, we produced a scenario for
perianth evolution in Ranunculales based on a combination of specialisations, gains and
losses of organ series (Figure 5). From an ancestral Ranunculales flower with three
differentiated petaloid perianth series, the outermost organs would have evolved twice
towards sepaloidy in the ancestral flower of Papaveraceae, or the whole perianth would
have been lost in the ancestor of Eupteleaceae. The ancestral perianth would have been
retained in the ancestor of [Lardizabalaceae + Circaeasteraceae], with subsequent loss of
two perianth series in Circaeasteraceae, which would have evolved towards spiral
phyllotaxy at anthesis of the remaining series (the ancestral aspect, petaloid or sepaloid,
is unclear), while in Lardizabalaceae, one series of organs was gained and the two inner
series became specialised and modified as “nectary leaves”, both outer series remaining
petaloid. The ancestor of [Menispermaceae + Berberidaceae + Ranunculaceae] and of
[Berberidaceae + Ranunculaceae] would have retained the ancestral perianth of
Ranunculales, with further specialisation towards sepaloidy of the outer series in
Menispermaceae, like in Papaveraceae. The ancestral flower of Berberidaceae would have
gained an extra series of petaloid organs, resulting in their typical perianth described as
having two cycles of petaloid sepals and two cycles of petals, while one of the outer series
would have been lost in the ancestor of Ranunculaceae, both remaining series being
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Figure 5 - Evolutionary scenario of the evolution of perianth structure and differentiation. Ancestral
states concerning fertile organs are not shown.
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different but petaloid. Within Ranunculaceae, the ancestor of Historical Ranunculaceae
would have evolved the specialised typical “ranunculacean petals”, which would have
been retained (or lost) in Core Ranunculaceae.

This scenario, based on ASR performed on a well sampled and well resolved phylogeny
of Ranunculales, confirms and refine studies. The ancestral differentiation of the perianth
at the scale of Ranunculales could result from different origins of the organs (bracteoles
of staminodes), as already extensively discussed based on morphology (Kosuge 1994;
Endress 1995; Ronse De Craene and Brockington 2013), and as suggested by
developmental genetics (Zhang et al. 2013). The possible loss of one series from an
ancestral perianth with series in Ranunculaceae had been briefly suggested by Ronse De
Craene, Soltis, & Soltis, (2003) but little discussed. The scenario proposed here questions
the notion of petal, since the same word is used to designate organs that are analogous
with similar functions, or organs that are homologous with different functions as already
discussed by (Ronse De Craene and Brockington 2013). The same rationale applies to the
term “sepal” used to designate the outermost homologous organs with a protective
function in Papaveraceae and Menispermaceae, and to designate the petaloid outer
organs of Ranunculaceae, which have a different origin in this latter case since they are
probably homologous to the innermost outer organs, the outermost series having been
lost.

This scenario is of course only a hypothesis, on the one hand because it is highly
dependent upon phylogenetic relationships among Ranunculales, and on the other hand
because it relies on ancestral state reconstructions that rely themselves on homology
hypotheses based on the current knowledge on flower development. However, this
scenario can prove useful to guide future evo-devo studies aiming at testing the identity
of the different perianth organs and their homology across families. For example,
homologs of AP3-3 are expected to be expressed in both inner perianth series of
Berberidaceae but not in the two outer series, and they are expected to be expressed also
in the inner perianth organs of Menispermaceae but not in both outer series although the

outermost series only is sepaloid, the innermost outer series being petaloid.

Characters linked to pollination

Studying floral evolution is crucial to understand the natural history of angiosperms,
since the flower has played a major role in shaping the extraordinary diversity of this
group of land plants. This has taken place largely through the interaction with pollinating
agents. Most of the traits examined in this study likely have an adaptive value with regard
to pollination, and some (like bilateral symmetry, pentamery, or perianth differentiation)

have even been proposed as key innovations (Endress 2011) i.e., their origin in a clade
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would have triggered species diversification. To construct evolutionary scenarios based
on adaptive hypotheses, it is primordial to identify ancestral states, and hence give a
direction to evolution, to ensure that the traits identified as adaptations are indeed
evolutionary novelties. In what follows, we will discuss traits directly related to the
interaction with pollinators, and the potential adaptive value of these traits. It is generally
admitted that the perianth has three functions in the reproduction of flowering plants
(Endress and Matthews 2006): i) protect floral organs during development - this function
is assumed by the sepals in eudicots, or by the outer tepals in monocots, or by the whole
perigone in flowers with a single series of perianth organs, ii) attract pollinators by visual
cues - this function is usually assumed by the petals in eudicots, and by the whole perianth
in monocots with undifferentiated perianth, iii) reward floral visitors by the production

of nectar, or by allowing part of the pollen to be consumed.

Among Ranunculales, the characters concerning perianth features and nectary location
are the most closely linked to pollination, hence to reproductive success. In Eupteleaceae,
the loss of perianth combined with an increase in stamen number (potentially leading to
an increase in pollen production) suggest adaptation to wind pollination, which has
indeed been observed (Ren et al. 2007). The sepaloidy of the outer perianth organs of
Papaveraceae, Circaeasteraceae and Menispermaceae, derived from an ancestral
petaloidy hypothesized here, could indicate a change of strategy favouring protection,
leaving the function of attraction restricted to the inner organs. This could represent an
independent origin of a differentiated perianth with a double function of protection and
attraction, as found in the vast majority of core eudicots (Ronse De Craene et al. 2003),
versus an ancestral differentiated perianth with a single function of attraction as
suggested by our results. Pollination is unknown in Circaeasteraceae, but their low
specific diversity could result from their spiral phyllotaxy, which seems to be a major
selective disadvantage (Reyes et al. 2018). The states for the ancestral flower of
Ranunculales would correspond to a fly pollination syndrome, according to (Endress

1995), which would have been retained in Lardizabalaceae and Menispermaceae.

The possible roles of modified petals have been discussed by (Endress and Matthews
2006). In Ranunculales, the particular petal morphology qualified “elaborate” is usually
thought to serve as a reservoir for the nectar enhancing the storage capacity of the flower

and the amount of reward available for the pollinators, whether the nectaries are located
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on the petal itself or elsewhere in the flower, like in Fumarioideae where the nectar is
produced by nectaries borne on stamens and stored in the pouches of the petals. A recent
study conducted on the pollination of Ranunculus species (Min et al. 2019), showed that
the flowers, which typically have flat petals bearing a nectary scale, are pollinated by a
relatively low number of insect categories, suggesting some specialisation in pollination,
although buttercups flowers, with their open corolla, numerous stamens and presence of
nectar, are usually viewed as generalists (Tamura 1993). More generally, the diversity of
shapes of the elaborate petals of Ranunculaceae, at the intergeneric level but also among

species of the same genus, like in Nigella, could allow specialisation in pollination.

The petaloid sepals in most Ranunculaceae (and elsewhere in the Ranunculales)
question the function of protection. The sepals, when sepaloid, are usually thicker and
more coriaceous (to some extent) than the petals, ensuring protection against biotic or
abiotic damages. Petaloid sepals are similar to the petals and intuitively potentially less
protective than “true” sepals. The toxins produced by most Ranunculaceae may ensure
the protective function by chemical means, rather than by physical means as the sepals
would do (Kubitzki 1995). It is also possible that bracts or leaves ensure protection of the

developing floral buds.

The diversity of perianth traits in Ranunculales and particularly in Ranunculaceae,
which have evolved nectar spurs and zygomorphy, raise the question of whether some of
these traits may have played a role in species diversification. This has been shown in the
genus Aquilegia, where spur length had an effect on species diversification (Hodges 1997).
Spurs combined with zygomorphy and a relatively low number of stamens are also
present in tribe Delphinieae (Jabbour and Renner 2012). Interestingly, this combination
of traits has been described as one of the most performant combination across
angiosperms as a whole (Litt et al. 2016), which could explain the large species diversity
of Delphinieae that gather almost a quarter of the total number of Ranunculaceae species

(Jabbour, Louis P Ronse De Craene, et al. 2009).

In addition to nectar, or as an alternative to nectar, pollen is also a large source of food
for floral visitors, as it is the case in Annonaceae (Saunders et al. 2012). The variation in
stamen number observed across Ranunculales, among and within families (in
Papaveraceae and Ranunculaceae) is intriguing and unexplained so far. Whether an

increase in stamen number would have evolved as an alternative to nectar remains an
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open question, although stamen number does not necessarily correlate to pollen quantity

(Cruden 2000).

It is necessary to stress the importance and the need of field pollination studies to
discuss these hypotheses any further. Indeed, pollinators are confidently known for only
a very small number of species and approximations through hypothetical pollination
syndromes can be hazardous, especially in the case of insect pollination (Ollerton et al.
2009). Furthermore, all of these hypotheses could be investigated in the context of
diversification studies if a reliable timeframe were available for the whole order. Indeed,
the correlation between innovation and an increase in diversification rates is a better
argument for adaptation than simple discussion of the traits and taxonomic diversity such

as here (Meara et al. 2016).

THE PARTICULAR CASE OF RANUNCULACEAE

The delineation of several families of Ranunculales has changed over time from one
classification to the other. In most cases, the changes were minimal (like the inclusion of
Kingdoniaceae in Circaeasteraceae), except for the family Fumariaceae that was included
in Papaveraceae, in which two subfamilies are now recognized (Papaveroideae and
Fumarioideae), and for Ranunculaceae. This latter family was traditionally described as a
“famille par enchainement” (Mangenot 1973; Bonnier and Douin 1990). In a phylogenetic
paradigm, this concept does not make sense because it refers to a gradualist vision of
evolution. Classifications are now mainly based on molecular phylogenies, and
phenotypic synapomorphies are superimposed on these phylogenies to discuss the
delineations and ranks of clades (Wang et al. 2009 for Ranunculales), while grades are not

considered as formal taxonomic groups.

The monotypic genera Glaucidium and Hydrastis have long been considered close to
Ranunculaceae, but their position has been somewhat problematic for two centuries
(reviewed in Tobe and Keating 1985). They have been treated either as an intermediate
group between Berberidaceae and Ranunculaceae (Cronquist 1981b) or as a separate
family, either Glaucidiaceae (Thorne and Reveal) or Hydrastidaceae (Kubitzki et al. 2007).
They have been included in Ranunculaceae since the publication of APGII (Angiosperm
Phylogeny Group 2003). The resulting extended family was devoid of any synapomorphy,
and there was no coherent floral formula or particular trait to define them. Here we show
that a biseriate perianth is a possible synapomorphy of the group, as well as an increase
in the number of stamens. The reversal to dimery observed using parsimony ASR seems

too uncertain to be considered a plausible. Because of these very long taxonomical
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debates and unclear result on character state at this node, the current delineation of
Ranunculaceae places the family rank on a clade which is difficult to apprehend.

On the contrary, the clade formed by Ranunculaceae excluding these two genera, which
we called “Historical Ranunculaceae” here, besides having pentamerous flowers, evolved
the strongly modified nectariferous petals, which are a remarkable innovation in terms of
development and probably of pollination ecology. Therefore, the use of the term
“Historical Ranunculaceae” for the clade containing all Ranunculaceae except Glaucidium
and Hydrastis appears to be a good compromise to label a node at which important
character changes occurred without changing family delineations again, as it would bring
more confusion and be against the philosophy of the APG.

Although there are still many uncertainties in the results presented in this study due
to the phylogenetic framework (taxonomic sampling limited to 3% of the total number of
species, phylogenetic uncertainty due to the limited number of markers, lack of
information for some floral traits), still we propose a clearer hypothesis on the evolution
of the flower in this highly diversified order. In particular, we show that nectar-storing
inner organs of the perianth have a single origin in the ancestor of Historical
Ranunculaceae. This family is traditionally distinctive as having flowers with a
combination of spirally arranged perianth parts in one or two series, numerous stamens,
and an apocarpous gynoecium. Here we find that the morphology of the inner parts of the
perianth is a synapomorphy of the family. This work brings further support, in a
complementary manner, to recent evo-devo hypotheses on the origin of petals in
Ranunculales and proposes a more comprehensive view of the evolution of the flower as
a whole including reproductive organs, providing a robust basis to further explore the
molecular bases of floral variation in an evo-devo perspective. The study presented here
also provides a solid basis to address in the future the question of adaptation, and
elaborate evolutionary scenarios, by testing correlated evolution between traits and

diversification rates, using phylogenetic comparative methods.

Many thanks to Julien Bachelier and Dmitry Sokoloff for helpful discussion on floral
characters. We also acknowledge Nicolas Bekkouche for help with figures. This work was
financially supported by grants from the Institut Diversité, Ecologie, Evolution du Vivant
(IDEEV).
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S$1. Taxonomic sampling. List of species included in the phylogenetic analyses, with
GenBank accession of the sequences used. Information on family and order is given for
each species.

$2. Bayesian unconstrained consensus tree. Numbers above branches are posterior
probabilities (PP). All nodes with PP values lower than 0.95 (our threshold value for good
support) were collapsed. Subfamilies and tribes within Ranunculaceae are indicated on
the right-hand side of the tree. (BER=Berberidaceae, CIR= Circaeasteraceae,
EUP=Eupteleaceae, LAR=Lardizabalaceae, MEN=Menispermaceae, PAP=Papaveraceae,
RAN=Ranunculaceae, HRAN=Historical Ranunculaceae, CRAN=Core Ranunculaceae).

$3. Morphological matrix
$4. Sources of morphological data

S5. Explanations on the rjMCMC results interpretations for characters with four states
or more. State shown here in the number of stamens. a. Uncertain result. b. Low
confidence result. c. Medium confidence result. d. High confidence result.

S$6. Parsimony results. Ancestral state reconstruction using parsimony of the
characters on the Bayesian consensus tree. Legend is given in the blue box on each tree.

S$7. Ancestral states reconstructions for the key nodes. a. Raw rjMCMC results. The
values are the mean PP and the 95% confidence interval of the PP between square
brackets. b. Interpreted rjMCMC results (NA = Non-applicable; level of confidence for
characters up to three states: *=low, **=medium, ***=high (based on mean PP); level of
confidence for characters with four states or more: °=low, °°=medium, °°°=high (based on

confidence interval overlaps). c. Parsimony results. Most parsimonious state.
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CHAPITRE |l

FVOLUTION DES TOXINES

Ce chapitre n’aurait pas pu voir le jour sans le travail de Karina Gongalves, qui a mené
une étude pilote sur la famille des Ranunculaceae lors de son stage de master 1 dans le
cadre du master BEE de 'université Paris-Sud au printemps 2018, ainsi que des conseils
du Professeur Pierre Champy de la faculté de pharmacie de Chatenay (Université Paris-
Sud). Il a vocation a étre publié ultérieurement sous la forme d’un article dans une revue
internationale a comité de lecture avec les additions suggérées dans la discussion. Il a
également bénéficié des conseils de Nina Rgnsted et de son équipe de l'université de

Copenhague, que j’ai pu aller visiter en avril 2018.

INTRODUCTION

L’étude de I'évolution des caractéres se concentre en général sur les caracteres
morphologiques, anatomiques ou génétiques (« moléculaires »). Mais d’autres types de
caractéres phénotypiques héritables peuvent constituer des synapomorphies de clades,
étre impliqués dans I’évolution de ces taxons et avoir un impact sur leur succes évolutif.
C’'est le cas, par exemple, des métabolismes C4 et CAM qui sont vus de fagon tres
consensuelle comme des adaptations conférant un grand avantage sélectif aux plantes en
C3 dans certains environnements, et comme ayant favorisé le succes de certains groupes,
notamment dans les Orchidaceae (Silvera et al. 2010). Ainsi, des caractéres « cachés »
passent peut-étre plus inapercus que les caracteres morpho-anatomiques lorsque 'on
cherche a étudier 'histoire naturelle d'un taxon. Chez les angiospermes, la fleur est
considérée comme 'organe dont la variation est le moteur de I’évolution dans ce groupe,

parce que c’est via cette structure que se produit la fascinante coévolution entre les
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plantes a fleurs et leurs pollinisateurs (Crepet and Niklas 2009). Cependant, al’'ombre des
fleurs, les angiospermes ont développé et produisent une autre sorte de caractéres d’une
tres grande diversité : les métabolites secondaires. Ils sont définis comme étant des
produits du métabolisme n’étant nécessaires ni pour le développement, ni pour la
croissance, ni pour la reproduction (Dewick 2009). En d’autres termes, si une plante
arréte de produire ses métabolites secondaires, sa survie immédiate n’est pas engagée. La
richesse et1’abondance de ces substances chezles plantes a fleurs rend tres intuitive I'idée
que ces organismes bénéficient évolutivement de leur synthese (Bruneton 2009).

DIVERSITE CHIMIQUE ET FONCTIONS ECOLOGIQUES DES
METABOLITES SECONDAIRES

Les composés secondaires végétaux sont extrémement diversifiés. Toutes catégories
chimiques confondues, environ 36 500 molécules sont décrites comme tels (Wink 2003).
Environ un tiers de cette diversité appartient a la catégorie des alcaloides, un autre tiers
aux catégories des sequiterpenes, saponines, triterpenes et stéroides, et le dernier tiers
est réparti entre de plus petites catégories, comme les flavonoides, les glycosides
cyanogéniques, les glucosinolates ou d’autres catégories de terpenes. Cette diversité est
produite par un grand nombre de voies de biosyntheses dont la plupart sont dérivées des
grandes voies du métabolisme primaire des plantes (Figure 1). De tres nombreuses
classifications et descriptions chimiques de toutes ces substances existent (Dewick 2009).
Le tres grand nombre de meétabolites secondaires, bien que ceux-ci n’aient pas l'air
nécessaires pour le maintien en vie des plantes, a interpellé les botanistes et chimistes.

Comme pointé par Swain (1977) :

« Aucun des métabolites secondaires est universellement essentiel dans les

processus biochimiques cellulaires. »
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Figure 1 Voies de biosynthéses principales des métabolites secondaires issues du
métabolisme primaires. D’apres Wink (2010).
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C’est d’ailleurs maintenant plutot leur aspect non-universel que leur aspect non-
nécessaire qui sert a définir cette catégorie de substances (Dewik 2009). La question de
leur role physiologique a regu plusieurs tentatives de réponses au cours des dernieres
décennies. Il a été envisagé que ces substances soient des déchets du métabolisme
primaire, ou des stocks d'urgence d’azote, par exemple. La premiere hypotheése est
bancale, en ceci qu'il n’existe pas d’exemples dans la nature de déchets métaboliques qui
soient structurellement plus complexes que les matériaux de départ. La seconde l'est
également en ceci que le colit métabolique de la synthése de ces composés parait plus
grand que celui des composés habituels du métabolisme primaire. Il faut en plus ajouter
a ce colit celui d'une éventuelle protection contre l'autotoxicité des métabolites
secondaires. L’hypothese qu'ils jouent un role d’agents protecteurs est celle qui a le mieux
résisté aux observations (Swain 1977). Certains serviraient d’agents protecteurs face a
des dangers abiotiques. Par exemple, les caroténoides protegent les cellules végétales des
dégats causés par la lumieére du soleil (Krinsky 1978).

La toxicité d’'une grande partie des métabolites secondaires pour I'étre humain a
rapidement mené a l'idée qu’ils pourraient jouer un réle dans la défense des plantes
contre les herbivores et des pathogénes. Les mécanismes d’action de ces molécules sur
les prédateurs naturels des plantes supposés ont commencé a étre élucidés dans les
années 70 (Levin 1976) et continuent a étre étudiés actuellement, y compris dans notre
laboratoire (Ouassou et al. 2019). Les métabolites secondaires étudiés ici tombent tous

dans cette hypotheése, aussi le terme de « toxines » sera employé pour les désigner.

Enfin, il faut mentionner un réle d’attaque des composés secondaires puisqu’ils

peuvent étre impliqués dans les phénomenes d’allélopathie (Weir et al. 2004).

Les composés secondaires conferent aux plantes des propriétés médicinales,
tinctoriales, psychotropes etc. connues depuis longtemps. Des classifications utilitaristes
des plantes sur la base de leurs propriétés ont donc été établies tres tot. L'ouvrage de
référence sur les propriétés médicinales des plantes De materia medica de (Dioscoride
77AD) a été la référence utilisée pendant toute la durée du Moyen-age, soit pres de mille
ans. Il est encore cité comme un ouvrage fondamental par Linné en 1788, soit 18 siecles
apres sa parution. Or les propriétés des plantes semblent héritables d'une génération a
'autre, d'une part, et sont souvent semblables chez des espéces dont la morphologie est
également semblable, d’autre part. Linné résume tres succinctement cette idée dans sa
Philosophie botanique (1788) :
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« Les plantes qui ont du rapport par le genre en ont aussi par les Vertus ; celles qui

sont réunies dans le méme Ordre naturel, s‘approchent encore plus par les Vertus. »

Il a donc paru possible a certains taxonomistes de faire entrer les propriétés comme
caracteres classificatoires. Le premier ouvrage de « chimiotaxonomie » est la these de
doctorat d’Augustin Pyramus de Candolle, soutenue en 1804 a la Faculté de Paris, puis
augmentée en 1815, intitulée Essai sur les propriétés médicinales des plantes comparées
avec leur formes extérieures et leur classification naturelle. Il y fonde et y défend ce qu'on
appellera plus tard la « chimiotaxonomie » (Hegnauer 1965), par le biais d'une « loi de
'analogie entre les propriétés et les formes extérieures ». Bien que (Linné 1788) et Jussieu
(1786, cité par de Candolle) se soient penchés sur la question des similitudes des
propriétés entre plantes proches, Candolle est le premier a argumenter cette théorie et a
proposer une démarche pour la tester. Dans un cadre fixiste et pré-génétique, cette
hypothese était difficile a argumenter et a d’ailleurs été combattue (discuté par de

Candolle). Ses trois principaux arguments pour défendre cette « loi de I'analogie » sont :

B Siles semences contiennent en elles la forme extérieure finale de la plante, elles
doivent aussi contenir en elles ses propriétés,

B Quand le bétail qui pature a tendance a éviter une plante, il a tendance a éviter
toutes les plantes du méme genre ou de la méme famille, et donc il peut en étre
déduit que toutes les plantes de ce genre ou de cette famille ont des propriétés
répulsives semblables pour ce bétail,

B Des peuples qui n'ont jamais été en contact utilisent des plantes de la méme famille

pour soigner les mémes maux.

Il s’agit bien slir d’augmenter le corpus de connaissances de I'histoire naturelle et de la
botanique, mais également de pouvoir guider les médecins qui partiraient s’installer dans
les colonies européennes, en particulier I’Amérique du Nord, dans leurs recherches de
médicaments fait a partir de plantes locales et non plus importées d’Europe. Il exprime

ainsi le veeu que la botanique puisse améliorer les capacités de prédiction de la médecine.

De Candolle (1804) fait une revue des propriétés des différentes familles connues a
I’époque. Il remarque chez les Ranunculaceae que « leur principe caustique parait d’'une
nature tres singuliére » et que toutes les plantes de la famille semblent toxiques pour le
bétail. « Leur acreté et leur amertume, qui rendent tres énergétiques, et par conséquent,
susceptibles d’étre trés dangereuses ou tres utiles ». Il remarque d’ailleurs que le genre
Paeonia possede des propriétés différentes et doute ainsi que son placement dans les
Ranunculaceae. Les Papaveraceae sont évidemment reconnues pour l'opium, « le plus
puissant des narcotiques », et semble indiquer que toutes les especes proches des pavots
possédent des propriétés narcotiques a des degrés différents. L’absence de propriétés

narcotiques des fumeterres est attribuée a I'’éloignement botanique avec les pavots, bien
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Figure 2 : exemples de plantes dont sont issues les composés secondaires de cet étude. a. Solanum
ambosinum, Solanaceae et solanine. b. Ranunculus acris et ranunculine. c. Magnolia sp. et magnoflorine. d.
Berberis japonica et protoberbérine. e. Papaver orientale et morphine. f. Aconitum lycopersicum et aconitine.
Source de la photo a et des molécules : wikimedia commons. Source des autres photos : Laetitia Carrive.

qu'ils soient inclus dans la méme famille. La aussi, la nature des principes responsable de
ces propriétés n’est pas connue. La diversité des Menispermaceae est mal connue au
début du XIXe siecle, mais De Candolle rapporte que toutes les espeéces connues
produisent un principe utile pour empoisonner les petits animaux. Et les Berberidaceae
ne sont reconnues que pour leurs propriétés astringentes. Ces quatre familles (les trois
autres n’étant pas connues ou pas constituées a 'époque), sont considérées par Candolle
comme répondant a la loi de I'analogie, c’est-a-dire que leur homogénéité botanique se
traduit également par une homogénéité des propriétés.

Les découvertes au XIXe siecle de la chimie organique puis de la phytochimie
permettent de relier des propriétés a la présence de composés particuliers. Ainsi, la
morphine est le premier alcaloide a avoir été extrait et caractérisé chimiquement. La
découverte de la morphine fut suivie de pres par celles de plusieurs autres alcaloides dans
les décennies suivantes, comme la nicotine, la quinine, la caféine, la strychnine, la cocaine.
Quelques exemples de molécules qui nous intéressent ici sont présentés en Figure 2 avec
les plantes dans lesquelles elles ont été décrites. Il devient alors plus facile de montrer

que les substances responsables d’effets particuliers sont souvent d’'une composition
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chimiquement proche (Bruneton 2009). Il devient également plus facile de montrer que
telle substance est contenue dans telle plante. Au point qu’il est méme suggéré de fonder
les classifications naturelles uniquement sur ces caracteres, les composés chimiques étant
plus simples, plus constants et moins sujets a la libre interprétation des botanistes que
I'anatomie des organes (Abbott 1886).

La théorie de I’évolution donne une explication simple a la ressemblance « chimique »
entre plantes semblables grace au concept d’héritage commun et de degré
d’apparentement (Darwin 1859). La sélection naturelle et les « courses aux armements »
permettent aussi d’expliquer la diversité des composés produits. En effet, les cibles des
« armes chimiques » des plantes subissent une pression de sélection qui favorisera des
résistances a ces composés, ainsi les plantes subissent une pression qui sélectionnera de
nouveaux composés et ainsi de suite. L’évolution des composés de défense est alors
envisagée sous une hypothese de reine rouge (Van Valen 1977) tout a fait classique
(Cronquist 1981)4.

Dans un cadre évolutif, la distribution des métabolites secondaires commence a étre
discutée et intégrée aux classifications dans les années soixante. Il apparait alors évident
que toutes les classes de molécules n'ont pas la méme importance et pertinence
taxonomique. Les alcaloides benzylisoquinoléiques et les iridoides sont décrits comme les
classes de substances les plus appropriées comme critéres classificatoires (Gershenzon
and Mabry 1983). Le début du décryptage des voies de biosynthése appuie encore plus
I'inclusion de ces caracteres, puisqu’il permet de fournir des arguments en faveur de
I’homologie des composés (Fodor 1980). Leur intérét comme caractéres taxonomiques
est bient6t reconnu par certains des botanistes ayant produits les grands systemes de la
fin du XXe siecle (Thorne and Reveal; DAHLGREN 1980; Takhtajan 1980; Cronquist
1981a).

Les critiques faites au paradigme de la systématique évolutionniste aussi bien par les
tenants de la taxonomie numérique que par les cladistes dans le contexte bouillonnant
des années 70-80 (Hull 1990) s’étendent alors a la chimiotaxonomie. Il est reproché a
cette discipline de faire coller artificiellement des caractéres phytochimiques a des taxons
prédéfinis, parfois paraphylétiques dans le but de servir une vision gradiste de I’évolution,
sans se poser assez de questions sur ’homologie des métabolites secondaires et de leurs
voies de biosynthese. Il est ironiquement reproché a cette discipline de mettre des
techniques et une science moderne et précise (la chimie) au service d'une discipline peu

scientifique et peu rigoureuse (la systématique évolutionniste) (Heywood 1973).

4 La comparaison employée par Cronquist vaut d’étre mentionné pour son excentricité : la grande
muraille de Chine a arrétée d’étre entretenue lorsque I'aviation est devenue militairement importante. Il en
va de méme pour les métabolites secondaires des plantes.
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L’essor de la chimiotaxonomie prend fin a 'arrivée des phylogénies moléculaires, un
peu avant I'arrét de 'utilisation des autres caractéres phénotypiques pour construire les
phylogénies (Wink and Mohamed 2003). Le profil phytochimique des plantes n’est alors
plus considéré comme étant un trait important pour retrouver les affinités et établir les
classifications. Il arrive néanmoins que la répartition des métabolites secondaires soit
commentée lors d’études phylogénétiques. Et contrairement a d’autres caracteres
phénotypiques (par exemple, 'étude de I'évolution des traits floraux dans un cadre
phylogénétique est devenue une sous-discipline de la botanique a part entiere), le passage
de I'étude des composés secondaires comme caracteres taxonomiques a leur étude
comme traits susceptibles d’évoluer et ayant peut-étre des roles adaptatifs s’est fait de
facon assez confidentielle (Wink 2003).

En plus d’étre utilisés comme critéres de classifications, les composés secondaires ont
servi a alimenter et a discuter des scénarios d’évolution gradistes des plantes a fleurs. En
effet le degré de « progres» des différentes classes de composés aurait permis de
conforter que les Magnoliidae sont les plantes les plus primitives, suivies par les
Ranunculales puisqu’elles partagent les alcaloides benzylisoquinoléiques mais en ont
acquis de plus « avancés » (comme les protoberbérines), tandis que les plantes produisant
des glycosides cardiotoniques seraient plus évoluées (Cronquist 1977). La Figure 3 donne
un exemple de comment les métabolites secondaires sont utilisés dans la classification
des Ranunculaceae (Hegnauer 1965).

Dans le paradigme cladiste désormais majoritaire, ils ont quelques fois été inclus
directement a des analyses phylogénétiques en tant que caractéres, mais souvent associés
a d’autres catégories de caracteres phénotypiques, voir phénotypiques et moléculaires.
Chez les Ranunculales par exemple, quatre caracteres phytochimiques sont inclus dans la
matrice de données ayant servi a construire la phylogénie publiée par Wang (2009) : les
benzylisoquinolines, la ranunculine, les diterpénes et I'acide férulique. Néanmoins, les
justifications des hypotheses d’homologies ne sont pas discutées. Plus récemment,
I’évolution des benzylisoquinolines et de la ranunculine a été discutée dans le cadre d'une
phylogénie moléculaire des Ranunculaceae (Zhai et al. 2019), et la ranunculine proposée
comme synapomorphie du clade [Callianthemeae + Helleboreae + Anemoneae]. Ces
caractéres n’ont donc jamais été complétement abandonnés mais n’ont pas non plus été

récemment au centre d’études chez les Ranunculales.

62



Alcaloides isoquinoléiques tres divers; pas de tanunculine
( = ==

L THALICTRFAE COr AR

s bhiddan

PRORANUNCULACEAE,
Alcoloides isaquinoléiques

pas de Ranunculine

L.\ IGELLEAE TROLLIEAK l- HELLEBORFAK
: - ——————— |

Caltha,Trollius 1 Hellehorus |, actaea
b -

Aconitum, Delphinium j Lranthis { Cimicifuega

1
|
|
i
1
!
|
1
|
|
|
i
I
!
I
]
I
I
b
]
|
I

T — — — — — A — — —— i — ]

e ey
4 = .-'"'-F-#r -H---‘-“-\.

ADONTFAE r= ]
_ ) ‘ s ANTMONEAR '.
(Callianthemum,Adonis) I RANUNCULFAL i
. R e e |
e e L R R R LR T T I [ L

Retention de synthi.aa de Magnoflorine Perte totale de la synthése

pas de itanunculine d'alcaloides isoquinaléiques

Figure 3 - Relations entre classification et caracteres chimiques d’aprés Hegnauer 1965.

Des études s’intéressant spécifiquement a I’'évolution de composés secondaires dans
un cadre phylogénétique et a 1l'échelle été effectuées dans d’autres taxons. Ainsi,
I’évolution d’alcaloides, d’acides aminés non-protéiques et d’isoflavonoides a été étudiée
chez les Fabaceae grace a des optimisations de la présence de ces composés sur la
phylogénie moléculaire avec une méthode de parcimonie (Wink and Mohamed 2003).
Plus récemment, I'évolution de plusieurs alcaloides et leur activité biologique a été
étudiée chez les Amaryllidaceae avec des méthodes de distances et des tests de signal
phylogénétique (Rgnsted et al. 2012).
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QUESTIONS ET STRATEGIE

En termes modernes, la question de savoir si les composés secondaires suivent une
«loi de 'analogie » avec la classification naturelle se traduirait en : la distribution des
composés secondaires comporte-t-elle un signal phylogénétique? Comment les
principales toxines présentes chez les Ranunculales ont-elles évolué ? Peuvent-elles

représenter des synapomorphies de clades dans cet ordre ?

L’étude présentée ici s’est appuyée sur une revue la plus compléte possible de tous les
types de littérature qui pourraient s’intéresser a la présence de toxines chez les
Ranunculales par une approche de dite «literature mining ». Un jeu de données
phytochimique a ensuite été produit. Des reconstructions d’états ancestraux avec les
méthodes de parcimonie et de « reversible jump Monte Carlo Markov Chains » ont été
effectuées, ainsi que des tests de signal phylogénétique a 'aide de la métrique D. Les
résultats sont discutés dans le cadre du possible réle adaptatif de ces composés.

MATERIEL ET METHODES

DONNEES PHYTOCHIMIQUES

La stratégie de construction du jeu de données phytochimiques a été de commencer
par une recherche automatique et exhaustive de la littérature sur le moteur de recherche

scientifique PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Il s’agit d'une approche

dite de « literature mining ». Le literature mining a été effectué grace a un script pour R
3.5.0 (R Core Team, 2018) utilisant le package Rcurl (Lang 2009). Le script se trouve en
Annexe 1.

Pour les Ranunculales, la liste de tous les genres listés par APweb (Stevens 2001) se
trouve en Annexe 2, y compris les noms invalides, a été compilée pour chaque famille. Le
script a ensuite automatiquement fait des requétes requétes dans la base de données
PubMed avec, un par un, les noms de genres associés successivement a « alkaloid »,
« toxin », « poison » et « secondary metabolite ». Quand une requéte renvoyait un résultat
vers une référence dans PubMed, le résumé était automatiquement téléchargé dans un
fichier créé pour chaque genre. Chaque résumé a ensuite été lu et I'article correspondant
utilisé comme source de données quand la référence était pertinente. Dans deux cas
(Papaver et Aconitum), la recherche automatique a renvoyé plus de 300 résumés parmi

lesquels seuls les 100 premiers ont été regardés.

Il n’a pas été possible d’adapter le script de fagon a faire le méme type de recherches

en utilisant Google Scholar (https://scholar.google.fr/) en raison d’'une protection de ce

64


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://scholar.google.fr/

moteur de recherche contre les requétes automatiques. Une recherche manuelle sur a
donc été effectuée quand PubMed ne renvoyait rien pour certains des genres
échantillonnés dans la phylogénie moléculaire (Akebia, Sargentodoxa, Circaeaster,
Kingdonia, Euptelea, Pteridophyllum, Glaucidium et Hydrastis), avec les mémes mots-clefs.
Le but était en effet d’avoir des informations pour toutes les familles et les genres, y
compris ceux qui ont été placés dans d’autres familles par le passé ou dont la position
phylogénétique est cruciale.

La liste compléete des especes pour lesquels des résultats ont été obtenus, la liste des
substances retrouvées pour chaque espece et la référence bibliographique associée sont
présentées en Annexe 3, la liste des références bibliographiques associée est en Annexe
4. Les métabolites trouvés pour des synonymes taxonomiques ou d’anciens noms ont

ensuite été attribués aux taxons valides en suivant la taxonomie de PlantList

(http://www.theplantlist.org/). Pour chaque alcaloide identifié (et uniquement les
alcaloides), deux formats standards de notations informatiques pour la chimie (le SMILES
canonique et la clef InChl) ont été compilés avec des recherches manuelles dans la base
de données Pubchem pour de futurs traitements automatisés de ces données. Ces
identifiants sont compilés en Annexe 5. Les possibles synonymes chimiques n’ont pas été
recherchés a I'avance puisque les molécules allaient étre regroupées en catégories par la

suite.

Secondairement, le méme script a été utilisé avec les noms de genre des taxons du
groupe externe, et les résumés ont été téléchargés quand une réponse était renvoyée avec
les mémes mots-clefs que dans le groupe interne pour ces genres-la. La recherche a porté
uniquement sur les genres sélectionnés, identiques a ceux du Chapitre I. Les recherches
dans les groupes externes ont été restreintes aux catégories de molécules définies pour
les Ranunculales. Toutes les substances retrouvées dans la littérature sur les groupes

externes mais pas dans les Ranunculales n’ont donc pas été prises en compte.

L’échantillonnage taxonomique du Chapitre I a été comparé avec les résultats de la
recherche bibliographique de métabolites. Les genres du jeu de données moléculaires du
Chapitre I mais sans données dans la littérature phytochimique ont été retirés pour
réduire la quantité de données manquantes et les temps de calculs. Il a été décidé de
suivre une « approche compartimentale » (Prendini 2001) pour cette étude, c’est-a-dire
que les taxons terminaux contiennent des données combinées de plusieurs taxons inclus
dedans. Dans ce cas, les taxons terminaux sont des genres et donc les données codées pour
ces taxons peuvent étre issues de n'importe quelle espece comprise dans ces genres. Cette

approche permet de minimiser le probléme de I'absence (voir discussion). Le seul ajout
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par rapport a [l’échantillonnage du Chapitre 1 est le genre Sinofranchetia
(Lardizabalaceae), puisque son génome chloroplastique complet a été publié pendant que
les analyses étaient finalisées et qu'il existe des données phytochimiques dessus.
L’échantillonnage taxonomique et les accessions des séquences GenBank sont les mémes
que dans le chapitre I, ils n’a donc pas été répété ici. La seule séquence en plus est celle de
Sinofranchetia sinensis, dont I'accession GenBank est NC_041488.1. Il est composé de 87
genres dont 63 Ranunculales (avec les mémes groupes externes que dans les analyses du
Chapitre I).

Les séquences des taxons présents dans I'échantillonnage du Chapitre I sans données
phytochimiques ont simplement été retirées de I'alignement tandis que les séquences de
Sinofranchetia ont été ajoutées directement a I'alignement et réalignées avec MAFFT
reconstruction phylogénétique a été effectuée par la méthode d’'inférence bayésienne
avec MrBayes version 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) sur le portail CIPRES (Miller et al. 2010)
avec le modele GTR+I+I" selectionné avec ModelTest version 2.3 (Nylander 2004). Les
arbres ont été enracinés avec Amborella trichopoda et deux runs de 5000 000 de
générations ont été effectués puis le burnin supprimé (25% des générations). La
convergence, les ESS et le mixing ont été évalués avec le logiciel Tracer v1.7.1 (Rambaut

et al. 2018). L’analyse a été contrainte avec les 30 mémes nceuds qu’au Chapitre 1.

La stratégie de codage a consisté a regrouper en catégories (une catégorie étant un
caractére au sens phylogénétique) les composés dont on peut raisonnablement penser
qu’ils sont issus de la méme voie de biosynthése plutot qu’'en catégories basées
uniquement sur des caractéristiques chimiques, par exemple. Les caracteres retenus
représentent des classes de composés communément décrites chez les Ranunculales par
des ouvrages classiques de taxonomie (DAHLGREN 1980; Cronquist 1981; Kubitzki et al.
1993; Stevens 2001) ainsi que les substances les plus communes trouvées par le

« literature mining ». Il s’agit de :

B Toutes les saponines réunies,
B Le couple ranunculine-protoanémonine, I'une étant le précurseur de I'autre,
B Les alcaloides benzylisoquinoléiques de type «aporphines» (abrégés ABI

Aporphines),
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B Les alcaloides benzylisoquinoléiques de type « protoberbérine » (abrégés ABI
Protoberbérines),

B Les alcaloides benzylisoquinoléiques de type « morphinanes » (abrégés ABI
Morphinanes),

B Les alcaloides diterpéniques de type « aconitine » (abrégés DT Aconitine).

Le niveau de « profondeur » des catégories a été déterminé par le niveau de précision
avec lesquelles les substances sont généralement décrites dans les ouvrages de
taxonomie. Par exemple, toutes les saponines ont été regroupées en un seul caractere,
tandis que les alcaloides ont été séparés en plusieurs caracteres quand ils ont servi

historiquement a caractériser différents groupes taxonomiques

Pour les alcaloides uniquement, le SMILES de chaque substance a été entré dans le
logiciel de classification automatique de molécules organiques ClassyFire (Djoumbou
Feunang et al 2016) et la catégorie de classification la plus petite enregistrée
manuellement dans ’Annexe 5. Ensuite, seules les substances appartenant a 'un des six
caractéres définis plus haut ont été retenues. L’Annexe 5 indique également si oui et a
quelle catégorie chaque molécule a été assignée. Toutes les saponines ont été regroupées
ensemble et les seuls glycosides cardiotoniques qui ont été retenus ici sont le couple
ranunculine-protoanémonine, il n’était donc pas nécessaire de passer par cette étape pour
ces deux caracteres.

Tous les caracteres sont binaires et ont comme états la présence ou 'absence. Une
classe de composés est codée comme « présente » pour un taxon terminal donné si au
moins un des composés appartenant a cette classe est détecté par au moins une étude
chez au moins une des espéces représentée par ce taxon terminal. A I'inverse, une classe
sera codée comme « absente » si aucune étude ne reporte la présence de cette classe chez
aucune espéce contenue dans un taxon terminal alors que ces especes ont pourtant fait
I'objet d’analyses phytochimiques. On ne considérera donc les données comme
« manquantes » seulement si aucune étude n’a été menée du tout. Lorsqu’un genre n’a pas
de données « présentes », cela signifie qu'aucun des composés trouvés chez ce genre ne
faisait partie des six caracteres retenus, mais qu'il existe bien de la littérature

phytochimique sur ce genre.

La matrice finale est présentée en Annexe 6.

Les six caractéres ont été optimisés sur l'arbre consensus 50% des analyses
bayésiennes avec le logiciel Mesquite v3.6 (Maddison and Maddison 2011). L’indice de

rétention de chaque caractere a été également calculé.
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Afin de tester si les composés sont déja présents aux nceuds auxquels leur apparition
est attribuée dans la littérature chimiotaxonomique, des reconstructions d’états

ancestraux avec des inférences bayésiennes ont été effectuées dans quatre cas :

B Au nceud des Core Ranunculaceae (Ranunculaceae sans les genres Glaucidium,
Hydrastis et la tribu des Coptidoideae) pour la ranunculine-protoanémonine ;

B  Au nceud des Ranunculales pour les ABI Aporphines ;

B FEgalement au nceud des Ranunculales pour les ABI Protoberbérines ;

B Aunceud des Delphinieae pour les DT Aconitines.

Les reconstructions ont été effectuées avec le logiciel BayesTraits v3 (Meade and Pagel
2018) et'algorithme de « reversible jump Monte Carlo Markov Chain » (rjMCMC). Chaque
caractére a été analysé séparément sur un échantillon aléatoire de 1 000 arbres issus de
la distribution postérieure de I'analyse phylogénétique. Les quatre analyses ont été
menées avec I'option MultiState pendant 20 000 000 générations échantillonnées toutes
les 2 000 générations, avec un prior uniforme et un burnin de 50%. Les probabilités
postérieures pour chaque état de caractére et leurs intervalles de confiances ont été
calculées avec le logiciel Tracer v1.7.1 (Rambaut et al. 2018).

Des tests de signal phylogénétique ont également été effectués pour les six caracteres.
Il s’agit de tester si, dans la distribution actuelle des toxines, il existe une tendance entre
deux especes proches a partager des états caractéres plus similaires qu’avec une autre
espece prise de fagon aléatoire sur I'arbre phylogénétique (Miinkemiiller et al. 2012),
c’est-a-dire de tester si la distribution des états dans les terminaux est plutot le reflet de
I’héritage phylogénétique que du hasard. La plupart des métriques pour mesurer le signal
phylogénétique concernent des caracteres continus, or tous les caracteres ici sont discrets
et binaires. La métrique D (Fritz and Purvis 2010) a donc été choisie. Cet indice compare
le nombre de pas observés en parcimonie sur I'arbre phylogénétique par rapport a deux
nombre de pas simulés : soit par mouvement Brownien (héritage pur, sans sélection),
soit aléatoirement (pas de signal phylogénétique). Le calcul est répété 1 000 fois. La

valeur D se calcule de la fagon suivante :

Sobs — Moyenne B

- Moyenne R — Moyenne B
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Avec Sobs =le nombre de pas observés du trait dans 'arbre ; Moyenne B =1a moyenne
du nombre de pas sur 1 000 arbres simulés par un modéle Brownien ; Moyenne R = la
moyenne du nombre de pas sur 1 000 arbres simulés de facon aléatoire.

Si la valeur de D obtenue est significativement proche ou inférieure a 0, cela signifie
qu'il existe du signal phylogénétique. Si D est significativement proche de 1,le caractere
a trés probablement évolué de facon aléatoire au sein des taxons représentés. La
meétrique D est associée a des p-values pour D=0 et pour D=1 qui permettent de rejeter ou
pasl'une, I'autre, ou les deux hypotheéses. Le calcul a été effectué grace a la fonction phylo.d
du package caper (Orme et al., 2011) pour le logiciel R. Cette fonction nécessitant des
arbres ultramétriques, 'arbre de consensus bayésien a été rendu ultramétrique grace a la
fonction force.ultrametric du package phytools (Revell et al., 2017). Les manipulations
d’arbres phylogénétiques sont supportées par le package ape (Paradis et al.,, 2004).

RESULTATS

Des informations provenant de 193 références bibliographiques ont été trouvées pour
402 especes de Ranunculales représentant 94 genres (Annexe 4). Sur ces 94 genres, 63
sont représentés dans la phylogénie moléculaire du chapitre I. La répartition des données
disponibles par genre est tres inégale lorsqu’il s’agit de genres riches en especes (voir
Annexe 3). Par exemple, 22 especes sur les 60 (Xie et al. 2015) que compte le genre
Stephania (Menispermaceae) ont été analysées, soit environ un tiers; il existe des
données pour 45 espéeces du genre Corydalis (Papaveraceae) qui en contient environ 430
(LIDEN and M 1986), soit environ 10% ; de méme, environ 10% (23/280, Miikeda, 2006)
des espéces du genre Clematis (Ranunculaceae) sont représentées dans les résultats ; a
I'inverse, seules 10 especes de Ranunculus (Ranunculaceae) sur 600 (Horandl et al. 2005)
ont été étudiées, donc environ 1% de la diversité. La matrice comprend 8% de données

manquantes qui concernent uniquement les groupes externes.

Sur les 255 alcaloides identifiés, 19 n’ont pas été trouvés dans les bases de données
permettant d’obtenir leur SMILES ou leur clef InChl. Parmi ces alcaloides, 236 composés
ont pu étre classés par ClassyFire. Sur ces 236 composés, 152 ont été assignés a I'un des
quatre caracteres concernant des alcaloides. Les autres 103 substances n’ont été
assignées a aucun caractere car assignées a des classes non retenues comme caracteres
dans cette étude. Dans quelques cas, ClassyFire n’a pas permis de classer les composés en

dessous de la superclasse. Tous les détails sont en Annexe 5.
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Les reconstructions d’états ancestraux donnent des résultats différents d’'un caractere
a I'autre. Chaque reconstruction est présentée en Figure 4 (a la fin des résultats).

B Saponines - Aumoins onze apparitions indépendantes des saponines ont eu lieu
aussi bien a lintérieur qu’'a l'extérieur des Ranunculales. Seules les
Papaveraceae et les Circaeasteraceae, dont les représentants actuels ne
produisent pas de saponines, n’ont jamais de saponines dans les
reconstructions d’états ancestraux. Indice de rétention = 0,266.

B Ranunculine-protoanémonine - Selon les analyses de parcimonie, ce couple de
composés apparait au moins trois fois indépendamment dans les Core
Ranunculaceae, chez les Adonideae, dans le genre Caltha et dans le clade
[Cimicifugeae + Callianthemeae + Helleboreae + Anemoneae + Ranunculeae].
Indice de rétention = 0,7. L'analyse par rjMCMC indique un état ancestral
contraire pour les Core Ranunculaceae (I'ancétre commun le plus récent aux
trois clades ou apparaissent la ranunculine-protoanémonine en parcimonie). La
probabilité que le couple de substances ait été déja présent au nceud des Core
Ranunculaceae est de 0.86 mais les intervalles de confiance 95% se chevauchent
completement entre les deux états.

B ABI Aporphines - Les reconstructions en parcimonie montrent huit apparitions
indépendantes des aporphines dont trois dans les groupes externes et cinq dans
les Ranunculales. Il y a quatre apparitions a I'intérieur des Papaveraceae et une
chez l'ancétre [Menispermaceae + Berberidaceae + Ranunculaceae]. Ces
alcaloides sont ensuite perdus plusieurs fois a I'intérieur de ce clade. Indice de
rétention = 0,5. La reconstruction du nceud des Ranunculales avec une analyse
bayésienne donne une probabilité égale a 0,61 que les aporphines aient été
absentes chez I'ancétre, ici aussi avec des intervalles de confiance pour les deux
états complétement chevauchants.

B ABI Protoberbérines - Les alcaloides de type « Protoberbérines » ne sont, dans
la nature actuelle, présents qu’a I'intérieur des Ranunculales. La reconstruction
par la méthode de parcimonie indique cependant que ces composés seraient
apparus chez I'ancétre des Papaveraceae, ainsi qu’au nceud [Menispermaceae +
Berberidaceae + Ranunculaceae], puis auraient disparu chez l’ancétre de
chacune des trois familles et seraient réapparus cinq fois indépendamment
dans les Ranunculaceae. Indice de rétention = 0,15. Pour ce caractére, I'état
ancestral des Ranunculales est tout a fait incertain en bayésien, chacun des états
ayant une probabilité postérieure tres proche de 0,5 avec en plus des intervalles

de confiance tres resserrés autour de cette valeur.
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B ABI Morphinanes - Les morphinanes sont une autapomorphie du genre Papaver.
Indice de rétention = 0.

B DT Aconitines - Les reconstructions en parcimonie et en inférences bayésiennes
donnent des résultats clairs et congruents. Les diterpenes de type aconitine sont
une synapomorphie de la tribu des Delphinieae, avec une probabilité
postérieure de 0,999 (intervalle de confiance 95% : 0.999-1). Indice de rétention
=1

SIGNAL PHYLOGENETIQUE

Les résultats des tests de signal phylogénétique sont présentés dans le Tableau 1 ci-

dessous.

Tableau 1 - Résultats des tests de signal phylogénétique avec la métrique D.
Caracteére Valeurde D P(hasard) P(signal)
Saponines -0,248 0,042 0,645
Ranunculine-protoanémonine | -4,509 0 0,999
ABI Aporphines -0,999 0 0,897
ABI Protoberbérines 0,162 0,075 0,457
ABI Morphinanes 2,005 0,563 0,426
DT Aconitines -8,451 0,002 0,997

Aucun caractere ne donne une valeur de D proche ou supérieure a 1, a part les ABI
Morphinanes. La probabilité que I'évolution de ces composés se fasse par hasard ou par
héritage phylogénétique est impossible a trancher puisqu'’il s’agit d’'une autapomorphie.
Pour tous les autres caracteres, le test de signal phylogénétique est positif, c’est-a-dire
que la distribution des composés secondaires n’est pas due au hasard. Selon les auteurs
de cet indice (Fritz and Purvis 2010), une valeur proche de 0 indique que la distribution
des états peut étre expliquée par du mouvement brownien pur, donc que le trait est hérité
et évolue sans contrainte particuliere. Les saponines et les ABI Protoberbérines semblent
évoluer de cette facon. Il est également possible que la valeur de D s’éloigne de 0 vers des
valeurs négatives. Cela signifie, toujours selon les auteurs de la métrique, que la
distribution des états de caracteres n’est ni aléatoire, ni expliquée par du mouvement
brownien mais qu’ils sont distribués dans des especes plus apparentées qu’au hasard
dans la phylogénie. Il y aurait donc une pression qui maintiendrait les états dérivés dans
les clades ou ils apparaissent. Les ABI Aporphines, la Ranunculine-protoanémonine et les
DT Aconitines semblent étre dans ce cas-la.

Figure 4 - (pages suivantes)- Reconstructions des états ancestraux. Les branches sont colorées selon la
méthode de parcimonie. Les camemberts indiquent les résultats du rjMCMC quand un nceud a été
reconstruit. a. Saponines. b. Ranunciline-protoanémonine. c. ABI Aporphines. d. ABI Protoberbérines. e. ABI
Morphinanes. f. DT Aconitines. (BER=Berberidaceae, CIR= Circaeasteraceae, EUP=Eupteleaceae,
LAR=Lardizabalaceae, MEN=Menispermaceae, PAP=Papaveraceae, RAN=Ranunculaceae, CRAN=Core
Ranunculaceae, DEL=Delphinieae). 71
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DISCUSSION

REMARQUES ET CRITIQUES METHODOLOGIQUES

LIMITES DU LITERATURE MINING

Malgré la puissance et le gain de temps permis par le literature mining, cette stratégie
comporte certaines limites. D’abord les résultats sont fortement dépendants de la base de
données interrogée. Ici, le choix de Pubmed permet probablement une bonne couverture
des travaux publiés sur les questions qui nous intéressent, puisque cette base de données
est avant tout biomédicale et que la phytochimie présente des intéréts thérapeutiques. Il
est probable que I'utilisation de la méme approche pour répondre a des questions plus
éloignées de la médecine aurait abouti a une vision plus parcellaire de la littérature. Un
autre probleme est que les requétes peuvent renvoyer des résumés qui n’ont aucune
pertinence et qu'il est difficile ensuite de trier. Un exemple flagrant est celui d’articles
concernant des intoxications de chevéchettes du genre homonyme, mais chez les
animaux, Glaucidium Boie, 1826 (Fry 1995).

D’autre part, cette approche ne donne accés qu’aux données publiées dans des revues
indexées et passe a coté de toute la « littérature grise ». Or, il existe sans doute un grand
nombre de théses de pharmacie, de mémoire de masters ou de rapports d’agences, comme
I’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé ou I'Organisation
mondiale de la santé, qui ne sont jamais publiés dans des circuits académiques et
échappent donc a cette approche. Une recherche manuelle dans les bibliotheques des
facultés de pharmacie, quoi que fastidieuse, permettrait sans doute de compléter le jeu de

données.

REMARQUES SUR L"ECHANTILLONNAGE ET LE JEU DE DONNEES

Il serait évidemment préférable d’avoir plus de genres de Ranunculales représentés
dans la phylogénie pour ces analyses. Autant les reconstructions d’états ancestraux en
parcimonie et en inférences bayésiennes supportent bien un sous-échantillonnage de la
diversité, autant le comportement de la métrique D n’a jamais été discuté dans cette
situation. Elle a d’ailleurs été plutét employée pour des jeux de données beaucoup plus
grands qu’ici (Weber and Keeler 2013). L’échantillonnage taxonomique a été directement
repris du Chapitre I pour évaluer rapidement la pertinence des questions posées et s'il
était possible d'y répondre avec les données phytochimiques disponibles dans la
littérature. L’échantillonnage n’ayant pas été mis au point expres pour cette étude, il y a

donc des données qui n’ont pas pu étre utilisées.
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Historiquement, les Ranunculales ont souvent été rapprochées des Magnoliideae
(DAHLGREN 1980; Cronquist 1981a), notamment parce que les groupes partagent la
synthese d’alcaloides benzylisoquinoléiques de type « aporphines », principalement la
magnoflorine. L’hypothese la plus commune est que la voie de biosynthese serait apparue
tres tot chez les plantes a fleurs et aurait ensuite été perdue par la plupart des eudicots.
Nos résultats suggerent au contraire qu’il s’agirait d’apparitions indépendantes.
Augmenter I'’échantillonnage de Magnoliidae permettrait peut-étre de consolider ou
d’infirmer ces résultats. A I'inverse, plusieurs groupes externes du jeu de données n’ont
aucune donnée phytochimique. Ces genres pourraient étre remplacés par des genres des
mémes familles ou ordres pour lesquels des données a la fois phytochimiques et
moléculaires sont disponibles.

L’hétérogénéité de la répartition des données n’est pas en soi un probléme puisque
I'approche compartimentale compense les déséquilibres dans la proportion d’especes de
chaque genre qui ont été étudiées. En revanche cette hétérogénéité indique sans doute
que le niveau d’intérét et l'effort scientifique porté sur les différents taxons est tres
variable. Cela s’explique assez simplement par les intéréts économiques et les espoirs
thérapeutiques portés de facon inégale par les différents genres de Ranunculales. Par
exemple, la culture des graines de Papaver somniferum, qui produit la morphine et la
codéine, représentait en 2017 a elle seule un marché annuel (légal) de 70 000 tonnes
(FAOSTATS, http://www.fao.org/faostat/en/). A titre de comparaison, c’est presque dix

fois supérieur a la production mondiale de vanille pour la méme année (environ 8 000
tonnes, FAOSTATS). Sachant cela, il est attendu que les especes apparentées aient été bien
plus étudiées et étudiées bien plus finement que, par exemple, les Berberidaceae dont les
principaux usages sont en tant que plantes ornementales et pour fabriquer des teintures
(Heywood 2007).

APPROCHE COMPARTIMENTALE

L’approche compartimentale s’oppose a 'approche « exemplaire » selon laquelle les
données d'une seule espéce (la méme que dans la phylogénie moléculaire) auraient été
codées. Cette stratégie permet de tenir compte d’observations phytochimiques ayant été
faites sur des especes proches mais distinctes de celles représentées dans la phylogénie
moléculaire. Par exemple, lorsque des études portent uniquement sur des questions
ethnobotaniques, il est rare que les données moléculaires soient disponibles pour les

especes ciblées, et il serait dans ce cas tres difficile d’'utiliser une approche exemplaire.

Un autre but de cette stratégie dans le cas particulier de cette étude est de minimiser
le probleme de I'absence. En effet, il est tout a fait possible, et méme probable, que certains

composés présents dans une plante n’aient pas été détectés dans le cadre d’'une étude
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particuliere portant sur seulement quelques individus d’'une espece ou méme seulement
certaines parties des plantes. Par exemple, on ne détecterait pas les alcaloides toxiques
de Solanum tuberosum (la pomme de terre) en analysant seulement ses tubercules, alors
que les parties aériennes de la plante contiennent de I'a-solanine et de I'a-chaconine (des
glycoalcaloides), connus pour étre tératogenes (Gaffield and Keeler 1996). Une approche
exemplaire nous forcerait dans ce cas a coder comme « absent» des composés pour
I'espéce terminale, méme si ces composés ont été trouvés dans des especes proches dont
d’autres parties de la plante ont été étudiées. Or, si plusieurs especes d'un genre donné
ont été étudiées, d’autant plus si les différentes études utilisent des méthodologies
variées, la probabilité qu'un composé présent dans le genre n’ait pas été détecté baisse.

Cette approche repose néanmoins sur deux hypotheses qu’il convient d’expliciter : la
premiere est '’hypothese de monophylie des taxons terminaux, ici des genres, et la
seconde est l'hypothese selon laquelle 1'état codé est ancestral a 1’échelle du
compartiment (Prendini 2001). La monophylie des terminaux parait étre une hypothese
raisonnable puisque les données ont été codées en vérifiant d’abord la taxonomie. La
seconde condition est considérée comme remplie par le fait que les composés secondaires
ont été regroupés en caracteres représentant des voies de biosyntheses considérées

comme anciennes dans la littérature (Bruneton 2009).

Le fait que les délimitations des genres soient établies d'une famille a I'autre par des
taxonomistes ayant des traditions peut-étre différentes peut les rendre difficile a
comparer. On peut imaginer qu’a l'intérieur d’'une famille, les taxonomistes aient hérité
de manieres semblables de percevoir la diversité, et donc de placer les différents rangs,
mais cette hypotheése devient certainement de moins en moins justifiée a mesure que le

champ taxonomique s’élargi.

STRATEGIE DE CODAGE

L’utilisation de ClassyFire pour construire le jeu de données n’est justifiée que si
I’hypothese suivante jusque-la implicite est réaliste : les similitudes structurales entre
molécules refletent leur production par des voies de biosynthéses identiques. En effet, ce
logiciel repose sur la présence ou I'absence de différentes fonctions sur les molécules et
la structure de leur squelette carboné pour produire une classification des substances qui
lui sont fournies. Ainsi, il permet d’obtenir un classement les molécules a la maniere dont
un spécimen biologique est identifié a I'aide d’une clef d’identification, avec un ensemble
de caractéristiques hiérarchisées. Or, ces caractéristiques ont été établies pour permettre
une identification et une classification rapide et efficace des composés, sans forcément

chercher a refléter leur biosynthése. L’hypothése selon laquelle des substances similaires
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sont issues de voies de biosynthéses homologues est donc nécessaire. Ce présupposé a
paru raisonnable au regard de la littérature sur le sujet (Dewick 2009).

D’autres méthodes de classification des substances pour délimiter et formaliser les
caractéres et assigner chaque substance a un caractere auraient pu étre employées. Une
classification manuelle basée sur la recherche bibliographique des voies de biosynthese
aboutissant a chacun des composés retrouvés apparaissait impossible, d’abord par la
quantité de travail que cela aurait représenté (255 composés ont été trouvés seulement
dans les alcaloides) mais aussi parce que cette information est souvent manquante. Il
existe un autre outil d’analyse automatique de composés biologiques, ChemGPS-NP, qui
effectue des analyses en composante principale a partir d’'un « chemical space ». Cet outil
aurait donc pu nous fournir des catégories de substances basées sur des analyses

multivariées. La pertinence de cette approche nous paraissait difficile a évaluer et

'interprétation de ses résultats moins directe, aussi nous n’avons pas essayé cet outil.

Les plus gros problemes de toute cette étude concernent le traitement de I'absence et
la distinction entre I'absence de données dans la littérature et I’absence de toxine dans les
plantes. Malgré I'’emploi d'une approche compartimentale dans le but de la minimiser ce
probléme, il est possible qu'une toxine soit produite par une plante sans toutefois étre
mentionnée dans I'étude source. Notre stratégie de codage est donc discutable et réduit

artificiellement la quantité de données manquantes.

L’absence de mention d’'une substance dans une source peut étre due a 'impossibilité
technique de la détecter. Or, les méthodes d’analyse chimiques et de caractérisation des
composés n'ont pas du tout été prises en compte ici, a cause du gros volume de littérature
a traiter d’'une part et par manque d’expertise d’autre part. Il est tout a fait possible que
certains composés ne soient pas détectables par certaines techniques, auquel cas il aurait

été plus pertinent de laisser des données manquantes.

Enfin, ce n’est pas parce qu’une substance n’est pas produite par la plante au moment
et dans I'organe ou I'analyse est effectuée que la plante n’a pas la possibilité de produire
le composé secondaire. Cela peut s’expliquer de plusieurs facons. Comme déja discuté,
toutes les toxines ne sont pas produites dans tous les organes des plantes. Certaines
plantes produisent leurs toxines uniquement en réponse a une attaque, sans les stocker
comme c’est le cas de certains arbres du genre Acacia (Rohner and Ward 1997). Ensuite,
un composé peut ne pas étre produit simplement parce que ses précurseurs ne sont pas
disponibles ou synthétisables par la plante. Il a été montré qu'’il existe un trade-off entre

la croissance et la synthése de composés secondaires de défense, entre autres chez Senecio
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vulgaris (Asteraceae, Frischknecht et al 2001), récemment chez Stryphnodendron
adstringens (Fabaceae, Tuller et al. 2018) dans des situations ou les ressources en azote
sont limitées. Beaucoup de Ranunculales vivant dans des milieux alpins (Wang, Lin, et al.

2016), ou les sols sont plutdt pauvres, sont peut-étre dans cette situation.

L’absence « réelle » des composés secondaires correspondrait plutot a une perte de la
capacité des plantes a les produire. Pour que les apparitions multiples inférées par la
parcimonie soient vraiment considérées comme des apparitions indépendantes des
meétabolites secondaires, il faudrait que les autres descendants des ancétres communs les
plus récents de ces taxons ne possedent pas les enzymes impliquées dans les voies de
biosynthese. Cette absence est donc plutot a aller chercher dans les génomes et dans
I’homologie des enzymes de la voie de biosynthése plutét que dans I'expression et la
synthese des substances. Il en découle qu’'une hypothese d’homologie portant sur la
présence du méme alcaloide ou de deux alcaloides semblables chez deux taxons
terminaux s’appuie implicitement sur une hypothése d’homologie portant sur la voie de
biosynthése de ce métabolite.

Les métabolites secondaires présents chez les Ranunculales sont de petites molécules
issues de voies métaboliques assez complexes faisant intervenir de nombreux genes. La
voie de biosynthese des alcaloides benzylisoquinoléiques est partiellement élucidée
(Dastmalchi et al. 2018) et est reproduite dans la Figure 5. Sa complexité rend difficile a
imaginer qu’elle puisse apparaitre en entier plusieurs fois. En effet, il semble plus
parcimonieux de faire ’hypothese que deux composés 1égerement différents viennent
d’une seule voie de biosynthese (donc d’'un ensemble de genes orthologues) héritée d'un
ancétre commun contenant des modifications de certaines enzymes (donc des mutations
génétiques) plutot que de faire I'hypothese que deux composés proches viennent de deux
voies de biosyntheses completement indépendantes (donc de deux ensembles de genes
différents codant pour des enzymes différentes). Cet argumentaire est résumé par
Gershenzon (1983, traduction libre) :

« Des composés qui nécessitent plus d’étapes biosynthétiques, ou qui sont faits a
partir de précurseurs inhabituels, devraient étre plus rares et ainsi il devrait y avoir
moins de risque de convergence évolutive produisant la méme substance dans des

groupes taxonomiques largement éloignés. »

Cette supposition est d’ailleurs une explication évidente au résultat systématique
positif de tous les tests de signal phylogénétique. Que des caractéres complexes
nécessitant I'intervention d’'un grand nombre de génes soient distribués selon un patron
indiquant au moins un héritage commun, sinon de la sélection, plutét qu’au hasard parait
évident. Une distribution au hasard d’un état de caractére dans la phylogénie indiquerait

que l'état de caractere apparait et disparait trés fréquemment, et donc qu’il peut étre
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réalisé facilement et sans doute de plusieurs maniéres. Les caracteres étudiés ici ne sont
a priori pas dans cette situation. Les résultats des indices D vont tout a fait dans ce sens.
Il est d’ailleurs attendu que D et I'indice de rétention semblent corrélés et aillent dans le
méme sens (mais cela n’a pas encore été réellement testé). L'indice de rétention est
également le degré de « clustering » des états de caracteres dans la phylogénie, bien que
de fagon plus stricte et sans modele d’évolution. Cette corrélation était attendue et c’estla

raison pour laquelle les indices de rétention ont été calculés en premier lieu.

Les éventuels probléemes que pourraient poser les duplications de génomes et la
paralogie dans la formulation des hypotheses d’homologie et I'élucidation des voies de
biosynthéses n'ont pas été discutés, a notre connaissance, a propos des métabolites
secondaires qui nous intéressent ici. Il serait pertinent de creuser le probléme puisqu’une
duplication compléte du génome a été postulée chez I'ancétre des Ranunculales (Pabdn-
Mora et al. 2013). 1l existe néanmoins une grande littérature sur le sujet qui pourrait étre
une source de pistes de réflexion (revue de la littérature effectuée par exemple dans

Altenhoff and Dessimoz 2012).

Les exemples de réelles convergences, au sens ou des voies de biosyntheses non
homologues aboutissent a la production du méme composé secondaire sont assez rares.
Il en existe cependant quelques hypothéses sérieuses. Par exemple, I’Annonaceae
Fissistigma oldhamii produit des morphinanes (Gao et al. 2001). Dans ce cas, I'éloignement
phylogénétique avec le genre Papaver rend tres irréaliste I'hypothése que la voie de
biosynthése existe mais ne soit pas exprimée chez toutes les plantes descendant de
I'ancétre commun le plus récent de ces deux taxons (ce qui représenterait toutes les
plantes a fleurs sauf les Amborellales, Nymphaeales et Austrobaileyales). Un autre
exemple est la N,N-Dimethyltryptamine (DMT), un alcaloide psychotrope qui est un des
deux principes actifs de la boisson psychédélique traditionnelle d’Amérique du Sud
« ayahuasca ». Trois plantes sont indifféremment utilisées comme source de DMT dans
cette préparation, Psychotria viridis (Rubiaceae) au Brésil, au Pérou et en Equateur,
Diplopterys cabrerana (Malpighiaceae) en Equateur et en Colombie et Mimosa tenuiflora
(Fabaceae) au Mexique et au Brésil (Riba 2003). Le dernier ancétre commun de ces trois
especes est le noeud des Pentapetalae. Il est ici aussi inconcevable qu’'une voie de
biosynthése ancestrale produisant un composé secondaire (qui plus est recherché par les
humains) ait disparu chez presque 200 000 especes et se soit maintenue uniquement chez
trois espéces. La biosynthese de la DMT est donc tres probablement un exemple réel de

convergence. Gershenzon and Mabry (1983) donne d’autres exemples similaires.
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Enfin, la comparaison avec ce qui a été fait chez les animaux est risquée. La majorité
des toxines animales étant de nature peptidique, les hypothéses d’homologies sont bien
plus faciles a justifier lorsqu’il « suffit » d’aligner des séquences d’acides aminés (méme si
tout le travail de recherche et de caractérisation de ces toxines est ardu). Par exemple, le
groupe des Conoidea (Mollusca) a bien été étudié a cet égard (Puillandre 2018).

Il convient donc d’étre tres prudent dans linterprétation des résultats lorsqu’ils
indiquent des apparitions multiples ou la perte de certains métabolites. Dans le cas du
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Figure 5 : Vue d’ensemble du réseau connu de la biosynthese des alclaloides benzylisoquinoléiques. La
voie centrale produit l'intermédiaire majeur (S)-reticuline (boite grise) a partir duquel plusieurs voies
divergent pour produire les composés finaux (boites blanches). Depuis Dasmatchi et al. (2017.
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couple ranunculine-protoanémonine, les analyses bayésiennes, qui integrent plus de
sources d’incertitude vont d’ailleurs plutdt dans le sens d’'une présence ancestrale 1a ou la
parcimonie indique des apparitions multiples ; ou au moins dans le sens d'une grande
incertitude dans les cas des ABI Aporphines et des ABI Protoberbérines. A part chez les
Delphinieae ou I'apparition des DT Aconitines est reconstruite comme une
synapomorphie de facon trés soutenue, tous les résultats nous paraissent trop

surprenants® ou trop incertains pour étre interprétés tel quels.

Les questions de I'absence et de 'homologie peuvent alternativement étre considérées
sous l'angle de la phylogénie comme outil prédictif de la distribution taxonomique de
composés secondaires. Et si les voies de biosyntheéses apparaissaient bien, au plus tard,
chez le dernier ancétre commun de tous les taxons produisant les métabolites
secondaires ? Et s’il suffisait d’aller chercher ces substances dans les « taxons a trous » de
la phylogénie pour les trouver ? Cette stratégie s’est déja révélée pertinente a des petites
échelles taxonomiques, ou les hypotheses d’homologies et d’héritage des voies de
biosynthése ne pose pas de problemes, comme chez le quinquina jaune (Cinchona
calisaya, Rubiaceae). Cette espece produit en particulier de la quinine qui posséde des
propriétés antipaludiques d’intérét crucial, puisqu’elle est présente sur la liste des
médicaments essentiels de 'Organisation Mondiale de la Santé. Ici la phylogénie permet
de prédire les quantités de quinine produites par différentes variétés de quinquina
(Maldonado and Miralto 1982). A I'échelle taxonomique du genre, cette approche
fonctionne aussi, d’ailleurs en employant directement les propriétés médicinales a la
place de la présence ou de I'absence des composés secondaires, comme cela a été montré
dans le genre Euphorbia (Ernst et al. 2016). Enfin, il semble que la phylogénie permette
de prédire la présence de composés et de propriétés médicinales a I'échelle de toutes les
angiospermes. Ainsi, Halse-Gramkow et al. (2016) ont compilé un jeu de données sur les
propriétés psychoactives de 500 genres de plantes a fleurs et I'ont optimisé sur une
phylogénie exhaustive des genres d’angiospermes. Ici aussi, les propriétés psychotropes
des plantes ne sont pas distribuées de fagon aléatoire dans la phylogénie. Une méthode
dite des « nceuds chauds » a été employée et permet de détecter dans quels cladesily ale
plus de chances de trouver des espéces psychoactives pas encore étudiées. Ils pointent
alors vers une dizaine de clades dans lesquels chercher en priorité de nouveaux
médicaments (dont les Papaveraceae, les Ranunculaceae et les Berberidaceae). Le réve de
De Candolle, selon lequel la systématique botanique pourrait un jour aider ’humanité en

guidant la médecine, parait désormais accessible.

5 Selon la célébre citation de Carl Sagan : « Des affirmations extraordinaires nécessitent des preuves
extraordinaires. »
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COMPARAISON AVEC LA LITTERATURE PRECEDENTE

Ici ne seront discutées que les études portant sur I'évolution des métabolites
secondaires dans un cadre phylogénétique, a I'’exclusion, donc, des chimiotaxonomies de

la seconde moitié du XXe siecle.

La corrélation entre la phylogénie et les constituent chimiques des Ranunculaceae a
déja été étudiée, malheureusement dans des articles rédigés en mandarin qu’il a été
impossible d’obtenir et de faire traduire a temps ici (Xiao 1980; Peng et al. 2006). Le
résumé de la seconde étude indique que la distribution des métabolites secondaires de
Ranunculaceae est en accord avec la classification de (Tamura 1993) mais sans indiquer

quelles molécules caractérisent quels taxons.

La ranunculine a précédemment été proposée comme une synapomorphie de la seule
tribu des Ranunculeae seulement (Wang et al. 2009). Notre jeu de données montre qu’elle
est présente dans plus de taxons. Cela peut s’expliquer par le fait d’avoir codé seulement
la ranunculine et pas également la protoanémonine. Il se trouve que la ranunculine est le
précurseur de la protoanémonine et que la réaction transformant la premiére en la
seconde se produit extrémement rapidement lorsque les plantes sont abimées (la
ranunculine est stockée dans les vacuoles pour éviter I’auto-toxicité). La ranunculine peut
étre indétectable au moment ou I'analyse est faite parce qu’elle s’est totalement convertie
en protoanémonine (Benn and Yelland 1968). L’étude de Wang propose une origine des
alcaloides benzylisoquinoléiques au nceud [Menispermaceae + Berberidaceae +

Ranunculaceae], ce qui est en accord avec nos résultats pour les ABI Aporphines.

Le couple ranunculine-protoanémonine est retrouvé ici dans deux clades
supplémentaires par rapport a I'étude de Zhai et al. (2019) : la tribu des Adonideae et le
genre Caltha. 1l se peut donc que ce caractere soit une synapomorphie d’un nceud plus
profond que ce qui est envisagé par leur étude. Les auteurs suggerent également que
I'absence d’alcaloides benzylisoquinoléiques est caractéristique du clade formé par les
[Cimicifugeae + Callianthemeae + Ranunculeae + Anemoneae]. C’est en contradiction avec
les résultats présentés ici, puisque ce type d’alcaloides a été observé dans ce clade selon

les sources ayant servi a construire notre jeu de données.

Les morphinanes comme autapomorphie du genre Papaver sont absolument sans
surprises, comme déja discuté par Lane et al. (2018). Le genre est cependant représenté
par trois taxons terminaux dans leur étude contre un seul ici, ce qui rend difficile

'interprétation de nos résultats en regard de I’étude de Lane.
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REMARQUES GENERALES SUR LA TOXICITE

Il convient ici d’attirer I'attention sur le fait que la toxicité d’'une substance pour
I’homme ou telle qu’utilisée par I'homme n’indique pas nécessairement que la substance
en question soit toxique pour les prédateurs naturels de la plante qui la produit. Un bon
exemple est celui des curares produits par les Menispermaceae, substances paralysantes
utilisées pour empoisonner les pointes de fleches (Neuwinger 1998). Ces molécules
traversent tres mal la paroi digestive des mammiféres et donc ont un effet toxique
seulement quand elles pénétrent dans le systeme circulatoire (Kupchan et al. 1961). Il est
inutile dans ce cas de proposer des hypothéses adaptatives sur la production de ces
meétabolites secondaires comme composés toxiques puisque leur toxicité n’a en pratique
pas d’effets dans la nature hormis sur I'étre humain. Il est donc important dans cette
optique de s’intéresser a la toxicité des composés secondaires pour les prédateurs des
plantes d’intérét, et pas seulement a leur toxicité sur 'homme ou sur des rats de

laboratoire.

La seule remarque sur les saponines qui sera faite ici est qu’elles semblent étre des
insecticides de faible spécificité et faible toxicité (Chaieb 2010). Cela permet de postuler
qu’elles ne conferent pas d’avantages évolutifs drastiques et donc subissent peu de
pression de sélection, ce qui expliquerait leur distribution brownienne dans la phylogénie.

Il a été montré que I'herbivorie chez les insectes est corrélée a une forte augmentation
de leurs taux de diversification (Wiens 2003). Si la consommation de végétaux, par
rapport a d’autres régimes alimentaires, confere aux insectes un avantage sélectif
important, alors la pression de sélection sur les moyens de défense des plantes sera

d’autant plus grande.

Certaines classes de composés secondaires n'ont pas été étudiées ici, par manque de
données, d’hypothéses chimiotaxonomiques ou de littérature. Il serait intéressant de les

ajouter (voir Annexe 5).

CAS PARTICULIER DES MORPHINANES

Avec le jeu de données construit ici, les morphinanes apparaissent comme une
autapomorphie du genre Papaver, ce qui est cohérent avec la littérature (Lane et al. 2018
et les références a l'intérieur). Ce genre comprend environ 70 especes, ce qui en fait le
genre le plus diversifié des Papaveroideae (Kadereit 1997). Les morphinanes sont des
composés dont les propriétés narcotiques et addictives existent chez d’autres animaux
que les humains, par exemple chez les poissons-zebres (Bretaud et al. 2007), chez des
criquets (Zabala and Gémez 1991), chez les escargots petit-gris (Burrowes et al. 1983) et

chez la « crevette-mante » (Maldonado and Miralto 1982). Etil y a des cas documentés de
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perruches ravageant des champs de pavots a opium en Inde®. La question de savoir si les
propriétés narcotiques de ces substances présentent un avantage évolutif quelconque
pour ces plantes est assez évidente. Dans les expérimentations animales citées plus haut,
la morphine a pour premier effet de ralentir le temps de réaction et I'activité des individus.
Ce pourrait donc étre utile pour ralentir la consommation de la plante par un herbivore
et les morphinanes seraient donc bien des molécules de défense. Cependant, si les graines
de pavots étaient aussi dispersées par des animaux, alors il se pourrait que les
morphinanes aient été sélectionnés non pas (ou également) comme agents protecteurs de
la plante mais comme attracteurs des animaux effectuant la dispersion. Des expériences
dans des souffleries ont montré que les espéces de pavot n’avaient pas toujours les graines
dispersées par le vent avec la méme efficacité, méme s’il s’agit du mécanisme de
dispersion principal connu (Kadereit and Leins 1988). Il a été montré que des graines de
pavots pouvaient étre dispersées par des lapins, dans une situation ou les deux espéces
sont invasives aux iles Robinson, au Chili (Fernandez and Saiz 2006).

D’autres cas de production de substances psychotropes et addictives par les plantes
qui améliorent la pollinisation ou la dispersion ont été décrits. Par exemple, la caféine
présente dans le nectar des fleurs de Rubiaceae a un effet psychotrope positif sur les
hyménopteres en termes de pollinisation (Thomson et al. 2015). Il est aussi décrit chez le
genre d’orchidée Epipactis que la présence d’éthanol dans le nectar, produit par des
microorganismes symbiotiques, réduit les réflexes de nettoyage des hyménopteres qui
ont donc tendance a laisser les pollinies collées a leurs corps plus longtemps (Ehlers and
Olesen 1997).

NECTAR ET POLLEN TOXIQUES

Une situation tres curieuse se produit dans les Ranunculaceae ou existe des d’especes
dont le pollen et le nectar sont toxiques. Cela semble completement contre-intuitif
d’empoisonner les potentiels pollinisateurs. Les quelques études sur le sujet offrent des
pistes de réflexion intéressantes. Ce phénomene a stupéfait les botanistes depuis sa
découverte, et ceux-ci ont proposé un grand nombre d’hypothéses adaptatives pour
expliquer ce phénomene (revue dans Adler, 2000)). Or, aucune étude de fitness n’a été
effectuée chez des fleurs produisant du nectar toxique et il est tout a fait possible que les
toxines se retrouvent dans le nectar pour des raisons contingentes, comme par exemple
le fait d’étre plutét transportées par le phloeme, qui sert aussi a transporter les sucres

vers les nectaires.

Dans le genre Ranunculus, il a été montré que le pollen contient des concentrations de

ranunculine qui sont toxiques pour les larves d’espceces d’insectes tres généralistes qui

6 VICE, 28/02/2019, Opium-Addicted Parrots Keep Raiding Poppy Farms in India
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pondraient dans la fleur et qu’en revanche les concentrations de ranunculine seraient
tolérables pour les larves d’insectes spécialisés dans la pollinisation de ces fleurs (Sedivy
et al. 2012). La toxicité du pollen serait donc une maniere pour la plante de sélectionner
et de favoriser la spécialisation de ses pollinisateurs.

Dans les genres Aconitum et Delpinium, le nectar est toxique en plus du pollen. De plus,
les DT Aconitines produites par ces plantes sont autrement plus toxiques que la
protoanémonine des Ranunculus (voir section suivante). Malgré les précautions d’Adler
(2000), il est difficile d'imaginer que la tribu la plus diversifiée des Ranunculaceae
(environ 700/2500 espeéces, Jabbour, Louis P. Ronse De Craene, et al. 2009) puisse étre
porteuse d'un grand désavantage sélectif. Chez Delphinium, le nectar est logé au fond
d’éperons accessibles uniquement par certains pollinisateurs (hyménopteres, colibris).
Ce nectar, bien que toxique, 'est considérablement moins que le pollen. En plus de la
sélection par l'accessibilité au nectar, il est possible que ces plantes sélectionnent
également des pollinisateurs spécialistes en protégeant leur pollen de pollinisateurs
généralistes et en récompensant leurs pollinisateurs spécialistes avec du nectar moins
toxique (Irwin, 2014). Dans le genre Aconitum, il a été observé que la concentration en
toxines du nectar était trop basse pour affecter les pollinisateurs spécialistes, des
bourdons a longue langue, mais suffisamment haute pour affecter des « voleurs » de
nectar, des bourdons a langue courte qui accédent au nectar par l'arriere des fleurs et ne
participent donc pas a la pollinisation. Les fleurs ici aussi favoriseraient la sélection de
pollinisateurs résistants a leurs toxines (Barlow et al. 2017). Un cas plus extréme a
d’ailleurs été décrit chez I'espece Aconitum septentrionale, ou les toxines présentes dans
le nectar se retrouvaient dans des concentrations suffisantes pour étre 1étales envers les
abeilles domestiques. Cette espéece est tres visitée par un bourdon spécialiste, Bombus
consobrinus. Les toxines se retrouvent ensuite en grandes concentrations dans le
pollinisateur lui-méme, qui devient donc toxique pour ses éventuels prédateurs. Dans ce
cas, la production de nectar toxique procure a la plante un pollinisateur fidele puisque lui-
méme tire un bénéfice de la spécialisation (GOSSELIN et al. 2013).

La question de l'utilité ou non n’est toujours pas tranchée et continue a fasciner des

chercheurs (Stevenson et al. 2017).

ECOLOGIE EVOLUTIVE DES COMPOSES TRES TOXIQUES

En plus de l'intrigante question du pollen et du nectar toxique, les Delphinieae ont aussi
la particularité de produire des composés secondaires extrémement toxiques agissant sur
les canaux sodiques voltage-dépendants, ce qui lui confére une activité sur le systéme

nerveux central de tous les métazoaires en inhibant la recapture de la noradrénaline et en
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dépolarisant de facon extréme les neurones présents dans les zones responsables de
I'épilepsie (Ameri 1998).

Il semble également que, selon nos résultats, toutes les autres substances toxiques
arrétent d’étre produites au nceud ou les DT Aconitines sont apparues. Il faut bien str
garder en téte les problémes liés au codage de I'absence dans notre jeu de données, mais
il s’agit d’'un des groupes les mieux étudiés et ou les alcaloides benzylisoquinoléiques de
tous les types ont été activement recherchés. Il pourrait simplement s’agir d’'un probléme
de colt pour la plante. En effet, et en termes barbares, a quoi bon synthétiser des
composés vaguement irritants comme la ranunculine lorsque l'on peut faire des
substances mortelles ? Cela semble aller avec la vision «course aux armements »

proposées par Cronquist (1977).

L’hypothése d’'un possible avantage évolutif conféré par les DT Aconitines aux
membres des Delphinieae pourrait expliquer qu’elles représentent un quart de la
diversité spécifique des Ranunculaceae (Jabbour, Louis P. Ronse De Craene, et al. 2009).
Cependant il faut aussi rappeler qu’il s’agit des seules espéces a avoir des fleurs
zygomorphes dans toute la famille, ce qui pourrait également leur conférer un avantage

important.

Les perspectives immédiates de ce travail sont sa publication dans une revue a comité
de lecture. Une partie des obstacles et difficultés discutés ici paraissent pouvoir étre

améliorés de fagon réaliste et dans un temps raisonnable en vue de la publication.

L’échantillonnage devrait étre repensé pour y inclure les genres pour lesquels des
données phytochimiques ont été trouvées et qui n’étaient pas inclus dans l'alignement
moléculaire utilisé ici, si de nouvelles séquences sont publiées. Il faut néanmoins veiller a
ce que la représentation taxonomique soit proportionnelle a la diversité totale, méme s'il
semble illusoire pour le moment de passer a une approche exemplaire. Cela demandera
de refaire la reconstruction phylogénétique en gardant la méme méthode et la méme
contrainte. Il semble également nécessaire de redéfinir les groupes externes, en incluant
notamment plus de Magnoliidae et en choisissant des représentants des autres grandes

lignées d’angiospermes pour lesquelles il existe des données phytochimiques.

Regrouper tous les alcaloides benzylisoquinoléiques en un seul caractére permettrait
de regarder I’évolution de cette voie de biosynthese dans son ensemble, puisqu’au moins

le début semble étre homologue chez toutes les espéces (Dastmalchi et al. 2018).

Il serait possible d’utiliser la méthode de « Stochastic character mapping »

(Huelsenbeck et al. 2003) pour évaluer les nombres de pertes et de gains de chaque
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caractere selon des modeles d’évolutions probabilistes. La comparaison avec les
optimisations avec la méthode de parcimonie pourrait s’avérer intéressante en indiquant

notamment s’il existe un impact important des longueurs de branches sur les résultats.

Il serait intéressant de créer un caractére formalisant non plus la présence ou non de
métabolites secondaires, mais leur diversité dans les différents terminaux. Etre capable
de produire plusieurs toxines différentes est probablement avantageux en soi, puisque
cela demanderait aux potentiels prédateurs de s’adapter a plusieurs toxines pour pouvoir
attaquer ou consommer la plante. Méme si une résistance a une des toxines apparait, les
autres continuent encore de protéger la plante tant que les toxines ont des cibles
différentes chez le prédateur. La formalisation et le codage de ce caractere demanderait
une réflexion autour des questions suivantes : plusieurs alcaloides de types aconitines
constituent-ils « de la diversité » lorsqu’ils ont le méme canal ionique pour cible ? Est-ce

que deux saponines différentes ont le méme poids que deux aporphines ?

Enfin, 'hypothese d’une corrélation avec le port serait facile a tester. En effet, peut-étre
que les plantes herbacées bénéficient plus de la synthése de toxines que les plantes
ligneuses, plus difficiles a brouter ? Les données de ce caractere sont facilement
trouvables dans n’importe quelle flore. Plusieurs tests de corrélations tenant compte de
la phylogénie et pour des caractéres discrets pourraient étre employés, allant de tests
assez simples comme celui de Pagel (Pagel 1999) a des tests plus sophistiqués comme le
test de corrélation par « reversible jump Monte Carlo Markov Chains » (Pagel and Meade
2006). Le caractére épineux des plantes (rencontré chez les Berberidaceae) serait

également intéressant a confronter avec la diversité des toxines.

Quant a la question de 'absence, a défaut de pouvoir améliorer le jeu de données, il
serait possible de comparer pour certaines ou toutes ces analyses la stratégie de codage
employée ici a un codage beaucoup plus conservateur privilégiant les données

manquantes.

Le probleme de la mise en évidence de I'absence pourrait étre envisagé avec des
approches « -omics » en allant chercher non plus les composés mais les genes codant les
enzymes des voies de biosyntheses ou les ARN messagers de ces génes dans des jeux de
données génomiques ou transcriptomiques. Ces méthodes ont été récemment
synthétisées par (Kroymann 2011). Une vingtaine de transcriptomes de Ranunculales
sont publiés (Lane et al. 2018) ou en cours de production dans le cadre d’études evo-devo
d’évolution florale. IIs pourraient servir de données de départ a une étude pilote explorant

ces approches.
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Par ailleurs et comme déja discuté, au moins certains des caracteres étudiés présentent
possiblement un avantage évolutif important. Il serait intéressant de creuser cette piste
en employant des méthodes qui visent a approcher et étudier I'adaptation de fagon plus
précise et théoriquement plus solides que le travail présenté ici, qui n’est que le point de
départ des réponses a ces questions. Des méthodes cherchant des corrélations entre
'apparition d’états de caractéres et des variations de taux de diversification seraient ici
trés intéressantes, en particulier BiSSE (Maddison et al. 2007) et BAMM (Rabosky 2013).
Malheureusement, la plupart de ces méthodes nécessitent des jeux de données tres
complets, aussi bien en termes de quantité de données manquantes qu’en termes de
pourcentage des espéces échantillonnées (Rabosky and Goldberg 2015; Maddison and
FitzJohn 2015). Il parait donc difficile de les employer sur ce jeu de données tant que la
question de l'absence n’est pas plus avancée. Par ailleurs il n’existe pas de cadre
phylogénétique daté des Ranunculales qui permettent une bonne estimation des taux de

diversification.

Enfin, toutes les études sur I'herbivorie, la prédation, la pollinisation, en général sur
’écologie en milieu naturel de ces plantes enrichissent considérablement la discussion
sur I'évolution des métabolites secondaires et leur réle dans I’évolution des plantes. Des
expérimentations contrélées pourraient aussi apporter de précieuses données (par

exemple, en cultivant des especes alpines sur des sols enrichis en azote).

CONCLUSION

Cette étude a demandé la mise en place d’une stratégie originale (le literature mining)
et la maitrise d’outils de plusieurs champs disciplinaires pour naviguer dans I'océan de
données disponibles sur la phytochimie des plantes. Elle a également de réfléchir a des
questions fondamentales pour les analyses basées sur les phylogénies sous un angle

nouveau, comme celle de I'absence et de I'homologie.

Il apparait que les différentes catégories de toxines étudiées ici présentent des patrons
de distribution variés. Les saponines auraient évolué selon un modele d’héritage pur et
donc apparaitre et disparaitre de fagon répétée et due uniquement aux temps longs. Le
couple ranunculine-protoanémonine ne se trouve que dans les Core Ranunculaceae et
serait une synapomorphie de ce clade s’il s’avérait que I'absence est artificielle dans ce
clade. Les ABI Aporphines et Protoberbérines seraient apparus puis disparus plusieurs
fois tandis que les ABI Morphinanes sont une autapomorphie du genre Papaver. Enfin, les
DT Aconitines sont sans équivoque une synapomorphie de la tribu des Delphinieae, dans

les Ranunculaceae. Les différents types de toxines sont donc porteurs d'un signal
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phylogénétique variable et ne représentent donc pas tous de bons caracteres
taxonomiques.

La question du codage de 'absence est cruciale et il est fort probable que le jeu de
données assemblé ici soit incomplet, au sens ou des données solides sur I'absence font
défaut pour beaucoup de taxons. Or, si I’absence est artificiellement élevée dans le jeu de
données, le degré d’homoplasie le sera aussi en conséquence, alors que la littérature va
plutot dans le sens d’'une homologie des voies de biosynthése. Quelques pistes sont
envisagées pour minimiser ce probléme mais il restera sans doute présent dans un futur
proche. Des approches génétiques permettraient peut-étre de le résoudre, mais a grand
frais.

L’utilité écologique de ces toxines est également variable d’'une catégorie a une autre.
Il est tout a fait possible que certains alcaloides et que les ranunculines-protoanémonines
aient conféré et conferent encore aux plantes qui les produisent un avantage évolutif. Les
DT Aconitines posent des questions d’écologie évolutives passionnantes, d’autant plus
qu’aucune hypothése adaptative pour expliquer leur puissance ne se dégage des autres.

La phytochimie et la pharmacognosie sont des sources immenses de savoir sur les
plantes. Les approches phylogénétiques permettront peut-étre d’intégrer ce savoir aux
connaissances sur I'histoire naturelle des taxons.
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DISCUSSION

FLEURS ET TOXINES, MEMES QUESTIONS ¢

REMARQUES METHODOLOGIQUES

Il ressort des deux études présentées ici que I'emploi de méthodes comme les
inférences bayésiennes, qui évaluent intrinsequement le degré d’incertitude sur les
résultats permet de grandement nuancer les résultats de méthodes plus simples et plus
directes, comme la méthode de parcimonie. Cela permet de nuancer dans les deux sens :
quand la parcimonie donne des résultats ambigus, les inférences bayésiennes peuvent
faire pencher la balance pour un état de caractere ou un autre et donc pointer vers quels
arguments permettraient de discuter de cette incertitude. Il y des exemples de cette
situation dans le chapitre I. A I'inverse, des situations ot les résultats en parcimonie ne
sont pas ambigus mais ou les inférences bayésiennes produisent de grands intervalles de
confiances se produisent également, et la aussi I'évaluation de 'incertitude est utile. Au
chapitre I, 'exemple de la ranunculine-protoanémonine montre que, la ou la méthode de
parcimonie pousserait a conclure sans ambiguité a trois origines indépendantes de ce
couple de substances chez les Core Ranunculaceae, les inférences bayésiennes montrent
que le pattern n’est pas si clair, et qu’il se pourrait méme que ces composés secondaires
aient ancestralement existé a ce nceud. Ici il s’agit du fait que les inférences bayésiennes,
grace aux chaines de Markov, ont un calcul du degré d'incertitude fondamentalement
intégré aux analyses, dans le calcul-méme des probabilités postérieures. C’est-a-dire que
’évaluation de l'incertitude fait intégralement partie de ’analyse et ne nécessite pas de

méthodes de ré-échantillonnage, par exemple. Les méthodes de ré-échantillonnage
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(comme le bootstrap et le jackknife) peuvent se révéler utile mais leur applicabilité
statistique dépend en théorie de criteres qui ne sont jamais évalués en pratique
(Felsenstein 1985). Par ailleurs, la méthode de parcimonie s’appuie sur une philosophie
qui rend [l'utilisation de ces méthodes combinées avec elle un peu étrange
épistémologiquement, puisqu’elle se donne pour objectif révéler la ou les situations
optimales. Appliquer une philosophie fréquentiste a cette méthode est un saut
épistémologique dont il est important d’avoir conscience.

Un autre avantage des inférences bayésiennes est I'intégration de multiples sources
d’incertitude dans les analyses elles-mémes (ce qui affine évidemment I'évaluation de
I'incertitude sur les résultats). Si un échantillon d’arbres représentatifs des résultats d'une
analyse de reconstruction est fourni, qui donc résume l'incertitude sur la topologie et les
longueurs des branches, I'analyse va intégrer cette incertitude aux calculs des probabilités
postérieures. En effet, les chalnes de Markov vont fréquenter les topologies
proportionnellement a leur probabilité postérieures a elles (Pagel et al. 2004). La
meéthode, plus sophistiquée, de rjMCMC, integre également l'incertitude sur quel modeéle
a le meilleur ajustement en parcourant I'espace des modeéles lors de 'analyse. Sachant
que, pour un caractere a quatre états, il existe 27 644 437 modeles possibles, il est
inenvisageable de sélectionner le meilleur modeéle en les évaluant tous et que, bien
souvent, le modéle qui s’ajusterait le mieux n’est pas un de ceux que 'on aurait pensé a
tester (Pagel et al. 2004). De plus, les différences d’ajustement entre des modeles
similaires se jouent dans un mouchoir de poche. Le rjMCMC répond bien a ces problemes

et nous parait donc étre une méthode de reconstructions des états ancestraux puissante.

Il nous apparait cependant que la reconstruction avec la méthode de parcimonie est
une étape cruciale de ce type d’études. D’abord parce que le principe philosophie sous-
jacent est transparent et est celui qui gouverne la science en général : le rasoir d’Ockham.
C’est-a-dire que le scénario qu’elle proposera sera a priori toujours le plus simple. Malgré
qu’il puisse y avoir des arguments contre le scénario le plus simples dans des cas précis
(comme par exemple, que cela supposerait l'apparition convergente de voies de
biosynthéses tres complexes), c’est une question de souscription au principe du rasoir
d’Ockham que de commencer par le regarder et le commenter. Ensuite, I'utilisation de
méthodes plus compliquées et moins parcimonieuses est justifiée des lors qu'il existe des
raisons de penser que le scénario d’évolution le plus parcimonieux n’est pas réaliste, et
c’est le cas, par exemple, lorsque les variations de longueurs des branches sont grandes,
lorsque les traits considérés reposent sur de la machinerie génétique lourde, ou qu'’il
existe des doutes sur les hypotheses d’homologie de départ. Elle présente également des
avantages pratiques, comme d’étre tres légere en termes de puissance de calcul et est tres

facile a visualiser.
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Enfin, ces deux méthodes paraissent ici empiriquement tres complémentaires puisque
ce n’est pas toujours la méme qui nuancera l'autre. L’objectif ici a été de discuter les
résultats de ces analyses dans le cadre des connaissances actuelles dans d’autres
disciplines, en evo-devo, en phytochimie, en écologie, et 'emploi de deux méthodes aussi
complémentaires nous a semblé étre une bonne aide pour critiquer, discuter et nuancer

nos résultats.

Ce travail s’est intéressé a des caracteres pour lesquels il est connu que la génétique
sous-jacente est complexe et pour lesquels le lien phénotype-génotype ne dépend pas que
d'un seul géne. A titre dexemple, la voie de biosynthése des alcaloides
benzylisoquinoléiques en Figure 5 du chapitre II est édifiante, puisqu’elle montre qu’au
moins neuf enzymes sont nécessaires pour produire de la morphine, et donc qu’environ
autant de génes sont impliqués. L’homologie, au sens ou sont homologues des structures
produites par les mémes genes, qui eux ont été hérités de I'ancétre commun, est donc une
question bien plus complexe que simplement le partage d’'un phénotype semblable. La
méthode de parcimonie ne permet que d’indiquer si les hypothéses d’homologies faites
lors du codage des états sont raisonnables sachant le jeu de données, et il faut apporter
toutes les connaissances possibles concernant les caracteéres étudiés pour pouvoir

discuter de la question de 'homologie.

Dans les deux chapitres, des résultats de parcimonie ont pointé vers des apparitions
multiples (et donc de I'homoplasie) de structures hautement similaires et d’'une
complexité qui rend difficile a accepter I'idée de simple convergence. C’était '’hypothése
morphologique traditionnelle pour les pétales de Ranunculaceae, et c’est ce qu’indique la
parcimonie pour plusieurs des toxines étudiées ici. Dans ces situations la modération
apportée par le rjMCMC est bienvenue. Une meilleure mise en évidence de la perte ou de
I'absence aiderait sans doutes a faire avancer ce probleme, mais il est possible qu’il soit
en partie intrinséque dans ce groupe, notamment a cause du supposé « Incomplete lineage
sorting » suggéré par Lane et al. (2018). La paralogie créée par des duplications de genes,
voir du génome, dans les genes responsable des phénotypes étudiés ici trouble la question
de savoir si deux phénotypes semblables sont homologues ou pas. Une meilleure
compréhension des bases génétiques de phénotypes aussi complexes est donc cruciale, et
chaque nouvelle étude d’evo-devo ou de génétique comparée (pour les toxines) apporte
des données précieuses. Pour couronner le tout, des changements de niveaux de
polyploidie qui peuvent se produire (Klatt et al. 2018) ajoutent certainement une couche

de complexité difficile a étudier et a gérer.

Malgré que les deux études soient semblables dans leurs méthodes et dans leurs
questions, chacune a néanmoins des problemes particuliers. Aussi des pistes de réflexion

pour leurs améliorations distinctes sont succinctement discutées ici.
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Certains caracteres décisifs pour l'efficacité de la pollinisation, comme la symétrie, la
pétaloidie, la synorganisation, sont fortement contraints par le développement floral. La
phyllotaxie spirale empécherait notamment la fusion des organes (Endress 1987).
L’intégration de données de développement, comme la phyllotaxie a l'initiation des
organes, leur initiation simultanée ou successive ou la chronopause des pétales,
permettrait de mieux comprendre le champ morphologique des possibles pour ce taxon.
Par exemple, si la fusion des organes est tres difficile dans les Ranunculaceae a cause de
leur développement, chercher des raisons évolutives a sa quasi-absence n’est pas
pertinent. Des approches de morphospace pourraient également donner un cadre a ces
questions (Chartier et al. 2014). L’étude de la tératologie peut également fournir des
informations et donc des arguments intéressants pour discuter de I’évolution des
caractéres. La thése de Felipe Espinosa, soutenue le 29-05-2019, porte sur ce sujet
(Espinosa 2019).

Vula présence d'un signal phylogénétique dans les caracteres étudiés, il parait possible
de traiter les composés secondaires de la méme facon que les caractéres phénotypiques
traditionnels. D’autant plus qu’ils dépendent également de réseaux de génes complexes.
Les connaissances théoriques accumulées par l'evo-devo du développement floral
seraient peut-étre transférables a I'étude de 1’évolution des toxines. La disponibilité de
transcriptomes produits pour I'evo-devo florale permettrait peut-étre méme de creuser

cette piste sans engager de frais de séquencage.

CREUSER L' ADAPTATION

La problématique de cette these était de révéler le pattern d’évolution de caracteres
pour lesquels des hypotheses adaptatives semblent évidentes ou ont déja été proposées.
C’est-a-dire de chercher dans les patrons d’évolution si certains se prétent a des
hypotheses sur les processus, ici les processus adaptatifs. Il en ressort que, dans certains
cas, 'évolution reconstruite rend inutile ou hasardeuses ces hypotheses. L’évolution
simplement brownienne des saponines en est un exemple. Dans d’autres cas, le pattern
reconstruit déplace dans la phylogénie ces hypotheses adaptatives. Par exemple la
trimérie qui pourrait étre ancestrale au eudicotylédones et aux monocotylédones
ensemble. Il est aussi arrivé que les résultats inversent I’état de caractere sur lequel des

hypotheses adaptatives se posent. C’est le cas de la sépaloidie par exemple. Dans un cadre
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de pensée ou elle était plésiomorphe chez les Ranunculales, c’est la perte de cette
sépaloidie qui posait question. Or, dans nos reconstructions, elle est en fait dérivée dans
deux familles (les Papaveraceae et les Menispermaceae), et c’est donc sur cet état et a ces
nceuds que la question de I'adaptation devient pertinente.

L’hypothese d'un potentiel avantage évolutif conféré par des états de caracteres
apparaissant a des nceuds dont descendent peu d’especes est moins défendable. C'est le
cas, par exemple, de la perte du périanthe des Eupteleaceae, qui n’'ont que deux especes
et une aire de répartition restreinte, ou de la monoécie des Lardizabalaceae, qui n’en

contiennent qu'une quarantaine.

Enfin, parmi tous les traits étudiés, ceux qui paraissent étre les meilleurs candidats
comme adaptations potentielles sont ceux qui apparaissent a des nceuds qui contiennent
beaucoup d’espéeces et pour lesquels il est possible d’argumenter en quoi ils seraient

avantageux. Les cing caracteres qui remplissent le mieux ces criteres sont :

B La zygomorphie, qui apparait chez les Fumarioideae (environ 600 espéces) et
chez les Delphinieae (environ 700 especes). Ce trait de nombreuses fois été
proposé comme une innovation-clef (Reyes et al. 2016).

B Les pétales modifiés en organes réservoirs de nectar, qui apparaissent
également chez les Fumarioideae et au nceud des Ranunculaceae historiques
(sans Hydrastis et Glaucidium). Ici, ces organes semblent s’étre spécialisés dans
une fonction de récompense des pollinisateurs, ce qui pourrait spécialiser le
pollinisateur en retour, ou, au moins, le « fidéliser ».

B Les éperons, qui apparaissent chez les Fumarioideae, et deux fois dans les
Ranunculaceae, chez Aquilegia et les Delphinieae. Ils ont d’ailleurs déja été
proposés comme « innovations-clef » chez Aquilegia (Hodges 1997).

B Le couple ranunculine-protoanémonine, s’il apparait au nceud des Core-
Ranunculaceae, comme les inférences bayésiennes le suggerent (et qu’il y a
donc des problemes d’absence artificielle dans nos données), permettrait une
défense contre les prédateurs chez un clade de 2500 especes. Il a notamment
été montré que ces composés secondaires protégent les Ranunculus contre les
insectes qui pondent dans leurs fleurs (Sedivy et al. 2012).

B Les alcaloides diterpéniques de type Aconitines, qui apparaissent chez les
Delphinieae, qui représentent a elles seules un quart de la diversité spécifique
des Ranunculalceae. La puissance de leurs toxines est intrigante et 'avantage
apporté par des substances aussi toxiques peu intuitif, mais, comme vu dans le
Chapitre I, il existe des hypothéses expliquant en quoi une telle toxicité serait

utile.
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Ce travail est centré sur deux catégories de caracteres riches et complexes, qui sont
souvent discriminants pour la taxonomie, et pour lesquels il existe des connaissances
depuis longtemps, notamment concernant leurs bases génétiques. La fleur et les toxines
sont, de plus, impliqués dans les relations qu’entretiennent les Ranunculales avec les
autres organismes de leurs écosystemes, par la pollinisation pour la fleur et la défense
contre 'herbivorie pour les toxines. Il s’agit donc de traits pour lesquels, s’il y a de
I'adaptation, la sélection naturelle se fait par la pression exercée par des facteurs
biotiques, ce peut amener a des situations de Reine Rouge (Van Valen, 1977). Le coté
« course aux armements» de l’évolution des toxines en est peut-étre un exemple
(Cronquist, 1981).

Les plantes sont tout autant soumises aux conditions abiotiques de leur milieu de vie
et il est donc possible que leur évolution soit tout autant conditionnée par celui-ci.
L’hypothése que les Ranunculaceae se seraient adaptées aux écosystémes de prairies
grace a I'évolution du port herbacé a été discutée par Wang (2016), il semble que
I’évolution de ce trait soit corrélée a la supposée radiation des Ranunculaceae il y a

environ 80 millions d’années.

Une autre hypotheése qui mériterait d’étre explorée est celle de la couleur des fleurs,
car il a été montré que les pigments jouent un réle important dans la protection contre les
ultra-violets (Stahl and Sies 2003), or beaucoup de Ranunculaceae et de Papaveraceae
vivent dans des climats alpins ou arctiques ou I’ensoleillement est une source possible de
contraintes pour les plantes. Le remarquable violet foncé des aconits alpines ternit
d’ailleurs quand elles sont plantées en plaine (observations personnelles entre le jardin
alpin du Jardin des plantes de Paris et du Jardin alpin du Lautaret). Ce caractere ayant
également un role dans la pollinisation, son étude se placerait a l'interface entre
'adaptation aux facteurs biotiques et abiotiques et poserait ainsi de nouvelles questions

passionnantes.

Ces dernieres remarques illustrent bien la facilité avec laquelle il est possible de
produire des hypotheses adaptatives. Or, et comme déja mentionné, il convient de se
méfier de la pensée adaptationniste (Gould and Lewontin 1979), puisqu’elle est
difficilement réfutable (Popper et al. 1988). En revanche, se restreindre de se poser ces
question ferme tout un champ de l'histoire naturelle, si 'on souscrit a une vision
darwinienne de I’évolution dans laquelle I'adaptation par les moyens de la sélection
naturelle est, au moins, un des moteurs de I’évolution et donc de la production de diversité
biologique. Par ailleurs, I'historicité de cette science fait qu’elle échappe fatalement aux
critéres de scientificité des sciences « achroniques » comme la physique ou la chimie

(Popper 1976). 1l est néanmoins possible de produire de la connaissance sur I'histoire
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naturelle en évaluant nos hypothéses avec des faisceaux de preuves et en les comparants
entre elles. C’est tout I'enjeu des études sur I'adaptation, et c’est pour cela que l'histoire
naturelle est parfois qualifiée « d’enquéte » (David and Taquet 2017). Deux grandes
sortes de méthodologies se sont données pour mission d’étudier cette questions : les
études écologiques portant sur la valeur sélective («fitness») et les méthodes
phylogénétiques comparatives (PCM).

Les études de fitness appartiennent plutét au champ disciplinaire de I'écologie et
sortent donc du cadre disciplinaire de ce travail, aussi, nous nous contenteront de dire
que de telles études apporteraient des informations précieuses. Il serait en effet crucial
de savoir si les plantes qui portent un des cinq caractéres supposément adaptatifs

mentionnés plus haut ont réellement, ou pas, une meilleure valeur sélective.

L’efficacité de la pollinisation chez des fleurs zygomorphes, a éperons ou a pétales
modifiés pourrait étre évaluée grace aux nombreuses formes tératologiques produites
par l'horticulture (Espinosa 2019). La nigelle, qui présente naturellement des individus
avec et sans pétales, serait également un bon candidat.

Chez les plantes au pollen et nectar toxique et/ou dont la toxicité est tres élevée, il a été
proposé a la fois des hypotheses d’adaptation et de mésadaptation. Seules des études sur
leur fitness réelle permettraient de trancher. Nous noterons que cette situation illustre
parfaitement que la pensée adaptationniste permet de justifier des hypotheses

inconciliables.

CORRELATIONS ENTRE TRAITS

Certains clades de Ranunculales sont porteurs de plusieurs traits pour lesquels une
hypothese adaptative parait raisonnable. C'est le cas des Fumarioideae et des Delphinieae.
Cela souligne le coté artificiel et simpliste de la démarche consistant a isoler un caractere

et a le discuter indépendamment des autres.

Il existe des méthodes de corrélations entre traits qui pourraient d’abord permettre de
savoir si des caracteres évoluent effectivement ensemble. Le rjMCMC peut étre employé
a cette fin (Pagel and Meade 2006). Cette méthode serait intéressante a employer sur la
zygomorphie et les éperons, la pétaloidie du périanthe externe et la présence d’organes
réservoirs de nectar. Dans nos résultats sur les toxines, il semble que certaines voies de

biosyntheses semblent s’exclure, ces méthodes permettraient également d’évaluer ceci.
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Il existe aussi des approches permettant d’étudier I'évolution de multiples caracteres
ensemble, ce qui serait sans doute pertinent ici (Meara et al. 2016).

DIVERSIFICATION

L’apparition d’un caractere porteur d'un avantage adaptatif, en donnant une meilleure
fitness aux plantes qui le possedent, favoriserait leur diversification. Or, il existe
maintenant des PCM permettant de reconstruire les patterns de diversification a partir
des phylogénies. L'utilisation de MEDUSA (Alfaro et al. 2009), par exemple, permettrait
de détecter des changements brutaux dans les taux de diversification chez les
Ranunculales. S'il y en a eu au cours de I'évolution de cet ordre et qu'ils se sont produits a
des nceuds ou sont apparus les caracteres potentiellement adaptatifs, ce serait un
argument intéressant en faveur de I'adaptation.

Certaines méthodes permettent de tester la corrélation entre les taux de
diversification et un caractere phénotypique. C’est le cas de BiSSE (Maddison et al. 2007)
et de BAMM (Rabosky 2013) et du plus récent package Rpanda (Morlon et al. 2016). Une
des raisons pour laquelle ces méthodes ne sont peut-étre pas employables ici est qu’elles
requierent un échantillonnage trés complet de la diversité spécifique. Elles ont en effet
tendance a étre développées sur des jeux de données exhaustifs et il est difficile d’évaluer
leur applicabilité a des échelles taxonomiques aussi grandes qu’un ordre. Ces méthodes
ont d’ailleurs été critiquées pour ces raisons (Rabosky and Goldberg 2015).

Une autre limite est que la plupart des méthodes qui seraient intéressantes utilisent
des chronogrammes, c’est-a-dire requierent que la phylogénie soient inscrite dans un
temps absolu. Or, il n’y a pas de phylogénie datée de |'ordre.

Il a été montré que 'identification taxonomique correcte d'un fossile servant a calibrer
une analyse de datation, et si possible son placement par une analyse phylogénétique, ont
une influence considérable sur les résultats d’études de datation, parfois méme plus
grande que le choix du fossile le plus ancien (Sauquet et al. 2012). L’étude de Magallon et
al. (2015) a retenu les sept fossiles de la section précédente comme étant suffisamment
bien identifiés pour calibrer une analyse de datation moléculaire. Les fossiles plus récents
mentionnés dans l'introduction seraient également de bons candidats comme points de

calibration pour les Ranunculales dans leur ensemble.

L’étude de Wang utilise Leefructus minus, parmi les fossiles mentionnés ci-dessus, ainsi
que deux autres fossiles dont 'identification est moins claire, et trouve une origine des
Ranunculaceae entre -115 et -105 millions d’années. Celle de Zhai et al. (2019), calibre
uniquement la racine des angiospermes et les eudicotylédones, donc n’a aucune
contraintes dans les Ranunculaceae. La disponibilité de plus de fossiles rend ce choix

discutable. Leur justification a d’ailleurs de quoi laisser perplexe : ils font littéralement
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appel au bon sens’ pour justifier que leurs ages trouvés avec moins de points de
calibration sont plus réalistes.

De plus, I'utilisation de chronogrammes repose sur I’hypothese que les taux d’évolution
morphologiques sont corrélés avec le temps absolu, ce qui n’est pas toujours réaliste. Il
est connu que certains taxons subissent des mutations plus fréquemment que d’autres, et
donc que les taux d’évolution moléculaires varient dans les arbres. L’utilisation de
phylogrammes au cours de cette these a d’abord été motivée par 'idée que I'évolution
morphologique serait plutot corrélée a I’évolution moléculaire qu’au temps absolu.
L’emploi de PCM permettant d’évaluer I'hétérogénéité des taux d’évolution
morphologique dans l'arbre (Beaulieu et al. 2013) serait pertinent ici, en ce qu’il
permettrait d’évaluer le caractere raisonnable de I'emploi de chronogrammes avant de

commencer des analyses sur la diversification.

Pour prolonger ce travail, il serait donc intéressant d’employer des PCM pour, dans
'ordre qui nous semble le plus logique : chercher de I'hétérogénéité des taux d’évolution
phénotypiques, dater la phylogénie, reconstruire les patrons de diversification et enfin de
chercher s'il existe des corrélations entre la diversification et I'’évolution phénotypique.

Enfin, il va presque sans dire que toute nouvelle donnée, toute nouvelle étude de la
morphologie, toute nouvelle séquence, toute nouvelle substance, qui permettrait de
compléter les jeux de données, est bienvenue dans les développements de ce travail.

7 “Third, our results are congruent with common sense.”
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CONCLUSION

Nous avons reconstruit les patterns d’évolution de 22 traits phénotypiques et proposé
des hypotheses adaptatives pour ceux qui présentent un pattern le permettant. L’étude
d’évolution florale propose un nouveau scénario d’évolution du périanthe de la fleur des
Ranunculales a partir d'un périanthe trimeére et completement pétaloide, ainsi que le
caractére synapomorphique des pétales nectariferes des Ranunculaceae. L’étude sur
I’évolution des toxines, bien qu’elle soit plus exploratoire et comporte plus de problémes

arésoudre, montre néanmoins l'intérét d’étudier I’évolution de ces caractéeres.

De tres nombreuses méthodes permettraient, a partir de ces résultats, d’étudier les
processus en jeu dans 'apparition de ces caracteres et ainsi d’aborder de plus pres la
question de 'adaptation. Pour rejoindre la citation de Candolle du début de I'introduction,
c’est1’étude des processus qui fait de la systématique une science « capable de déterminer

I'inconnu par le connu ».

Nos reconstructions de I’évolution des caracteres permettent d’enrichir I'histoire
naturelle des Ranunculales. Il manquerait, pour inscrire cette histoire dans celle de la
nature, une meilleure connaissance du temps et de l'’espace dans lesquelles les
Ranunculales ont évolué. Ainsi, des analyses de datation et biogéographie a I'échelle de
tout I'ordre permettraient de raconter I'histoire globale de ce taxon. Comme le résume le
Manifeste du Muséum national d’histoire naturelle, Quel futur sans nature ? (David,
2017):

« A partir du XVlle siecle, cependant, le terme « histoire » acquiére sa signification
moderne : sont historiques les phénomeénes qui ne peuvent se comprendre que comme

le fruit d’une évolution temporelle unique. Selon ce sens moderne, I'histoire naturelle
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a pour objet tous les phénomenes terrestres, cosmiques, biologiques, et humains qui

exigent d’étre compris dans leur temporalité et leur historicité. »
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The ancestral flower of angiosperms and its
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Recent advances in molecular phylogenetics and a series of important palaeobotanical dis-
coveries have revolutionized our understanding of angiosperm diversification. Yet, the origin
and early evolution of their most characteristic feature, the flower, remains poorly under-
stood. In particular, the structure of the ancestral flower of all living angiosperms is still
uncertain. Here we report model-based reconstructions for ancestral flowers at the deepest
nodes in the phylogeny of angiosperms, using the largest data set of floral traits ever
assembled. We reconstruct the ancestral angiosperm flower as bisexual and radially sym-
metric, with more than two whorls of three separate perianth organs each (undifferentiated
tepals), more than two whorls of three separate stamens each, and more than five spirally
arranged separate carpels. Although uncertainty remains for some of the characters, our
reconstruction allows us to propose a new plausible scenario for the early diversification of
flowers, leading to new testable hypotheses for future research on angiosperms.
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lowers are the reproductive structures of angiosperms
(flowering plants), which represent ca. 90% of all living
land plants and upon which most of terrestrial life depends,
either directly or indirectly. However, flowers are a relatively recent
evolutionary innovation on the geological timescale of plant
diversification. The most recent common ancestor of all living
angiosperms likely existed ~140-250 million years ago'™. In
contrast, the most recent common ancestor of all extant seed plants
(that is, angiosperms and gymnosperms) is estimated to have lived
~310-350 million years ago®>. A key question in evolutionary
biology concerns the origin of the angiosperms and of their most
important defining structure, the flower*®~12. To address this
problem, there are three complementary approaches’. The first is to
study the fossil record and attempt to identify the closest extinct
relatives of angiosperms*®. The second is to seek answers in the
growing body of evolutionary developmental genetic (evo-devo)
studies on the reproductive structures of living angiosperms and
gymnosperms®! 21314, The third approach, which we apply here
using a massive new data set and state-of-the-art analytical
methods, is to infer the structure of ancestral flowers using the
distribution of floral traits among extant angiosperms, the latest
estimates of their phylogeny and models of morphological
evolution. This approach allows us to uncover important clues on
the origin and subsequent diversification of the flower by providing
estimates of what flowers were like at key points in time.
Previous attempts to reconstruct the ancestral flower using a
modern phylogenetic framework of angiosperms!®~17 have

Flower
bisexual: 1 (0.99-1)**

Perianth
present: 1 (1-1

=

>2 whorls:
trimerous: 0.98 (0.97-0.99)**
undifferentiated: 1 (1-1)***
free: 1 (1-1)"*
actinomorphic: 1 (0.99-1)***

(1-1y™

improved our understanding of ancestral floral traits, such as
the ancestral structure of the carpel'®. However, several essential
aspects of the ancestral flower have so far remained unresolved,
due to particularly confounding variation in floral structure
among the earliest diverging lineages of angiosperms'®$-20. For
instance, it was still unknown whether the ancestral flower was
unisexual or bisexual?!, Furthermore, although the reconstruction
of the ancestral flower has received some attention, the more
general question of its subsequent early evolution and
diversification has been little addressed in recent years»**?2, In
addition, previous efforts were limited by taxon sampling and the
lack of model-based approaches to address these questions.
Here we present the largest data set of floral traits ever
assembled (13,444 referenced data points), sampling 792 species
from 63 orders (98%) and 372 families (86%) of angiosperms.
Using chronograms from molecular dating analyses calibrated
with 136 fossil constraints!, we provide the first model-based
reconstructions of ancestral flowers at the deepest nodes in the
phylogeny of angiosperms. We infer ancestral states for 27 floral
traits using three approaches: maximum parsimony (MP),
maximum likelihood (ML) and a reversible-jump Markov
Chain Monte Carlo (jMCMC) Bayesian approach that allows
simultaneous exploration of multiple models of morphological
evolution. In addition, each analysis was replicated using
alternative  hypotheses for early angiosperm phylogeny
(for example, whether Amborella alone or Amborella and
Nymphaeales together are the sister group of all remaining

Gynoecium
superior: 1 (1-1)***
>5 carpel .99 (0.99-1)***
spiral: 0.97 (0.99-1)**
free: 0.73 (0.09-1)"

Androecium
>6 stamens: 1 (1-1)
whorled: 0.93 (0.02-1)*
>2 whorls: 0.63 (0-0.99)*
trimerous: 0.92 (0.71-1)*
introrse: 0.96 (0.90-1)**

Figure 1 | Three-dimensional model of the ancestral flower reconstructed from our analyses. Here we provide the states with highest mean posterior
probability and their associated credibility intervals from the reversible-jump Bayesian analysis of the C series of trees, which takes into account all forms of
uncertainty (parameters, tree, branch times, model). States marked with three asterisks (***) indicate high confidence and consistency across methods of
reconstruction (for example, perianth present, undifferentiated and actinomorphic). Other states need to be interpreted with caution as their reconstruction
was either associated with higher uncertainty (for example, perianth phyllotaxis, number of stamen whorls) or inconsistent across methods (for example,
sex reconstructed as equivocal with parsimony). The colours, shapes and relative sizes of organs were not inferred from our analyses and were chosen here
for artistic reasons. The exact number of organs could not be reconstructed precisely. Minimum numbers were chosen for this representation, but
reconstructions with more floral organs are also compatible with our results (for further details, see Supplementary Discussion, section ‘Reconstructing the
ancestral flower’). A rotating version of this model is provided as Supplementary Movie 1.
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angiosperms) and two alternative estimates for the age of
the angiosperms, which remain highly debated topics
(Supplementary Discussion)?%23, We found that our results
are generally robust and unaffected by the choice of ancestral
state reconstruction method, alternative phylogenies and different
divergence time estimates. However, model-based methods
(ML and Bayesian) resolve some long-standing questions where
parsimony continues to give equivocal answers.

Results

The reconstructed ancestral flower. We infer that the flower of
the most recent common ancestor of all living angiosperms
(hereafter referred to as the ancestral flower) was most likely
bisexual and had an undifferentiated perianth of more than ten
tepals, an androecium of more than ten stamens, and a gynoe-
cium of more than five carpels. We also infer that the perianth
and the androecium probably had whorled phyllotaxis with three
organs per whorl. Taken together, these numbers imply at least
four whorls in each organ category (Fig. 1; see Supplementary
Data 1 and Supplementary Discussion for estimates of uncer-
tainty associated with ancestral states). Further, we show that the
perianth was radially symmetric (actinomorphic), the stamens
had introrse anthers (that is, shedding their pollen towards the
centre of the flower), the carpels were superior and most likely
spirally arranged, and all floral organs were free from each other.
In spite of similarities with some extant flowers, there is no living
species that shares this exact combination of characters. This
implies that all extant flowers, including those of the earliest-
diverging lineages of angiosperms (for example, Amborella and
Nymphaeales), are derived in several aspects’®. In particular, the
model-based answer to the much-debated question of sex
evolution in angiosperms as a whole shows that the ancestral
flower was bisexual and confirms that the functionally unisexual
flowers of Amborella are derived (Fig. 2 and Supplementary
Discussion).

We also evaluated the level of correlation among floral traits
and its impact on reconstructed ancestral states. We found
significant support for correlated evolution in 40-48% of the pairs
tested (Table 1), a result consistent with previous studies of floral
integration®*~3. However, accounting for these correlations does
not substantially affect the results obtained from analyses of
individual traits (Supplementary Data 2 and Supplementary
Discussion).

Uncertainty in ancestral state reconstructions. Estimating fea-
tures of the ancestral flower is a difficult task, because there are
neither suitable outgroups for direct comparison®!? nor fossil
flowers known from the time period when this ancestor existed®!.
In this study, we make these inferences based on the distribution
of traits in extant angiosperms and their phylogenetic
relationships, and, for the first time, methods using explicit
models of stochastic evolution for morphological characters.
While these analyses help us resolve long-standing ambiguities
(for example, whether the ancestral flower was bisexual or
unisexual) and reconstruct ancestral flowers at internal key nodes
rarely assessed in previous work (for example, Pentapetalae), such
reconstructions necessarily come with limitations and some
uncertainty. However, it should be possible to quantify this
uncertainty.

Through our detailed comparison of three reconstruction
methods, five series of trees (each sampling > 1,000 chronograms
obtained from fossil-calibrated divergence time analyses in
BEAST), two timescales for the angiosperms and many models
of morphological evolution, we found that reversible-jump
Bayesian methods perform best at measuring uncertainty in
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ancestral state reconstruction, whereas ML nearly always suggested
misleadingly high confidence (Supplementary Discussion). For
this reason, 95% credibility intervals (CIs) obtained from the
reversible-jump Bayesian analyses are reported throughout this
study (Fig. 1 and Supplementary Data 1). This is an important step
forward because previous higher-level studies of floral evolution
focused almost exclusively on parsimony reconstructions and
lacked any assessment of uncertainty associated with ancestral
states. Furthermore, early work on ancestral state reconstruction
suggested a positive relationship between uncertainty and node
depth®?, which would predict that all ancestral states reconstructed
for the root of our angiosperm tree should be uncertain.
Interestingly, we found that this is not always true (about half of
the floral traits examined yielded highly confident estimates; Fig. 3
and Supplementary Discussion), although we observe that focal
nodes nested in Monocotyledoneae and Eudicotyledoneae are on
average reconstructed with higher confidence than deeper nodes.

A new scenario for the early evolution of flowers. Our study
provides the first tentative evidence that the ancestral flower of all
angiosperms most likely had a perianth (tepals) and an androe-
cium (stamens) organized in whorls, rather than in a spiral.
Although reconstruction of ancestral floral phyllotaxis proved
relatively uncertain in this study (Supplementary Discussion), as
in previous work based on parsimony alone!®-20, the implications
of our result are important to consider for two reasons. First, the
idea that whorled phyllotaxis of floral organs always evolved from
spiral phyllotaxis is still prevalent among botanists. Our analyses
provide the most comprehensive evidence so far that the opposite
is more likely within crown-group angiosperms (this does not
preclude the possibility that the ancestral flower was itself derived
from a spiral ancestor further down the stem lineage of the
group). Second, this result, if correct, would imply that the early
evolution of angiosperm flowers was marked by successive
reduction of the number of whorls in both the perianth and the
androecium (Fig. 4). The vast majority of angiosperm flowers are
characterized by two perianth whorls and one or two stamen
whorls (Fig. 5)%2. Our results suggest two different evolutionary
pathways for the reduction in number of whorls in early
angiosperm evolution: reduction by loss of entire whorls
(Magnoliidae, Monocotyledoneae) or reduction by merging of
whorls concomitant with an increase in the number of organs per
whorl (Pentapetalae) (Supplementary Discussion). This scenario
has implications for comparative evo-devo studies of floral
structure across angiosperms, prompting a re-examination of
available evidence and interpretations of ABCE model
variants'>33, In particular, this scenario implies that the two
perianth whorls of Monocotyledoneae could be homologous with
the corolla (inner perianth whorl) of Pentapetalae (Fig. 4 and
Supplementary Discussion), suggesting that the ‘sliding boundary’
ABCE model of Liliaceae could in fact be a conserved
Arabidopsis ABCE model expressed in reduced flowers lacking
the ancestral two outermost perianth whorls. However, other
alternatives exist, including one where the two perianth whorls
of Monocotyledoneae are homologous with the calyx (outer
perianth whorl) of Pentapetalae by loss of the ancestral two
innermost perianth whorls.

‘What does this scenario of early whorl reduction tell us about
the evolutionary forces at play? We propose that early reduction
in the number of whorls of ancestral flowers presented selective
advantages that eventually led to the extinction of its original,
multiparted floral groundplan. First, both the protective function
of the perianth and its role in pollinator attraction could be
achieved through fewer organ whorls, potentially explaining the
progressive loss or merging of whorls. Second, it is possible that a
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QO Bisexual
@ Unisexual

Figure 2 | Maximum likelihood ancestral state reconstruction of functional sex of flowers in angiosperms. Our results show that bisexual flowers are
ancestral and that unisexual flowers evolved many times independently. The pie charts at the centre of the figure indicate the proportional likelihoods for
reconstructed ancestral states at 15 key nodes (here we illustrate character T00_A on the maximum clade credibility tree from the C series; for complete
results, see Supplementary Data 1 and Supplementary Data 14-23). The photographs illustrate the diversity of angiosperm flowers (photographs by H.S.,

Y.S., J.S. and M.v.B.).

reduced number of perianth whorls facilitated the divergence and
canalization of genetic programs among whorls, leading to the
strong perianth differentiation into sepals and petals that is
characteristic of most members of Pentapetalac!>. Third, a
reduced number of whorls may have been a prerequisite for
secondary elaboration of floral structure (for example, bilateral
symmetry, fusion of organs; Fig. 5), which led to the wide
diversity of floral forms and pollination strategies observed in
contemporary flowers®>. In particular, a reduced number of
whorls may have been selected for because it facilitated the close
spatial and functional association of organs leading to a higher
level of functional complexity’®. This process, known as
synorganization, is thought to have increased pollination
efficiency and helped trigger some of the most spectacular
radiations in angiosperms, such as the Asteraceae and
Orchidaceae’”.

From a functional perspective, it may seem difficult to explain
why the hypothesized ancestral flower had more perianth organs
than most extant flowers. It is plausible that this property is a
contingent result of the series of evolutionary transformations
(as yet unknown) that led to the ancestral flower from its seed
plant ancestors, rather than representing an optimal structure.
‘We suggest that the ancestral flower may in fact have been labile
with respect to the number of perianth and androecium whorls
and thus the total number of organs in each category. More stable

4
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patterns in the early evolutionary history of angiosperms evolved
either by reduction in the number of whorls (as outlined above)
or by a transition to spiral phyllotaxis, which has been argued to
provide an optimal spatial arrangement in flowers with many
organs%A Thus, under our scenario, we interpret the entirely
spiral flowers of lineages such as Amborella, Austrobaileyales and
Calycanthaceae as alternative trajectories in floral evolution from
a multiparted, whorled ancestor.

Discussion

In principle, the fossil record could inform us about the
plausibility of our reconstructed ancestral flower and our
proposed scenario for its subsequent diversification. The oldest
confirmed fossil flowers are no older than 130 Ma6313738,
whereas estimates for the most recent common ancestor of all
living angiosperms (that is, the age of our reconstructed ancestral
flower) range between 140 and 250 Ma!~3. By the time of the first
extensive record of fossil flowers in the late Aptian and Albian
(100-120 Ma), fossils indicate that the radiation of angiosperms
had proceeded well into Nymphaeales, Magnoliidae,
Chloranthaceae, early-diverging eudicots and early-diverging
monocots®31%%, as also implied by our scenario (Fig. 4). Many
angiosperms in these Aptian-Albian floras and the few known
older ones had simple flowers®*7~3%, which both the present and
previous analyses!®20 interpret as secondarily reduced. However,
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Table 1| Matrix of all pairwise correlations tested among binary floral traits.

100_A. Functional sex of flowers 0.16 | 0.97 1 059 004 017 1
102_B. Ovary position 0 . 056 0.27 098 027 04 004
201_A. Perianth presence Inf 0 1 1 1 1 1
201_GC. Nr of perianth parts 24 009 | Inf 0 1 1 1
230_A. Perianth phyllotaxis 0.08 | Inf  0.01  Inf . 0.92 1 0.95
231_B. Nr of perianth whorls 0 0.02 [ Inf 419 0.91 1
232_C. Perianth merism 0 0.08 o Inf 0 8.39 0.5
234_A. Perianth differentiation Inf . 0 [inf Inf Inf Inf 003
204_A. Fusion of perianth 0 0 21 073  Inf Inf  0.04  Inf
207_A. Symmetry of perianth 14 009 011 001 001 073  Inf 003
301_C. Nr of fertile stamens. 0 0 ] Inf 1677 0.1 0 0
330_A. Androecium structural phyllotaxis 0.01 001 0 Inf Inf Inf 0 8.39
331_B. Nr of androecium structural whorls Inf 0 0 Inf 839 Inf 005 008
332_C. Androecium structural merism 0 0 o [ Inf 076 067 Inf 02
305_A. Filament 0 0 004 001 Inf Inf 001 O
311_B. Anther orientation 001 [inf inf | 015 Inf Inf " inf 021
312_A. Anther attachment 001 0 [1677 1677 Inf 839 011 0
313_B. Anther dehiscence nf | 0 0 001 559 025 003 | Inf
401_C. Nr of structural carpels 0 001 0 008 003 18 037 001
400_A. Gynoecium phyliotaxis 839 02 0 [nf Inf inf 003 [ Inf
403_A. Fusion of ovaries Inf 839 0 011  Inf Inf 001 004
411_B. Nr of ovules per functional carpel Inf i 0 02 0 0 0 0

100_A 102_B 201_A 201_C 230_A 231_B 232_C 234_A 204_A 207_A 301_C 330_A 331_B 332_C 305_A 311_B 312_A 313_B 401_C 400_A 403_A411_B
1 099 056 0 089 037 004 03 005 059 009 019 087 1
08 087 005 012 03 044 068 1 0.14 003 059 0.06 1 1
099 092 1 0.78 1 1 0.02 1 1 082 08 023 061 005
1 0.43 1 1 0.05 1 074 1 099 024 1 1 1 067
1 1 0.42 1 1 089 0.01 1 0.39 1 0.89 1 1 0.59
1 0.49 0.58 1 098 097 1 07 089 089 085 094 1 1
089 019 0.83 095 1 1 013 091 085 082 0987 06 1 0.08
1 1 072 076 1 086 025 088 007 076 006 092 1 1
. 0.89 1 0.86 073 045 009 087 1 041 099 099 099 1
0.05 . 0.28 035 088 014 006 071 0.13 1 0.51 0 084 0
Inf ~ 0.01 . 0.92 1 099 057 068 0.65 089 1 0.81 1 )
Inf  0.07 8.39 . 099 098 1 1 0.89 1 0.88 1 099 1
026 003 | Inf 026 101 1 097 099 075 094 076 097 096
002 001 007 003 0 . 032 094 089 1 098 1 023 005
0 001 021 inf Inf 003 . 01 041 1 053 1 1 1
0 001 Inf Inf Wnf Inf 0 . (0989 091 068 016 047 023
0 0 | Inf 1677 Inf 043 014 042 1 08 045089 003
003 (6559 0068 023 007 012 | Inf Inf Inf 089 | 1 089 088
16.77 0.06 | Inf 036 008 152 152 | Inf Inf 0.05 085 1 009
16.77 1677 008 Inf 1677 Inf Inf Inf 005 Inf Inf . 1 1
Inf | 033 152 1677 112 003 | Inf Inf 449 Inf Inf inf . 045
0 001 0 001 002 0 0 0 o 0 0 0 001

and Supplementary Discussion. Nr, Number.

The upper part (above the diagonal) corresponds to maximum likelihood analyses and reports the cumulative Akaike weights of correlated models (supported when > 0.95). The lower part (below the
diagonal) corresponds to the reversible-jump Bayesian analyses and reports the Bayes Factor comparing dependent (correlated) to independent (uncorrelated) models (supported when =3;
Inf =infinite, indicating no support for uncorrelated evolution). Highlighted cells correspond to strongly supported correlations. For all details and a discussion of these results, see Supplementary Data 2

the record is consistent with our reconstruction in that late
Aptian and Albian flowers with whorled and often trimerous
phyllotaxis are more diverse than those with spiral phyllotaxis,
and in that no fossils with the typical Pentapetalae pattern of five
sepals and five petals are known until the latest Albian.
Therefore, although there is a probable time lag in fossil
preservation of the earliest angiosperm lineages, the sequence of
origin of floral traits in the fossil record is largely consistent with
our reconstructed initial stages of floral evolution.

The origin of the angiosperm flower remains among the most
difficult and most important unresolved topics in evolutionary
biology*®-!1. The growing understanding of the distribution of
floral traits in both fossil and extant taxa, and the availability of
modern analytical tools will be crucial in this long-standing
debate. Because our approach cannot reconstruct events that
occurred on the stem lineage of angiosperms, our study does not
address the origin of the flower directly, but it does provide a
novel and detailed picture of the flower of the most recent
ancestor of all living angiosperms as well as the earliest steps of
the subsequent floral diversification. These results are a major
step forward for understanding the origin of floral diversity and
evolution in angiosperms as a whole. Progress in reconstructing
the evolutionary steps that gave rise to the flower of the most
recent common ancestor may require new fossil discoveries,
especially along the stem lineage of angiosperms®!, or new
breaki?roughs in evo-devo research!® and related emerging
fields*".

Methods
Phylogenetic analyses. Ancestral state reconstruction using model-based meth-
ods requires a phylogenetic tree with branch lengths proportional to time (that is, a
chronogram) or to the number of inferred molecular substitutions (that is, a
phylogram). We preferred the first option because we did not want to assume a
strict correlation of molecular and morphological evolutionary rates, The recent
relaxed clock molecular dating analysis of Magallon et al! was chosen as the
starting point for this study because it was calibrated with the largest number (136)
of well-justified fossil age constraints ever used at this scale, while at the same time
including a very large number of terminal taxa (792), representing 63 orders (98%)
and 372 families (86%) of angiosperms. We also reanalysed this data set in a
number of alternative ways to evaluate the impact of various parameters of this
dated tree on our analyses.

The A series of analyses refers to the original BEAST analyses of
Magallon et al.', which provided a maximum clade credibility (MCC) tree, used in
our parsimony and ML analyses, and a collection of 1,042 trees sampled from the

posterior stationary distribution, which we used for our Bayesian analyses of trait
evolution. These trees, however, presented two drawbacks for our analyses. First,
their (opoloéy had been heavily constrained according to the results of

Soltis ef al.'®, and thus represented only one of the several alternatives for deep-
level relationships in angiosperms. Second, the BEAST analyses had been
conducted with a fixed topology, producing a collection of trees that differed in
branch lengths (times) but not topology. Thus, integrating phylogenetic
uncertainty in our Bayesian analyses of trait evolution was the primary motivation
for reanalysing the data set in BEAST without fixing the topology.

The B series of analyses refers to the reanalysis of the data set of Magallon et al.!
in BEAST 1.8 (ref. 42) without using any topological constraints (that is, topology
estimated, not fixed), and with all other parameters equal (see below). These
analyses produced trees with Amborella sister to Nymphaeales rather than to all
other angiosperms, and with monocots sister to Chloranthaceae + Magnoliidae
rather than to Ceratophyllaceae + Eudicotyledoneae (see Supplementary
Discussion and Supplementary Fig. 1). Other relationships and divergence times
were very similar to those found in the A series, but with some variation among
trees of the posterior sample regarding the more weakly supported nodes.

The C series of analyses refers to the same setup as the B series, but with two
topological constraints for deep-level angiosperm relationships: (1) Amborella
sister to the rest of angiosperms; (2) Monocotyledoneae + Ceratophyllaceae 4
Eudicotyledoneae together forming a clade (excluding Chloranthaceae and
Magnoliidae; Supplementary Fig. 1). These two constraints are supported by the
majority of phylogenomic analyses based on complete plastid genomes!”43-4% and
are consistent with the 17-gene analyses of Soltis ef al.!°. The results from the C
series were very similar to those of the A and B series (see Supplementary
Discussion).

The D and E series were set up with two alternative topological constraints for
major clades of angiosperms suggested by recent nuclear phylotranscriptomic
analyses (Supplementary Discussion and Supplementary Fig. 1). In the D series, we
constrained Chloranthaceae, Magnoliidae, Ceratophyllaceae and Eudicotyledoneae
to form a clade®. In the E series, we constrained Chloranthaceae and
Ceratophyllaceae to be sister taxa’®7,

In addition, we tested the impact of the age of the angiosperms on our ancestral
state reconstructions. The original analyses of Magallon et al.! included a narrow
age constraint of 136-139.35 Ma on the crown-group age of angiosperms based on
a quantitative analysis of the fossil record. The A200, B200, C200, D200 and E200
series refer to the exact same setups as the A, B, C, D and E series, but with this
constraint removed, resulting in chronograms with crown angiosperms typically
over 200 Ma old.

All new phylogenetic and molecular dating analyses were conducted with
BEAST 1.8 (ref. 42) using the same settings, fossil calibrations and protocols as in
the A series'. For the B series, five independent Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) runs of different length (up to 20M generations) were conducted, for a
total of ca. 7IM generations (after discarding the first 2M generations from each
run as burn-in). The posterior was resampled every 50K generations to produce a
set of 1,412 trees used in the Bayesian trait analyses. For the C series, six runs were
conducted for a total of ca. 85M generations, which were resampled every 50K
generation to produce a set of 1,706 trees. For each of the D, E, B200, C200, D200
and E200 series of analyses, two runs were conducted for a total of 36M
generations, which were resampled every 35K generation to produce sets of 1,028
trees. We note that the effective sample size for some parameters of these analyses
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Figure 3 | Overview of confidence in ancestral state reconstructions across all traits (X axis), focal nodes (Y axis) and sets of trees (panels).
Confidence scores on a three-star scale were attributed for each trait-node combination based on the cross-comparison of MP, ML and rjMCMC results
and the lower bound of the rjMCMC credibility intervals (see Supplementary Discussion for details). A more detailed version of this figure with row and
column captions is provided in Supplementary Data 1. Light=low confidence; dark = high confidence.

did not all reach 200 as reccommended, suggesting that longer runs might be needed
for accurate estimation of phylogenetic relationships and divergence times,
consistent with the previous finding that this large data set is difficult to analyse
with a Bayesian relaxed clock without fixing the topology!. We argue that the
posterior samples we obtained here are acceptable for the purpose of this study,
because the goal of our reanalyses of the Magallon et al.' data set was to take into
account and evaluate the impact of phylogenetic uncertainty on the results from
the A series (the original trees from Magallon et al.}, with fixed topology). As we
report in detail in the Supplementary Discussion, the estimated general topology,
divergence times and ancestral states were remarkably similar across tree series
(Supplementary Data 1 and Supplementary Tables 1 and 2). However, we
recommend caution with the use of these trees for purposes other than this study.
The MCC tree from each BEAST analysis is provided as Supplementary Data 3-12,

Terminal taxa in the original molecular data set of Magallon et al." were either
species or genera, with different species sampled for different genes. For this study,
we transformed the trees of hybrid terminal taxa into trees of species by choosing
the species with the most genes sampled for each hybrid (genus-level) terminal
taxon. This allowed us to produce trees of 792 species and prepare a matching data
set of floral traits for exactly the same species, following a strict exemplar approach
(see below). All of our trees also included six outgroup gymnosperm species.
Because floral traits are not applicable outside angiosperms (unless controversial
homology statements are made), these species were not included in our data set of
floral traits and were pruned out of the trees before ancestral state reconstruction.
Clade names in this paper follow APG IV*® and the Angiosperm Phylo%eny
Website* for orders and families, and Cantino et a5 and Soltis et aL'® for all
clades above order.

Data set of floral traits. We recorded 21 floral traits in 792 species of angios-
perms using the collaborative database PROTEUS®.. The floral traits were chosen
and defined to be as broadly applicable as possible. For instance, we do not have a
character for the number of petals in this data set, because not all angiosperms have
petals and all petals are not necessarily homologous. Instead, we recorded the total
number of perianth parts (sepals plus petals, or tepals). All characters are explained
and justified in detail in the Supplementary Methods.

Floral traits were recorded from a diversity of published and online sources,
including many focused morphological studies and a few personal observations.
Each data record in PROTEUS is linked to an explicit source, which allowed us to
cross-check, validate or correct many records following initial entry. In total, the
data set presented here contains 13,444 floral trait data records obtained from 947
distinct sources. The complete list of records and linked sources (references) is
available in Supplementary Data 13.

All primary characters used in data entry were transformed for analysis
(discrete characters were simplified and continuous characters were discretized; see
Supplementary Methods for justification and details of these transformations).
Some characters were transformed in more than one way, leading to a final data
matrix of 27 characters and 792 species (Supplementary Data 13). Data files were
then exported from PROTEUS in appropriate formats for analysis.

‘We used a strict exemplar approach for scoring traits, which means that data
were only scored for a species if we could confirm that they were observed in this
species (that is, we did not use any general family descriptions or make any
assumptions that all species of a genus share the same character states). The species
were selected because of their inclusion in a recent molecular dating study'. Thus,
our sample is independent from the floral traits. While this approach is both
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Figure 4 | Simplified scenario for the earliest phase of floral diversification as inferred from our analyses. Each floral diagram summarizes the main
features of our reconstructed ancestors for key nodes of the tree (for details, see Supplementary Discussion and Supplementary Figs 2-7). This figure only
depicts the presumed first 40 million years of floral evolution, without exhaustively representing every new morphology that arose during that time. The
absolute timescale provided here corresponds to divergence time estimated with a narrow constraint on the maximum age of angiospermsl; relaxing this
constraint to reflect alternative studies that yielded older age estimates for angiosperms resulted in nearly identical ancestral reconstructions (see
Supplementary Discussion). Note that there is uncertainty associated with some of these reconstructions (especially for Angiospermae, Magnoliidae and
Eudicotyledoneae). Therefore, the scenario illustrated here is one of several plausible alternatives and should be taken with caution. Floral diagram colour
code: light green = undifferentiated tepals; green=sepals; yellow = petals; red = stamens; blue = carpels.

desirable and suitable for the methods we used, we acknowledge that it implies that
our data set does not represent the complete variation of floral traits across all
angiosperms. Thus, our study was not designed to reconstruct the finer-scale
evolution of flowers near the tips of the tree (for example, within orders), and our
results remain conditional on future denser sampling of the angiosperm phylogeny.
Our strict exemplar approach also means that data are missing for some traits in
some species (total missing data: 27%, including cases of inapplicability). Because
missing or inapplicable data are more or less evenly and haphazardly distributed
across our tree, and species with such data are in effect pruned out in the ancestral
reconstruction analyses, it is unlikely that missing data had a strong impact on our
results.

Ancestral state reconstruction. Each floral trait was analysed for each series of
trees (A, B, C, D, E, A200, B200, C200, D200, E200) using three complementary
approaches®: MP using the ancestral.pars function of the phangorn 2.0.2
package® in R, ML using the rayDISC function of the corHMM 1.18 package®®
in R*%, and a Bayesian jMCMC approach®®*” using BayesTraits 2 (ref. 58). MP
and ML reconstructions were conducted on the MCC tree from each BEAST
analysis, whereas Bayesian rjMCMC analyses were conducted on collections of at
least 1,000 trees sampled from the posterior stationary distribution from the
BEAST analyses. Here, we focus on and report results for 15 key nodes in the
phylogeny of angiosperms, corresponding to well-recognized major clades
(including Angiospermae, Mesangiospermae, Magnoliidae, Monocotyledoneae,
Eudicotyledoneae, Pentapetalae, Rosidae and Asteridae). However, graphical MP
and ML reconstructions for the entire tree are available (Supplementary Data
14-23).

For each floral trait, we tested and compared at least two distinct Markov
models of discrete character evolution in our ML analyses: the equal rates (ER) or
Mk model®, which assumes a single rate of transition among all possible states,
and the all rates different (ARD) or AsymmMk model®®©!, which allows a distinct
rate for each possible transition between two states. In addition, we tested two
unidirectional models for all binary characters (UNI01 and UNI10: rates from 1 to
NA
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0 or 0 to 1, respectively, set to zero)*292, a symmetrical model for all multistate
characters (SYM: rates equal for transitions between two given states), and three
ordered models for all multistate characters derived from quantitative variables
(ORD: rates between non-adjacent states set to zero; ORDSYM: symmetrical
version; ORDER: single-rate version). Initial tests showed that for some characters,
the prior on the root state could affect results in terms of both transition rates and
ancestral states®2, Therefore, we systematically tested both inferences using flat
priors*293 (equal probability for all states, the default option in most R packages)
and a prior with root state frequencies same as equilibrium® (we denote such
variants with the ‘eq’ suffix, for example, ARDeq is the implementation of the ARD
model with equilibrium root prior), for all models except ER (equilibrium = equal
frequencies) and the unidirectional models (root state implied by the model).
Although the ARD model might seem more realistic than the more restrictive
variants listed above, it may be very difficult to estimate all transition rates
accurately, especially for multistate characters. Thus, we tested the fit of these
models using the Akaike Information Criterion corrected for sample size, which
allowed us to select the model that best fits the data while minimizing the number
of parameters®®. We here report the ML results from the best-fit model.

Bayesian ancestral state reconstruction analyses allowed us to explore three
sources of uncertainty not accounted for in ML analyses: transition rate
uncertainty, phylogenetic uncertainty and dating uncertainty®”. In addition, the
MCMC approach allowed us to explore model uncertainty®. This approach is
particularly useful where model space is very large, such as for multistate discrete
characters (see Supplementary Methods). Each jMCMC analysis was run in
BayesTraits for 10M generations, sampling parameters and ancestral states for 15
key nodes every 100 generations, and starting with an exponential hyperprior with
a mean on a uniform interval from 0 to 1. Apparent stationarity was checked in
Tracer 1.6 (ref. 66). Discarding the first IM generations as burn-in was sufficient
for all analyses and effective sample size values were nearly always very high (above
200), except for a few particular traits characterized by frequent jumps of the chain
between very different models.
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Figure 5 | Maximum likelihood ancestral state reconstructions of four representative floral characters. The pie charts at the centre of the figure indicate
the proportional likelihoods for reconstructed ancestral states at 15 key nodes (here we optimized the characters on the maximum clade credibility tree
from the C series; for complete results, see Supplementary Data 1 and Supplementary Data 14-23). Grey branches denote missing, inapplicable or
polymorphic data. (a) Ovary position (character 102_B). (b) Fusion of perianth (character 204_A). (¢) Symmetry of perianth (character 207_B).

(d) Number of perianth whorls (character 231_A).

Here, we report the results from these three analyses at each focal node in the
form of the most parsimonious state(s), the most likely state (that is, with highest
marginal likelihood), and the state with highest mean probability, respectively
(Supplementary Data 1). For the latter (Bayesian rjMCMC), we also report the 95%
CI for the probability of the state. In several cases, these Cls are very wide, with
probabilities ranging from ca. 0 to 1. Such intervals indicate strong uncertainty in
ancestral state reconstructions, where MP and ML can be misleading in showing
artificial precision and confidence in the reconstructed ancestral state. For this
reason, we refer mostly to the rjMCMC results in this paper and call for caution in
interpretation of our results where Cls are very wide. However, for most traits,
nodes and trees, the three approaches reconstructed the same ancestral state and
tJMCMC CIs were narrow (Supplementary Data 1 and Supplementary Discussion).

Correlation analyses. As flowers are highly complex and integrated structures,
floral traits are unlikely to evolve independently from one another? ", Although
our main goal was not to evaluate the level of morphological integration in flowers,
it is possible that such correlations might impact ancestral state reconstructions.
However, in contrast to recently developed multivariate approaches for continuous
characters®’~%%, no comparative method exists yet to account for the potential
correlation of more than two discrete characters, unless a drastic simplification of
model space is made?’. In addition, correlated models and analyses have typically
been developed for binary characters®®. The stochastic mapping approach to
correlation tests allows inclusion of multistate characters, but does not model
character correlation and starts at the outset by reconstructing ancestral states

8

independently at all nodes”%; it was thus not relevant to our specific objective here.
Therefore, we tested correlations among all possible pairs of binary floral traits in
our data set. To do so, we first removed redundancies for multiple versions of the
same character (Supplementary Methods), and then transformed all multistate
characters into binary characters by maintaining the hypothesized ancestral state
for the angiosperms as one state and pooling the remaining states as another
(for example, for the number of perianth whorls, we analysed one-two whorls
versus more than two whorls). We thus obtained a new set of 22 presumably
independent characters and analysed all 231 pairwise correlations among these
characters (Table 1). Given our observation that reconstructed ancestral states in
the single-trait analyses were remarkably consistent across the 10 series of
phylogenetic trees (see Supplementary Discussion), we conducted all of our
correlation analyses using the C series of trees, which best reflects the current
consensus on higher-level angiosperm phylogeny and allows us to take into
account phylogenetic uncertainty.

As for our single-trait analyses, we used both an ML and a Bayesian rjMCMC
approach to test for correlations and their impact on reconstructed ancestral states,
using again the rayDISC function of corHMM 1.18 (ref. 55) in R* for ML analyses
and BayesTraits 2 (ref. 58) for fMCMC analyses. The ML approach allowed us to
test the fit of a small set of combined Markov models (that is, with 4 x 4 Q matrices
to model all possible transitions among the four possible combined states,
excluding dual transitions), including correlated (dependent) and uncorrelated
(independent) models®. Specifically, for each character pair, we fitted four
correlated models (ARDnodual, ARDnodualeq, differing only in the root state
prior: see above; SYMnodual, SYMnodualeq) and three uncorrelated models
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(ERnodual, UNCORRnodual, UNCORRnodualeq; UNCORRnodual corresponds
to the most general, 4-parameter ‘independent” model from ref. 56). Using Akaike
Information Criterion corrected for sample size, we selected the best-fit model and
compared the ancestral combined states reconstructed with those obtained in our
single-trait analyses (Supplementary Data 2). As a measure of support for
correlation, we report the cumulative Akaike weight of correlated models (Table 1).
The jMCMC approach allowed us to explore the vast space of the 21,146 possible
Markov combined models for the evolution of two binary characters, sampling
models according to their posterior probability®®, with settings as above (10M
generations, sampling every 100 generations). As for single-trait analyses, the
ancestral states reconstructed using this approach integrate over model, parameter,
tree and dating uncertainty, as measured by the CIs associated with the probability
(proportional likelihood) of each state (Supplementary Data 2). Support for
correlation is here measured by the Bayes Factor comparing the dependent models
to the independent models, rewritten as the ratio of the posterior to the prior odds
of the two models®®; BFp,; = [P(Mp|D)/P(M;|D)]/[(21146 — 51)/51], where
P(Mp|D) and P(M;|D) are the sampling frequencies of dependent and independent
models, respectively.

Data availability. Summary (MCC) BEAST trees are provided as Supplementary
Data 3-12 and a complete list of morphological data records and references
(extracted from PROTEUS) is provided as Supplementary Data 13. Additional
trees and data files are available from the authors on request.
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ANNEXES AU CHAPITRE |

ST. TAXONOMIC SAMPLING.

List of species included in the phylogenetic analyses, with GenBank accession of the

sequences used. Information on family and order is given for each species.

Order Family Species matk rbcl trnl ndhF
Acorales Acoraceae Acorus calamus AJ879453  AJB79453  AY054742  AJ879453
Alismatales Araceae Orontium aquaticum AF543744  AJO05632 AY145338 HQ901554
Amborellales Amborellaceae Amborella trichopoda AF543721 112628 AY145324  AF235046
Austrobaileyales  Austrobaileyaceae Austrobaileya scandens DQ182344 112632 AY145326  AF238052
Berberidopsidales Aextoxicaceae Aextoxicon punctatum AF543720  X83986 AY145362
Buxales Buxaceae Buxus microphylla EF380351 EF380351  EF380351  EF380351
Canellales Canellaceae Canella winterana AF543731  AJ131928  AY004152  AY218191
Caryophyllales Plumbaginaceae  Plumbago auriculata EU002187 EU002283  JF831319 EU002252
Ceratophyllales Ceratophyllaceae Ceratophyllum demersum  AF543732  D89473 AY145335  AF130232
Chloranthales Chloranthaceae  Hedyosmum arborescens DQ401339 L12649 AY236750 DQ356470
Dilleniales Dilleniaceae Tetracera asiatica AY042665  AJ235796 F1626574 AJ236277
Gunnerales Gunneraceae Gunnera monoica AF307918  AB248596
Laurales Calycanthaceae  Calycanthus floridus AF543730  L14291 AY145349  AF123802
Liliales Liliaceae Lilium superbum HQ180873 AB034926 AY007655
Magnoliales Magnoliaceae Magnolia grandiflora AF548640 AF119180 AY009064  AB623373
Nymphaeales Nymphaeaceae Nymphaea alba AJ627251  AJ627251  AJ627251  AJ627251
Piperales Saururaceae Saururus cernuus AF543749 114294 AF332970 EU519644
Proteales Nelumbonaceae  Nelumbo nucifera FJ626531 F1626615 FJ626571 GQ997564
Proteales Platanaceae Platanus occidentalis AF543747 101943 AY145358  EU642681
Proteales Proteaceae Protea cynaroides EU169658 DQ875837 698243 +A

1698150
Proteales Sabiaceae Meliosma veitchiorum FJ626530  AF206793  FJ626570
Proteales Sabiaceae Sabia swinhoei F1626532 F1626616 F1626572 AJ236276
Ranunculales Berberidaceae Achlys triphylla AB069825 L75868 KM980538 AY145158
Ranunculales Berberidaceae Berberis bealei DQ478617 FJ449858 FJ626558  IN0517333
Ranunculales Berberidaceae Berberis japonica AB038184 EF173672 AM397156 KU705871
Ranunculales Berberidaceae Berberis thunbergii AB069827  AF139878  FJ626551 KR0O75584
Ranunculales Berberidaceae Berberis vulgaris KJ746120  KRO75634  KF718350  KC575541
Ranunculales Berberidaceae Bongardia chrysogonum AB069840 L75870 AY145157
Ranunculales Berberidaceae Caulophyllum thalictroides  AB069831  AF190442  FJ626552
Ranunculales Berberidaceae Diphylleia cymosa DQ478620 75866 FJ626553 AY1451541
Ranunculales Berberidaceae Dysosma aurantiocaulis KC539358  KC539397  KT290802
Ranunculales Berberidaceae Epimedium grandiflorum JN010335 AY362433
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Order Family Species matk rbcL trnL ndhF
Ranunculales  Berberidaceae  |/MOSPermium ABO69833 EF173671 FI626556  AY1451613
microrrhynchum

Ranunculales Berberidaceae Nandina domestica AB069830 DQ923117 AF335295 AY145148
Ranunculales Berberidaceae Podophyllum peltatum AB069843  AF093716 AM397157 AY14515510
Ranunculales Berberidaceae Ranzania japonica AB069829  L75853 AY145150
Ranunculales Berberidaceae Sinopodophyllum hexandrum DQ478616 AF079455  AF325905  AY145153
Ranunculales Berberidaceae Vancouveria chrysantha JNO10353 DQ923616 IJN975678
Ranunculales Circaeasteraceae (Circaeaster agrestis NC035872 NC035872 AF335298 NCO035872
Ranunculales Circaeasteraceae Kingdonia uniflora FJ626519 AF093719 DQ185598
Ranunculales Eupteleaceae Euptelea pleiosperma NC029429 NC029429 AF335296  NC029429
Ranunculales Eupteleaceae Euptelea polyandra DQ401348 12645 F1626568 JNO51737
Ranunculales Lardizabalaceae  Akebia quinata AF542587 112627 AF335297  AY14514310
Ranunculales Lardizabalaceae  Holboellia grandiflora FJ626513 AF398181  AF335290
Ranunculales Lardizabalaceae = Sargentodoxa cuneata DQ401351 AF093731  AF335301  JN0517341
Ranunculales Menispermaceae Abuta grandifolia KM364768 DQ099443 KX384107 EF624258
Ranunculales Menispermaceae Cissampelos pareira EF143858 Fl026474 EF143889  JN0O517033
Ranunculales Menispermaceae Cocculus laurifolius AF542588 JNO51677  EF143890 EF624286
Ranunculales Menispermaceae Cocculus orbiculatus EF143860 FJ026477 EF143891 EF6242871
Ranunculales Menispermaceae Disciphania calocarpa KX384068 KX384131  KX384099
Ranunculales Menispermaceae Menispermum canadense  GU266604 AF190437  JNO51771  EF624311
Ranunculales Menispermaceae Menispermum dauricum DQ478613 AF190436  AF335293  EF6243121
Ranunculales Menispermaceae Odontocarya tripetala JNO51837  HQ260789 JN0517723 [EF6243161
Ranunculales Menispermaceae Stephania cephalantha EF143872 JNO51691  EF143904  JN0517223
Ranunculales Menispermaceae Tinospora sinensis EF143855  FJ626602 EF143886  KX384105
Ranunculales Papaveraceae Adlumia fungosa KM364791 KM364740 HE603352
Ranunculales Papaveraceae Argemone mexicana GQ434281 U86621 AY328248
Ranunculales Papaveraceae Capnoides sempervirens KP715386 KM212113 HE603351
Ranunculales Papaveraceae Chelidonium majus KP715387 HM849887 E;;Z;Z?Jrl( KU196962
Ranunculales Papaveraceae Corydalis solida KP715392  KM360733 KP764724+K

P764734
Ranunculales Papaveraceae Dactylicapnos torulosa KP715394  KX272437 KP764725+K

P764735
Ranunculales Papaveraceae Dicentra eximia DQ182345 137917 AY145361

KP764727+K
Ranunculales Papaveraceae Ehrendorferia chrysantha AF465292 P76461737
Ranunculales Papaveraceae Eomecon chionantha F1626521 F1626610 F1626562
Ranunculales Papaveraceae Eschscholzia californica KP715395 HM®849984 E:éii;§8+K KU196963
Ranunculales Papaveraceae Fumaria officinalis JN895721  JN893098  HE603327
Ranunculales Papaveraceae Glaucium flavum JN895979  U86626
Ranunculales Papaveraceae Hylomecon japonica F1626522 F1626611 FJ626563
Ranunculales Papaveraceae Hypecoum pendulum KP715398  KX282817 E;Z)ijﬁ“K
Ranunculales Papaveraceae Lamprocapnos spectabilis ~ KP715400 DQ912901 AY328204  AF130234
Ranunculales Papaveraceae Macleaya microcarpa F1626523 F1626612 F1626564
Ranunculales Papaveraceae Meconopsis quintuplinervia FJ626524 F1626613 F1626565 JX087831
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Order Family Species matk rbcL trnL ndhF
Ranunculales Papaveraceae Papaver rhoeas KP715401 HM850230 AY328240

Ranunculales Papaveraceae Platycapnos spicata KP715402 HE603342

Ranunculales Papaveraceae Pseudofumaria lutea KP715404 KM364763 HE603343

Ranunculales Papaveraceae Pteridophyllum racemosum FJ626526 Ug86631 F1626567 JNO51736
Ranunculales Papaveraceae Rupicapnos africana KP715405 KM364764 HE603325

Ranunculales Papaveraceae Sanguinaria canadensis DQ401350 HQ590259

Ranunculales Papaveraceae Sarcocapnos enneaphylla KP715406 KM364765 HE603337

Ranunculales Papaveraceae Trigonocapnos lichtensteinii KM364829 AM234981 HE603346

Ranunculales Ranunculaceae Aconitella saccata JF331750 JF331683

Ranunculales Ranunculaceae Aconitum anthora KU213012 KU196910
Ranunculales Ranunculaceae Aconitum lycoctonum KU213013 GQ244533 KU196911
Ranunculales Ranunculaceae Aconitum napellus KU213014 EU053898 KU196912
Ranunculales Ranunculaceae Aconitum scaposum JF953039  JF940674 AY150246

Ranunculales Ranunculaceae Actaea cordifolia JQ033403 JQ033695  AB987688 KU196913
Ranunculales Ranunculaceae Actaea racemosa KU213016 JQO033680 GQ409514 KU196914
Ranunculales Ranunculaceae Actaea simplex KU213017 EU053908 EU186384 KU196915
Ranunculales Ranunculaceae Adonis vernalis KU213018 KJ746304  AJ413302  KU196916
Ranunculales Ranunculaceae Anemone alpina KU213019 KF602168 ES;;;SQ%E KU196917
Ranunculales Ranunculaceae Anemone blanda KU213020 KU196918
Ranunculales Ranunculaceae Anemone montana KU213023 EF597155  KU196921
Ranunculales Ranunculaceae Anemone nemorosa KU213024 JN893775  HM590237 KU196922
Ranunculales Ranunculaceae Anemonella thalictroides KU213025 KM360948 KY697468  KU196923
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia atrata KU213026 FR865154 KU196924
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia chrysantha KU213027 JN796929 KU196925
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia ecalcarata KU213028 AY954495  EF437096  KU196926
Ranunculales Ranunculaceae Asteropyrum cavaleriei KU213029 AF079453  FJ626537 KU196927
Ranunculales Ranunculaceae Callianthemum anemonoides KU213030 AY365364  KU196928
Ranunculales Ranunculaceae Caltha leptosepala KU213031 KU662946  AY365370 KU196929
Ranunculales Ranunculaceae Caltha palustris KU213032 FJ626581 FJ626540 KU196930
Ranunculales Ranunculaceae Ceratocephala falcata KU213033 KU196931
Ranunculales Ranunculaceae Clematis apiifolia KU213034 KU853440 KU196932
Ranunculales Ranunculaceae Clematis terniflora KU213035 GU135275 KJ417946 KU196933
Ranunculales Ranunculaceae Clemattis vitalba KU213036 JN892899  KY697409  KU196934
Ranunculales Ranunculaceae Consolida persica JF331673  JF331708

Ranunculales Ranunculaceae Consolida regalis KU213037 JF331671 JF331715 KU196935
Ranunculales Ranunculaceae Coptis quinquefolia KU213038 AB163767 AB159525 KU196936
Ranunculales Ranunculaceae Delphinium cheilanthum JN573597  KU196938
Ranunculales Ranunculaceae Delphinium peregrinum JF331805 JF331740

Ranunculales Ranunculaceae Dichocarpum stoloniferum  KU213041 KY235759  KU196939
Ranunculales Ranunculaceae Eranthis cilicica KU213042 KY618914  KU196940
Ranunculales Ranunculaceae Eranthis hyemalis KU213043 EU053912 JF505891 KU196941
Ranunculales Ranunculaceae Ficaria verna KU213044 KU196942
Ranunculales Ranunculaceae Glaucidium palmatum AB069850 AF093723  EF437113  KU196943
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Order Family Species matk rbcL trnL ndhF
Ranunculales Ranunculaceae Gymnaconitum gymnandrumNC033341  NC033341 AY150253  NC033341
Ranunculales Ranunculaceae Helleborus foetidus KU213046 IN892869  AJ413283 KU196944
Ranunculales Ranunculaceae Helleborus niger KU213047 DQ099436 AJ413290 KU196945
Ranunculales Ranunculaceae Hepatica nobilis KU213022 KU662957 AM268054 KU196920
Ranunculales Ranunculaceae Hydrastis canadensis AB069849  AF093725 EF437112  AY1451464
Ranunculales Ranunculaceae Isopyrum thalictroides KU213049 EF437144  EF437103  KU196947
Ranunculales Ranunculaceae Laccopetalum giganteum DQ490058 EU053917

Ranunculales Ranunculaceae Naravelia zeylanica FJ626503 F1626585 F1626546 KU662928
Ranunculales Ranunculaceae Nigella damascena KU213050 HM850201 AY150260 KU196948
Ranunculales Ranunculaceae Nigella sativa KU213051 KU499880 KU196949
Ranunculales Ranunculaceae Paraquilegia anemonoides  KU213052 KT314182  KU196950
Ranunculales Ranunculaceae Pulsatilla vulgaris KU213025 KM360948 KY697468  KU196923
Ranunculales Ranunculaceae Ranunculus acris AY954199  AY395557  HM590337
Ranunculales Ranunculaceae Ranunculus macranthus DQO69586 DQO69502 DQ359689 NCO08796
Ranunculales Ranunculaceae Ranunculus repens KU213054 HM850298 Q041850  KU196952
Ranunculales Ranunculaceae Semiaquilegia adoxoides EF437137  EF437147  EF437106  KU196953
Ranunculales Ranunculaceae Staphisagria picta KU213056 JF331741 KU196954
Ranunculales Ranunculaceae Thalictrum aquilegiifolium ~ KU213057 KM361010 JX573438 KU196955
Ranunculales Ranunculaceae Thalictrum javanicum DQ478615 AY954496  EF437107  KU662937
Ranunculales Ranunculaceae Thalictrum minus KU213058 EUO053923 Q691517  KU196956
Ranunculales Ranunculaceae Trautvetteria caroliniensis ~ KU213060 EU053925  FJ626550 KU196958
Ranunculales Ranunculaceae Trollius chinensis NC031849 NC031849 AH012572 NC031849
Ranunculales Ranunculaceae Trollius europaeus KU213062 JN893519  HQ440190 KU196960
Ranunculales Ranunculaceae Xanthorhiza simplicissima ~ KU213063 112669 AM397155 KU196961
Santanales Santanalaceae Osyris lanceolata EF464506  L11196

Saxifragales Paenioaceae Paeonia suffruticosa AF033593  AJ402982 FJ626573
Trochodendrales Trochodendraceae Trochodendron aralioides ~ AF543751  L01958 AY145360 EU002269
Vitales Vitaceae Vitis aestivalis NC029454 NC029454 EF179095  NC029454
Zingiberale Zingiberaceae Zingiber officinale KU043465 KJ871871 HM567394 AY191221
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S2. BAYESIAN UNCONSTRAINED CONSENSUS
TREE.

Numbers above branches are posterior probabilities (PP). All nodes with PP values
lower than 0.95 (our threshold value for good support) were collapsed. Subfamilies and
tribes within Ranunculaceae are indicated on the right-hand side of the tree.
(BER=Berberidaceae, CIR= Circaeasteraceae, EUP=Eupteleaceae, LAR=Lardizabalaceae,
MEN=Menispermaceae, PAP=Papaveraceae, RAN=Ranunculaceae, HRAN=Historical
Ranunculaceae, CRAN=Core Ranunculaceae).
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S3. MORPHOLOGICAL MATRIX

Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Berberidace
ae
Circaeaster
aceae
Circaeaster
aceae
Eupteleacea
e
Eupteleacea
e
Lardizabala
ceae
Lardizabala
ceae
Lardizabala
ceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae

Taxon \ Character
Achlys triphylla
Berberis bealei
Berberis japonica
Berberis thunbergii

Berberis vulgaris
Bongardia
chrysogonum
Caulophyllum
thalictroides

Diphylleia cymosa
Dysosma
aurantiocaulis
Epimedium
grandiflorum
Gymnospermium
microrrhynchum

Nandina domestica
Podophyllum
peltatum

Ranzania japonica
Sinopodophyllum
hexandrum
Vancouveria
chrysantha
Circaeaster agrestis
Kingdonia uniflora
Euptelea pleiosperma
Euptelea polyandra
Akebia quinata
Holboellia grandiflora
Sargentodoxa
cuneata

Abuta grandifolia

Cissampelos pareira

Function
al sex

Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Bisexual
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I

Unisexua
|

Perianth
phyllotaxis

?
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Spiral
Spiral

?

Whorled
Whorled
Whorled
Whorled

Whorled

Perianth
symmetry

5
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Dissymmetri
C
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic

-
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Zygomorphi
C

Number of
perianth parts

None

None
None

1-4
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Acorales
Berberidop
sidales
Amborellal
es
Austrobaile
yales

Buxales
Laurales

Canellales
Ceratophyll
ales

Gunnerales
Chloranthal
es

Liliales
Magnoliale
s

Proteales

Proteales
Nymphaeal
es

Alismatales

Santanales
Saxifragale
s

Proteales
Caryophylla
les

Family
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae

Acoraceae
Aextoxicace
ae
Amborellac
eae
Austrobaile
yaceae

Buxaceae
Calycanthac
eae

Canellaceae
Ceratophyli
aceae
Gunneracea
e
Chloranthac
eae

Liliaceae
Magnoliace
ae

Sabiaceae
Nelumbona
ceae
Nymphaeac
eae

Araceae
Santanalace
ae
Paenioacea
e

Platanaceae
Plumbagina
ceae

Taxon \ Character
Cocculus laurifolius
Cocculus orbiculatus
Disciphania calocarpa
Menispermum
canadense
Menispermum
dauricum
Odontocarya tripetala
Stephania
cephalantha
Tinospora sinensis
Acorus calamus
Aextoxicon
punctatum
Amborella trichopoda
Austrobaileya
scandens

Buxus microphylla
Calycanthus floridus
Canella winterana
Ceratophyllum
demersum

Gunnera monoica
Hedyosmum
arborescens

Lilium superbum
Magnolia grandiflora
Meliosma veitchiorum

Nelumbo nucifera

Nymphaea alba

Orontium aquaticum
Osyris lanceolata

Paeonia suffruticosa
Platanus occidentalis

Plumbago auriculata

Function
al sex
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I
Unisexua
I

Bisexual
Unisexua
I
Unisexua
I

Bisexual
Unisexua
|

Bisexual
Bisexual
Unisexua
I
Unisexua
|
Unisexua
I

Bisexual
Bisexual
Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual
Bisexual
Bisexual
Unisexua

Bisexual

Perianth
phyllotaxis

Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Spiral

Spiral

Whorled
Spiral

Whorled

Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Spiral

Whorled
Whorled

Whorled
Spiral
Whorled

Whorled

Perianth
symmetry
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Zygomorphi
o
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic

2
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Zygomorphi
o
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic

?
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic

Number of
perianth parts

None
None/1-4/5-10
None/1-4

5-10

5-10/11

5-10

5-10/11
5-10

5-10
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Order

Proteales
Proteales
Piperales

Dilleniales
Trochoden
drales

Vitales

Zingiberale
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Proteaceae

Sabiaceae
Saururacea
e

Dilleniaceae
Trochodend
raceae

Vitaceae
Zingiberace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae

Taxon \ Character
Protea cynaroides
Sabia swinhoei
Saururus cernuus
Tetracera asiatica
Trochodendron
aralioides

Vitis aestivalis
Zingiber officinale
Adlumia fungosa
Argemone mexicana
Capnoides
sempervirens
Chelidonium majus
Corydalis solida
Dactylicapnos
torulosa

Dicentra eximia
Ehrendorferia
chrysantha
Eomecon chionantha
Eschscholzia
californica

Fumaria officinalis
Glaucium flavum
Hylomecon japonica
Hypecoum pendulum
Lamprocapnos
spectabilis
Macleaya microcarpa
Meconopsis
quintuplinervia
Papaver rhoeas

Platycapnos spicata

Pseudofumaria lutea

Function
al sex

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Unisexua

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Perianth
phyllotaxis

Whorled

Whorled

Whorled

Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled

Whorled

Perianth
symmetry
Zygomorphi
c
Actinomorp
hic

?
Actinomorp
hic

2
Actinomorp
hic
Zygomorphi
C
Dissymmetri
C
Dissymmetri
o
Zygomorphi
o
Dissymmetri
C
Zygomorphi
C
Dissymmetri
o
Dissymmetri
o
Dissymmetri
c
Dissymmetri
c
Dissymmetri
o
Zygomorphi
c
Dissymmetri
c
Dissymmetri
o
Dissymmetri
o
Dissymmetri
o
Actinomorp
hic
Dissymmetri
o
Dissymmetri
o
Zygomorphi
o
Zygomorphi
C

Number of

perianth parts

1-4

5-10

None

5-10

None

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

5-10

14

5-10

5-10

5-10

5-10
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae

Taxon \ Character
Pteridophyllum
racemosum
Rupicapnos africana
Sanguinaria
canadensis
Sarcocapnos
enneaphylla
Trigonocapnos
lichtensteinii
Aconitella saccata
Aconitum anthora
Aconitum lycoctonum
Aconitum napellus
Aconitum scaposum
Actaea cordifolia
Actaea racemosa
Actaea simplex
Adonis vernalis
Anemone alpina
Anemone blanda
Anemonella
thalictroides
Anemone montana
Anemone nemorosa
Aquilegia atrata
Aquilegia chrysantha
Aquilegia ecalcarata
Asteropyrum
cavaleriei
Callianthemum
anemonoides
Caltha leptosepala

Caltha palustris

Ceratocephala falcata

Function
al sex

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Perianth
phyllotaxis

Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Spiral
Spiral
Spiral
Spiral
Spiral
Whorled

Whorled

Whorled
Whorled

Whorled

Whorled
Whorled
Whorled
Whorled
Whorled

Spiral

Whorled
Whorled

Whorled

Perianth
symmetry
Dissymmetri
C
Zygomorphi
o
Actinomorp
hic
Zygomorphi
C
Zygomorphi
o
Zygomorphi
o
Zygomorphi
C
Zygomorphi
C
Zygomorphi
o
Zygomorphi
o
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic

Number of
perianth parts

5-10
5-10
5-10/11
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10

5-10

5-10
5-10/11
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10
5-10/11
5-10/11
5-10/11
5-10

5-10
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae

Taxon \ Character
Clematis apiifolia
Clematis terniflora
Clematis vitalba
Consolida persica
Consolida regalis
Coptis quinquefolia
Delphinium
cheilanthum
Delphinium
peregrinum
Dichocarpum
stoloniferum
Eranthis cilicica
Eranthis hyemalis
Ficaria verna
Glaucidium palmatum
Gymnaconitum
gymnandrum
Helleborus foetidus
Helleborus niger
Hepatica nobilis
Hydrastis canadensis
Isopyrum thalictroides
Laccopetalum
giganteum
Naravelia zeylanica
Nigella damascena
Nigella sativa
Paraquilegia
anemonoides
Pulsatilla vulgaris
Ranunculus acris

Ranunculus
macranthus

Function
al sex

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Bisexual

Perianth
phyllotaxis

Whorled
Whorled
Whorled
Spiral

Spiral

Whorled
Whorled

Spiral

Whorled

Whorled

Whorled

Spiral

Whorled
Whorled
Whorled

Whorled

Spiral

Whorled

Whorled

Whorled

Perianth
symmetry
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Zygomorphi
C
Zygomorphi
o
Actinomorp
hic
Zygomorphi
C
Zygomorphi
C
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Zygomorphi
o
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic
Actinomorp
hic

Number of
perianth parts

1-4

1-4
1-4/5-10
5-10
5-10
5-10/11
5-10
5-10

5-10

5-10/11
5-10/11

1-4
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Function Perianth Perianth Number of
Order Family Taxon \ Character al sex phyllotaxis  symmetry perianth parts
Ranunculal Ranunculac Actinomorp
es eae Ranunculus repens Bisexual Whorled hic 5-10
Ranunculal Ranunculac Semiaquilegia Actinomorp
es eae adoxoides Bisexual ? hic 5-10
Ranunculal Ranunculac Zygomorphi
es eae Staphisagria picta Bisexual ~ Whorled o 5-10
Ranunculal Ranunculac Thalictrum Actinomorp
es eae aquilegiifolium Bisexual Whorled hic 1-4/5-10
Ranunculal Ranunculac Actinomorp
es eae Thalictrum javanicum Bisexual Whorled hic 1-4
Ranunculal Ranunculac Actinomorp
es eae Thalictrum minus Bisexual Whorled hic 1-4/5-10
Ranunculal Ranunculac Trautvetteria Actinomorp
es eae caroliniensis Bisexual Whorled hic 1-4/5-10
Ranunculal Ranunculac Actinomorp
es eae Trollius chinensis Bisexual ~Whorled hic 211
Ranunculal Ranunculac Actinomorp
es eae Trollius europaeus Bisexual Whorled hic 5-10/11
Ranunculal Ranunculac Xanthorhiza Actinomorp
es eae simplicissima Bisexual Whorled hic 5-10
Number of Variability in the
Taxon \ Perianth perianth Perianth number of perianth
Order Family Character merism series differentiation parts
Ranuncu Berberid
lales aceae Achlys triphylla  ? ? ? ?
Ranuncu Berberid Undifferentiate
lales aceae Berberis bealei Trimerous 3 d Constant
Ranuncu Berberid Berberis
lales aceae japonica Trimerous 3 Differentiated  Constant
Ranuncu Berberid Berberis Undifferentiate
lales aceae thunbergii Trimerous 3 d Constant
Ranuncu Berberid Undifferentiate
lales aceae Berberis vulgaris Trimerous 3 d Constant
Ranuncu Berberid Bongardia
lales aceae chrysogonum Trimerous 3 Differentiated  Variable
Ranuncu Berberid Caulophyllum
lales aceae thalictroides Trimerous 3 Differentiated  Constant
Ranuncu Berberid Diphylleia Undifferentiate
lales aceae cymosa Trimerous 3 d Constant
Ranuncu Berberid Dysosma
lales aceae aurantiocaulis Trimerous 3 Differentiated  Constant
Ranuncu Berberid Epimedium
lales aceae grandiflorum Dimerous 3 Differentiated  Constant
Ranuncu Berberid Gymnospermium
lales aceae microrrhynchum  Trimerous 3 Differentiated  Constant
Ranuncu Berberid Nandina Undifferentiate
lales aceae domestica Trimerous 3 d Variable
Ranuncu Berberid Podophyllum
lales aceae peltatum Trimerous 3 Differentiated  Constant
Ranuncu Berberid Ranzania
lales aceae japonica Trimerous 3 Differentiated  Constant
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Order
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales

Acorales
Berberid
opsidale
s
Amborel
lales
Austrob
aileyales

Buxales
Laurales

Canellal
es

Family
Berberid
aceae
Berberid
aceae
Circaeast
eraceae
Circaeast
eraceae
Euptelea
ceae
Euptelea
ceae
Lardizab
alaceae
Lardizab
alaceae
Lardizab
alaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Menispe
rmaceae
Acoracea
e

Aextoxic
aceae
Amborell
aceae
Austroba
ileyaceae
Buxacea
e
Calycant
haceae

Canellac
eae

Taxon \
Character
Sinopodophyllu
m hexandrum
Vancouveria
chrysantha
Circaeaster
agrestis
Kingdonia
uniflora
Euptelea
pleiosperma
Euptelea
polyandra

Akebia quinata
Holboellia
grandiflora
Sargentodoxa
cuneata
Abuta
grandifolia
Cissampelos
pareira
Cocculus
laurifolius
Cocculus
orbiculatus
Disciphania
calocarpa
Menispermum
canadense
Menispermum
dauricum
Odontocarya
tripetala
Stephania
cephalantha
Tinospora
sinensis

Acorus calamus

Aextoxicon
punctatum
Amborella
trichopoda
Austrobaileya
scandens
Buxus
microphylla
Calycanthus
floridus

Canella
winterana

Perianth
merism

Trimerous

Trimerous

Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous
Trimerous

Pentamero
us

?
Trimerous/
Pentamero
us

Number of
perianth
series

Perianth
differentiation

Differentiated
Differentiated
Undifferentiate

d

Differentiated

>

Undifferentiate
d

Differentiated
Differentiated
Undifferentiate
d
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Undifferentiate
d
Differentiated

Undifferentiate
d

Differentiated
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d

?

Undifferentiate
d

Differentiated

Variability in the

number of perianth

parts

Constant

Constant

Variable

Variable

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Variable

Variable

Variable

Constant

Variable

Constant

Constant

Constant

Variable

Variable

Variable

Variable

Variable
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Order
Ceratop
hyllales
Gunnera
les
Chlorant
hales

Liliales
Magnoli
ales
Proteale
s

Proteale
s
Nympha
eales
Alismata
les
Santanal
es
Saxifraga
les
Proteale
s
Caryoph
yllales
Proteale
s
Proteale
s
Piperale
s
Dillenial
es

Trochod
endrales

Vitales
Zingiber
ale
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales

Family
Ceratoph
yllaceae
Gunnera
ceae
Chlorant
haceae

Liliaceae
Magnolia
ceae
Sabiacea
e

Nelumbo
naceae
Nympha
eaceae

Araceae
Santanal
aceae
Paenioac
eae
Platanac
eae
Plumbagi
naceae
Proteace
ae
Sabiacea
e
Saururac
eae
Dilleniac
eae
Trochod
endracea
e

Vitaceae
Zingibera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae

Taxon \
Character

Ceratophyllum

demersum
Gunnera
monoica
Hedyosmum
arborescens

Lilium superbum

Magnolia
grandiflora
Meliosma
veitchiorum

Nelumbo
nucifera

Nymphaea alba

Orontium
aquaticum

Osyris lanceolata

Paeonia
suffruticosa
Platanus
occidentalis
Plumbago
auriculata
Protea
cynaroides

Sabia swinhoei

Saururus cernuus

Tetracera
asiatica

Trochodendron

aralioides

Vitis aestivalis
Zingiber
officinale

Adlumia fungosa

Argemone
mexicana
Capnoides
sempervirens
Chelidonium
majus

Corydalis solida

Dactylicapnos
torulosa

Perianth
merism

?
Dimerous/T
rimerous

Trimerous

Trimerous
Trimerous

Pentamero
us

Dimerous

-~

Trimerous

Trimerous

?
Tetramerou
s
Pentamero
us
Tetramerou
s
Pentamero
us

?
Tetramerou
S

?
Pentamero
us
Trimerous
Dimerous
Dimerous/T
rimerous
Dimerous
Dimerous

Dimerous

Dimerous

Number of
perianth
series

1/2

Perianth

differentiation

Differentiated

Undifferentiate

d
Differentiated

Undifferentiate

d

Differentiated

Undifferentiate
d/Differentiate

d

Differentiated

Undifferentiate

d

Undifferentiate

d

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Undifferentiate

d

Undifferentiate

d

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Variability in the
number of perianth
parts

Variable

Variable
Constant

Variable

Constant

Variable
Variable
Variable
Constant
Variable
Variable
Variable
Constant

Constant

Constant

Constant
Constant
Constant
Variable

Constant
Constant
Constant

Constant
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Order
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales

Family
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Papavera
ceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae

Taxon \
Character

Dicentra eximia
Ehrendorferia
chrysantha
Eomecon
chionantha
Eschscholzia
californica
Fumaria
officinalis

Glaucium flavum
Hylomecon
japonica
Hypecoum
pendulum
Lamprocapnos
spectabilis
Macleaya
microcarpa
Meconopsis
quintuplinervia

Papaver rhoeas
Platycapnos
spicata
Pseudofumaria
lutea
Pteridophyllum
racemosum
Rupicapnos
africana
Sanguinaria
canadensis
Sarcocapnos
enneaphylla
Trigonocapnos
lichtensteinii
Aconitella
saccata
Aconitum
anthora
Aconitum
lycoctonum
Aconitum
napellus
Aconitum
scaposum

Actaea cordifolia
Actaea

racemosa

Actaea simplex

Perianth
merism

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

Dimerous

?
Pentamero
us

?
Pentamero
us
Tetramerou
s
Tetramerou
s

Number of
perianth
series

Perianth
differentiation

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Differentiated

Variability in the

number of perianth

parts

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Variable

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Constant

Variable

144




Order
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales

Family
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae

Taxon \
Character

Adonis vernalis
Anemone alpina

Anemone blanda
Anemonella
thalictroides
Anemone
montana
Anemone
nemorosa

Aquilegia atrata
Aquilegia
chrysantha
Aquilegia
ecalcarata
Asteropyrum
cavaleriei
Callianthemum
anemonoides
Caltha
leptosepala

Caltha palustris
Ceratocephala
falcata
Clematis
apiifolia
Clematis
terniflora

Clematis vitalba
Consolida
persica

Consolida regalis
Coptis
quinquefolia
Delphinium
cheilanthum
Delphinium
peregrinum
Dichocarpum
stoloniferum

Eranthis cilicica
Eranthis
hyemalis

Ficaria verna
Glaucidium
palmatum

Perianth
merism

Trimerous

Trimerous
Pentamero
us
Pentamero
us
Pentamero
us
Pentamero
us

?
Pentamero
us
Pentamero
us
Tetramerou
s
Tetramerou
s
Tetramerou
s

?
Pentamero
us
Pentamero
us

?
Pentamero
us

Trimerous

Trimerous

Dimerous

Number of
perianth
series

Perianth
differentiation

Differentiated
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d

Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Differentiated
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated

Undifferentiate
d

Variability in the

number of perianth

parts

Variable

Variable

Variable

Variable

Constant

Variable

Constant

Constant

Constant

Variable

Variable

Variable

Variable

Variable

Constant

Constant

Variable

Constant

Variable

Constant

Constant

Constant

Variable

Variable

Constant
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Order
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales
Ranuncu
lales

Family
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae
Ranuncul
aceae

Taxon \
Character
Gymnaconitum
gymnandrum
Helleborus
foetidus

Helleborus niger

Hepatica nobilis
Hydrastis
canadensis
Isopyrum
thalictroides
Laccopetalum
giganteum
Naravelia
zeylanica
Nigella
damascena

Nigella sativa
Paraquilegia
anemonoides
Pulsatilla
vulgaris

Ranunculus acris
Ranunculus
macranthus
Ranunculus
repens
Semiaquilegia
adoxoides
Staphisagria
picta
Thalictrum
aquilegiifolium
Thalictrum
javanicum
Thalictrum
minus
Trautvetteria
caroliniensis

Trollius chinensis
Trollius
europaeus
Xanthorhiza
simplicissima

Perianth
merism

Trimerous

Dimerous
Pentamero
us
Pentamero
us

?
Pentamero
us
Pentamero
us
Pentamero
us

Trimerous
Pentamero
us
Pentamero
us
Pentamero
us
Pentamero
us
Pentamero
us

?
Tetramerou
s
Tetramerou
s

?
Pentamero
us

Number of
perianth
series

Perianth
differentiation

Differentiated
Differentiated
Differentiated
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Differentiated
Undifferentiate
d
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Undifferentiate
d
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Differentiated
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Undifferentiate
d
Differentiated

Differentiated

Differentiated

Variability in the
number of perianth
parts
Constant
Variable
Variable
Variable
Variable
Constant
Variable
Variable
Variable
Variable
Constant
Constant
Constant
Variable
Constant
Constant
Constant
Variable
Constant
Constant
Variable
Variable
Variable

Constant
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Berberidac
eae
Circaeaster
aceae
Circaeaster
aceae
Eupteleace
ae
Eupteleace
ae
Lardizabala
ceae
Lardizabala
ceae
Lardizabala
ceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae

Taxon \ Character
Achlys triphylla
Berberis bealei
Berberis japonica
Berberis thunbergii
Berberis vulgaris
Bongardia
chrysogonum
Caulophyllum
thalictroides
Diphylleia cymosa
Dysosma
aurantiocaulis
Epimedium
grandiflorum
Gymnospermium
microrrhynchum
Nandina domestica
Podophyllum
peltatum

Ranzania japonica
Sinopodophyllum
hexandrum
Vancouveria
chrysantha
Circaeaster agrestis
Kingdonia uniflora
Euptelea pleiosperma
Euptelea polyandra
Akebia quinata
Holboellia grandiflora
Sargentodoxa
cuneata

Abuta grandifolia
Cissampelos pareira

Cocculus laurifolius

Cocculus orbiculatus

Outer
perianth
aspect

Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Sepaloid
Petaloid
Sepaloid
Sepaloid/Peta
loid
Petaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Petaloid
Sepaloid

Sepaloid

Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid

Sepaloid

Inner
perianth
aspect

Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Strongly
modified
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid

Strongly
modified

Petaloid

?
Strongly
modified
Strongly
modified
Petaloid
Petaloid

Petaloid

Petaloid

Perianth
parts fusion

Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free

Free

Free
Free
Free
Free
Free
Free

Free

Presence
of spurs

Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Present
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent

Absent

Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent

Absent
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Acorales
Berberidop
sidales
Amborellal
es
Austrobaile
yales

Buxales

Laurales

Canellales
Ceratophyll
ales

Gunnerales
Chlorantha
les

Liliales
Magnoliale
s

Proteales

Proteales
Nymphaeal
es

Alismatales

Santanales
Saxifragale
s

Proteales
Caryophyll
ales

Proteales
Proteales

Piperales

Family
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae
Menisperm
aceae

Acoraceae
Aextoxicace
ae
Amborellac
eae
Austrobaile
yaceae

Buxaceae
Calycanthac
eae

Canellaceae
Ceratophyll
aceae
Gunnerace
ae
Chlorantha
ceae

Liliaceae
Magnoliace
ae

Sabiaceae
Nelumbona
ceae
Nymphaeac
eae
Araceae
Santanalace
ae
Paenioacea
e
Platanacea
e
Plumbagina
ceae

Proteaceae

Sabiaceae
Saururacea
e

Taxon \ Character

Disciphania calocarpa
Menispermum
canadense
Menispermum
dauricum
Odontocarya
tripetala

Stephania
cephalantha

Tinospora sinensis

Acorus calamus
Aextoxicon
punctatum

Amborella trichopoda
Austrobaileya
scandens

Buxus microphylla

Calycanthus floridus

Canella winterana
Ceratophyllum
demersum

Gunnera monoica

Hedyosmum
arborescens

Lilium superbum
Magnolia grandiflora
Meliosma
veitchiorum

Nelumbo nucifera

Nymphaea alba

Orontium aquaticum
Osyris lanceolata

Paeonia suffruticosa
Platanus occidentalis

Plumbago auriculata
Protea cynaroides
Sabia swinhoei

Saururus cernuus

Outer
perianth
aspect
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid

Sepaloid

Sepaloid
?

Petaloid
?

Sepaloid

?

Petaloid

Petaloid

Petaloid

Sepaloid
Petaloid

Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid

Sepaloid
Petaloid
Sepaloid

Inner
perianth
aspect
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Strongly
modified

Petaloid

Petaloid

Petaloid
?

Petaloid

Petaloid
Petaloid

Petaloid

Petaloid

Petaloid
?

?
Strongly
modified

Petaloid

Petaloid
?

Petaloid

Perianth
parts fusion

Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free

Free
?

Free
Fused

Free

Free

Free
Free
Free
Free

Free
Free

Free
Free
Fused

Fused
Fused
Free

Presence
of spurs

Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent

Absent
Absent

Absent
Absent

Absent

Absent
Absent

Absent
Absent
Absent

Absent
Absent

Absent
Absent
Absent

Absent
Absent
Absent

Absent
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Order

Dilleniales
Trochoden
drales

Vitales

Zingiberale
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Dilleniacea
e
Trochodend
raceae

Vitaceae
Zingiberace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Papaverace
ae

Taxon \ Character

Tetracera asiatica
Trochodendron
aralioides

Vitis aestivalis
Zingiber officinale
Adlumia fungosa
Argemone mexicana
Capnoides
sempervirens
Chelidonium majus
Corydalis solida
Dactylicapnos
torulosa

Dicentra eximia
Ehrendorferia
chrysantha
Eomecon chionantha
Eschscholzia
californica

Fumaria officinalis
Glaucium flavum
Hylomecon japonica
Hypecoum pendulum
Lamprocapnos
spectabilis
Macleaya microcarpa
Meconopsis
quintuplinervia
Papaver rhoeas
Platycapnos spicata
Pseudofumaria lutea
Pteridophyllum
racemosum
Rupicapnos africana

Sanguinaria
canadensis

Outer
perianth
aspect

Sepaloid

?

Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid

Sepaloid

Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid

Petaloid

Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid

Sepaloid

Inner
perianth
aspect

Petaloid

?

Petaloid

Petaloid
Strongly
modified

Petaloid
Strongly
modified

Petaloid
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified

Petaloid
Petaloid
Strongly
modified
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Strongly
modified
Absent
Petaloid
Petaloid
Strongly
modified
Strongly
modified
Petaloid
Strongly

modified

Petaloid

Perianth
parts fusion

Free

Free
Fused
Fused
Free
Free
Free
Fused
Fused
Fused
Fused
Free
Fused
Fused
Free
Free
Free
Fused
Free
Free
Free
Fused
Fused
Free
Fused

Free

Presence
of spurs

Absent

?

Absent
Absent
Absent/Pre
sent
Absent
Present
Absent
Present
Present
Present
Present
Absent
Absent
Present
Absent
Absent
Absent
Present
Absent
Absent
Absent
Present
Present
Absent
Present

Absent
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Papaverace
ae
Papaverace
ae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae

Taxon \ Character
Sarcocapnos
enneaphylla
Trigonocapnos
lichtensteinii
Aconitella saccata
Aconitum anthora
Aconitum lycoctonum
Aconitum napellus
Aconitum scaposum
Actaea cordifolia
Actaea racemosa
Actaea simplex
Adonis vernalis
Anemone alpina
Anemone blanda
Anemonella
thalictroides
Anemone montana
Anemone nemorosa
Aquilegia atrata
Aquilegia chrysantha
Aquilegia ecalcarata
Asteropyrum
cavaleriei
Callianthemum
anemonoides
Caltha leptosepala
Caltha palustris
Ceratocephala
falcata

Clematis apiifolia

Clematis terniflora

Clematis vitalba

Outer
perianth
aspect
Sepaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid

Petaloid

Inner
perianth
aspect
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified

?

Strongly
modified
Strongly
modified

Petaloid

Petaloid
Petaloid
Petaloid
Strongly

modified

Petaloid

Petaloid

Perianth
parts fusion

Fused
Fused
Fused
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free

Free

Presence
of spurs
Absent/Pre
sent
Present
Present
Present
Present
Present
Present
Absent
Absent
Absent
Absent

Absent

Absent

Absent
Absent
Present
Present
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent

Absent
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Order
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es
Ranunculal
es

Family
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae
Ranunculac
eae

Taxon \ Character
Consolida persica
Consolida regalis

Coptis quinquefolia
Delphinium
cheilanthum
Delphinium
peregrinum
Dichocarpum
stoloniferum

Eranthis cilicica
Eranthis hyemalis
Ficaria verna
Glaucidium
palmatum
Gymnaconitum
gymnandrum
Helleborus foetidus
Helleborus niger
Hepatica nobilis
Hydrastis canadensis
Isopyrum
thalictroides
Laccopetalum
giganteum
Naravelia zeylanica
Nigella damascena
Nigella sativa
Paraquilegia
anemonoides
Pulsatilla vulgaris
Ranunculus acris
Ranunculus
macranthus
Ranunculus repens
Semiaquilegia

adoxoides

Staphisagria picta

Outer
perianth
aspect

Petaloid
Petaloid

Petaloid

Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Sepaloid
Petaloid
Sepaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Petaloid
Sepaloid
Sepaloid
Sepaloid
Petaloid

Petaloid

Inner
perianth
aspect

?

Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified

?

Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified

Petaloid

Petaloid
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified

Petaloid

Petaloid
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified
Strongly
modified

?

Strongly
modified
Strongly
modified

Petaloid
Strongly
modified
Strongly
modified

Perianth
parts fusion

Fused
Fused
Free

Free

Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free

Free

Presence
of spurs

Present
Present
Absent
Present
Present
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Present
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent

Present
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Outer Inner

perianth perianth Perianth Presence
Order Family Taxon \ Character aspect aspect parts fusion  of spurs
Ranunculal Ranunculac Thalictrum
es eae aquilegiifolium Sepaloid ? Free Absent
Ranunculal Ranunculac
es eae Thalictrum javanicum Sepaloid ? Free Absent
Ranunculal Ranunculac
es eae Thalictrum minus Sepaloid ? Free Absent
Ranunculal Ranunculac Trautvetteria
es eae caroliniensis Sepaloid ? Free Absent
Ranunculal Ranunculac Strongly
es eae Trollius chinensis Petaloid modified Free Absent
Ranunculal Ranunculac Strongly
es eae Trollius europaeus Petaloid modified Free Absent
Ranunculal Ranunculac Xanthorhiza Strongly
es eae simplicissima Petaloid modified Free Absent

Stamen Carpel Fusion of Position of

Order Family Taxon \ Character number number carpels nectaries
Ranunculale Berberidacea
s e Achlys triphylla 7-12 1 Free ?
Ranunculale Berberidacea
s e Berberis bealei 0-6 1 ? Perianth
Ranunculale Berberidacea
s e Berberis japonica 0-6 1 ? Androecium
Ranunculale Berberidacea
s e Berberis thunbergii 0-6 1 ? Androecium
Ranunculale Berberidacea
s e Berberis vulgaris 0-6 1 ? Androecium
Ranunculale Berberidacea Bongardia
s e chrysogonum 0-6 1 ? Perianth
Ranunculale Berberidacea Caulophyllum
s e thalictroides 0-6 1 ? Androecium
Ranunculale Berberidacea
s e Diphylleia cymosa 0-6 1 ? Absent
Ranunculale Berberidacea
s e Dysosma aurantiocaulis 0-6 1 ? ?
Ranunculale Berberidacea Epimedium
s e grandiflorum 0-6 1 ? Absent
Ranunculale Berberidacea Gymnospermium
s e microrrhynchum 0-6 1 ? Receptacle
Ranunculale Berberidacea
s e Nandina domestica 0-6 1 ? Absent
Ranunculale Berberidacea
s e Podophyllum peltatum  13-49 1 ? Absent
Ranunculale Berberidacea
s e Ranzania japonica 0-6 1 ? Perianth
Ranunculale Berberidacea Sinopodophyllum
s e hexandrum 0-6 1 ? Absent
Ranunculale Berberidacea
s e Vancouveria chrysantha 0-6 1 ? Perianth
Ranunculale Circaeastera
s ceae Circaeaster agrestis 0-6 1 ? Absent
Ranunculale Circaeastera
s ceae Kingdonia uniflora 0-6 3-6/7-12  Free Perianth
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Order
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s

Acorales
Berberidops
idales
Amborellale
s
Austrobailey
ales

Buxales

Laurales

Canellales
Ceratophylla
les

Gunnerales
Chloranthal
es

Liliales

Magnoliales

Proteales

Proteales

Family
Eupteleacea
e
Eupteleacea
e
Lardizabalac
eae
Lardizabalac
eae
Lardizabalac
eae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae
Menisperma
ceae

Acoraceae
Aextoxicacea
e
Amborellace
ae
Austrobailey
aceae

Buxaceae
Calycanthace
ae

Canellaceae
Ceratophylla
ceae
Gunneracea
e
Chloranthac
eae

Liliaceae
Magnoliacea
e

Sabiaceae
Nelumbonac
eae

Taxon \ Character
Euptelea pleiosperma
Euptelea polyandra
Akebia quinata
Holboellia grandiflora
Sargentodoxa cuneata
Abuta grandifolia
Cissampelos pareira
Cocculus laurifolius
Cocculus orbiculatus
Disciphania calocarpa
Menispermum
canadense
Menispermum
dauricum
Odontocarya tripetala

Stephania cephalantha

Tinospora sinensis

Acorus calamus
Aextoxicon punctatum
Amborella trichopoda

Austrobaileya scandens
Buxus microphylla

Calycanthus floridus

Canella winterana
Ceratophyllum
demersum

Gunnera monoica
Hedyosmum
arborescens

Lilium superbum

Magnolia grandiflora

Meliosma veitchiorum

Nelumbo nucifera

Stamen
number

13-49

13-49

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

7-12

0-6

0-6

13-49

13-49

0-6

0-6

0-6
0-6

0-6

13-49

7-12
0-6

13-49
7-12

0-6

0-6

0-6
0-6

Carpel
number
07/12/201
2
07/12/201
2

3-6/7-12

3-6

3-6

3-6

02/03/200
6

02/03/200
6

3-6/7-12

3-6
3-6

7-12
07/12/201
2

Fusion of
carpels

Free
Free
Free
Free
Free

Free

Free
Free
Free
Free
Free

Free

Free

Fused

Free

Free
Fused

Free

Fused

Fused

Fused

Free

Fused

Free

Position of
nectaries

Absent
Absent
Absent
Perianth
Perianth
Absent

Absent

Absent
Absent

Absent

Absent

Absent
Absent

Receptacle
Absent

Absent

Gynoecium

Absent

Androecium
Absent
Absent

Absent
Perianth

Gynoecium

Receptacle

Receptacle




Order
Nymphaeale
s

Alismatales

Santanales
Saxifragales
Proteales
Caryophyllal
es

Proteales
Proteales
Piperales

Dilleniales
Trochodend
rales

Vitales

Zingiberale
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s

Family
Nymphaeace
ae

Araceae
Santanalacea
e

Paenioaceae

Platanaceae
Plumbaginac
eae

Proteaceae
Sabiaceae
Saururaceae

Dilleniaceae
Trochodendr
aceae

Vitaceae
Zingiberacea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e

Taxon \ Character

Nymphaea alba
Orontium aquaticum

Osyris lanceolata
Paeonia suffruticosa

Platanus occidentalis

Plumbago auriculata
Protea cynaroides
Sabia swinhoei
Saururus cernuus

Tetracera asiatica
Trochodendron
aralioides

Vitis aestivalis
Zingiber officinale
Adlumia fungosa
Argemone mexicana
Capnoides
sempervirens
Chelidonium majus
Corydalis solida
Dactylicapnos torulosa
Dicentra eximia
Ehrendorferia
chrysantha

Eomecon chionantha
Eschscholzia californica
Fumaria officinalis
Glaucium flavum
Hylomecon japonica
Hypecoum pendulum
Lamprocapnos
spectabilis

Macleaya microcarpa

Meconopsis
quintuplinervia

Stamen
number

>50
0-6

0-6

13-49

0-6

13-49

0-6

0-6

0-6

Carpel
number

212
1

3-6
3-6/7-12

3-6/7-12

Fusion of
carpels

Fused
?

Free
Free

Fused
Fused
Fused

Fused
Fused

Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused

Fused

Position of
nectaries

Absent
Absent

Perianth
Receptacle
Absent

Androecium
Receptacle
Receptacle
Absent
Absent

Gynoecium

Receptacle
Gynoecium
Androecium
Androecium
Absent
Absent
Androecium
Androecium
Androecium
Androecium
Absent
Absent
Androecium
Absent
Absent
Absent
Androecium
Absent

Absent




Order
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s

Family
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Papaveracea
e
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae

Taxon \ Character
Papaver rhoeas
Platycapnos spicata
Pseudofumaria lutea
Pteridophyllum
racemosum
Rupicapnos africana
Sanguinaria canadensis
Sarcocapnos
enneaphylla
Trigonocapnos
lichtensteinii
Aconitella saccata
Aconitum anthora
Aconitum lycoctonum
Aconitum napellus
Aconitum scaposum
Actaea cordifolia
Actaea racemosa
Actaea simplex
Adonis vernalis
Anemone alpina
Anemone blanda
Anemonella
thalictroides
Anemone montana
Anemone nemorosa
Aquilegia atrata
Aquilegia chrysantha
Aquilegia ecalcarata
Asteropyrum cavaleriei

Callianthemum
anemonoides

Stamen
number

>50

0-6

0-6

13-49

0-6

0-6

13-49

13-49

13-49

13-49

13-49

13-49

13-49

Carpel
number

3-6/7-12

3-6
02/03/200

6
3-6

3-6

Fusion of
carpels

Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Fused
Free
Free
Free
Free

Free

Free
Free
Free

Free

Free
Free
Free
Free
Free
Free

Free

Position of
nectaries

Absent
Androecium
Androecium
Absent
Androecium
Absent
Androecium
Androecium
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
Gynoecium
Perianth
Perianth
Absent
Perianth

Perianth
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Order
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s

Family
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae

Taxon \ Character
Caltha leptosepala
Caltha palustris
Ceratocephala falcata
Clematis apiifolia
Clematis terniflora
Clematis vitalba
Consolida persica
Consolida regalis
Coptis quinquefolia
Delphinium
cheilanthum
Delphinium peregrinum
Dichocarpum
stoloniferum

Erantbhis cilicica
Eranthis hyemalis
Ficaria verna
Glaucidium palmatum
Gymnaconitum
gymnandrum
Helleborus foetidus
Helleborus niger
Hepatica nobilis
Hydrastis canadensis
Isopyrum thalictroides
Laccopetalum
giganteum

Naravelia zeylanica
Nigella damascena
Nigella sativa

Paraquilegia
anemonoides

Stamen Carpel

number number

13-49 >12

13-49 >12

7-12 212

13-49 3-6/7-12

250 3-6/7-12

250 >12

13-49 1

13-49 1
07/12/201

13-49 2

13-49 3-6

13-49 3-6

7-12/13-49 2

13-49 ?

13-49 ?
07/12/201

13-49 2

250 2

250 3-6/7-12

13-49 3-6

13-49 3-6/7-12

13-49 212

250 >12

13-49 1/2/3-6

>50 212

7-12 ?

13-49 3-6

13-49/>50 3-6/7-12
02/03/200

13-49 6

Fusion of
carpels

Free
Free
Free
Free
Free

Free

Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Free
Fused
Fused

Free

Position of
nectaries

Gynoecium
Perianth
Absent
Absent
Absent
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Perianth
Absent
Perianth
Perianth
Perianth
Absent
Absent
Perianth

Perianth

Perianth
Perianth

Perianth
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Order
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s
Ranunculale
s

Family
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae
Ranunculace
ae

Taxon \ Character
Pulsatilla vulgaris
Ranunculus acris
Ranunculus macranthus

Ranunculus repens

Semiaquilegia
adoxoides

Staphisagria picta

Thalictrum

aquilegiifolium
Thalictrum javanicum

Thalictrum minus

Trautvetteria
caroliniensis

Trollius chinensis

Trollius europaeus

Xanthorhiza
simplicissima

Stamen
number

13-49
13-49

>50

13-49
13-49
13-49
7-12/13-49
7-12/13-49

13-49

Carpel Fusion of
number carpels
212 Free
212 Free
212 Free
212 Free
3-6 Free
3-6 ?
7-12 Free
07/12/201

2 Free

3-6/7-12  Free

212 Free
07/12/201

2 Free
07/12/201

2 Free
07/12/201

2 7

Position of
nectaries

Androecium

Perianth

Perianth

Perianth

Perianth

Perianth

Absent

Absent

Absent

Perianth

Perianth

Perianth
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S4. SOURCES OF MORPHOLOGICAL DATA

Andrea Lépez 2016 (personal observation)

Aydelotte & Diggle 1997 (AmJBot)
Backer & Bakhuizen van den Brink 1963
(book)

Baillon 1867-1869 (book)

Barton et al 1877 (book)

Becker et al 2005 (I1JPS)

Blattner & Kadereit 1999 (PlantSystEvol)
Bonnier 1990 (book)

Boothroyd 1930 (AmJBot)

Boris Domenech (personal observation)
Bosch 1997 (book)

Bowers 1891 (BotGaz)

Buzgo & Endress 2000 (1JPS)

Buzgo 2001 (BJLS)

Cieslak 2004 (ActaSocBotPol)

Coste 1998 (book)

DeMaggio & Wilson 1986 (AmJBot)
Drummond & Hutchinson 1920
(BullMisclInf)

Duan 2009 (PIBiol)

Eklund et al 2004 (1JPS)

Encyclopedia of Life (website)

Endress & Igersheim 1997 (BJLS)
Endress & Igersheim 2000b (lJPS)
Endress 1986 (AMBG)

Endress 1989 (BotActa)

Endress 1994 (PlantSystEvol)

Endress 2001b (1JPS)

Endress 2004 (AustSystBot)

eol 2017 (website)

Erbar 2014 (PDE)

Erbar et al 1998 (Flora)

Feng & Lu 1998 (ActaBotSin)

Flora of Australia Online 2012 (website)

Flora of China (website)

158

Flora of Israel Online 2013 (website)
Flora of North America (website)
Flora of Pakistan (website)

Flora of USSR 1937 (book)

Flora of Zimbabwe 2015 (website)
Flora Zambesiaca 2013 (website)
Flore Alpes (website)

Flore virtuelle d'Orsay (website)
Florian Jabbour (personal observation)
Gardner et al 2011 (JMedActivePl)
Godet 1853 (book)

Gostin 2009 (article)

Guitian et al 2003 (PlantSystEvol)
Hayes et al 2000 (1JPS)

Herrera et al 2002 (JEvolBiol)
Heywood et al 2007 (book)

Hodges 1997 (lJPS)

Hoogland 1954 (FloraMalesiana)
Hooker 1855 (CurtisBotMag)

Hooker 1875 (book)

Hutchinson et al 1912 (FloraCapensis)
Igersheim & Endress 1997 (BJLS)
Iwamoto et al. 2003 (AmJBot)
Jabbour & Renner 2011b (PhytoKeys)
Jabbour & Renner 2012 (1JPS)
Jabbour et al 2009 (AnnBot)

Kosuge & Tamura 1988 (The Botanical
Magazine, Tokyo)

Kramer 2009 (AnnRevPlantBiol)
Kubitzki et al 1993 (book)

Laetitia Carrive (personal observation)
Lauber et al 2001 (database)

Lecoyer 1885 (BullSocRoyBotBelgique)
Lehmann & Sattler 1993 (AmJBot)
Lehnebach et al 2007 (PlantSystEvol)
Lidén 1986 (OperaBot)



Lidén 1993b (Kubitzki)

Lovett-Doust et al 1990 (CanJPISci)
Lubbers & Christensen 1986 (AmJBot)
Maire 1965 (book)

Malyschev & Peschkova 1993 (book)
Marshall 1785 (book)

Meicenheimer 1979 (AmJBot)

Moore 1991 (SIDA)

Munz 1967a (JArnArbor)

Munz 1967b (JArnArbor)

New Zealand Plant Conservation Network
2013 (website)

New Zealand Plant Conservation Network
2015 (website)

Niedenzu 1910 (EnglerPrantl)

Nixon & Poole 2003 (Lundellia)

Ohwi 1965 (book)

Orellana et al 2009 (FoliaGeobotanica)
Parsa 1986 (book)

Payer 1857 (Payer)

Pellmyr 1986 (Oecologia)

Plant Systematics 2013 (website)
Plantes & botanique 2012 (website)
Polunin 1959 (book)

Puzey et al 2011 (ProcRSoc)

Ramsey 1987 (Castanea)

Ren et al 2004 (PlantSystEvol)

Ren et al 2007 (AnnBot)

Rodriguez et al 2007 (Arnaldoa)
Ronse de Craene & Stuppy 2010 (lJPS)
Ronse De Craene & Wanntorp 2008
(PlantSystEvol)

Ronse de Craene 2010 (book)

Rose 1981 (book)

Rose 2006 (book)

Salinas et al 2003 (PlantSystEvol)
Salisbury 1919 (AnnBot)

Schoffel 1932 (Flora)
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Schott 1854
(OesterreichischeBotWochenblatt)
Scoggan 1978 (book)

Sell 1994 (Watsonia)

Shirreffs 1985 (JEcol)

Shishkin 1963 (book)

Sophie Nadot (personal observation)
Staedler et al 2007 (JPS)

Staedler et al 2009 (lJPS)

Strid & Tan 2002 (book)

Strid 1986 (book)

Sweet & Smith 1827 (book)
Takhtajan 2009 (book)

Tamura 1972 (BotMag)

Taylor & Markham 1978 (JEcol)
Terabayashi 1978 (ActaPhytotaxGeobot)
Thien 1974 (AmJBot)

Thien et al 1994 (PlantSpBiol)

Tian et al 2005 (PlantSystEvol)

Tian et al 2007 (PlantSystEvol)

Tobe & Keating 1985 (BotMagTokyo)
Tobe 1980 (BotMagTokyo)

Todzia & Wood 1988 (JArnArbor)
Todzia 1988 (FloraNeotropica)
Townsend & Guest 1980 (book)
Trifonova 1990 (CollectaneaBot)
Tropicos 2013 (website)

Tucker & Hodges 2005 (lJPS)

Turrill 1922 (AnnBot)

Utelli & Roy 2001 (Oecologia)
Verlaque & Aboucaya 2001 (Bocconea)
Vesperini et al 1999 (PIBiol)

von Balthazar & Schénenberger 2009
(UPS)

Wang & Hsiao 1964 (ActaPhytotaxSin)
Wang et al 2009 (PlantSystEvol)
Wang et al 2015 (NaturePl)



Wanntorp & Ronse DeCraene 2007
(AmJBot)

Watson & Dallwitz 2013 (website)
Watson & Dallwitz 2014 (website)
Weston 2006 (Kubitzki)

Wilson 1966 (AmJBot)

Witasek 1899 (ZoolBotGesOsterreich)
Yang & Compton 1995 (BotBullAcadSinica)
Yang & Huang 2008 (Taiwania)

Zhang & Ren 2008 (1JPS)

Zhang & Ren 2011 (BJLS)

Zhao 2012 (AnnalesBotaniciFennici)
Zhao et al 2011 (BJLS)
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S5. EXPLANATIONS ON THE RIMCMC RESULTS

Explanations on the rjMCMC results interpretations for characters with four states or
more. State shown here in the number of stamens. a. Uncertain result. b. Low confidence

result. c. Medium confidence result. d. High confidence result.

@ o CIRCAEASTERACEAE [LQ-)U MENISPERMACEAE

o . . . . .
States 1 2 3 4 5 z6 1 2 3 4 5

Uncertain Low confidence (°)

@0 RANUNCULACEAE + BERBERIDACEAE dl o] EUPTELEACEAE

Overlap of standard deviations

gos | No overlap
oa
oa
o
LE}
o
E T L S e I S I o
v
] | — 1 1 — o -
o a0 - .
States 1 2 3 4 5 26 1 2 3 4 5 26
Medium confidence (°°) High confidence (°*°)

I Most probable ancestral state I
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S6. PARSIMONY RESULTS.

Ancestral state reconstruction using parsimony of the characters on the Bayesian
consensus tree. Legend is given in the blue box on each tree.
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S7. ANCESTRAL STATES RECONSTRUCTIONS FOR
THE KEY NODES

Raw rjMCMC results. The values are the mean PP and the 95% confidence interval of
the PP between square brackets.

Traits Functional sex Perianth phyllotaxis
Nodes Bisexual Unisexual Whorled Spiral
0.8677 0.1323 [0,
Ranunculales 3.6002E-3 [0, 0] 0.9964 [1, 1] [0.0127, 1] 0.9873]
Ranunculaceae+Berberidaceae+ 0.8295 0.1705 [0,
Menispermaceae 3.1062E-3 [0, 0] 0.9969 [1, 1] [0.4401, 1] 0.5599]
0.9171 [0.8457, 0.0829 [0.0213, 0.8176 0.1824 [0,
Ranunculaceae+Berberidaceae  0.9787] 0.1543] [0.3148, 1] 0.6852]
0.949 [0.8972, 0.051[8.177E-3, 0.9232 0.0768 [0,
Papaveraceae 0.9918] 0.1028] [0.7232, 1] 0.2768]
0.9995 [0.9987, 5.3482E-4 [4.2E-5, 0.8878 [9E-6, 0.1122 [1E-
Eupteleaceae 1] 1.341E-3] 1] 6, 1]
0.7838 [0.6834, 0.2162 [0.1162, 0.0655 [0, 0.9345
Circaeasteraceae 0.8838] 0.3166] 0.212] [0.788, 1]
0.8989 0.1011 [0,
Lardizabalaceae 1.6437E-5[0,0] 111, 1] [0.705, 1] 0.295]
0.978 0.022 [0,
Menispermaceae 6.6231E-7 [0,0] 1([1,1] [0.9034, 1] 0.0966]
0.9729[0.9325, 0.0271 [1.8E-3, 0.9328 0.0672 [0,
Berberidaceae 0.9982] 0.0675] [0.7022, 1] 0.2978]
0.9145 [0.8409, 0.0855 [0.0234, 0.7729 0.2271 [0,
Ranunculaceae 0.9766] 0.1591] [0.1165, 1] 0.8835]
0.9956 [0.9888, 4.3815E-3 [2.72E- 0.6318 0.3682 [0,
Core Ranunculaceae 0.9997] 4,0.0112] [6.117E-3, 1] 0.9939]
Traits Perianth symmetry
Nodes Actinomorphic Zygomorphic Dissymmetric
0.67 [0.0884, 0.0109 [0, 0.3191 [3.347E-3,
Ranunculales 0.9974] 0.0487] 0.8852]
Ranunculaceae+Berberidaceae+Meni 2.2871E-3 [0, 0.0113 [1.1E-5,
spermaceae 0.9864 [0.9488, 1] 0.01] 0.045]
2.3907E-3 [0, 0.0122 [8E-6,
Ranunculaceae+Berberidaceae 0.9854 [0.9454, 1] 0.0104] 0.0478]
2.4973E-4 [0, 7.4594E-3 [0,
Papaveraceae 7.9E-4] 0.0363] 0.9923 [0.9636, 1]
Eupteleaceae 0.9296 [1.1E-5,1] 0.035][0, 1.81E-4] 0.0355 [0, 7.53E-4]
0.9395 [0.8123, 0.0134 [0, 0.0471 [1.26E-4,
Circaeasteraceae 0.9991] 0.0608] 0.1524]
3.153E-3 [0, 0.014 [1.5E-5,
Lardizabalaceae 0.9828 [0.94, 1] 0.0141] 0.0512]

171



Menispermaceae
Berberidaceae
Ranunculaceae

Core Ranunculaceae

1.8007E-4 [0,

1.0002E-3 [0,

0.9988 [0.9954, 1] 6.94E-4] 4.083E-3]
8.3601E-4 [0, 9.1213E-3 [0,
0.99[0.9536,1]  2.977E-3] 0.0426]
2.2335E-3 [0, 0.0108 [4E-6,
0.9869 [0.9503, 1] 9.89E-3] 0.0435]
1.17E-4 [0, 2.48E- 4.1966E-4 [0,
0.9995 [0.9979, 1] 4] 1.854E-3]

Traits Number of perianth parts
Nodes None 14 5-10 211
0.4903
[0.1123, 0.2711 [0, 0.0335 [0, 0.205 [0,
Ranunculales 0.8425] 0.494] 0.1023] 0.4344]
Ranunculaceae+Berberidacea 0.2308 [0, 0.274 [0.0998, 0.1022 [0, 0.393[0.131,
e+Menispermaceae 0.3671] 0.4385] 0.2556] 0.6959]
Ranunculaceae+Berberidacea 0.2285 [0, 0.2902 [0.0984, 0.0749 [0, 0.4064 [0.2306,
e 0.3651] 0.441] 0.1691] 0.6772]
0.117 [O, 0.7302 [0.4389, 0.0249 [0,
Papaveraceae 0.3384] 0.1279 [0, 0.36] 1] 0.0772]
0.9966 3.0046E-3 [0, 1.2312E-5 [0, 3.7521E-4 [0,
Eupteleaceae [0.9841, 1] 0.0154] 6.2E-5] 1.627E-3]
0.2148
[0.0465, 0.2639 [0.1006, 0.0625 [6.624E- 0.4589 [0.301,
Circaeasteraceae 0.3733] 0.4094] 3,0.1275] 0.6538]
0.1693 [0, 0.2574 [7.527E- 0.0171 [5.5E-5, 0.5561 [0.299,
Lardizabalaceae 0.3552] 3, 0.4874] 0.0479] 0.9284]
0.1844 [0, 0.265 [0, 0.2445 [1.972E- 0.3061 [0,
Menispermaceae 0.3844] 0.4756] 3,0.6142] 0.6492]
0.1457 [0, 0.1905 [0, 3.2851E-3 [0, 0.6605 [0.3308,
Berberidaceae 0.4372] 0.4659] 0.0128] 0.9988]
0.2426 [0, 0.2946 [0.0957, 0.2867 [0.0146, 0.1762 [7.361E-
Ranunculaceae 0.3855] 0.498] 0.5394] 3, 0.3349]
0.1714 [0, 0.2249 [0, 0.5166 [0.1282, 0.0871 [0,
Core Ranunculaceae 0.428] 0.5165] 0.9743] 0.2895]
Traits Perianth merism
Nodes Dimerous Trimerous Tetramerous Pentamerous
0.0711 [0, 0.6247 0.2744 [0, 0.0297 [0,
Ranunculales 0.4876] [3.389E-3, 1] 0.966] 0.1693]
Ranunculaceae+Berberidaceae+ 0.014 [0, 0.7331[0.3478, 0.2121 0, 0.0408 [0,
Menispermaceae 0.0725] 0.9991] 0.5454] 0.1448]
0.0774 [0, 0.4966 [0.1061, 0.3202 [0, 0.1058 [0,
Ranunculaceae+Berberidaceae 0.3844] 0.9826] 0.7068] 0.3283]
0.9918 8.7123E-4[0, 6.9065E-3 [0, 3.8031E-4 [0,
Papaveraceae [0.9662, 1] 3.477E-3] 0.0324] 1.811E-3]
0.0882 [0, 0.141 [0, 0.1067 [0,
Eupteleaceae 0.9999] 0.6641 [0, 1] 0.9999] 0.9992]
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0.1288 [0, 0.5205 [0, 0.2111 [0, 0.1396 [0,
Circaeasteraceae 0.9354] 0.953] 0.5876] 0.7145]
1.4771E-3 [0, 0.9038 [0.6812, 0.087 [0, 7.7975E-3 [0,
Lardizabalaceae 7.852E-3] 0.9997] 0.3085] 0.0262]
6.556E-5 [0, 0.9748 [0.8733, 0.0248 [0, 3.5344E-4 [0,
Menispermaceae 3.41E-4] 1] 0.1259] 1.445E-3]
4.3231E-4[0, 0.9456 [0.6972, 0.0529 [0, 1.0962E-3 [0,
Berberidaceae 1.136E-3] 1] 0.3001] 4,164E-3]
0.4347 [0, 0.0587 [0, 0.2988 [0, 0.2079 [0,
Ranunculaceae 0.9619] 0.3068] 0.8571] 0.746]
1.9666E-4 [0, 6.9164E-4[0, 0.2503 [0, 0.7489
Core Ranunculaceae 2.25E-4] 2.459E-3] 0.9892] [6.376E-3, 1]
Traits Number of perianth series
Nodes None 1 2 23
0.097 [0, 0.0185 [0, 2.2423E-4 [0, 0.8843 [0.5076,
Ranunculales 0.4477] 0.0301] 2.43E-4] 1]
Ranunculaceae+Berberidaceae+ 0.1663 [0, 0.0203 [0, 4.2245E-3 [0, 0.8092 [0.5015,
Menispermaceae 0.4756] 0.0905] 0.0189] 1]
0.3127 [0, 0.069 [0, 0.0259 [0, 0.5924 [0.2561,
Ranunculaceae+Berberidaceae  0.6591] 0.2361] 0.1078] 1]
0.0891 [0, 1.928E-3 [0, 5.8912E-5 [0, 0.909 [0.5894,
Papaveraceae 0.4091] 9.402E-3] 1.92E-4] 1]
0.0183 [0, 0.0674 [0, 0.0877 [0, 0.8266 [1.7E-5,
Eupteleaceae 0.026] 0.9872] 0.9937] 1]
0.2053 [0, 0.5899 [0.3329, 0.1472[0.0124, 0.0575 [3.8E-5,
Circaeasteraceae 0.4408] 0.8885] 0.3403] 0.1597]
0.142 [0, 0.0429 [0, 1.5225E-3 [0, 0.8136 [0.3915,
Lardizabalaceae 0.4534] 0.2857] 8.301E-3] 1]
0.1416 [0, 6.1152E-3 0, 1.3022E-3 [0, 0.851[0.4592,
Menispermaceae 0.5249] 0.0241] 3.764E-3] 1]
0.0786 [0, 8.3303E-4 [0, 1.3978E-5 [0, 0.9205 [0.5739,
Berberidaceae 0.4247] 3.375E-3] 4.1E-5] 1]
0.1416 [0, 0.2052 [4.65E- 0.6419 [0.3707, 0.0113[9.1E-5,
Ranunculaceae 0.3715] 4,0.437] 0.9846] 0.0301]
0.0818 [0, 0.197 0, 0.7207 [0.3622, 4.3735E-4 [0,
Core Ranunculaceae 0.3378] 0.4999] 0.9999] 1.277E-3]
Variability in the number of
Traits Differentiation perianth parts
Undifferentiate
Nodes d Differentiated Variable Constant
0.7772
0.2228 [2.32E- [0.3281, 0.4323 [0.089, 0.5677
Ranunculales 4,0.6719] 0.9998] 0.6144] [0.3856, 0.911]
0.4935 0.5065
Ranunculaceae+Berberidaceae 0.4022 [0.0608, 0.5978 [0.396, [0.4402, [0.4738,
+Menispermaceae 0.604] 0.9392] 0.5262] 0.5598]

173




Ranunculaceae+Berberidaceae

Papaveraceae

Eupteleaceae

Circaeasteraceae

Lardizabalaceae

Menispermaceae

Berberidaceae

Ranunculaceae

Core Ranunculaceae

0.4908 [0.1872,

0.7068]

0.5092
[0.2932,
0.8127]
0.8346

0.1654 [2.123E- [0.5922,

3,0.4078]

0.2343 [3.6E-5,

0.9999]

0.3638 [0.226,

0.4812]

0.2915 [0.0622,

0.4848]

0.9979]
0.7657 [1.24E-
4,1]

0.6362
[0.5188,
0.774]

0.7085
[0.5152,
0.9378]
0.8214

0.1786 [1.859E- [0.5694,

3, 0.4306]

0.4256 [0.0704,

0.6432]

0.5887 [0.4314,

0.7509]

0.2001 [4.09E-

4,0.4681]

0.9981]
0.5744

[0.3568,
0.9296]
0.4113

[0.2491,
0.5686]
0.7999

[0.5319,
0.9996]

0.5002 [0.467,
0.5424]

0.399 [0.1239,
0.5004]
0.4441 [4.33E-
4, 0.9993]

0.5639 [0.5,
0.7127]
0.3708
[0.1254,
0.4978]

0.4681 [0.325,
0.5691]
0.4721
[0.3085,
0.5286]
0.5325
[0.4992,
0.6713]
0.5602
[0.4636,
0.8355]

0.4998
[0.4576, 0.533]

0.601 [0.4996,
0.8761]
0.5559 [6.67E-
4,0.9996)

0.4361
[0.2873, 0.5]
0.6292
[0.5022,
0.8746]

0.5319
[0.4309, 0.675]
0.5279
[0.4714,
0.6915]
0.4675
[0.3287,
0.5008]
0.4398
[0.1645,
0.5364]

Traits

Nodes

Ranunculales

Ranunculaceae+Berberidacea
e+Menispermaceae
Ranunculaceae+Berberidacea

e
Papaveraceae

Eupteleaceae

Circaeasteraceae

Lardizabalaceae

Menispermaceae

Outer perianth aspect

Sepaloid

0.0547 [0,
0.5005]

0.0428 [0,
0.3891]
0.0195 [0,
0.1549]
0.1775 [0,
0.947]
0.2168 [0,
0.9998]
0.8286
[0.7379,
0.9117]
3.7649E-3 [0,
0.0276]
0.9947
[0.9885,
0.9991]

Petaloid

0.9453 [0.4995,
1]

0.9572 [0.6109,
1]

0.9805 [0.8451,
1]

0.8225 [0.053,
1]

0.7832 [1.59E-4,
1]

0.1714 [0.0867,
0.2605]

0.9962 [0.9724,
1]

5.3021E-3
[8.92E-4,
0.0115]

Inner perianth aspect

Petaloid
0.9236
[0.5947,
0.9999]
0.9284
[0.7474,
0.9985]
0.857 [0.592,
0.9867]
0.8545 [0.635,
0.979]
0.8905 [8.4E-
5,1]
0.8327
[0.6805,
0.9764]
0.0269 [1.63E-
3, 0.0695]

0.9975
[0.9915, 1]

Strongly
Modified

0.0764 [9.6E-5,
0.4053]

0.0716 [1.463E-
3,0.2526]

0.143 [0.0133,

0.408]

0.1455 [0.021,

0.365]

0.1095 [4E-6,

0.9999]

0.1673 [0.0236,
0.3195]
0.9731 [0.9305,
0.9984]

2.4634E-3 [3.6E-
5, 8.483E-3]
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0.9761

0.0347 [0, 0.9653 [0.6826, [0.8902, 0.0239 [1.1E-4,
Berberidaceae 0.3174] 1] 0.9999] 0.1098]
0.0146 [0, 0.9854 [0.8704, 0.535[0.2614, 0.465 [0.2624,
Ranunculaceae 0.1296] 1] 0.7376] 0.7386]
1.5317E-3[0, 0.9985[0.9945, 2.8594E-3[0, 0.9971[0.9899,
Core Ranunculaceae 5.472E-3] 1] 0.0101] 1]
Traits Perianth parts fusion Presence of spurs
Nodes Free Fused Absent Present
0.9921 7.8613E-3 [3E-6, 0.9989 1.1352E-3 [0,
Ranunculales [0.9698, 1] 0.0302] [0.9994,1] 5.8E-4]
0.9916
Ranunculaceae+Berberidaceae+ [0.9661, 8.4387E-3 [1.17E- 0.9984 1.5567E-3 [0,
Menispermaceae 0.9999] 4,0.0339] [0.9972,1] 2.772E-3]
0.9915
[0.9659, 8.5151E-3 [1.09E- 0.9983 1.6808E-3 [0,
Ranunculaceae+Berberidaceae 0.9999] 4,0.0341] [0.997, 1] 3.045E-3]
0.9395
[0.6716, 0.0605 [9.1E-4, 0.9826 0.0174 [0,
Papaveraceae 0.9991] 0.3284] [0.9674,1] 0.0326]
0.9472 0.0528 [0, 0.9777 0.0223 [0,
Eupteleaceae [0.2338, 1] 0.7662] [0.9999,1] 5.1E-5]
0.9652 0.0348 [9.78E-4, 0.9922 7.8456E-3 [0,
Circaeasteraceae [0.8605, 0.999] 0.1395] [0.9785,1] 0.0215]
0.9899
[0.9586, 0.0101 [2.26E-4, 0.998 2.0424E-3 [0,
Lardizabalaceae 0.9998] 0.0414] [0.9956,1] 4.429E-3]
0.9991 8.9609E-4 [4E-6, 0.9999 1.3513E-4 [0,
Menispermaceae [0.9973, 1] 2.707E-3] [0.9998,1] 2.01E-4]
0.9974 2.5873E-3 [2E-6, 0.9992 8.2986E-4 [0,
Berberidaceae [0.9935, 1] 6.486E-3] [0.9996,1] 4.18E-4]
0.9917 [0.966, 8.3011E-3[6.7E- 0.9985 1.5086E-3 [0,
Ranunculaceae 0.9999] 5, 0.034] [0.9973,1] 2.7E-3]
0.9995[0.999, 5.244E-4[1E-6, 0.9998 1.806E-4 [0,
Core Ranunculaceae 1] 1.05E-3] [0.9999,1] 5.6E-5]
Traits Stamen number
Nodes 0-6 7-12 13-49 250
0.7102 [0.1319, 0.0408 [0, 0.064 [0,
Ranunculales 1] 0.185[0,0.63] 0.1791] 0.2658]
Ranunculaceae+Berberidaceae 0.7755[0.3286, 0.1405 [O, 0.0349 [0, 0.049 [0,
+Menispermaceae 1] 0.4548] 0.1255] 0.1858]
0.477 [0.1561, 0.2564 [0, 0.11 [0, 0.1566 [0,
Ranunculaceae+Berberidaceae 1] 0.5564] 0.2396] 0.2981]
0.2375 [0, 0.0792 [0, 0.1232 [0,
Papaveraceae 0.56[0.1386,1] 0.6166] 0.227] 0.2922]
1.7558E-5 [0, 9.0265E-3 [0, 0.9743[0.938, 0.0167 [1.7E-
Eupteleaceae 7E-5] 0.0305] 0.9996] 5, 0.0383]
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0.8659 [0.5279, 0.1012 [0, 0.0131 [0, 0.0199 [0,
Circaeasteraceae 1] 0.4238] 0.0475] 0.0768]
0.9181[0.6257, 0.0743 [0, 2.3111E-3 [0, 5.3596E-3 [0,
Lardizabalaceae 1] 0.3638] 9.341E-3] 0.0241)]
0.8431[0.3608, 0.1435 [0, 2.8273E-3 [0, 0.0106 [0,
Menispermaceae 1] 0.5977] 0.0123] 0.0473]
0.9361 [0.5714, 0.0626 [0, 2.2279E-4 [0, 1.0798E-3 [0,
Berberidaceae 1] 0.4264] 9.63E-4] 4,778E-3]
0.3954 0.3651
4.387E-3 [3.14E- 0.2351 [1.48E- [0.3147, [0.3112,
Ranunculaceae 4,0.0105] 4,0.3383] 0.5435] 0.4984]
9.9248E-5 [0, 0.1775 [0, 0.48 [0.3067, ([)031472:5
Core Ranunculaceae 2.81E-4] 0.3387] 0.7777] 0.5376]
Traits Carpel number
Nodes 1 2 3-6 7-12 212
1.0512E-3 0.024 [0, 0.0141 [0, 0.1566 [0, 0.8043
Ranunculales [0, 4.533E-3] 0.1079] 0.0735] 0.6001] [0.3332,1]
Ranunculaceae+Berberida 0.0564 [0, 9.872E-3 [0, 0.1576 [0, 0.1687 [0, 0.6074
ceae+Menispermaceae 0.2434] 0.0462] 0.4047] 0.449] [0.2438, 1]
Ranunculaceae+Berberida 0.1451 [0, 0.014 [0, 0.0515 [0, 0.1616 [O, 0.6278
ceae 0.4783] 0.068] 0.1853] 0.5197] [0.2298, 1]
8.132E-4 [0, 0.8491 0.0165 [0, 0.1279 [0, 5.6354E-3 [0,
Papaveraceae 3.236E-3] [0.3541,1] 0.0549] 0.5533] 0.0198]
0.446 0.5539
1.1603E-5 1.2831E-5 3.573E-5[0, [0.3729, [0.4856,
Eupteleaceae [0, 4.9E-5] [0,5.9E-5]  1.59E-4] 0.5142] 0.6269]
0.4961 0.2691 0.1196
0.0894 [0, 0.0257 [0, [0.3102, [0.0677, [0.0426,
Circaeasteraceae 0.2056] 0.0832] 0.7184] 0.4538] 0.1946]
5.9429E-3 7.1503E-3  0.1226 [0, 0.1384 [0, 0.7259
Lardizabalaceae [0, 0.029] [0,0.0332] 0.3795] 0.4441] [0.3675, 1]
1.3269E-3  0.8923 3.727E-3
[6(35345282:-3] [0,5.709E- [0.6383, 0.102 [0, [1.4E-5,
Menispermaceae T 3] 0.9994] 0.3567] 0.0116]
0.9562
[0.7045, 1.6181E-4  7.1998E-3 0.036 [0, 4.1986E-4 [0,
Berberidaceae 0.9999] [0, 6.45E-4] [0,0.0284] 0.286] 1.653E-3]
1.9899E-3 0.0246 [0, 6.5557E-3 0.0877 [0, 0.8792
Ranunculaceae [0, 0.011] 0.1103] [0,0.0282] 0.4511] [0.5001, 1]
1.0572E-4 3.1033E-4 7.1725E-3 0.0584 [0, 0.9341
Core Ranunculaceae [0, 3.16E-4] [0, 7.95E-4] [0,0.0263] 0.4242] [0.5508, 1]

Traits
Nodes
Ranunculales

Fusion of carpels

Free
0.9428 [0.8439, 1]

Ranunculaceae+Berberidaceae+Menispermaceae 0.9956 [0.9861, 1]
Ranunculaceae+Berberidaceae

0.9904 [0.9816, 1]

Fused

0.0572 [0, 0.1561]
4.3906E-3 [0, 0.0139]
9.6105E-3 [0, 0.0184]
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Papaveraceae
Eupteleaceae

Circaeasteraceae
Lardizabalaceae
Menispermaceae

Berberidaceae

Ranunculaceae
Core Ranunculaceae

3.3727E-3 [0, 0.0105]

1[0.9999, 1]

0.9547 [0.7616, 1]
0.9956 [0.9834, 1]
0.9998 [0.9992, 1]
0.9755 [0.9239, 1]

0.9966 [0.9895, 1]
2.5749E-5 [0, 7.6E-5]
0.0453 [0, 0.2384]
4.3576E-3 [0, 0.0166]
2.0032E-4 [0, 8.18E-4]
0.0245 [0, 0.0761]

0.9971 [0.9881, 1]
0.9999 [0.9997, 1]

2.8865E-3 [0, 0.0119]
6.9095E-5 [0, 2.91E-4]

Traits

Nodes

Ranunculales

Ranunculaceae+Berberid
aceae+Menispermaceae

Ranunculaceae+Berberid

daceae

Papaveraceae

Eupteleaceae

Circaeasteraceae

Lardizabalaceae

Menispermaceae

Berberidaceae

Ranunculaceae

Core Ranunculaceae

Absent
0.4021
[7.28E-4,
0.8299]

0.2735 [4.6E-
4,0.5712]

0.1702 [0,
0.4291]
0.4167
[0.0793,
0.7736]

0.9917
[0.974, 1]
0.0971
[5.896E-3,
0.1854]

0.0312 [0,
0.1014]
0.8235
[0.575,
0.9991]

0.1766 [0,
0.4319]
0.1942
[4.048E-3,
0.386]

4.166E-3 [0,
0.018]

Position of nectaries

Receptacle Perianth
0.2767
0.0265[0, [1.06E-4,
0.1446] 0.7227]
0.3791
0.0562 [0, [0.0131,
0.1994] 0.843]
0.5169
0.0521[0, [0.1128,
0.1917] 0.9944]
0.0227
0.0472 [0, [2.2E-4,
0.1875] 0.0656]
4.6204E-4
[0, 1.225E-  2.4696E-4
3] [0, 7.22E-4]
0.0623 0.6371
[3.8E-5, [0.4373,
0.1513] 0.8417]
0.8885
0.014 [0, [0.7117,
0.0505] 0.9978]
5.6407E-3
0.011 [0, [6E-5,
0.0413] 0.0161]
0.371
0.0704 [0, [8.95E-4,
0.2612] 0.9088]
0.0437 0.5395
[1.3E-5, [0.2829,
0.1516] 0.8295]
1.4384E-3
[0,3.132E- 0.979
3] [0.9076, 1]

Androeciu
m Gynoecium
0.079 [0, 0.2158 [3E-6,
0.2907] 0.465]
0.1916
0.0997 [6E- [5.85E-4,
6, 0.2968] 0.3855]
0.118 [0, 0.1428 [6E-6,
0.3693] 0.3231]
0.292 [6.4E- 0.2214 [2.5E-
5, 0.6378] 5, 0.415]
3.0575E-4  7.2979E-3 [0,
[0, 1.19E-3] 0.0244]
0.0844 0.1191
[3.3E-5, [3.516E-3,
0.181] 0.2617]
0.0214 [0, 0.0448 [2E-6,
0.069] 0.1733]
8.3455E-3  0.1515 [0,
[0, 0.0335] 0.3974]
0.2135[0, 0.1685 [1E-6,
0.5857] 0.3669]
0.1606
0.062 [1.3E- [6.98E-4,
5, 0.1697] 0.3298]
1.3959E-3
[0,5.324E- 0.014 [0,
3] 0.0655]
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ANNEXES AU CHAPITRE |

ANNEXE 1 — SCRIPT DE LITERATURE MINING

Les informations en gras sont a modifier par l'utilisateur.

# Script modified by Laetitia Carrive
# Script created by Julien Massoni

# This script allows to make bibliography search on Pubmed via the
NCBI E-utility esearch and to download all the abstracts

setwd ("C:/Desired directory")
Tibrary(RCurl) # A package used to deal with http protocols

curlversion() $protocol

Tibrary(stringr) # A package used to deal with string manipulation

getwd()

Tist.files()

temp_taxa <- read.table ("list_of_genera", header = FALSE, sep = ";")
# Load the Tist of genera

summary (temp_taxa)

#temp_taxa [,1] <- word (temp_taxa [,1], start = 1, end = 1, sep =
"_") # If needed, extract the name of the genera

#summary (temp_taxa)

#taxa <- temp_taxa
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taxa <- as.data.frame (temp_taxa [!duplicated (temp_taxa [,1]), 1]1)
# removes the duplicate and stores the final Tist in taxa

summary (taxa)

rm (temp_taxa)

dir.create("C:/Desired directory/Results")

setwd ("C:/Desired directory/Results") # [optional] The repertory
where I want to store the results of the search in text files

results <- as.data.frame (matrix (data = NA, nrow = nrow (taxa), ncol
= 3)) # Creation of a data frame to store the response from the Pubmed
request

colnames (results) <- c("Genus", "UIDs returned by the following
request”, "NCBI response for 'genus name' AND
(metabolite[Title/Abstract] OR alkaloid[Title/Abstract] OR

toxin[Title/Abstract] OR poison[Title/Abstract])") # definition of
the names of the columns

results [,1] <- taxa [,1] # Filling out the first column of the data
frame results with the names of genera

summary(results)

for (i in l:nrow(results)) # Storage of the responses from Pubmed in
the data frame results and in a text file on my local drive

{

request <- paste
("https://eutils.ncbi.nTm.nih.gov/entrez/eutils/esearch.fcgi?db=pubm
ed&retmax=1000&term="", results[i,1],

"[Title/Abstract]+AND+(alkaloid[Title/Abstract]+OR+toxin[Title/Abstr
act]+OR+poison[Title/Abstract]+OR+alkaloids[Title/Abstract]+OR+toxin
s[Title/Abstract]+OR+poisons[Title/Abstract])", sep ="") # Definition
of the URL used to send the request to Pubmed data base

result <- getURLContent(request) # Stores the response from Pubmed
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results [i,3] <- as.character (result) # Stores the response from
Pubmed in the data frame results

file_name <- paste (results[i,1l], "_search.txt", sep = "") #
[optional] defines the name of the file to write in the work repertory

writeLines (result, con = file_name, sep = "\n") # [optional] Save
the response from NCBI in a file

Sys.sleep(0.5) # Stop the sending of requests for 0.5 seconds to
avoid to send more than three requests by second (a condition to not
be blackTisted by the NIH)

}

for (i in l:nrow(results)) # extraction of the list of IuDs for each
queries

{
if (grepl ("<IdList>", results[i,3], fixed = TRUE))

{

results [1,2] <- gsub(pattern = "(.*<IdList>)(.*)(</IdList>.*)"
replacement = "\\2", results[i,3])

}else
{
3

save (results, file = "Genera_Papaveraceae_biblio_results.RData") # I
saved the data frame as an R object because I it is not easy to
conserve the line breaks inside the values with csv format

write.table (results, file = "Genera_biblio_results.csv" quote =
TRUE, sep = ",", na = "NA", row.names = FALSE, col. names = TRUE,
fileEncoding = "UTF- 8") # save the dafa frame results in a csv format
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### DOWNLOADING OF THE ABSTRACTS ###
for (i in l:nrow(results))
{
if (grepl ("<Id>", results [i1,2], fixed = TRUE))
{
Tist_uids <- results [1i,2]

list_uids_frmt <- gsub ("</Id>\n<id>", ",", Tist_uids, fixed
TRUE) # Formating of the 1list for the request

list_uids_frmt <- gsub ("\n<Id>", "", Tlist_uids_frmt, fixed
TRUE) # Formating of the 1ist for the request

Tist_uids_frmt <- gsub ("</Id>\n", "", Tist_uids_frmt, fixed
TRUE) # Formating of the Tist for the request

request <- paste
("https://eutils.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/eutils/efetch.fcgi?db=pubme
d&id=", Tist_uids_frmt, "&retmode=text&rettype=abstract", sep ="") #

The_request to get the abstracts corresponding to the list of articles
included in the UIDs of the list_uids_frmt

result <- getURLContent(request) # Stores the response from
NCBI

~ file_name <- paste (results[i,1], "_abstracts.txt", sep = "")
# defines the name of the file to write the abstracts

writeLines (result, con = file_name, sep = "\n") # Save the
response from NCBI in a file

Sys.sleep(0.5) # Stop the sending of requests for 0.5 seconds
to avoid to send more than three requests by second (a condition to
not be blacklisted)

}else
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ANNEXE 2 — LISTE DES GENRES RECHERCHES

Abuta
Aceranthus
Achlys
Aconitella
Aconitum
Actaea
Adeliopsi
Adlumia
Adonis

Akebia
Albertisia
Alexeya
Alloberberis
Anamirta
Anapodophyllum
Androphylax
Anelasma
Anemoclema
Anemonanthea
Anemonastrum
Anemone
Anemonella
Anemonidium
Anemonoides
Anemonopsis
Anetilla
Anisocycla
Anomospermum
Antitaxis
Antizoma
Aphanostemma
Aquilegia
Arcangelisia
Archakebia
Archiclematis
Arcteranthis
Arctomecon
Argemone
Aristega
Arsenjevia
Aspidocarya
Aspidophyllum
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Asteropyrum
Atragene
Bania
Barneoudia
Batania
Baterium
Batrachium
Batschia
Baumgartia
Beckwithia
Beesia
Beirnaertia
Berberis
Bocconia
Bongardia
Boquila
Borismene
Botryopsis
Braunea
Bricchettia
Burasaia
Calathodes
Callianthemoides
Callianthemum
Caltha
Calycocarpum
Canbya
Capethia
Capnoides
Carronia
Caryomene
Casalea
Cathcartia
Caulophyllum
Cebatha
Ceratocapnos
Ceratocephala
Ceratocephalus
Chasmanthera
Chelidonium
Chiazospermum
Chienia



Chlaenandra
Chododendron
Chondrodendron
Cimicifuga
Cionomene
Circaeaster
Cissampelos
Clematis
Clematopsis
Clypea
Cocculidium
Cocculus
Consolida
Coptidium
Coptis
Coreanomecon
Coriflora
Corydalis
Coscinium
Cryptocapnos
Cumminsiaae
Curarea
Cyclea
Cyrtorhyncha
Cysticapnos
Cysticorydalis
Dactylicapnos
Dactyliocapnos
Decaisnea
Delphinium
Dendromecon
Desmonema
Detandra
Dialytheca
Dicentra
Dichocarpum
Dicranostigma
Diedropetala
Dioscoreophyllum
Dioscoreopsis
Diphylleia
Diploclisia
Disciphania
Discocapnos
Dissopetalum
Dissosperma
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Dysosma
Echinostephia
Ehrendorferia
Elephantomene
Eleutharrhena
Elissarrhena
Enemion
Eomecon
Epibaterium
Epimedium
Epinetrum
Eranthis
Eriocapitella
Eschholtzia
Escholtzia
Eschscholtzia
Eschscholzia
Euptelea
Fawcettia
Fibraurea
Ficaria
Fumaria
Fumariola
Gamopoda
Gampsoceras
Garidella
Glaucidium
Glaucium
Glossopholis
Gymnaconitum
Gymnospermium
Haematocarpus
Halerpestes
Hamadryas
Helleborus
Hepatica
Heptacyclum
Hesperomecon
Holboellia
Holopeira
Homocnemia
Hunnemannia
Husemannia
Hyalosepalum
Hydrastis
Hylomecon



Hypecoum
Hyperbaena
Hypserpa
Hypsipodes
Ichtyoselmis
lleocarpus
Isopyrum
Jateorhiza
Jeffersonia
Jurtsevia
Kingdonia
Knowltonia
Kolobopetalum
Komaroffia
Krapfia
Kumlienia
Laccopetalum
Lamprocapnos
Lardizabala
Leaeba
Legnephora
Leontice
Leptopyrum
Leptoterantha
Limacia
Limaciopsis
Lophophyllum
Macleaya
Macrococculus
Mahonia
Meconella
Meconopsis
Megaleranthis
Menispermum
Metanemone
Microclisia
Miersiophyton
Mirtana
Miyakea
Moranothamnus
Myosurus
Nandina
Naravelia
Nephroia
Nigella
Odontocarya
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Oreithales
Orthogynium
Orthomene
Oxygraphis
Pachygone
Papaver
Parabaena
Parameconopsis
Parapachygone
Paraquilegia
Paratinosopora
Paropyrum
Paroxygraphis
Parvatia
Peltocalathos
Penianthus
Peraphora
Pereiria
Pericampylus
Perichasma
Petromecon
Phacocapnos
Piuttia
Plagiorhegma
Platycapnos
Platystemon
Platystigma
Platytinospora
Pleogyne
Podophyllum
Porotheca
Pselium
Pseudodelphinium
Pseudofumaria
Psychrophila
Pteridophyllum
Pulsatilla
Pycnarrhena
Pycnostylis
Rameya
Ranunculus
Ranzania
Rhaptomeris
Rhaptonema
Rhigiocarya
Rhopalopodium



Rhophalandria
Roborowskia
Roemeria
Romneya
Rupicapnos
Sanguinaria
Sarcocapnos
Sarcolophium
Sarcopetalum
Sargentodoxa
Schlagintweitiella
Sciadotenia
Sebicea
Selwynia
Semiaquilegia
Shibateranthis
Sinofranchetia
Sinomenium
Sinopodophyllum
Slackia
Somphoxylon
Souliea
Sphenocentrum
Spirospermum
Stephania
Stipularia
Strychnopsis
Stylomecon
Stylophorum
Sycnosepalum
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Synandropus
Synclisia
Syndesmon
Syntriandrium
Syrrheonema
Taubertia
Telitoxicum
Telotia

Thacla
Thalictrum
Tiliacora
Tinomiscium
Tinospora
Trautvetteria
Trichoa
Triclisia
Trigonocapnos
Tripodandra
Tristichocalyx
Trollius
Tylopetalum
Ungulipetalum
Urophysa
Vancouveria
Vindicta
Viorna
Welwitchiina
Xanthorhiza
Zenkerophytum



ANNEXE 3 — LISTE DES ESPECES ET MOLECULES

Famille

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae
Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae
Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Taxon désigné par la
référence
Berberidaceae

Berberis actinacantha

Berberis amurensis

Berberis aquifolium
Berberis aristata

Berberis
baluchistanica

Berberis buxifolia

Berberis chitria
Berberis cretica

Berberis ilicifolia

Berberis integerrima

Berberis laurina

Molécules présentes

Alcaloides :
jatrorrhizine,
palmatine

Alcaloides :
chiloenamine,
chiloenine

Alcaloides :
berbamine
Alcaloides : berberine
Alcaloides :

berbamine, berberine

Alcaloides :
baluchistanamine,
corydaldine
Alcaloides :
chiloenamine,
chiloenine
Alcaloides : berberine
Alcaloides :
armepavine,
berbamine,
berberine,
chelerythrine,
chelidonine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
methylcoclaurine,

obaberine, palmatine,

stylopine
Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides :
berberine,
columbamine,
intebrimine,
interbrinine,
jatrorhizine,
palmatine
Alcaloides :
hydrastine

Références
bibliographiques
Ikuta et al., 1988

Shamma et al, 1985

Jiaetal, 2017

Cicero et al.,, 2016

Chandrasekaran et
al., 2018, Cicero et
al., 2016, Guarino et
al.,, 2017

Krane et al., 1982

Shamma et al, 1985

Hakim et al., 1961
Kukula-Koch, 2017,

Guinaudeau et al.,
1994
Azimi et al., 2018

Blasko et al., 1982
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Famille Taxon désigné parla  Molécules présentes  Références

référence bibliographiques

Berberidaceae Berberis lycium Alcaloides : Khan et al., 1969,
baluchistanamine, Krane et al., 1982,
berberine, punjabine, Yousafetal, 2018
Tannins

Berberidaceae Berberis polymorpha  Alcaloides : Guinaudeau et al,,
magnoflorine 1994

Berberidaceae Berberis siberica Alcaloides : Kukula-Koch, 2017
armepavine,
berbamine,
berberine,

magnoflorine,
methylcoclaurine,
obaberine, palmatine,

stylopine
Berberidaceae Berberis stolonifera Alcaloides : Ikuta et al., 1988,
berberine, Ruffer, 1985

columbamine,
jatrorrhizine,
palmatine
Berberidaceae Berberis thunbergii Alcaloides : Och et al., 2017
berberine,
columbamine,
dimethylhernovine

Berberidaceae Berberis valdiviana Alcaloides : Guinaudeau et al,,
isoboldine 1994

Berberidaceae Berberis verruculosa  Alcaloides : berberine Hakim et al., 1961

Berberidaceae Berberis vulgaris Alcaloides : Cicero et al., 2016,
armepavine, Hakim et al., 1961,
berbamine, Kukula-Koch, 2017,
berberine, brolicine, ' Rahimi-Madiseh et
chelidonine, al., 2017, Ruffer,
columbamine, 1985

jatrorrhizine,
magnoflorine,
obaberine,
oxyaconthine,
palmatine, stylopine
Berberidaceae Berberis wilsoniea Alcaloides : Ikuta et al., 1988
berberine,
columbamine,
jatrorrhizine,

palmatine
Berberidaceae Caulophyllum Alcaloides : Li et al., 2017, Si et
robustum caulophine, al., 2013, Wang et al,,
caulophylline, 2011
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Famille

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Taxon désigné par la
référence

Caulophyllum
thalictroides
Epimedium koreanum
Epimedium versicolor
Jeffersonia dubia

Leontice
leontopetalum

Mahonia aquifolium

Mahonia japonica

Nandina domestica

Molécules présentes

magnoflorine,
methylcytisine,
Sapogenines :
oleanolic acid,
Saponines : cauloside,
leiyemudanoside,
leonticine
Alcaloides :
magnoflorine,
Saponines : cauloside,
leonticine
Alcaloides :
epimediphine
Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides :
jatrorrhizine
Alcaloides : oblongine
chloride, petaline
chloride

Alcaloides :
berberine,
dimethylhernovine,
jatrorrhizine
Alcaloides :
berberine,
columbamine,
coptisine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
oxyberberine,
palmatine
Alcaloides :
berberine,
berberastine,
carnegine,
columbamine,
coptisine,
dehydrocorydaline,
dehydrodiscretamine,
domesticine,
epiberberine,
glaucine,
groenlandicine,
higenamine,

Références
bibliographiques

Avula et al., 2011

Zhang et al, 2013
Slavik et al., 1987
Ikuta et al., 1988

Abdalla et al., 1989,
Abdalla et al., 1993

Och et al., 2017

Hsieh et al., 2004,
Ikuta et al., 1988,
Riffer, 1985

Bruni et al., 2010,
Guinaudeau et al.,
1994, Guo et al.,
2018, lkuta et al.,
1988, Iwasa et al.,
2008, Kunitomo et
al.,, 1974, Peng et al.,
2014, Ruffer, 1985,
Shamma et al., 1985,
Tsukiyama et al.,,
2009, Zhang et al.,
2017
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Famille

Berberidaceae

Berberidaceae

Berberidaceae

Circaeasteraceae
Circaeasteraceae
Eupteleaceae
Lardizabalaceae
Lardizabalaceae
Lardizabalaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Taxon désigné par la
référence

Plagiorhegma dubium

Podophyllum
hexandrum

Podophyllum
peltatum

Circaeaster agrestis
Kingdonia uniflora
Euptelea polyandra
Akebia quinata
Sargentodox cuneata

Sinofranchetia
chinensis
Albertisia delagoensis

Albertisia villosa

Molécules présentes

isoboldine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
menispermine,
methylbulbocapnine,
methyldomesticine,
methylpallidine,
nandazurine,
nandinine,
nandsterine,
nantenine, palmatine,
protopine,
sinoacutine,
thalidastine,
thalifendine, Autres
molécules : cyanure
d'hydrogéne
Alcaloides :
jatrorrhizine
Alcaloides :
corytuberine,
magnoflorine,
muricinine , Autres
molécules :
podophyllotoxine
Alcaloides :
magnoflorine, Autres
molécules :
demethylepipodophyl
lotoxine,
podophyllotoxine

Saponines

Saponines

Alcaloides Saponines
Alcaloides :
sinofranine
Alcaloides :
roemrefidine
Alcaloides :
cycleanine, cocsoline,
desmethylcycleanine

Références
bibliographiques

Arens et al., 1985

Huang et al.,, 2017,
Margues et al., 2014

Huang et al.,, 2017,
Margues et al., 2014,
Sinkule, 1984

Kubitzki, 1995
Kubitzki, 1995
Murakami et al., 2001
Ikuta, 1995

Li et al., 2006

Xu et al., 2004

Hawkes et al., 2011

Lohombo-Ekomba et
al., 2004
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Famille

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Taxon désigné par la
référence
Anamirta cocculus

Anisocycla cymosa

Chasmanthera
depens

Cissampelos
fasciculata
Cissampelos pareira

Cocculus birsutus

Cocculus laurifolius

Cocculus trilobus

Molécules présentes

Autres molécules :
picrotoxine
Alcaloides :
liriodenine,
roemrefidine,
stephenanthrine
Alcaloides :
columbamine,
dehydrocorydalmine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
palmatine, reticuline,
stepharine
Alcaloides : corydine

Alcaloides :
bulbocapnine,
corytuberine,
magnoflorine,
norrufescine,
nuciferine,
Saponines
Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides : coccoline,
coccolinine,
coccudienone,
coccudinone,
cocculimine,
cocculitine,
cocculitinine,
coccuvine,
coccuvinine,
coclaurine,
isococculidine,
isococculine,
laudanidine, laurifine,

laurifinine, laurifoline,

laurifonine,
magnoflorine,
menisperine,
reticuline, sebiferine,
stepharine

Acide carboxylique :
acide aristolochique

Références
bibliographiques
Jablonski et al., 2008

Guinaudeau et al.,
1994

Ikuta et al., 1988,
Riffer, 1985

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994, Hullatti et al.,
2010

Guinaudeau et al.,
1994

Bhakuni et al., 1980,
Shamma et al., 1985

Kumar et al., 2003
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Famille

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Taxon désigné par la
référence
Cyclea atjebensis

Cyclea barbata

Cyclea laxiflora

Cyclea peltata

Cyclea racemosa

Cyclea tonkinensis
Cyclea wattii
Dioscoreophyllum

comminsii

Diploclisia affinis

Epinetrum villosum

Molécules présentes

Alcaloides :
formylnornantenine,
laurotetanine,
nornantenine
Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides : dicentrine

Alcaloides :
bebeerine,
cycleacurine,
cycleadrine,
cycleanine,
cycleanorine,
cycleapeltine,
fangchinoline,
hayatidine, hayatine,
hayatinine,
isochondrodendrine,
tetrandrine,
Saponines, Tannins
Alcaloides : curine,
cyclanoline,
methylhayatidine,
racemosidine,
racemosinine,
steponine
Alcaloides :
cissampentine
Alcaloides : curine,
cyclanoline,
steponine, wattisine
Alcaloides :
columbamine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
palmatine
Alcaloides :
acutumine,
asimilobine,
reticuline,
stepholidine
Alcaloides : cocsoline,
cycleanine,
isochondodendrine

Références
bibliographiques
Guinaudeau et al.,
1994

Verpoorte et al., 1982
Guinaudeau et al.,
1994

Hullatti et al., 2010,

Hullatti et al., 2011,
Shine et al., 2014

Wang, Chen et al.,
2010

Wang et al., 2015

Gongetal, 2017,
Wang et al., 2010

Ikuta et al., 1988,
Ruffer, 1985,
Shamma et al., 1985

Wang et al., 2008

Otshudi et al., 2005
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Famille

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Taxon désigné par la
référence
Fibraurea recisa

Heptacyclum zenkeri

Limacia cuspidata

Menispermaceae

Menispermum
canadense
Menispermum
dauricum

Pachygone ovata

Penianthus zenkeri

Pycnarrhena
novoguinensis
Sciadotenia toxifera

Sinomenium acutum

Sphenocentrum
jollyanum
Spirospermum
penduliflorum

Molécules présentes

Alcaloides :
roemerine
Alcaloides :
jatrorrhizine,
magnoflorine,
palmatine

Alcaloides :
cuspidaline, limacine,
limacusine
Alcaloides :
jatrorrhizine,
palmatine

Alcaloides : palmatine

Alcaloides :
dauriporphine,
menisporphine
Alcaloides :
isoboldine,
liriodenine,
magnoflorine
Alcaloides :
jatrorrhizine,
magnoflorine,
palmatine
Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides :
atherospermidine,
cavanine,
dimethylcurine,
epinorcycleanine,
isochondodendrine,
lakshminine,
sciadenine,
sciadoferine,
sciadoline, telitoxine
Alcaloides :
dauriporphine,
sinomendine

Alcaloides, Saponines

Alcaloides :
demethyltetrandrine,

Références
bibliographiques
Ma et al., 2015

Duah et al., 1981

Tomita et al.,, 1967

Ikuta et al., 1988

Ruffer, 1985

Shamma et al., 1985

Shamma et al., 1985

Duah et al., 1981

Verpoorte et al., 1982

Bentley, 2002, Killmer
et al., 2003

Guinaudeau et al.,
1994

Olorunnisola et al.,
2017

Rafamantanana et al.,
2012, Ratsimamanga-
Urverg et al., 1992
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Famille

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Taxon désigné par la
référence

Stephania
brachyandra

Stephania
cepharantha

Stephania dentifolia

Stephania dinklagei

Stephania disciflora

Stephania
dolichopoda
Stephania epigea

Stephania excentrica

Stephania glabra
Stephania gracilenta

Stephania
hainanensis

Molécules présentes

dicentrine, limacine,
neolitsine
Alcaloides :
crebanine, dicentrine,
stephanine
Alcaloides :
aromoline,
berbamine,
cepharadione,
cepharanone,
isocorydine,
liriodenine,
lysicamine,
norcepharadione
Alcaloides :
crebanine,
dehydrocrebanine,
dehydrodicentrine,
dicentrine
Alcaloides : corydine,
dicentrinone,
liriodendronine,
liriodenine
Alcaloides :
dehydroroemerine,
dicentrine,
isocorydine,
roemerine
Alcaloides :
isocorydine
Alcaloides :
dicentrine, oliveroline
Alcaloides :
isoboldine,
oxoanolobine,
oxoputerine,
roemerine
Alcaloides :
stepharine
Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides :
crebanine,
dehydrocrebanine,
oxocrebanine

Références
bibliographiques

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994, Kumar et al.,
2003, Riiffer, 1985

Guinaudeau et al.,
1994

Bentley, 2002

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994

Ruffer, 1985

Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994
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Famille

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Taxon désigné par la
référence
Stephania japonica

Stephania
lincangensis

Stephania macrantha

Stephania officinarum

Stephania pierrei

Stephania sasakii

Stephania succifera

Stephania
sutchuenensis
Stephania tetrandra

Molécules présentes

Alcaloides :
bebeerine,
columbamine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
palmatine

Alcaloides : corydine,
isocorydine,
roemerine
Alcaloides : corydine,
isocorydine
Alcaloides :
corytuberine,
crebanine,
isoboldine,
isocorydine
Alcaloides : anonaine,
asimilobine,
cassythicine,
dicentrine,
isocorydine,
isolaureline,
magnoflorine,
nordicentrine,
phanostenine,

roemeroline, xylopine

Alcaloides :
bisaknadinine,
cepharadione,
dehydrocrebanine,
dehydrostesakine,
dioxodehydrocrebani
ne, isocorydine,
lanuginosine,
liriodenine,
palmatine, stesakine
Alcaloides :
crebanine,
dehydrocrebanine,
oxocrebanine
Alcaloides :
liriodenine
Alcaloides :
argentinine,
cassameridine,

Références
bibliographiques
Hullatti et al., 2011,
Ikuta et al., 1988,
Ruffer, 1985

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994

Kumar et al., 2003,
Kunimoto et al., 1980

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994
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Famille Taxon désigné par la
référence

Menispermaceae Stephania
yunnanensis

Menispermaceae Stephania zippeliana

Menispermaceae Strychnopsis thouarsii

Menispermaceae Synclisia scabrida

Menispermaceae Telitoxicum glaziovii

Menispermaceae Telitoxicum krukovii

Telitoxium
peruviamum

Menispermaceae

Molécules présentes

cassythicine,
corydione,
magnoflorine,
nantenine,
oxonantenine,
stephadione,
stephenanthrine
Alcaloides :
crebanine,
dehydrocrebanine,
dehydroroemerine,
dehydrostephanine,
isocorydine,
isolaureline,
roemerine,
stephanine
Alcaloides : corydine,
crebanine, dicentrine,
dicentrinone,
epiglaufidine,
oxostephanine,
stesakine

Alcaloides :
demethyltetrandrine,
isocorydine, limacine,
liriotulipiferine,
methyllindcarpine,
predicentrine,
sinococuline,
tazopsine

Alcaloides : cocsoline,
cocsuline, cycleanine,
norcycleanine,
Glycosides : de type
cardiotoniques,
Saponines, Tannins
Alcaloides :
lysicamine,
methylmoschatoline,
telazoline

Alcaloides : telikovine

Alcaloides : telazoline

Références
bibliographiques

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994

Carraz et al., 2008,
Guinaudeau et al.,
1994, Ratsimamanga-
Urverg et al., 1992

Ohiri et al., 1983,
Onwudiwe et al.,
2012, Sokomba et al.,
1986

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994
Killmer et al., 2003
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Famille

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae

Menispermaceae
Menispermaceae

Menispermaceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence
Tiliacora triandra

Tinospora caffra

Tinospora capillipes

Tinospora cordifolia
Tinospora crispa

Tinospora malabarica

Adlumia fungosa

Argemone alba

Argemone grandiflora

Argemone mexicana

Molécules présentes

Alcaloides :
magnoflorine
Alcaloides :
columbamine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
palmatine
Alcaloides :
magnoflorine,
menisperine
Alcaloides : berberine
Alcaloides :
acetylnornuciferine,
columbamine,
formylanonaine,
formylnornuciferine,
higenamine,
jatrorrhizine,
palmatine
Alcaloides :
formylanonaine,
magnoflorine
Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline
Alcaloides :
berberine,
sanguinarine
Alcaloides :
armepavine,
berbamine,
berberinechelerythrin
e, chelidonine,
coptisine,
jatrorrhizine,
obaberine,
sanguinarine,
stylopine

Alcaloides :
berbamine,
berberine,
chelerythrine,
chelidonine,
coptisine,
dihydrosanguinarine,

Références
bibliographiques
Guinaudeau et al.,
1994

Ikuta et al., 1988,
Ruffer, 1985,

Shamma et al., 1985

Cicero et al., 2016

Guinaudeau et al.,
1994, |kuta et al.,
1988, Ruffer, 1985,
Zhang et al.,, 2017

Guinaudeau et al.,
1994

Blasko et al., 1982,
Manske, 1950

Hakim et al., 1961

Hakim et al., 1961,
Kukula-Koch, 2017

Allred et al., 1991,

Cicero et al., 2016,
Hakim et al., 1961,
Kukula-Koch, 2017,
Ruffer, 1985
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence

Argemone ochroleuca

Argemone platyceras

Argemone
polyanthemos
Bocconia pearcei

Ceratocapnos
heterocarpa

Ceratocapnos

palaestinus

Chelidonium japonica

Chelidonium majus

Molécules présentes

magnoflorine,

obaberine, palmatine,

sanguinarine,
stylopine
Alcaloides :
armepavine,
berberine,
chelerythrine,
chelidonine,
sanguinarine
Alcaloides :
berberine,
chelerythrine,
coptisine,
sanguinarine
Alcaloides

Alcaloides :
sanguinarine
Alcaloides : berbine,
cularine,
dihydrosanguinarine,
isocularine,
protopine, ribasine
Alcaloides : glaucine,
isoboldine,
norglaucine,
thaliporphine
Alcaloides :
dihydrosanguinarine,
norsanguinarine,
oxosanguinarine,
protopine

Alcaloides :
allocryptopine,
armepavine,
berberine,
chelerythrine,
chelidonine,
coptisine, coptisisine,
cryptopine,
dimethylhernovine,
magnoflorine,
palmatine, protopine,

Références
bibliographiques

Kukula-Koch, 2017

Hakim et al., 1961

Allred et al., 1991
Hakim et al., 1961

Valpuesta et al., 1995

Guinaudeau et al.,
1994

Ruffer, 1985

Barreto et al., 2003,
Hakim et al., 1961,
Hiller et al., 1998,
Kukula-Koch, 2017,
Och et al., 2017,
Ruffer, 1985, Wink,
2010, Zuo et al., 2009
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence

Corydalis aurea

Corydalis bulbosa

Corydalis bungeana

Corydalis caseana

Corydalis caucasica

Corydalis cava

Corydalis
chaerophylla

Corydalis
cheilanthifolia

Corydalis claviculata

Molécules présentes

sanguinarine,
stylopine

Alcaloides :
bicuculline,
bulbocapnine,
alcaloides de type
protoberberine,
alcaloides de type
apomorphine
Alcaloides :
bulbodione,
dehydroglaucine
Alcaloides :
isoboldine
Alcaloides :
bicuculline,
bulbocapnine,
alcaloides de type
protoberberine,
alcaloides de type
apomorphine
Alcaloides :
bulbocapnine,
isoboldine,
methyllaurotetanine,
norisocorydine
Alcaloides :
bulbocapnine,
capnoidine, coptisine,
corydaline, corydine,
dimethylhernovine,
narcotine, protopine,
sanguinarine
Alcaloides :
berberine,
chelerythrine,
coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
berberine, coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
isoboldine

Références
bibliographiques

Blasko et al., 1982,
Welch et al., 1934,
Wink, 2010

Shamma et al., 1985

Guinaudeau et al.,
1994

Blasko et al., 1982,
Wink, 2010

Guinaudeau et al.,
1994

Blasko et al., 1982,
Och et al., 2017,
Wink, 2010

Hakim et al., 1691

Hakim et al., 1691

Guinaudeau et al.,
1994

198




Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence
Corydalis crystallina

Corydalis decumbens

Corydalis flavula

Corydalis fumbrillifera

Corydalis gigantea

Corydalis glauca
Corydalis
gortschakovii

Corydalis govaniana

Corydalis
hsuchowensis
Corydalis humosa

Corydalis incisa

Corydalis integra

Corydalis intermedia

Molécules présentes

Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine
Alcaloides :
adlumidine
Alcaloides :
bulbocapnine,
alcaloides de type
protoberberine,
alcaloides de type
apomorphine
Alcaloides :
hydrastine
Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline,
capnoidine
Alcaloides :
berberine, coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine
Alcaloides :
berberine,
bicuculline, coptisine,
corlumine
Alcaloides :
bulbocapnine
Alcaloides :
bicuculline
Alcaloides :
acetylcorynoline,
adlumidine,
corynoline,
corynoloxine,
corypalmine, luguine,
oxocorynoline,
magnoflorine,
norsanguinarine,
protopine
Alcaloides :
bulbocapnine
Alcaloides :
bulbocapnine,

Références
bibliographiques
Blasko et al., 1982

Blasko et al., 1982

Wink, 2010

Blaskd et al., 1982

Blaskd et al., 1982

Hakim et al., 1691

Blasko et al., 1982

Blasko et al., 1982,
Hakim et al., 1961

Guinaudeau et al.,
1994
Blasko et al., 1982

Bentley, 2002, Blaskd
et al,, 1982, Manske,
1950, Ruffer, 1985

Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence

Corydalis lutea

Corydalis
marshalliana

Corydalis meifolia

Corydalis nobilis

Corydalis ochotensis

Corydalis ochroleuca

Corydalis ophiocarpa

Corydalis pallida

Corydalis platycarpa

Corydalis

pseudoadunca

Corydalis remota

Corydalis rosea

Corydalis rutifolia

Molécules présentes

isoboldine,
magnoflorine
Alcaloides :
berberine,
bicuculline, coptisine,
isocorydine,
rhopalotine
Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine
Alcaloides :
berberine, coptisine
Alcaloides :
bicuculline,
corlumine,
corytuberine,
isoboldine
Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline
Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline
Alcaloides :
protopine,
sanguinarine
Alcaloides :
magnoflorine,
norsanguinarine,
protopine
Alcaloides :
bicuculline
Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine,
isohydrastidine
Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline
Alcaloides :
adlumidine
Alcaloides :
bulbocapnine,
isoboldine

Références
bibliographiques

Blasko et al., 1982,
Guinaudeau et al.,
1994, Hakim et al.,
1961

Blaskd et al., 1982
Hakim et al., 1691
Blaskd et al., 1982,

Guinaudeau et al.,
1994

Blasko et al., 1982

Blasko et al., 1982

Ruffer, 1985

Ruffer, 1985

Blasko et al., 1982

Blasko et al., 1982

Blaskd et al., 1982

Blasko et al., 1982

Guinaudeau et al.,
1994
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence
Corydalis scouleri

Corydalis semenovii

Corydalis
sempervirens

Corydalis severtzovii

Corydalis sibirica

Corydalis solida

Corydalis stewartii

Corydalis stricta

Corydalis thalictrifolia

Corydalis vaginans
Dactylicapnos
scandens
Dactylicapnos
torulosa

Dicentra crysantha
Dicentra cucullaria
Dicentra eximia
Dicentra formosa

Dicentra ochroleuca

Dicentra peregrina

Molécules présentes

Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine,
corlumidine,
corlumine
Alcaloides :
corytuberine
Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine
Alcaloides :

bicuculline, corlumine

Alcaloides :
adlumidine,

bicuculline, corlumine

Alcaloides :
bulbocapnine,
isoboldine,
isocorydine,
predicentrine
Alcaloides :
domesticine
Alcaloides :
hydrastine
Alcaloides :
adlumidine
Alcaloides :
bicuculline

Alcaloides : corydine,

glaucine

Alcaloides :
isocorydine
Alcaloides :
bicuculline
Alcaloides :

bicuculline, corlumine
Alcaloides : corydine,

dicentrine, glaucine
Alcaloides :
sanguinarine
Alcaloides :
bicuculline

Alcaloides : corydine,

dicentrine,
isoboldine,

Références
bibliographiques
Blasko et al., 1982

Guinaudeau et al.,
1994

Blaskd et al., 1982,
Welch et al., 1934

Blaskd et al., 1982

Blaskd et al., 1982

Guinaudeau et al.,
1994

Guinaudeau et al.,
1994
Blaskd et al., 1982

Blasko et al., 1982,
Manske, 1950
Blasko et al., 1982

Guinaudeau et al.,
1994
Guinaudeau et al.,
1994
Blasko et al., 1982

Blasko et al., 1982,
Welch et al., 1934
Battersby et al.,, 1971
Hakim et al., 1691

Blasko et al., 1982

Ruffer, 1985,
Shamma et al., 1985
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence

Dicentra spectabilis

Dicranostigma
franchetianum

Dicranostigma
lactucoides

Eschscholzia
caespitosa

Eschscholzia
californica

Eschscholzia lobbii

Fumaria capreolata

Molécules présentes

isocorydine,
magnoflorine,
norsanguinarine,
perdicentrine,
protopine
Alcaloides : corydine,
protopine,
sanguinarine
Alcaloides :
chelerythrine,
coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
chelerythrine,
coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
chelerythrine,
coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
armepavine,
berberine,
chelerythrine,

chelirubine, coptisine,

dihydrochelerythrine,
dihydrochelirubine,
dihydromacarpine,
dihydrosanguinarine,
isocorydine,
jatrorrhizine,
magnoflorine,
methyllaurotetanine,
norsanguinarine,
oxosanguinarine,

palmatine, protopine,

sanguinarine,
stylopine

Alcaloides :
chelerythrine,
coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
coclaurine, coptisine,
dehydrocheilanthifoli

Références
bibliographiques

Hakim et al., 1691,
Och et al., 2017,
Shamma et al., 1985
Hakim et al., 1691

Hakim et al., 1691

Hakim et al., 1691

Cicero et al., 2016,
Hakim et al., 1961,
Kukula-Koch, 2017,
Ruffer, 1985,
Shamma et al., 1985

Hakim et al., 1691

Ruffer, 1985
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence

Fumaria indica

Fumaria micrantha

Fumaria officinalis

Fumaria parviflora

Fumaria schleicheri

Fumaria vaillantii

Glaucium arabicum

Molécules présentes

ne, isoboldine,
magnoflorine,
pallidine, protopine,
reticuline, scoulerine,
sanguinarine
Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline, coptisine,
lastourvilline,
sanguinarine
Alcaloides : coptisine,
sanguinarine
Alcaloides :
adlumine,
chelidonine, coptisine
corlumine,
corydamine,
cryptopine,
dihydrofumariline,
fumaricine,
fumariline,
fumaritine,
fumarophycine,
hydrastine,
methylfumarophycin
e, methylsinactine,
parfumine,
protopine,
sanguinarine,
scoulerine, sinactine,
stylopine

Alcaloides :
adlumidine,
bicuculline,
corlumine, hydrastine
Alcaloides :
bicuculline,
hydrastine

Alcaloides :
bicuculline,
capnoidine, coptisine,
hydrastine,
sanguinarine
Alcaloides :
isoboldine,

Références
bibliographiques

Blasko et al., 1982,
Guinaudeau et al.,
1994, Hakim e al.,
1961

Hakim et al., 1691

Hakim et al., 1961,
Maclean et al., 1969,
Mardirossian et al.,
1983, Och et al.,
2017,
Rakotondramasy-
Rabesiaka et al.,
2007, Seger et al.,
2004

Blasko et al., 1982

Blasko et al., 1982

Blaskd et al., 1982,
Hakim et al., 1961

Guinaudeau et al.,
1994
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Famille

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Papaveraceae

Taxon désigné par la
référence

Glaucium
corniculatum

Glaucium elegans

Glaucium
fimbrilligerum

Glaucium flavum

Glaucium vitellinum

Molécules présentes

magnoflorine,
thaliporphine
Alcaloide