Etude originale

Systématique moléculaire comparée

en France et au Brésil

du genre Passiflora L. (Passifloraceae)

Tatiana T. Souza-Chies'?
Roxana Yockteng®
Sophie Nadot®

" Departamento de botanica,
Instituto de biociéncias,

Universidade federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre RS,
91501-970, Brésil

2 Departamento de genética,
Instituto de biociéncias,

Universidade federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre RS,
91501-970, Brésil
<tatiana.chies@ufrgs.br>

S Laboratoire d'écologie, systématique et
évolution,

Université Paris-Sud X,

Batiment 360,

91405 Orsay cedex,

France
<roxana.yockteng@ese.u-psud.fr>
<sophie.nadot@ese.u-psud.fr>

Tirés a part: T.T. Souza-Chies

Cahiers Agricultures vol. 14, n° 2, mars-avril 2005

Résumeé

Plusieurs espéces du genre Passiflora L. sont cultivées pour la production des fruits
nommés communément fruits de la passion. La plus importante est P. edulis Sims., dont le
jus est consommé. Par la combinaison de données moléculaires obtenues par deux
équipes de recherche, l'une francaise et 1'autre brésilienne, le travail présenté ici vise a
apporter une contribution a 'étude de la systématique du genre Passiflora au travers de
I'établissement des relations de parenté entre especes au sein de ce genre. Les séquences
de deux régions nucléaires et deux régions chloroplastiques ont été obtenues pour un
échantillon de trente especes du genre Passiflora. Avec trois sous-genres représentés sur
les quatre sous-genres reconnus actuellement, cet échantillonnage représente une partie
de la diversité infragénérique des passiflores. Les données ont été utilisées pour
reconstruire une phylogénie du genre en incluant les séquences du genre Adenia sp.
Forsk (groupe extérieur) afin d’enraciner les arbres. Les résultats obtenus sont comparés
avec les classifications fondées sur la morphologie et discutés en fonction de la taille de
I’échantillonnage.

Mots clés : Productions végétales ; Ressources naturelles et environnement ; Méthodes
et outils.

Abstract

Molecular systematics of Passiflora L. (Passifloraceae) based on the comparison
of data obtained in France and in Brazil.

Several species of the genus Passiflora are cultivated for the production of their fruits
called passion fruits. Passiflora edulis is the most widely cultivated species and produces
the maracuja, used worldwide in fruit juices. By combining data obtained by two research
groups in France and in Brazil, the present study aims at clarifying the systematics of the
genus Passiflora and establishing the phylogenetic relationships among species. We
obtained DNA sequences from two nuclear regions and two chloroplast regions for a
sampling of thirty species belonging to the genus Passiflora. This sampling represents
three of the four subgenera recognized at present in the genus. We used the data to
reconstruct a molecular phylogeny of the genus, including data from the genus Adenia sp.
Forsk. (used as outgroup to root the trees). The results obtained were compared with the
classifications based on morphology and discussed taking into account the relatively
limited number of species represented in this phylogenetic analysis.

Key words: Vegetal productions; Natural resources and environment; Tools and
methods.

es caracteres moléculaires sont
maintenant utilisés en routine pour
aborder I'étude de la systématique
et de T'histoire évolutive des taxons végeé-
taux, par le biais des phylogénies, c”est-a-
dire des relations de parenté des taxons [1].

Parmi les trois génomes présents chez les
plantes (nucléaire, mitochondrial et chlo-
roplastique), celui du chloroplaste est le
plus largement utilisé pour I'établisse-
ment des relations de parenté entre les
taxons [2]. Ce génome présente en effet




I'avantage de posséder des geénes dont la
séquence est relativement conservée a
I'échelle des angiospermes [3], ce qui
permet de comparer des familles botani-
ques €loignées, ainsi que des régions non
codantes plus variables (car moins soumi-
ses aux pressions de sélection que les
régions codantes) ; cela les rend intéres-
santes pour la comparaison de taxons
relativement apparentés [4].

La région du génome nucléaire la plus
couramment utilisée en taxonomie végé-
tale est la région incluant les génes
codant pour les ARN ribosomiques 18S,
5,85 et 208 et les espaceurs (ITS) de ces
genes [5]. Depuis quelques années
cependant, des études systématiques sont
menées sur la base de génes nucléaires
codant pour des enzymes [6]. Par rapport
aux genes chloroplastiques, les genes
nucléaires ont 'avantage d’avoir un taux
d’évolution généralement plus élevé au
niveau des introns et des exons, et sont
appréciés pour I'étude de niveaux taxo-
nomiques tels que la famille ou le genre.
Le choix des génes nucléaires est délicat
en raison de la présence fréquente de
pseudogenes et de familles multigéni-
ques dans le génome. Les cibles choisies
sont généralement des génes simple-
copie [6]. La tendance actuelle est a la
combinaison de caracteéres moléculaires
provenant des génomes nucléaires et
chloroplastiques [7]. Il est en effet de plus
en plus évident que la résolution des
phylogénies est fortement dépendante de
la quantité et de la diversité des caracteres
mis en jeu.

Le genre Passiflora L. appartient a la
famille tropicale des Passifloraceae. 1l
comporte 520 especes [8] distribuées
majoritairement en Amérique tropicale et
dont la plupart sont des lianes. Une des
plus importantes classifications infra-
génériques de Passiflora a été proposée
par Killip en1938 [9] et comprenait
22 sous-genres, différenciés sur la base de
divers  caracteres  morphologiques
concernant principalement la fleur. Cette
classification a é€té relativement peu
modifiée [10] jusqua la proposition
récente de MacDougal et Feuillet [8] de ne
plus reconnaitre que quatre sous-genres.
Les récents résultats, publiés en parallele
par deux équipes au Brésil et en France
sur la base de données moléculaires, vont
dans le sens d'une simplification de la
classification infragénérique du genre
Passiflora, puisqu'’ils font apparaitre une
subdivision du genre en un nombre limité
de grands groupes [11-13].

Les deux phylogénies publiées présen-
tent cependant quelques points conflic-
tuels, tels que la monophylie du genre
Passiflora (le genre apparait monophylé-
tique dans l'une des phylogénies mais
non dans l'autre) et la position du sous-
genre Astrophea par rapport aux autres
sous-genres, qui varie entre les deux phylo-
génies. Il apparaissait alors intéressant de
combiner les jeux de données des deux
équipes pour tenter d'améliorer la résolu-
tion des arbres phylogénétiques et obte-
nir ainsi une image aussi précise que
possible de la structuration a l'intérieur
du genre Passiflora. En outre, les don-
nées ayant été obtenues sur des individus
différents au sein d’'une méme espece, la
réunion des données fournissait une
occasion d’aborder la diversité intraspéci-
fique des passiflores, dont certaines espe-
ces, telle Passiflora foetida L., sont extré-
mement polymorphes [14]. Lenjeu de ce
travail est d’autant plus important que ce
genre comprend de nombreuses especes
d’intérét économique. La plus connue est
l'espece Passiflora edulis Sims. (mara-
cuja), dont le jus est consommé dans le
monde entier. Parmi les espéces cultivées
plus localement pour leur fruit, on peut
citer Passiflora tripartita var. mollissima
(Kunth), Holm-Niel. et Jorg. (curuba ou
tacso), ou encore P. ligularis Juss. (grena-
dille douce ou grenadille de montagne).
Lespece Passiflora incarnata L. (may-
pop) est exploitée en industrie pharma-
ceutique pour ses propriétés sédatives
[15]. De nombreuses especes sont exploi-
tées en horticulture pour leur intérét
ornemental, mais les horticulteurs ren-
contrent des problemes dans l'identifica-
tion des especes et/ou variétés de Passi-
flora; une classification correcte de ce
groupe est donc primordiale.

L'objectif du travail présenté ici était
d’analyser le niveau dinformation
apporté par différents marqueurs molécu-
laires (chloroplastiques et nucléaires) et
de comparer le niveau dinformation
apporté par ces marqueurs, utilisés sépa-
rément ou combinés, en prenant comme
modele d’étude le genre Passiflora. Cette
étude représente en outre un pas supplé-
mentaire vers I'élucidation de lhistoire
évolutive des passiflores.

Matériel et méthode

Matériel

Notre étude porte sur un échantillon de
30 especes appartenant au genre Passi-

flora et représentant 10 des 22 sous-
genres reconnus dans la classification de
Killip [9] et 3 des 4 sous-genres reconnus
dans la révision récente de MacDougal et
Feuillet [11]. Le tableau 1 propose une
confrontation des deux systemes de
classification et indique la position systé-
matique des especes étudiées. Deux
représentants du genre Adenia (Passiflo-
raceae) ont été ajoutés a ’échantillon afin
de servir de groupe externe pour I'enraci-
nement des arbres phylogénétiques.

Pour chacune des especes, les s€quences
publiées de quatre régions génomiques
ont été réunies. Il s’agit de deux régions
chloroplastiques (maiK et trnl-F) et de
deux régions nucléaires (ncpGS et les
régions ITS du rDNA). Les séquences
maiK et ncpGS de l'espece Adenia gum-
mifera et les séquences trnl-F et ITS de
I'espece A. keramanthus ont été ajoutées
afin de servir de référence externe pour
I'enracinement des arbres phylogéné-
tiques. Dans la suite, le terme «groupe
externe » fera référence a I'une ou l'autre
des deux especes du genre Adenia.

Méthode

Les séquences de chacune des quatre
régions ont été alignées pour les 30 espe-
ces et le groupe externe a l'aide du logi-
ciel Clustal X [16]. Les arbres phylogéné-
tiques ont €té reconstruits avec trois
méthodes : deux méthodes probabilistes,
la méthode bayésienne (logiciel MrBayes
(17D et la méthode du maximum de vrai-
semblance, ainsi que la méthode du
maximum de parcimonie (logiciel
PAUP 4.0 [18)]). Le logiciel ModelTest [19]
a été utilise pour le choix du modele
d’évolution le plus approprié pour cha-
que région I’ADN étudié. Les matrices de
caracteres ont €té traitées séparément ou
de facon combinée pour la reconstruction
phylogénétique, les «indels» (événe-
ments d’insertion ou délétion) étant trai-
tés comme données manquantes. La
robustesse statistique des arbres a été
évaluée en réalisant le test de bootstrap
avec 1 000 répétitions [20]. La congruence
entre les topologies a été évaluée a l'aide
du test de Templeton [21] développé par
Farris [22].

Résultats et discussion

Le tableau 2 présente le nombre de
caracteéres obtenus par alignement de
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chacune des régions choisies, ainsi que
des données sur les fréquences relatives
de chacun des nucléotides. Alors que les
différentes régions séquencées étaient
chacune de taille limitée, la réunion des
données permet d’atteindre un total de
2 385 nucléotides pour I'alignement, avec
un pourcentage en bases G + C d’environ
40 %.

Analyse
des régions nucléaires

L'analyse par parcimonie de I'alignement
des séquences des régions nucléaires
ncpGS et ITS a permis d’obtenir respecti-
vement 4560 et 305000 arbres égale-
ment parcimonieux. Pour les deux
régions, le test de bootstrap indique un
bon support statistique pour les nceuds
externes. Les nceuds les plus internes
sont affectés de valeurs de bootstrap peu
élevées, indiquant une faible robustesse
ou fiabilité. L’arbre consensus fondé sur
la région ncpGS présente une meilleure
résolution que celui obtenu avec les don-
nées ITS. La figure 1 présente l'arbre
consensus des 15 arbres les plus parcimo-
nieux obtenus apres une recherche heu-
ristique effectuée sur 'ensemble des deux
régions nucléaires. Cet arbre est mieux
résolu que les arbres obtenus avec les
données traitées séparément et la plupart
des nceuds sont assez bien soutenus.
Toutes les especes du genre Passiflora
représentées dans l'arbre partagent un
méme ancétre commun. Le genre appa-
rait donc monophylétique et présente
une structuration en trois grands groupes
monophylétiques (ou clades), appelés
clades 1, 2 et 3 dans la figure 1. Chacun
de ces clades est tres fortement soutenu
par le test de bootstrap. Le clade 1
regroupe les deux especes du sous-genre
Astropbea (la classification utilisée ici est
celle de MacDougal et Feuillet [11]), le
clade 2 (directement apparenté au
clade 1) regroupe les especes du sous-
genre Decaloba et le clade 3 regroupe les
especes du sous-genre Passiflora. Les
résultats obtenus avec les méthodes pro-
babilistes (maximum de vraisemblance et
méthode bayésienne) sont trés similaires
et ne sont pas présentés ici pour cette
raison.

Analyse des régions
chloroplastiques

La recherche heuristique appliquée aux
alignements des régions chloroplastiques
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Figure 1. Phylogénie du genre Passiflora reposant sur des données nucléaires. L'arbre présenté est le
consensus des 15 arbres les plus parcimonieux. Les valeurs de bootstrap sont indiquées sur les noeuds.

Figure 1. Nuclear DNA phylogeny of the genus Passiflora. The tree presented here is the strict consensus
ofthe 15 most parsimonious trees. The values indicated on the branches represent bootstrap frequencies

(BF).

trnL-F et maiK a produit dans chacun des
cas plus de 300 000 arbres également par-
cimonieux, ce qui traduit un faible niveau
d’information phylogénétique contenue
dans chacune des deux régions. Les deux
régions chloroplastiques sont en effet net-
tement plus conservées que les deux
régions nucléaires (tableau 2). Cela se
traduit par des arbres consensus présen-
tant de nombreuses polytomies (nocuds
non résolus). Si la résolution n’est guére
améliorée en combinant les deux jeux de
données (figure 2), on voit cependant se
dégager une structuration générale des
30 especes de passiflores en trois clades
bien soutenus, comme c’est le cas dans la
figure 1avec les données nucléaires.

Analyse combinée
des régions nucléaires
et chloroplastiques

Six arbres également parcimonieux ont
été obtenus lors de la recherche heuristi-
que a partir de 'ensemble des données.
Le consensus de ces arbres (figure 3)
présente une topologie bien résolue
puisqu’il y a peu de polytomies, et la
plupart des nocuds sont affectés de
valeurs de bootstrap élevées, traduisant
ainsi une certaine robustesse de cet arbre.
De méme que dans les analyses précé-
dentes, on retrouve une distribution des
30 especes en trois clades robustes. Le
clade 1 regroupe les deux espéces appar-
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Tableau 2. Données sur les alignements des régions cibles choisies
pour I'étude. Les modeéles d’évolution et le parameétre o calculés pour
chaque région avec Modeltest sont indiqués.

Table 2. Details about the alignments used in this study. The evolution models as well
as the gamma-shape parameter (a) calculated with Modeltest for each region analyzed

are indicated.

Nb total de Nb de sites

caracteres informatifs

GC

% en bases

Modele
d’évolution

Parameétre
alpha

Régions
chloroplastiques
trnL-F

matK

416
678

45 40,1 %
69 30,2 %

HKY + G
VM + G

a = 0,4459
a = 0,5267

Régions
nucléaires
ITS

ncpGS

586
705

262
166

57,9 %
42,2 %

GTR+1+G
TN + G

a=2,1035
a=1,1799

Total

2 385

542 42,5 %
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Figure 2. Phylogénie du genre Passiflorareposant sur des données chloroplastiques. L’arbre présenté est
le consensus des 47 400 arbres les plus parcimonieux. Les valeurs de bootstrap sont indiquées sur les

noeuds.

Figure 2. Plastid DNA phylogeny of the genus Passiflora. The tree presented here is the strict consensus of
the 47 400 most parsimonious trees. The values indicated on the branches represent bootstrap frequen-

cies (BF).
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tenant au sous-genre Astrophea reconnu
dans la classification de MacDougal et
Feuillet [8] ainsi que dans celle de Killip
[9]. Le clade 2 regroupe toutes les especes
appartenant au sous-genre Decaloba
défini par MacDougal et Feuillet. Nos
résultats indiquent que l'espece Passi-
Sflova lancetillensis, décrite initialement
comme appartenant au sous-genre Dei-
damioides sensu Killip [23], est apparen-
tée au sous-genre Decaloba, rejoignant
ainsi la proposition de MacDougal et
Hansen [24] de placer P. lancetillensis au
sein du sous-genre Decaloba dans une
nouvelle section (Plerosperma). Le
clade 3 regroupe toutes les especes du
sous-genre Passiflora sensu Feuillet et
MacDougal, avec l'espece Passiflora
Joetida en position basale par rapport au
reste des especes. Ce résultat indique une
divergence précoce de 'espece Passiflora
Joetida au sein du clade 3, qui se traduit
vraisemblablement par une divergence
morphologique. Cela expliquerait pour-
quoi cette espece était placée dans un
sous-genre différent (le sous-genre Dysos-
mia) par Killip [9]. La méme remarque
peut dailleurs sappliquer a Passiflora
lancetillensis, dont le classement dans le
sous-genre Deidamioides (23] s’explique-
rait par sa divergence précoce au sein de
Decaloba. En résumé, trois des quatre
sous-genres reconnus dans la classifica-
tion morphologique la plus récente appa-
raissent monophylétiques, c’est-a-dire
qu’ils constituent des groupes naturels.
Les nombres chromosomiques de base
[25], reportés sur la figure 3, soutiennent
les trois principaux clades: le clade 1
(sous-genre Astrophea) regroupe des
especes caractérisées par un nombre de
base de x=12, le clade 3 (sous-genre
Passiflora) est caractérisé par un nombre
chromosomique de base de x=9, et le
clade 2 (sous-genre Decaloba) regroupe
des especes présentant majoritairement
un nombre de base de x=6. En ce qui
concerne les niveaux inférieurs de la clas-
sification (sections et séries), le petit nom-
bre de représentants de chaque section
dans notre échantillonnage ne permet
pas d’aller trés loin dans la comparaison
entre la phylogénie moléculaire et les
classifications morphologiques. Dix des
17 supersections proposées par MacDou-
gal et Feuillet [8] sont représentées dans
"échantillon, dont cinq par plus de deux
especes : Astrophea (sous-genre Astro-
phea), Decaloba (sous-genre Decaloba),
Stipulata, Passiflora et Laurifolia (sous-
genre Passiflora). Les neuf représentants
de la supersection Decaloba forment un




groupe monophylétique. Nos résultats
appuient la proposition de MacDougal et
Feuillet de regrouper le sous-genre Xero-
gona de Killip, représenté ici par
P. capsularis et P. rubra, avec le sous-
genre Decaloba. A l'intérieur du sous-
genre Passiflora (clade 3 de la figure 3),
les représentants de la supersection
Stipulata forment un clade a I'exception
de P. foetida qui se trouve placé a la base
du sous-genre dans notre arbre. Ce résul-
tat rejoint la classification de Killip, dans
laquelle cette espéce est placée dans un
sous-genre particulier, Dysosmia. La
supersection Laurifolia (représentée ici
par cinq especes) apparait paraphylé-
tique dans notre arbre puisqu’elle inclut
les deux représentants (P. edulis et
P. cincinnata) de la supersection Passi-
flora. L'utilisation de caractéres ances-
traux pour regrouper des especes aboutit
généralement a la constitution de grou-
pes paraphylétiques [26]), qui rassemblent
une partie seulement des descendants
d’'un méme ancétre commun. L'existence
de conflits entre les classifications des
passiflores proposées sur la base des
caracteres morphologiques et la phylo-
génie moléculaire proposée ici, provient
vraisemblablement du fait que les grou-
pes infragénériques définis dans les clas-
sifications  morphologiques  reposent
indifféremment sur le partage de caracte-
res ancestraux ou bien dérivés. Or, dans
une classification fondée sur des groupes
naturels (groupes incluant tous les des-
cendants d’'un méme ancétre commun),
les groupes paraphylétiques ne sont pas
reconnus. L’approche phylogénétique,
qui permet d’identifier plus clairement les
groupes naturels au sein d’un taxon, est
un moyen d’obtenir des classifications
qui reflétent au mieux I'histoire évolutive
des especes.

Intérét de la combinaison
des données

Une phylogénie établie a partir d’une
région du génome refléte avant tout I'his-
toire évolutive de cette région. C’est seu-
lement sous certaines conditions que
cette phylogénie reflétera I'histoire évolu-
tive des organismes [27, 28]. La comparai-
son de phylogénies établies a partir de
séquences provenant du  génome
nucléaire (dont I'hérédité est biparentale)
ou des génomes dorganelles (dont
I'hérédité est généralement uniparentale,
avec un certain nombre d’exceptions,
dont un cas répertorié pour le genre
Passiflora [29]) peut cependant s’avérer
porteuse d’informations. En effet, lorsque

'on s’intéresse 4 un groupe d’organismes
étroitement apparentés (comme c'est le
cas a priori pour les espéces du genre
Passiflora), l'observation de conflits entre
les phylogénies nucléaires et chloroplas-
tiques ou mitochondriales peut révéler
l'existence d’événements d’hybridation
ou d’introgression au cours de lhistoire
évolutive des taxons [30]. Par ailleurs, il
est rare que la quantité¢ d’informations
apportée par une région du génome soit
suffisante pour obtenir une phylogénie
résolue d'un groupe taxonomique donné
[31] d’'ou 'importance de comparer et/ou
d’additionner les informations apportées
par différents marqueurs moléculaires,
voire morphologiques [32]. Les résultats
que nous avons obtenus pour le genre
Passiflora montrent I'importance de ce

type d'approche pour la reconstruction
phylogénétique. La combinaison des
données nucléaires et chloroplastiques
(et donc l'augmentation du nombre de
caracteres mis en jeu), si elle n’aboutit pas
a un arbre consensus notablement diffé-
rent de l'arbre «nucléaire », a permis une
diminution du nombre d’arbres égale-
ment parcimonieux issus de la recherche
heuristique (6 arbres avec toutes les don-
nées combinées, contre 15 arbres avec les
données nucléaires et 47 400 avec les
données chloroplastiques). Les régions
chloroplastiques trnL-F et maiK, treés utili-
sées pour I'établissement de phylogénies
au niveau de la famille et du genre [33], se
sont avérées particulierement peu infor-
matives chez les passiflores par rapport
aux données nucléaires. En revanche,
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Figure 3. Phylogénie du genre Passiflora reposant sur les données combinées. L'arbre présenté est le
consensus des six arbres les plus parcimonieux. Les sous-genres reconnus dans la classification de
MacDougal et Feuillet [8] sont indiquées sur la droite, de méme que les nombres chromosomiques
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Figure 3. Total evidence phylogeny of the genus Passiflora. Strict consensus of the six most parsimonious
trees. The subgenera according to MacDougal and Feuillet [8] are indicated on the right, as well as the
haploid chromosome numbers found in the different subgenera. The values indicated on the branches

represent bootstrap frequencies (BF).
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elles ont permis de révéler l'existence
d'un conflit en ce qui concerne la posi-
tion du clade 1, qui regroupe les espéces
représentant le sous-genre Astrophea. Ce
clade apparait apparenté au clade 2
(sous-genre Decaloba) avec les données
nucléaires, alors qu’il est en position
basale de I'arbre obtenu avec les données
chloroplastiques. Dans le cas présent, il
est possible que ce conflit soit causé en
grande partie par un échantillonnage
insuffisant en termes de nombre d’espe-
ces, en particulier pour le sous-genre
Astropbea. 1 est en effet inexistant entre
les phylogénies du genre Passiflora éta-
blies sur la base des séquences ncpGS
[13] et mafK [12] lorsqu'un nombre beau-
coup plus important d’espeéces est inclus.
Dans ces phylogénies, le sous-genre
Astropbea apparalt en position basale.
Pour résoudre ce probléme, il faut envisa-
ger d'augmenter ["échantillonnage en ter-
mes de nombre d'especes mais égale-
ment en termes de nombre de caracteres
étudiés.

Conclusion

Cette étude présente un exemple de I'uti-
lit¢ de combiner des jeux de séquences
pour explorer Tlhistoire évolutive des
organismes, en utilisant comme modele
le genre Passiflora. Les résultats obtenus
indiquent que les chances d’avoir des
résultats plus riches et informatifs aug-
mentent grice a la collaboration entre
différentes équipes de recherche. Nous
souhaitons donc poursuivre dans ce sens,
et mettre a profit les compétences de nos
deux équipes pour aller plus avant dans
la connaissance de I'histoire évolutive des
passiflores. m
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