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In the willow-meads of Tasarinan | walked in thei&g

Ah! the sight and the smell of the Spring in Nasaten!

And | said that was good.

| wandered in Summer in the elm-woods of Ossiriand.

Ah! the light and the music in the Summer by theesRivers of Ossir!

And | thought that was best.

To the beeches of Neldoreth | came in the Autumn.

Ah! the gold and the red and the sighing of leamgbe Autumn in Taur-na-neldor!
It was more than my desire.

To the pine-trees upon the highland of Dorthoniatirhbed in the Winter.

Ah! the wind and the whiteness and the black brasdi Winter upon Orod-na-Thén!
My voice went up and sang in the sky.

And now all those lands lie under the wave,

And | walk in Ambaréna, in Tauremorna, in Aldalomé,

In my own land, in the country of Fangorn,

Where the roots are long,

And the years lie thicker than the leaves

In Tauremornalomeé.

Treebeard, The Lord of the Rings, J. R. R. Tolkien.
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Résumé

Géant parmi les plantes a fleurs, le gemmgphorbial. (~ 2000 taxa) est caractérisé par une diversité
morphologique impressionnante et une distributiosntopolite. Toutes les espéces d’euphorbes présente
néamoins une inflorescence trés condensée, qui mimaefleur hermaphrodite et constitue la synapoirierp
morphologique du genre. La variabilité morphologigdes euphorbes, notamment lorsqu’elle est mise en
relation avec leurs milieux de vie, constitue ufesd’étudea priori particulierement prometteur pour amorcer
une description formelle des liens entre les pmptdeurs conditions environnementales. Malheemest, ces
travaux sont limités par notre connaissance paiceldu genre tant au niveau de son alpha-taxonqoeede
son histoire évolutive. Cette étude a utilisé l'epde des euphorbes malgaches (~ 10% de la rickspss#ique

du genre) pour explorer les notions d’espéces aidarsification dans le genfeuphorbia En premier lieu,
nous avons révisé la taxonomie d'un groupe d'eupdanalgache encore peu documenté, le grouge d’
pachysantha deux espéeces nouvelles pour la science ont étéites. En vue de fournir une méthode
d’identification s(re et rapide des espéces d’etlpd® malgaches, nous avons testé I'approche dwdiage
ADN ; le succés rencontré nous permet de suggérgénéralisation de I'utilisation de cet outil @isemble du
genre. Nous avons étudié la diversification darnemeps d’'un clade d’euphorbes malgaches hyper-sifidrle
clade GDD Euphorbia sections Goniostema Denisophorbia et Deuterocall). Les reconstructions
phylogénétiques inférées a partir de huit région$ ADN nucléaire et chloroplastique et d'un échidoinage
représentatif de la diversité spécifique du claale, été placées dans un cadre chronologique. Ald'ale
méthodes statistiques, nous avons caractérisénjeotele diversification du clade GDD au cours dupgenDans

le but d'élucider les liens entre la diversité nfwlpgique des especes de ce clade et leurs camlitio
environnementales, nous avons testé les relatinotre guelques grands traits morphologiques et unde
variables climatiques ; des associations entreolidion de la succulence au sein de la secBomiostemaet
certaines variables climatiques ont été mises au {@ompte tenu des avancées récentes dans laissamee du
genreEuphorbig noussuggérons une extension de tous ces types de xrav&chelle du genre.

MOTS CLES :Euphorbig Madagascar, Taxonomie, Barcoding ADN, Phylogéhieersification, Modélisation
de niches climatiques.

Abstract

A giant among the flowering plants, the gertigphorbial. (~ 2000 taxa) is characterized by an impressive
morphological diversity and a cosmopolitan disttibn. Nonetheless, all species Bfiphorbiashare a very
condensed infloresence that mimics a bisexual ficawel constitutes the main morphological synapompigf
the genus. The morphological diversity of the spargespecially when it is associated with theiritad
becomes a particularly promising subject to atteanptore formal description of the ties betweenpiaats and
their environmental conditions. Unfortunately, thestudies are limited by our incomplete knowledfehe
genus both at the alpha taxonomy level as weltsasvolutionary history. This study uses the exanugflthe
Malagasy euphorbias (with around 10% of the spawibsess of the genus) to explore the conceptpeties
and their diversification icuphorbia As a first step, we revised the taxonomy of arfyodocumented group of
Madagascan euphorbias, the groufEopachysanthancluding the description of two species newdigsce. In
order to provide a reliable and quick method tantde Madagascan euphorbias, we tested a DNA bangod
approach; the success of this method suggest# thay be more widely applicable in the genus. Wge ¢ested
the diversification in time of a clade of hyper-glise Malagasy euphorbias, namely the GDD cl&iplorbia
sections Goniostema Denisophorbia and Deuterocall). The phylogenetic reconstructions inferred from
sequences of eight chloroplast and nuclear DNAoregand a representative sampling of the speciessity of
the clade were placed within a chronological cont&lsing appropriate statistical techniques, werattarized
the tempo of diversification of the GDD clade thgbutime. With the aim of elucidating the ties bedwehe
morphological diversity of the species of this @adnd their environmental conditions, we tested the
relationships among several major morphologicatstrand a series of climatic variables; severabeissions
between the evolution of succulence and some diivatiables have been discovered. Taking into actthe
recent advances in our knowledgekafphorbiaworldwide, we suggest that all these kinds of istsidhould be
applied to the rest of the genus.

KEY WORDS : Euphorbia Madagascar, Taxonomy, DNA barcoding, Phylogenwemification, Niche
modelling.
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Introduction

Le genreEuphorbia L. (Euphorbiaceae, Malpighiales) est I'un des «gsngéants » de
plantes a fleurs : il compte 1850 a 2000 taxa (@p&t taxa infra-spécifiques compris) et
présente une distribution cosmopolite (Govaertsalet2000, Steinmann & Porter 2002,
Mabberley 2008). Depuis sa description, ce gergeotgpe des espéces qui partagent un type
d’inflorescence originale, le cyathium, qui constitla synapomorphie morphologique du
groupe. Cette inflorescence pseudanthiale, forrae tondensée et de petite taille d’'une
structure multiaxiale, mime une fleur hermaphrod&éeinmann & Porter 2002, Horn et al.
2012). Fondamentalement bisexués, les cyathegmomés d’'une coupe bractéale qui entoure
les fleurs méles (réduites a des étamines) etguenfleur femelle (réduite a un seul pistil). La
coupe du cyathium est munie de glandes nectariféreslle est souvent axillée par des
bractées pétaloides plus ou moins développées.lésusracteres inflorescentiels sont sujets
a une importante variabilité, ce qui a constituéeacertains caracteres végétatifs) la base
historigue de la classification du genre. Concetrirappareil végétatif, il s’agit d'un genre
particulierement polymorphe chez lequel la divérsgpécifique est combinée a une
impressionnante variabilité morphologique (Steinmé&rPorter 2002, Horn et al. 2012).

Le genreEuphorbia présente ainsi toutes les caractéristiques d’uupgrod’étude
prometteur pour lI'exploration des questions liéesx @rocessus de diversification. Ces
travaux se heurtent néanmoins a la connaissanc@eeparcellaire que nous avons de la
diversité du genre. Au niveau alpha-taxonomique,dépit de plus de 200 années de
descriptions ininterrompues d’especes d’euphorheses botanistes, de nombreux nouveaux
taxa restent encore non-décrits. Le processus stzipton d’espéce est compliqué par le fait
gu'une partie des especes deécrites est sous-réceltéque leur circonscription, leurs
caractéristiques morphologiques et leur écologmealgent ambigues.

Les analyses phylogénétiques du genre (i.e. l'tiya&tson des liens de parenté entre
espéeces d’euphorbes) ont été initiées en 2002 feamn®ann & Porter au cours de travaux
basés sur un large échantillonnage mondial du gEophorbiaet des genres proches. A
compter de cette date, les reconstructions phyktggres se sont multipliées, faisant varier
considérablement le nombre de taxa et de caradtepisués. La systématique traditionnelle
du genre a été profondément bouleversée par letatssdes ces études phylogénétiques,
conduisant notamment a de nouvelles circonscriptcingenre et des rangs infra-génériques

qui le composent (Bruyns et al. 2006, Yang et@l.22 Dorsey et al. sous presse).



Les euphorbes malgaches représentent pres de 10%ndore total d’especes estimé
pour le genre (Haevermans et al. 2009, Dorsey .es@ls presse). Elles sont a ~ 95%
endémiques de Madagascar et présentent une impreasie diversité morphologique et
ecologique. En dépit (ou en raison) de cette exmepelle diversité, les euphorbes malgaches
ont fait I'objet d’'un nombre réduit de traitememéxonomiques et phylogénétiques globaux
(Haevermans 2003, Rebmann 2007, et Rauh 1995, #6808 les taxa succulents). Leur
classification est restée a I'état d’ébauche etagson des difficultés d’accés aux lieux de
récolte, de nombreuses espéces sont sous-récettgass-documentées.

Le travail de thése présenté ici a plusieurs beuns (1) Contribuer a 'amélioration
de l'alpha-taxonomie des euphorbes malgacligZsDéterminer s'il est possible de mettre au
point une méthode d’identification précise, rapeteautomatisée des euphorbes malgaches,
notamment dans le cadre de la réglementation C|ITE@$ Explorer les processus et les
moteurs de la diversification des euphorbes makman se focalisant sur I'histoire évolutive
d’'un grand clade d’euphorbes malgaches, le cladB GB. le clade qui regroupe les sections

GoniostemaDenisophorbiaet Deuterocall).



Chapitre 1

Introduction générale sur le genreEuphorbiall.

I. Le genre Euphorbia

Le genreEuphorbiaL. (Euphorbiaceae, Malpighiales, Fabidées, Rosjdéadicotylédones,
Angiospermes) est, aprés le geAstragalusL. (Fabaceae), le second genre d’Angiospermes
en termes de nombre d’espéces (1850 a 2000 taxa)ngdte pour environ le tiers de la
famille ; il présente en outre une distributionmogolite (Govaerts et al. 2000, Steinmann &
Porter 2002, Wurdack et al. 2005, Mabberley 2008GAIl 2009). 1l n’existe pas de révision
taxonomique satisfaisante du genre ; 'uniqgue momualge, rédigée il y a 150 ans par Boissier
(1862, 1866), ne prend en compte qu’environ 35%edpeces décrites aujourd’hui. Depuis
cette date, les travaux systématiques restreintsseflores locales se sont multipliés mais
n’ont conduit & aucune révision générale du genre.

Nous fournissons ci-dessous un résumé de la sytgmmalu genre en présentant les
systemes classificatoires les plus utilisés au scale I'histoire ainsi que les principaux
résultats des analyses phylogénétiques menées guce Nous décrirons ensuite les

caractéristiques morphologiques majeures du genre.

Il. Classification et phylogénie du genreeuphorbia

Les circonscriptions de la famille des Euphorbiacetdu genreEuphorbia sont depuis
longtemps sujettes a controverse. Aujourd’hui aipour la majorité des auteurs aux sous-
familles Euphorbioideae, Acalyphoideae et Crotoea& (Euphorbiaceagrictu senso), la
famille des Euphorbiacea@a souvent été étendue aux familles des Pandacaceae,
PhyllanthaceaePicrodendraceae, &utranjivaceadEuphorbiaceasensu lato), assemblage
qui s’est révélé paraphylétique (voir Webster 198ebster 1994, Wurdack et al. 2005, APG
[11 2009).

Le genreEuphorbia (sous-famille de€uphorbioideag tribu desEuphorbieae sous-
tribu desEuphorbiinaefide Webster 1994 et Wurdack et al. 2005) tel dééni dans sa
forme stricte (s.str.) est paraphylétique (Steinmé&nPorter 2002, Wurdack et al. 2005). Il a
été montré récemment que les genf@samaesyceGray, Cubanthus (DC.) Millsp.,

Elaeophorbia Stapf, EndadeniumL. C. Leach, Monadenium Pax, Pedilanthus Neck.,



PoinsettiaR. Grah. eSynadeniunBoiss. forment avec le geniphorbias.str. un ensemble
monophylétique statistiquement soutenu et caraétépar la présence d’'une inflorescence
singuliére, le cyathium (inflorescence pseudanthigbique du groupe) (Steinmann & Porter
2002, Wurdack et al. 2005, Prenner & Rudall 20C8&s résultats ont amené certains auteurs
a se questionner sur la meilleure stratégie a ad@pitre un éclatement du gemephorbia
s.str. en plusieurs genres, définis sur le basg@egls clades décrits par Steinmann & Porter
(2002), ou la reconnaissance d’'un geBrghorbiaau sens large du terme (s.lat.) (= sous-
tribu des Euphorbiinae) comme circonscription dérence du genre (ce qui implique la mise
en synonymie des genres associés). C'est la seapidm qu’ont choisi Steinmann et al.
(2003, 2007) et Bruyns et al. (2006) en traitast denresPedilanthus(Steinmann 2003),
CubanthugSteinmann et al. 2007)Monadenium Synadeniunet Endadeniunm(Bruyns et al.
2006) comme des synonymes taxonomiqueSugihorbia L’inclusion de ces genres au sein
d’'un genreEuphorbiaélargi s’'inscrit dans un débat classificatoire plesdeux fois centenaire
qui oppose les tenants d’'un gerfephorbiadivisé en divers rangs infra-génériques (sous-
genres ou sections) (voir Boissier 1862 et 1866bstéx 1975), a ceux plus nombreux qui
elévent ces groupes taxonomiques au rang généfrgireHaworth 1819, Rafinesque 1836,
Klotzsch & Garcke 1860, Necker 1970). Encore récemtmla classification du genre est
constituée de plusieurs sous-genres et de nomisreastons et sous-sections (Boissier 1862,
Bentham & Hooker 1880, Pax & Hoffman 1931, Whedk43) Basés sur des grands patrons
morphologiques (formes de vie, succulences dess,tigeorphologies des formations
stipulaires), ces groupes infra-génériques sont réalité d’'une grande hétérogeénéité
morphologique et présentent des circonscriptioideiment argumentées. C’est par exemple
le cas des sous-genréizanthiumet Tithymalus sensu Wheeler 1943 qui regroupent
respectivement toutes les espéces dites « géophystsquasiment toutes les especes
succulentes (Gilbert 1987).

Aujourd’hui, la systématique du genre est en pleefente et se base sur les études
phylogénétiques pour améliorer la circonscriptiaronomique et la nomenclature des rangs
infra-génériques. Initiées par les travaux de @&tamn & Porter (2002), les études
phylogénétiques du genkeuphorbial. ont permis de mettre en évidence la paraphylie d
genreEuphorbias.str. et de définir un genEuphorbiaau sens large (s.lat.) qui regroupe les
especes des genré&hamaesyce Cubanthus Elaeophorbia Endadenium Monadenium
Pedilanthus Poinsettia Synadeniunet Euphorbias.str. au sein de 4 grands clades (ou sous-
genres), le clade A [sub&hizanthium(Boiss.) Wheeler], le clade B (subgsulaPers), le
clade C (subgeuphorbig et le clade D (subghamaesyc®af.) (Figure 1.1.). Ces études ont



en outre montré que la grande majorité des groupgenomiques reconnus par les
classifications infra-génériques traditionnellessomt pas satisfaisantes car le plus souvent
paraphylétiques ou polyphylétiques ; elles suggétemeconsidérer les subdivisions du genre
sur la base du critere de monophylie.

—'&? Subg. Chamaesyce (= clade D)

100
1.0

- L—10 Subg. Euphorbia (= clade C
11(.)8 To Subg. Euphorbia (= clade C) ©) Euphorbia s.1.

100 . . (>2300 sp., Cosmopolite)
o L——— Subg. Rhizanthium ( = clade A)

100 8 Subg. Esula (= clade B)

—— Calycopeplus
100 (5 sp., Australie) @
1.0

L——  Neoguillauminia
(1 sp., Nouvelle-Calédonie)

——— Anthostema
100 (2 sp., Afrique de I’Ouest & Madagascar) (D
1.0

L——— Dichostemma
(3 sp., Afrique de I’Ouest)

Outgroups

Figure 1.1 Arbre phylogénétique résumant les relations denpérau sein de la tribu d&iphorbieaeen se basant sur les
résultats des analyses de Zimmermann et al. 201@nBret al. 2011 et Horn. et al. 2012. Les soutiatistiques de chaque
nceud sont donnés (les valeurs de Bootstrap condetamalyse d’Horn. et al. 2012). Clad® = sous-tribu des
Anthosteminae, Clad® = sous-tribu des Neoguillauminiinae, Cla@e= sous-tribu des Euphorbiinae (= gelephorbia
s.lat.). L'estimation du nombre d’espéces et laréjion globale de chaque taxon sont fournieseeparentheses.

La résolution des liens de parenté entre les 4dgranus-genres Buphorbiaa été affinée au
fur et a mesure des analyses phylogénétiques. halysas récentes basées sur un large
échantillonnage taxonomique ainsi que sur une coalnn des régions chloroplastiques et
nucléaires de '’ADN présentent une histoire stigiigment fiable des relations de parenté
entre ces groupes (Zimmermann et al. 2010, Bruyrad. €011, Horn et al. 2012) (Figure
l.1.). Le genreEuphorbias.lat. est successivement le plus proche parensalestribus des
Neoguillaumininae (i.e. les genr@€alycopeplusPlanch. etNeoguillauminiaCroizat) et des
Anthosteminae (i.e. les genrésthostemaA. Juss. eDichostemmaPierre) (Steinmann &
Porter 2002, Wurdack et al. 2005, Bruyns et al.12®Horn et al. 2012). Au seinuphorbia
s.lat. le premier clade a diverger est le souseggEsula(clade B ; ca. 500 espéces) qui est
majoritairement représenté par des especes hesdedezones tempérées de I'hémisphére
nord, mais aussi par quelques especes arboresantegiges succulentes (Macaronésie et
Afrique) (Molero et al. 2002, Barres et al. 201l )est suivi par le sous-genfhizanthium
(clade A ; ca. 200 especes), présent majoritairemerfrique et tout particulierement dans
le sud de I'Afrique ou les formes xérophytes soms tdiversifiées. Ce sous-genre est
apparenté aux sous-genkagphorbiaet Chamaesycd_e sous-genr&uphorbia(Clade C ; ca.

700 especes) est le plus diversifié de tous, tamigeau de la richesse spécifique que des



formes de vies des especes. Présent dans les ésoaéatropicale et indomalaisienne, ce
sous-genre est particulierement diversifié en Afeicet a Madagascar (Bally 1961, Carter
1994, Haevermans 2003, Dorsey et al. sous phedse sous-genr€hamaesycéClade D ;
ca. 600 especes) comprend la majorité des espégshdrbes du Nouveau-Monde. Il inclut
notamment toutes les especes des anciens géhanaesycet Poinsettia(Steinmann &
Porter 2002, Yang et al. 2011, Yang et al. Z2D12

La circonscription des 4 sous-genres et la réswiudie leurs positions phylogénétiques
relatives a ouvert la voie a une série de travasant a résoudre leurs relations de parenté
internes en fournissant notamment un systéme fitadeire satisfaisant. Les sous-genres
Euphorbiaet Chamaesycent ainsi été divisés en de multiples sectiondasbase d’analyses
phylogénétiques de grandes ampleurs (Yang et 42,2Dorsey et al. sous presse).

Tel qu'il est circonscrit actuellement, le gefm@phorbiaa une distribution cosmopolite
et se retrouve dans toutes les régions du mond&xaeption des régions polaires.
Principalement connu a travers les especes xérepligs milieux arides ou sub-arides, le
genre occupe tous les types d’environnement, excegaite du milieu aquatique strict
(certaines especes vivent néanmoins dans les Zmmagles, les pieds dans l'eau). Les
euphorbes sont particulierement diversifiees engaé& et aux points chauds de biodiversité
gue sont Madagascar et le sud de I'Afrique (Brustral. 2011, Myers et al. 2000).

lll. Principales caractéristiques morphologiques ds euphorbes

1. Appareil reproducteur : le cyathium, les fruits &s graines

L'inflorescence des euphorbes a, depuis la desmniptiu genre (Linnaeus 1753), été
remarquée comme un organe remarquable. Partioukege homogene au niveau de sa
structure, l'originalité de cette inflorescence lai assuré une dénomination spécifique,
cyathium ou cyathe en francais (du Gk&abog signifiant vase). Décrit au début comme une
fleur hermaphrodite traditionnelle (Linnaeus 1758israussi repris par Payer 1857 et Baillon
1858), le cyathium a depuis longtemps été recommonte une inflorescence de petite taille
(Lamarck 1786, Jussieu 1789, Brown 1814).

! Article en annexe (Annexe 1.1).
2 Article en annexe (Annexe 1.2).



Il s’agit d’'une structure florale tres
condensée qui mime une fleur
hermaphrodite (Figure [.2.). Les fleurs
males et [l'unique fleur femelle sont
regroupées au sein d’un involucre en forme
de coupe qui résulte d'une soudure des
bractées axillant les cymes de fleurs méles.
La fleur femelle tricarpell@eest en position
terminale, entourée par 4 a 5 groupes de
fleurs males, toutes les fleurs étant

apérianthédset portées par des pédicelles.

0.5mm

Des bractéoles — des bractées de petite taille

Figure [.2. Photomicrographie colorée d'un cyathi
d’Euphorbia esulgorise au microscope électronique a balaya

La coupe est colorée en vert, les glandes ri&ies en roug sont soudées a la base des pédicelles des
les fleurs méles en jaune et l'unique fleur femelle en

(source : Prenner & Rudall 2007). fleurs males. Les bractées de la coupe du

J%Ius ou moins laciniées et pubescentes —

cyathium sont le plus souvent munies de glandetani&es qui présentent éventuellement
des appendices de forme et de taille variées. Gheggand nombre d’especes, les cyathia sont
axillés par des bractées (appellées cyathophytles} la taille, la forme ou la coloration
varient considérablement d’'un groupe a l'autre’etel espece a I'autre (Figure 1.10.).

D’un point de vue évolutif, tous les genres deilautdes Euphorbieae [Euphorbiinge
Euphorbias.lat.) + Neoguillaumininae + Anthosteminae] présehune inflorescence de type
pseudanthiale qui constitue la synapomorphie mejelur group@ (Blume 1825, Eichler
1878). Les travaux ontogéniques de Prenner & R{@a07) ont montré que le cyathium des
euphorbes est une forme particuliere de pseudaath@;chemin entre une inflorescence et
une fleur hermaphrodite [“hybrid” flower/infloresoee &ic)], qui aurait vraisemblablement
dérivée d’un thyrse (i.e. une synflorescence deesyaxillaires bisexuées) composé d’'une
fleur femelle terminale entourée d'inflorescenceélan dichasiales. Compte tenu de la

richesse spécifique du gerieeiphorbias.lat. (notamment par rapport aux autres sousstribu

% Toutes les espéces de la seRervilleanae et plusieurs espéces de la seRachysantae(toutes deux
endémiques de Madagascar) sont caractérisées péeudies femelles bicarpellées (et des capsulexjbis).

* Les espéces malgaches de la sBeucalli ont la particularité de porter une ébauche de ealiti persiste
généralement apres la déhiscence de la capsuledhiaa@ns 2003).

® Au sein de€Euphorbiaceades genreDalechampial. et Pera Mutis possédent eux aussi des inflorescences
pseudanthiales (Pax and Hoffmann 1931, Webster )18%s ces structures ne sont en aucune maniere
homologues (Wurdack et al. 2005), ce qui suggémss tappariations d’inflorescences pseudanthiales
indépendantes dans la famille.



d’Euphorbieae), plusieurs auteurs considérent Ethoym comme une innovation clé du
genre (Croizat 1937, Webster 1967, Prenner & R&EHN7).

Le fruit des euphorbes est trés majoritairements dauforme d’'une capsule seche
tricoque déhiscente, qui contient le plus souveois tgraines a maturité. Chez certaines
especes l'avortement d’'un ou deux ovules aboud#sacapsules biloculaires ou uniloculaires
qui portent une ou deux graines. Les caractéresdida forme, ou I'ornementation des
capsules ou du testa des graines ont toujours itenstles caractéres classificatoires
importants. D’autres caracteres, tels que le pestahpsules a maturité (dressé ou pendant) ou
la présence ou non d’'une caroncule (renflementnchgqui entoure le hile des graines) sont

variables et facilement observables.

2. Appareil végeétatif : morphologie générale, organesgétatifs

Le genreEuphorbia est caractérisé par une remarquable diversité rtogigue. Sont
représentées la presque totalité des formes decatmues chez les Angiospermes, a
I'exception des habitus strictement aquatiquegthgtes : grands arbres de forét, arbustes,
buissons, herbacées annuelles ou pérennes, pla@eghytes, plantes xéromorphes
caractérisées par une extréme diversité au niveala chature et de l'importance de la
succulence des tiges, des feuilles et du systewieare (Figure 1.3.). Entre les grands
groupes morphologiques décrits ci-dessus, on pbséreer toute une variété de formes
transitoires.

Le systeme caulinaire des euphorbes présente ureosinaire diversité comme en
témoignent les travaux de Hallé et al. (1978) quttent en évidence la présence chez
Euphorbiade 12 modeles architecturaux (sur les 23 model&s geconnaissent), soit une
diversité architecturale jamais observée chez aaatne genre de plantes a fleurs.

Les tiges sont structurellement trés variablesesEfirésentent toutes les combinaisons
possibles entre des tiges fines, peu ou pas suntesleaux écorces variables (lisses ou a
rhytidome plus ou moins exfolié) et des tiges é&mEs fortement succulentes et
photosynthétiques, a la maniére des Cactaceaer€BigiB. A a C). Certaines espéeces, aux
troncs renflés a la base, présentent un port pacihgy@ la maniére des espece&ddinsonia
L. ou dePachypodiumLindl. (Figure 1.3. E). La forme de la sectionrnsaersale des tiges
(e.g. section circulaire ou section aplatie) estaractére variable qui permet de différencier

des groupes d’espéeces.



Le systeme racinaire des euphorbes est lui adssdiversifié : de nombreuses espéces
possedent de simples racines fasciculées non smtes) mais il existe toute une diversité de
racines présentant des renflements d’'importancdeetorme variables. Dans certains cas

I’hypocotyle est renflé formant un caudex souterde plus ou moins grande taille.

Figure 1.3. Diversité du genr&uphorbial. A. E. cf. antiquorumL., Vietnam (sous-genrEuphorbig ; B. E. esculenta
Marloth, Afrique du Sud (sous-genRhizanthiurh ; C. E. cf. horrida Boiss., Afrique du Sud (sous-gerfiRizanthiur; D.
E. virgataWaldst. & Kit., France (sous-genEsulg ; E. E. mandraviokyLeandri, Madagascar (sous-gefephorbid ; F.
E. hirtaL., Madagascar (sous-ger@hamaesygeA, B, C T. HaevermansD, E X. Aubriot ;F G. E. Schatz.
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Les feuilles, toujours simples et disposées majioeinent de fagon alterne, sont plus ou
moins succulentes. De nombreuses espéces posskdefduilles trés réduites rapidement
caduques, ou présentent une aphyllie compléte.

La morphologie des stipules, paire d’'organes situgela tige de part-et-d’autre de la
base des feuilles (ou de la cicatrice foliairezde échéant), est un des caracteres vegeétatifs les
plus distinctifs du genre. Ainsi les euphorbes seuttout connues pour leurs formes
épineuses, tout particuliérement pour les varig#ticoles proches &. milii® (Madagascar)
ou dE. ingensE. Mey. (Afrique de I'Est). La diversité stipulairdu genreEuphorbia
recouvre en fait un panel morphologique tres ingourt les stipules sont absentes ou réduites
a des glandes pour de nombreuses euphorbes (®.gspéces du sous-gertisulg ; pour
d’autres especes elles sont sous forme d’épingdesoau rigides, d’importance variable, qui
peuvent se ramifier et constituer alors des créfseuses le long des tiges (Figure 1.9.).
Longtemps considérées comme homologues, les égasesuphorbes strictement malgaches,
apparentées &. milii (sectionGoniostemaBaill. du sous-genrd&uphorbig, et celles des
euphorbes africaines et asiatiques de la se&ligrhorbiasont en fait des organes différents
(voir Boiteau 1947, Uhlarz 1974, Haevermans 20083%. études développementales d’'Uhlarz
(1974) ont montré que la vascularisation des épilesseuphorbes de la secti@oniostema
en fait de véritables stipules. A contrario, lesgmd’épines développées des euphorbes de la
sectionEuphorbig situées juste au dessous de la cicatrice folingesont pas vascularisées et

correspondraient a des excroissances dérivantrdarge du méristeme foliaire.

IV. Le genre Euphorbiaa Madagascar

Madagascar constitue un des points chauds de &si& dEuphorbia Avec prés de 170
taxa (taxa infra-spécifiques compris), les euph®nalgaches représentent environ 10% de
la diversité du genre ; toutes les especes sorngiqdes de Madagascar sauf ca. 9 especes
(Tableau 1.1.). Présentes dans tous les milieuxs daaque zone biogéographique de I'lle et
sur tous les types de substrat, les euphorbes afm@gasont connues pour la remarquable
diversité de leurs habitus et de leurs organedetifs et vegeétatifs. Ainsi tous les habitus
connus pour le genteuphorbiasont représentés a Madagascar.

La connaissance des euphorbes malgaches souffradgue de matériel récolté sur le

terrain, notament dans certaines régions de Madagésuest et nord de la Grande ile). Au

® Pour les taxa appartenanEaphorbiasectionsDeuterocallj Denisophorbiaet Goniostemales noms d’auteurs
sont indiqués dans le Tableau I.2.



12

final, les travaux taxonomiques et phylogénétiqudisposant d'un échantillonnage
représentatif de la diversité des espéces, ouaounoins de la totalité des especes d'un
groupe, sont peu nombreux : voir Haevermans 20@&vermans 2004, Rebmann 2007, et
aussi Rauh 1995, 1998 pour les taxa succulentsétiuees sus-citées ont été effectuées sur la
base de nombreux travaux taxonomiques antériegenivia réviser des groupes d’espéces
malgaches définis par leurs caractéristiques mdogigues ou leur distribution. En
complément de la monographie de Boissier (18626)18@®us pouvons citer les travaux de
Denis (1921), de Cremers (1984a,b) ou les nombsetiseles de Léandri (1945, 1946, 1947,
1952-1953, 1954 avec Ursch, 1957).

Espéces Zone de distribution (hors Madagascar)
Subg.Esula E. emirnensiBaker Comores
’ E. dracunculoidesam. Paléarctique sud, sous-continent Indien
E. hirta L. Cosmopolite
Subg.ChamaesycesectAnisophyllum E. hypericifoliaL. Cosmopolite
subsectHypericifoliae E. prostrataAiton Cosmopolite
E. thymifoliaL. Cosmopolite
Subg.Euphorbia E. tirucalli L. Afrique et cultivée dans de nombreux pays tropicaux
sect.Tirucalli E. analalavensigeandri Comores
E. stenoclad&aill. lle Europa

Tableau I.1. Liste des espéces d’euphorbes malgaches nativéserpes également hors de Madagascar. Le groupe
d’appartenance de ces espéces et la zone de ulistnilfhors Madagascar) sont indiqués.

Nous décrivons ci-dessous I'historique de la cfasdion des euphorbes malgaches. La
phylogénie et la systématique des euphorbes magasimt détaillées et les caractéristiques
morphologiques et écologiques principales de chggared groupe d’euphorbe malgache sont

fournies.

1. Classification, phylogénie et description des eopes malgaches

L’histoire de la classification des euphorbes melhgs débute avec Lamarck en 1788, date de
la premiére description d’une euphorbe strictemeaiyacheE. lophogond_.am. Les travaux
suivants vont incorporer les especes nouvelleméeritds au sein d’ensembles taxonomiques
définis par les caractéristiques morphologiques esgsces ou par la zone géographique
occupée, i.e. Madagascar et les fles voisineBlusieurs descriptions de taxons infra-

génériques de différents rangs (sous-genres, Bectimus-sections) et les descriptions de

" Les archipels des Comores, des Seychelles et dssdvkignes, ainsi que les fles éparses de I'doéien
(viz. Ille Europa, Bassas da India, I'lle JuanNteva, I'lle Grande Glorieuse, Ille du Lys, eté&ilTromelin).
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trois genres distincts du geniuphorbiaont été basées sur des euphorbes malgaches. On
peut ainsi citer les genrdsacanthisRaf. [type :L. splendeng= E. milii))], Tumalis Raf.
[type : T. bojeri (= E. milii)] et SterigmantheKlotzsch & Garck [type S. splendeng= E.
milii)], ainsi queEuphorbia sectionGoniostemaBaill. (lectotype :E. lophogong E. sect.
Diacanthium Boiss. [lectotype :E. splendens(= E. mili))] ou encoreE. sous-section
DenisophorbiaLeandri (type E. pyrifolia). Au cours de I'histoire, ces groupes taxonomiques
ont vu leurs rangs varier dans la classificatidors€auteur : e.g. de genre a sous-genre pour
Lacanthis (Gilbert 1987) et de sections a sous-sections @amiostemaet Diacanthium
(Bentham & Hooker 1880). Le sous-geriracanthiset la sect.Diacanthium tous deux
décrits dans I'objectif de rassembler les espéceshps dE. splendeng= E. milii), ont
rassemblé, au fur et a mesure des révisions, geExces malgaches mais aussi africaines
placées aujourd’hui dans les sous-geritaphorbia et Rhizanthium Dans certains cas les
especes malgaches ont été incorporées a des groéqés a partir de type non-malgaches.
C’est le cas des especes « coralliformes » apgg®dE. tirucalli L. qui ont été assignées a
la sect.Tirucalli, ou des especes géophytes incorporées au souwsRj@nanthium(e.g. E.
primulifolia, E. moratii etE. quartziticolg. Les tentatives pour homogéneiser la systématique
d’'Euphorbiaet produire un systeme classificatoire basé sumdgphologie satisfaisant ont
toutes échouées (voir Wheeler 1943, Croizat 197eft 1987) et la circonscription des
groupes incorporant les euphorbes malgaches estrdstée douteuse.

Il a fallu attendre les analyses phylogéenétiquesntes pour confirmer ces doutes et
constater la polyphylie de tous les groupes inBaggiques précédemment cités (Steinmann
& Porter 2002, Haevermans 2003, Haevermans 20@4;nBret al. 2006, Zimmermann et al.
2010, Horn et al. 2012, Dorsey et al. sous pressesemble des caractéres morphologiques
utilisés pour regrouper les especes se sont réwdaptés a illustrer leur histoire évolutive.
Il est en outre apparu que le concept d’euphorbalganhes comme groupe « naturel » ne
reflete pas la réalité, et que les membres du gerésents a Madagascar ne sont pas tous
directement apparentés ; la présencBughorbia a Madagascar serait die a plusieurs
evenements de dispersion vers I'lle. Les euphonba&igaches se retrouvent ainsi dans les
guatre grands sous-genres du geBuphorbias.lat. ou elles forment a chaque fois des
groupes monophylétiques (a I'exception des sectidirsicalli et Denisophorbia qui
regroupent aussi, respectivement, des espéceaiafigcetdes iles voisines de Madagascar).
Les euphorbes malgaches sont exceptionellementrsifiges au sein du sous-genre

Euphorbia et plus particulierement dans la secti@oniostemgca. 75 sp.{Figure 1.4.).
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A partir des travaux phylogénétiques, des auteantscimconscrit de fagcon informelle
puis formelle des groupes infra-génériqgues défmis la base de la monophylie et de la
présence de caractéres morphologiques distincesv@tiaans 2003, Yang et al. 2012, Dorsey
et al. sous presse). Nous allons donner ci-dessmeibreve description de chacun des clades

qui regroupent des euphorbes malgaches.

Yang et al. 2012,
| Dorsey et al. sous presse,
Aubriot et al. in prep.
1 L.

| >

Haevermans 2003
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E. croizatii |
E. cremersii
E. quartziticola

E. didiereoides clade d'E. milii s.. |
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3 Zg:ftzi‘? clade d'E. pirottae (Afrique)
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E. i Ssp.
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Subg. Rhizanthium
(1'sp.)
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«— Figure 1.4. Arbre résumant le positionnement des espéces debeh malgaches au sein de la phylogénie du genre
Euphorbia (especes surlignées en jaune), suivant les résutatenus par Haevermans (2003). Les valeurs dgeso
statistique sont fournies aux nceuds. Les résullats études taxonomiques récentes des sous-gEh@amaesyceet
Euphorbia(Yang et al. 2012, Dorsey et al. sous presse) mimen paralléle des résultats d’'Haevermans (2@8Bjaisant
correspondre notamment les différentes nomencktutdisées pour chaque groupe d’euphorbes malgaffoeis ces
groupes sont monophylétiques a I'exception du gskbula» qui représente des espéces non-intimement appesgntés
estimations du nombre d’espéces malgaches de clgaguige sont données entre parenthéses.

2. Description des grands clades d’euphorbes malgache

La position phylogénétique de chaque clade d’euphonalgache est présentée Figure 1.4.,
qui est une topologie issue des travaux d’Haevesnfa003). Les correspondances entre les
concepts infra-générigues informels d’'Haevermaff®32 et ceux formels décrits par Yang et
al. (2012) et Dorsey et al. (sous presse) y sgnirdies. Cet arbre phylogénétique sert de fil
conducteur aux descriptions de chaque clade. Lesetles circonscriptions publiées par
Yang et al. (2012) et Dorsey et al. (sous preseas rserviront de travaux taxonomiques de
référence. Nous allons donner ci-dessous une g@ésari synthétigue des euphorbes
malgaches, sous-genres par sous-genres, sectiorsegigons, en partant des clades ayant

divergés en premiers.
- Le sous-genreEsula(clade B fide Steinmann & Porter 2002) :

Ce sous-genre regroupe trois especes strictemdgachas et comoriennel.(emirnensis
Baker, E. ensifoliaBaker etE. orthocladaBaker) et une espece pantropicale également
présente a Madagascd. (dracunculoided.am.). Il s’agit de plantes herbacées, annuelles e
dresséesH. emirnensisk. ensifoliaet E. dracunculoidesou persistantes, qui peuvent étre
buissonnantes( orthocladavar. orthocladg ou lianescentes] orthocladavar. vepretorum
(Drake) Leandri] (Figures I.5. B, C et F). Ces eg3eprésentent toutes linflorescence
caractéristique du sous-geriEsula i.e. une pseudo-ombelle terminale portant desh@ya
bisexués (espéces monoiques). Les stipules soamntabs les capsules sont tricoques et les
trois graines qu’elles contiennent sont caronculBephorbia orthocladase singularise des
autres membres du sous-genre par ses tiges fortesneaulentes et son port lianescent
unique chez les euphorbes malgaches (pour la &ri@rthocladavar. vepretorun.

Les trois especes endémiques de Madagascar etomesr€s occupent a Madagascar
les massifs montagneux des hauts plateaux centainsi,que la région sud de I'lle poldr
orthoclada

Les travaux phylogénétiques d’'Haevermans (2008)ptemiers a inclure des especes
malgaches du sous-genBEsula dans un cadre phylogénétique (vE. emirnensiset E.

orthocladg, ont montré que ces taxa appartiennent a dee<ldidférents et ne sont pas



16

directement apparentés (Figure 1.4.). Barres et (aD11) ont précisé la position
phylogénétique . orthoclada cette espéces serait proche parente des espaéegud du
Sud E. mauritanicalL. et E. stoloniferaMarloth, ce qui les a ammené a suggeérer un

evenement de dispersion a longue distance depdigjlie du Sud vers Madagascar.
- Le sous-genreRhizanthium (clade A fide Steinmann & Porter 2002) :

Le sous-genr®hizanthiumest, avec une seule espece malgaEhaiitsoDenis), le groupe
d’euphorbes le moins représenté a Madagascar. €gttece est, du fait de sa morphologie
générale (Figure 1.5. G) et de sa distribution gaplgique (endémique de Madagascar), une
espeéce singuliére au sein du sous-g&inzanthiumlIl s’agit d’'un arbuste monoique a tronc
succulent qui présente une structure inflorescatagiginale pour le sous-genre, similaire
aux pseudo-ombelles des espéces du sous-dgesuia Les stipules sont réduites a des
glandes et les capsules sont de grande taille euqueeuses. Les graines, enfin, non
caronculées, sont au nombre de 1 (ou 2).

Cette espéce n’est présente que dans certaindisdech sud-ouest de I'le.

Toutes les études phylogénétiques qui mettent wujeéchantillonnage représentatif
du sous-genreRhizanthiumont montré quE. antsoest I'espece basale du sous-genre
(Steinmann & Porter 2002, Bruyns et al. 2006, Zimmann et al. 2010, Bruyns et al. 2011,
Horn et al. 2012). La position phylogénétigue et Iprincipales caractéristiques
morphologiques de cette espéce (plésiomorpheslp@aus-genre selon Horn et al. 2012) en
font une candidate idéale pour représenter lestaes morphologiques ancestraux du sous-
genre Rhizanthium(Horn et al. 2012, Bruyns et al. 2006), voire, caenile suggerent
Steinmann & Porter (2002), du geritaphorbia

- Le sous-genrdChamaesycéclade D fide Steinmann & Porter 2002) :

Avec environ 13 espéces endémiques de la Grandeti espéces cosmopolites également
présentes a Madagascds,sous-genr&Chamaesycest, aprés le sous-gerEeiphorbiag le
second sous-genre d’euphorbes le plus représaviidagascar (Haevermans 2003, Yang et
al. 2012). On peut séparer les espéces d’eupharbkegches du sous-gerthamaesycen

deux groupes non intimement apparentés.
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Figure 1.5. Diversité des sous-genrEsulg Rhizanthiumet Chamaesyca Madagascah. cyathium dE. salota(sous-genre
Chamaesyge B. cyathia dE. orthoclada(sous-genr&sulg ; C. E. emirnensigsous-genré&sulg ; D. E. salota(sous-genre
Chamaesyqge, E. cyathium dE. denisii(sous-genré&€Chamaesyqe F. E. orthoclada(sous-genr&sulg ; G. E. antso(sous-
genreRhizanthium; H. E. plagiantha(sous-genr€hamaesygeA, B, C, GT. HaevermansD, E, F, H X. Aubriot.
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o Le groupe dE. hirta (fide Haevermans 2003) :

Selon le seul traitement taxonomique de ces espgesmdri 1947), le groupe . hirta
rassemble 6 espéces endémiques de Madafé&caildebrandtiiBaill., E. humbertiiDenis,

E. grandidieriBaill., E. trichophyllaBaker,E. pellegriniiLeandri etE. vezorunieandri) et 5
especes polydémiquek.(glaucophyllaPoir., E. hirta L., E. hypericifoliaL., E. prostrata
Aiton et E. thymifoliaL.). Ce sont des herbacées qui sont généralemestr@es et qui sont
caractérisées par l'avortement du bourgeon terminaké phyllotaxie opposée (ou sub-
opposeée) et des graines non-caronculées.

Du point de vue de leur distribution, les especeemiques sont tres localisées alors
gue les especes pantropicales ou cosmopolites'@panouissent dans les milieux perturbés
par I'étre humain, sont tres courantes.

En I'absence de matériel utilisable pour les étudekeculaires, les especes endémiques
de Madagascar n’ont jamais été incluses dans wmde ghylogénétique. D’aprés leurs
caractéristiques morphologiques, il est néanmoinssiple d’inclure ces espéces dans le
méme groupe infra-générique que celui ou se sitiasnespeces pantropicales, i.e. la sous-
section Hypericifoliae Boiss. (sectioPAnisophyllumRoep. du sous-gent€hamaesycgeex

genreChamaesygg(voir Yang et al. 2012).
0 Les sectiondDenisiae Bosseriaeet Plagianthae(fide Yang et al. 2012) :

Ces trois sections fortement apparentées regrowgpefit espéces endémiques de Madagascar
(Yang et al. 2012) qui présentent une morphologregale tres variée (Figures 1.5. A, D, E et
H) : certaines especes arbustives sont non-sudeslat possedent un rhizome de grande
taille (section DenisiaeT. Haevermans & X. Aubriot :E. denisii Oudejans, E.
subpeltatophyllaRauh), d’autres correspondent a des herbacéestite fadle a tiges trés
succulentes (sectioBosseriael. Haevermans & X. Aubriot E. bemarahaensiRauh & R.
Mangelsdorff, E. bosseriLeandri et E. platycladaRauh), d’autres enfin sont des arbustes
semblables a des genéts (secitegianthaeT. Haevermans & X. AubriotE. salotd ou des
arbres présentant une écorce luisante et forteaesgquamante (sectioPlagianthae: E.
plagianthg. Nous ne détaillerons pas plus ici la morphologgmérale des espéces de ces

sections étant donné qu’elle est présentée ettdisdans le travail de Yang et al. 2012.

8 Décrite par Léandri (1947) comme une euphorbe alesect. Anisophyllumendémique de Madagascar,
Euphorbia benoistiin’appartient pas au geniteuphorbia mais correspond en réalité a I'espé&apuronia
madagascariensisourteig (Lythraceae) (Berry & Phillipson 2011).
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Ces espéeces sont présentes dans le sud de I'Madagascar depuis la zone sud des
hauts plateaux jusqu’a la céte.

Les études phylogénétiques récentes (Yang et &2, 2forn et al. 2012) ont montré que
le clade malgache formé par ces trois sectiongaiie, au sein de sous-geftkamaesyce
du grand « grade de I’Ancien Monde » mais sa posigihylogénétique précise est sujette a
caution. Les travaux de Yang et al. (2012) le piaesm groupe frére de la sectiBrondosae
Bruyns (7 especes herbacées ou arbustives pluoms succulentes de I'est et du sud-est de
I'Afrique) tandis que ceux de Horn et al. (2012)pkasitionnent en plus proche parent de la
section ScatorhizaeY. Yang & P. E. Berry (7 especes herbacées ou tvess non
succulentes, a écorces fortement desquamantespguetrouve en Afrique de I'Est, dans la
péninsule Arabique et en Inde). C'est cette deusienypothése qui est aujourd’hui

privilégiée (voir Yang et al. 2012 pour la discassi
- Le sous-genreEuphorbia (clade C fide Steinmann & Porter 2002) :

De tous les sous-genres, c’est le sous-genphorbiaqui est le plus diversifié a Madagascar.
Il compte pour ca. 117 espéces (148 taxa si I'emghen compte les entités infra-spécifiques),
soit plus de 85% de la diversité des euphorbesanhés (taxa infra-spécifiques compris). On
y retrouve tous les types de formes de vies rééé&es pour les euphorbes malgaches (a
I'exception des formes herbacées et lianescentesesigeces du sous-geritsulgd. Si les
euphorbes malgaches des trois autres sous-gemesastonées a des zones géographiques
restreintes (a I'exception des espéeces pantrogicad@ retrouve les membres du sous-genre
Euphorbia dans tout Madagascar, dans tous les types de mikeologiques, certaines
especes présentant des zones de distributionte@édues (e.ge. tirucalli, E. alluaudi). Le
traitement taxonomique le plus récent du sous-gdfuphorbig basé sur un travalil
phylogénétique disposant d’'un échantillonnage taroque représentatif (Dorsey et al. sous
presse), scinde le sous-gel@phorbiaen de multiples sections dont six qui contiennerst d
euphorbes malgaches : les sectiofisucalli Boiss., Pervilleanae X. Aubriot & T.
Haevermans, Pachysanthae X. Aubriot & T. Haevermans, Deuterocalli Croizat,
DenisophorbiaLeandri) Croizat eGoniostemaaill. Les résultats phylogénétiques précisent
le positionnement phylogénétique de ces sectionsedu de trois clades statistiquement
soutenus qui regroupent pour I'un les sectidmgcalli et Pervilleanae pour I'autre l'unique
section Pachysanthaest pour le dernier les trois sectioBguterocalli Denisophorbiaet
Goniostema(Figure 1.4.) Si le clade formé par les sectioDguterocalli Denisophorbiaet

Goniosteman’est indubitablement pas apparenté aux autretesla’euphorbes malgaches,
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les positionnements phylogénétiques relatifs dueclBirucalli/Pervilleanaed’'une part et
Pachysanthaeal’autre part sont sujets a caution. Ces résuliaggérent au minimum deux
évenements distincts de dispersion des especesuddgenreEuphorbiadepuis I'Afrique
vers Madagascar (voir Dorsey et al. sous presse).

Nous allons présenter les sections malgaches dstganreEuphorbiaen traitant les

clades les uns apres les autres, du bas de l'aebsde haut (Figure 1.4.).
0 Les sectionsTirucalli et Pervilleanae(fide Dorsey et al. sous presse) :

Ces deux sections, intimement apparentées, regmougspectivement environ 13 et 7
especes présentes a Madagascar et dans les liempantes (Havermans 2003, Horn et al.
2012, Dorsey et al. sous presse). Si la sedfervilleanaeest uniguement malgache, la
sectionTirucalli regroupe aussi des especes d’euphorbes d’Afriquty déninsule Arabique
et de I'Inde (au total ca. 25 especes). Le posigoment phylogénétique de ce clade est
problématique en raison des incongruences topalegig@ntre les phylogénies nucléaires et

chloroplastiques (voir Dorsey et al. sous presse).
» La sectionTirucalli (fide Dorsey et al. sous presse) :

Les 13 especes malgaches de la Jeaicalli [E. alcicornisBaker,E. analalavensiseandri,

E. arahakaPoiss., E. boinensisDenis ex Humbert & LeandriE. decorseiDrake, E.
enterophoraDrake,E. fiherenensi®oiss. E. imerinaCremersE. kamponiRauh & Petignat,

E. mainty (Poiss.) Denis ex Leandriz. ramofragaDenis & Humbert ex LeandriE.
stenocladaBaill., E. tirucalli L.] présentent une morphologie générale homogéigerés 1.6.

C et D) : il s’agit d’arbustes ou d’arbres dioiqueesentant des tiges photosynthétiques tres
succulentes et des feuilles de petite taille rapele caduques. Les stipules sont glandulaires
et les épines observées cliezstenocladaont des prolongements épineux des rameaux. Ces
caractéristiques morphologiques singulieres oni @ates espéces 'appellation d’ « especes
coralliformes ». Souvent pubescentes, les capsolastricoques et contiennent a maturité des
graines caronculées.

Les espéces malgaches de cette section se rettawewrd de Madagascar, dans les
environs de Diego Suarez (ekj.analalavensis a I'extréme sud de I'lle (e.&. kamponii E.
decorse), en passant par les hauts plateaux malgachesEestenocladaE. enterophora
Les especek. analavensi®t E. stenocladasont respectivement présentes a I'état spontané
sur l'archipel des Comores (i.e. Comores et Mayatd’ile Europa.Euphorbia tirucalliest

I'espece la plus largement repandue avec de lag@sations africaines et asiatiques.
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Traditionnellement, ces espéces ont été placéesc aoutes les autres especes
d’euphorbes coralliformes du monde au sein de ¢a $eucalli (e.g. Boissier 1862, Hassal
1977). Les études phylogénétiques ont toutes mdémtpdlyphylie d'un tel regroupement et
ont suggéré que le port coralliforme est un caraaténvergent au sein du gerdephorbia
(Steinmann & Porter 2002, Bruyns et al. 2006, Bageal. 2011, Horn et al. 2012, Yang et
al. 2012, Dorsey et al. sous presse). Trés récemimaesectTirucalli a été re-circonscrite par
Dorsey et al. (sous presse) selon le critere deoptoylie, afin de n’intégrer qu’une partie des
especes coralliformes du sous-geBtghorbiade I’Ancien Monde (soit ca. 25 especes). La
taxonomie de cette section reste hélas globalenwftise ce qui est en grande partie lié a
'absence de caractéres diagnostiques facilemesg¢re@bles sur le terrain et a la quasi-
impossibilité d’arriver a une identification morghgique fiable avec des exsiccata.

» La sectionPervilleanae(fide Dorsey et al. sous presse) :

La sect.Pervilleanaeest un clade qui rassemble environ 7 especesestigctt malgachesE.
adenopodaBaillon, E. analameraelLeandri, E. intisy Drake, E. pervilleanaBaillon, E.
randrianjohanyiHaevermans & Labat. rauhii Haevermans & Labatk. tetrapteraBaker.
Ce sont des plantes généralement dioiques, arbsistiv arborescentes, non succulentes,
présentant des feuilles développées souvent delgraille (exceptée pol. intisy qui se
reconnait par ses feuilles réduites a des écailesjes stipules glandulaires. Toutes les
especes sont caractérisées par leurs capsulesulites ornementées d’excroissances
diverses (des ailes ché&z tetraptera des épines chez. pervilleana E. randrianjohanyj E.
rauhii) et qui contiennent des graines de grande taitl@;caronculées (Figures 1.6. B, F et
G).

Présentes partout a Madagascar, elles se retronvajotitairement dans les régions
humides (hotamment les zones de forét tropicalesdas de I'est de ['ile).

Autrefois regroupées incorrectement avec les espgeda sous-sectiddenisophoria
(et de la sectTirucalli pourE. intisy), les espéces de la seeervilleanaeforment avec les
especes de la sedtirucalli un clade bien soutenu (Dorsey et al. sous preksss)espéeces de
la section apparentéesa pervilleanaont fait I'objet d’'une révision récente (Haeverma&ns
Labat 2004) mais les circonscriptions taxonomigliés adenopoda&t d’E. tetrapterane sont
pas claires et plusieurs especes nouvelles pdtestisont connues pour cette section

(Haevermans & Aubriot, données non publiées).
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Figure 1.6. Diversité des sectionJirucalli, Pervilleanae et Pachysanthaed MadagascaA. fruits et graine dZ.
mananarensigsectionPachysanthae; B. cyathia dE. sp.(sectionPervilleanad ; C. E. stenocladgsectionTirucalli) ; D.
cyathia dE. enterophorgsectionTirucalli) ; E. E. mandraviokysectionPachysanthag; F. E. sp(sectionPervilleanag ; G.
E. randrianjohanyi(sectionPervilleanag. A, D T. HaevermansC,G X. Aubriot ;B E. Bidault ;E, F L. Gautier.
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o La sectionPachysanthadfide Dorsey et al. sous presse) :

Cette section, de petite taille et endémique deddaskcar, regroupe environ 6 espéeces dont
quatre déja décritesE( mananarensid.eandrj E. mandraviokyLeandri E. pachysantha
Baill., E. pirahazoJum) et deux especes nouvelles pour la science, ers cieudescription
(E. haevermansiet E. nusbaumerit— Aubriot et al. in prep.). Les membres de cedietion
se distinguent des autres euphorbes malgachesepamobrt d’'arbres en bouteilles (a la
maniere dAdansonid et leurs tiges parfois fortement succulentesuifed.6. E). Les feuilles
sont développées, parfois de grande taille €.gnandravioky et les stipules glandulaires.
Les capsules sont tres variables, triloculairesnidoculaires par avortement et les graines
gu’elles contiennent sont de grande taille et @sgmtent pas de caroncules (Figure 1.6. A).

Ces especes se retrouvent de fagon trés localséedis environnements variés : dans
le bush semi-aride des environs de Fort-DaupBinnjananarens)s dans les formations
karstiques des environs de Diego Suakezfandravioky, dans les restes de foréts seches de
'Ouest E. pirahaz9 ou de foréts tropicales humides de I'E#. (pachysanthaE.
haevermansiet E. nusbaumerji

La position phylogénétique de ce clade est sugettaution, notamment en raison d’un
déficit d’échantillonnage (voir Steinmann & Porgf02, Haevermans 2003, Horn et al. 2012
et Dorsey et al. sous presse). En se basant sorofghologie des capsules et sur les
topologies issues de données chloroplastiques,eRoes al. (sous presse) suggéerent une
proche parenté de cette section avec le $&mtvilleanag mais rien ne permet a I'heure
actuelle d’apporter un soutien fort a cette hypst¢hélLa taxonomie de cette section

énigmatique est révisée dans la présente étudanst wuh article a venir (Aubriot et al. in
prep.).

o Les sectionsDeuterocalli, Denisophorbiaet Goniostema(fide Dorsey et al.

Sous presse) :

A elles seules, ces trois sections étroitementrappées et endémiques de Madagascar (et des
fles alentours pour la sedbenisophorbid, regroupent environ 91 espéces (123 taxa en
comptant les taxa infra-spécifiques) soit ca. 7080lal diversité des euphorbes malgaches
(fide Haevermans et al. 2009 Dorsey et al. sous presse). La diversité spémfiges
euphorbes de ces sections par rapport a celle utess ggroupes malgaches s’accompagne

d’'une variabilité morphologique et écologique imggiennante : toutes les formes de vie du

° Article en annexe (Annexe 1.3.)
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sous-genré&uphorbiay sont représentées et tous les milieux écologigedgladagascar sont
occupés par les espéeces de ces trois sectionespeses de ce clade, gue nous appelerons par
la suite « clade GDD », se distinguent des autupb@bes malgaches par I'impressionnante
diversité morphologique de leurs stipules et desleyathophylles.

Toutes les études phylogénétiques ont montré umehprparenté entre ce clade et les
especes africaines des sectimphorbig Monadeniunet Rubellae(sensu Dorsey et al. sous
presse) (Steinmann & Porter 2002, Haevermans R@¥ns et al. 2006, Zimmermann et al.
2010, Horn et al. 2012, Dorsey et al. sous predEgnmoins, les relations de parenté au sein
du clade GDD et notamment la monophylie des sextimmisophorbiaet Goniostemasont
controversées (voir Dorsey et al. sous presse api€h 5). La liste des espéces de chacune
des sections est fournie (Tableau 1.2.).

» La sectionDeuterocalli(fide Dorsey et al. sous presse) :

La sect. Deuterocalli regroupe 3 espéeces arborescentes dioiques casaerpar des
branches chlorophylliennes trés succulentes, andate pinceau ; au niveau architectural,
ces especes suivent le modéle de Rauh (Cremer$ (Hdudre 1.7. E). Celles-ci portent des
feuilles réduites a des écailles qui sont rapideroaduques. A la base des insertions foliaires,
les stipules ont la particulaité de former des anreglandulaires qui entourent entierement la
cicatrice foliaire. Les capsules sont tricoquesc@ttiennent trois graines sans caroncules
(Figure 1.7. A).

Les especes de la sefteuterocalliont une distribution strictement malgache ; elles
occupent des zones géeographiques trés restremtgsufie seule population connue p&ur
cedrorumdans les environs de Tuléar) ou au contraire g (e.gE. alluaudiiprésente de
I'extréme nord a I'extéme sud de I'le).

Les espéces de cette section avaient été incamentegroupées aveg. tirucalli et
l'ensemble des euphorbes dites « coralliformesen raison des caractéristiques
morphologiques qui les rapprochent (aphyllie, deott tiges photosynthétiques en forme de
pinceau) (Steinmann & Porter 2002, Haevermans 20@8sey et al. sous presse). Ces
especes different cependant de celles de la Beatalli par leur port général, 'importance
de la succulence des tiges, la morphologie deslefipet surtout par la présence de graines
dépourvues de caroncules. D’'un point de vue taxamaoen une des trois especes présente une
circonscription morphologique particulierement vagE. famatambogy et il n’est pas
possible de la déterminer sans ambiglité. En oleseagsultats obtenus par Haevermans et al.

(2004) suggerent une possible paraphylie dlluaudii



27

Sect.Deuterocalli

Euphorbia alluaudii Drake
Euphorbia cedrorumRauh & Hebding
Euphorbia famatamboaly. Friedmann & Cremers

Sect.
Denisophorbia

Euphorbia ankaranae Leandri
Euphorbia apricaBaill.
Euphorbia boiviniiBoiss.
Euphorbia bongolavensi®auh
Euphorbia elliotii Leandri
Euphorbia hedyotoide\. Br.
Euphorbia mahabobokensiRauh
Euphorbia mangorensiseandri
Euphorbia martinaeRauh
Euphorbia physocladBoissier
Euphorbia pyrifolia Lam.
Euphorbia rangovalensid.eandri
Euphorbia zakamendeeandri

Sect.Goniostema

Euphorbia alfredii Rauh

Euphorbia ambarivatoensi®auh & Bard.-Vauc.
Euphorbia ambovombensiRauh & Razaf.
Euphorbia analavelonensi®auh & Mangelsdorff
Euphorbia ankarensisBoiteau

Euphorbia ankazobensi®auh & Hofstatter
Euphorbia annamarieae€Rauh

Euphorbia banaeRauh

Euphorbia beharensid.eandri var. beharensis
Euphorbia berevoensikawant & Buddens.
Euphorbia berorohaeRauh & Hofstatter
Euphorbia biaculeatdenis

Euphorbia boissieriBaill.

Euphorbia boiteauLeandri

Euphorbia brachyphyllaDenis

Euphorbia bulbispinaRauh & Razaf.
Euphorbia capmanambatoensRauh

Euphorbia capsaintemariensiRauh

Euphorbia capuroniiUrsch & Leandri
Euphorbia caput-aureurBenis

Euphorbia cremersiiRauh & Razaf. var. cremersii
Euphorbia croizatiiLeandri

Euphorbia cylindrifolia Marn.-Lap. & Rauh subsp. cylindrifolia
Euphorbia decaryiGuillaumin var. decaryi
Euphorbia delphinensisrsch & Leandri
Euphorbia denisian&uillaumin

Euphorbia didiereoide®enis ex Leandri
Euphorbia duranii Ursch & Leandri var. duranii
Euphorbia erythrocucullataMangelsdorff
Euphorbia fianarantsoa&rsch & Leandri
Euphorbia francoisiiLeandri var. francoisii
Euphorbia genoudianaJrsch & Leandri
Euphorbia geroldiiRauh

Euphorbia gottlebeiRauh

Euphorbia guillauminiana Boiteau

Euphorbia hermanschwartziRauh

Euphorbia hexadeni®enis

Euphorbia hofstaetterRauh

Euphorbia horombensidJrsch & Leandri
Euphorbia iharanaeRauh

Euphorbia isalensiteandri

Euphorbia itremensiKimnach & Lavranos
Euphorbia kondoiRauh & Razaf.

Euphorbia labatii Rauh & Bard.-Vauc.
Euphorbia leuconeuraBoiss.

Euphorbia lophogonaLam. var. lophogona
Euphorbia mahafalensiDenis var.mahafalensis
Euphorbia mainiandoiss.

Euphorbia mangelsdorffiiRauh
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Euphorbia mangokyensiBenis
Euphorbia milii Des Moul. var. milii
Euphorbia millotii Ursch & Leandri
Euphorbia moratiiRauh var. moratii
Euphorbia neobosserfRauh) Rauh var.neobosseri
Euphorbia neohumbertiiBoiteau var. neohumbertii
Euphorbia pachypodioideBoiteau
Euphorbia parvicyathophoreRauh
Euphorbia paulianii Ursch & Leandri
Euphorbia pedilanthoideDenis
Euphorbia perrieriDrake var. perrieri
Euphorbia primulifolia Baker var. primulifolia
Sect. Goniostema  Euphorbia quartziticolaLeandri
(suite) Euphorbia razafindratsiraeLavranos
Euphorbia razafinjohanyrsch & Leandri
Euphorbia retrospinaRauh & Gerold
Euphorbia robivelonaeRauh
Euphorbia rossiiRauh & Buchloh
Euphorbia sakarahaensi®auh
Euphorbia suzannae-marnieraRauh & Pétignat
Euphorbia tardieuanal.eandri
Euphorbia thuarsianaBaill.
Euphorbia tsimbazazaesandri
Euphorbia tulearensigRauh) Rauh
Euphorbia viguieri Denis var.viguieri
Euphorbia waringiaeRauh & Gerold

Euphorbia beharensid eandri var. adpressifoliaRauh

Euphorbia beharensiseandri varguillemetii (Ursch & Leandri) Rauh
Euphorbia beharensid.eandri var. squarrosaRauh

Euphorbia beharensid eandri var. truncata Rauh

Euphorbia cremersiRauh & Razaf. formairidiflora Rauh
Euphorbia cremersiRauh & Razaf. varakotozafyi(Cremers) Rauh
Euphorbia cylindrifolia Marn.-Lap. & Rauh subsp. tuberifera Rauh
Euphorbia decaryGuillaumin varampanihyensi€remers
Euphorbia decaryGuillaumin var.robinsonii Cremers

Euphorbia decaryiGuillaumin var. spirostichaRauh & Buchloh
Euphorbia duraniiUrsch & Leandri varankaratraeUrsch & Leandri
Euphorbia francoisii Leandri var. crassicaulisRauh

Euphorbia lophogon&am. var.tenuicaulisRauh

Euphorbia mahafalensiBenis varxanthadenigDenis) Leandri
Euphorbia milii Des Moul. var.bevilaniensis(Croizat) Ursch &
Leandri

Euphorbia miliiDes Moul. varhislopii (N.E.Br.) Ursch & Leandri
Euphorbia milii Des Moul. var.longifolia Rauh

Euphorbia milii Des Moul. var.roseanaMarn.-Lap. ex Demoly
Euphorbia miliiDes Moul. varsplendengBojer ex Hook.) Ursch &
Leandri

Euphorbia milii Des Moul. var.tenuispinaRauh & Razaf.
Euphorbia milii Des Moul. var.tulearensisUrsch & Leandri
Euphorbia moratiiRauh varantsingiensi<remers

Euphorbia moratiRauh varbemarahaensi€remers

Euphorbia moratiiRauh varmultiflora Rauh

Euphorbia neobosse(Rauh) Rauh vaitampolensidRauh
Euphorbia nheohumbertiiBoiteau var. aureoviridiflora Rauh
Euphorbia perrieriDrake varelongataDenis

Euphorbia primulifolia Baker var. begardiiCremers

Euphorbia viguieriDenis varankarafantsiensi/rsch & Leandri
Euphorbia viguieri Denis var.capuronianaUrsch & Leandri
Euphorbia viguieriDenis vartsimbazazaélrsch & Leandri
Euphorbia viguieriDenis varvilanandrensiUrsch & Leandri

Taxa infra-
spécifiques de la
sect. Goniostema

Tableau 1.2. Tableau récapitulatif des espéces appartenantemtivissDeuterocalli Denisophorbizet Goniostemalu

clade GDD. La liste d’espéces présentée ci-dessules résultats nomenclauraux d’'Haevermans €2@a09), a I'exception
d’E. capsaintemariensigui est traitée comme une espéce plutdt que commeeariété dE. decaryiet d’E. neohumbertii
var.aureoviridiflora qui est traitée comme une sous-espéke meéohumbertiplutdt que comme une espéce a part entiere.
Les espéces qui figurent en gras soptiori celles représentées au sein de notre échantillermaggculaire. Les especes
figurées en orange sont taxonomiquement problémeagiq
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Figure 1.7. Diversité des sectionBeuterocalliet Denisophorbiaa MadagascaA. fruits et tiges dE. cedrorum(section

Deuterocall) ; B. fruit d’E. sp.(sectionDenisophorbid ; C. cyathiad’E. alluaudii(sectionDeuterocall) ; D. E. hedyotoides
(sectionDenisophorbid ; E. E. alluaudii (sectionDeuterocall) ; F. cyathiad’E. sp(sectionDenisophorbid ; G. tige feuillée

d’ E. alluaudii(sectionDeuterocall) ; H. E. sp.(sectionDenisophorbiy. A, D, E, F, G, HT. HaevermansB,C X. Aubriot.



30



31

» La sectionDenisophorbia(fide Dorsey et al. sous presse) :

La sect.Denisophorbiacomprend environ 13 espéces arborescentes, pramgas dioiques,
plus ou moins succulentes. On les distingue fa@t@npar leur port en chandelier, trait
architectural unique cheEuphorbig similaire a l'architecture générale désrminalia L.
(Combretacede Les ramifications sont constituées d’'une sugoass’articles composeés
d’un hypopodium’ (Rauh & Bardot-Vaucoulon 1999), et d’un brachyt®sapical. Avec un
tronc monopodique & ramification rythmid@iet des branches plagiotropes par apposition
les espéces de cette section suivent typiguemembtiele architectural d’Aubréville décrit
par Hallé & Oldeman (1970) (Figure I.7. H). Legstes de ces espéces sont réduites a des
glandes ; les capsules tricogues renferment trcaings a testa lisse et non-caronculées
(Figure 1.7. F).

Toutes les especes du groupe sont endémiques daghikahr ou elles occupent des
milieux variés depuis les hauts plateaux malgadlees. E. mahabobokengisaux foréts
tropicales de la c6te est (ey.rangovalensis a I'exception dE. pyrifolia et dE. physoclada
originaires des iles voisines (Seychelles et ilaufda pourE. pyrifolia; Mayotte pourE.
physoclada

Suivant la circonscription de Dorsey et al. (soussge) qui est utilisée ici, la sect.
Denisophorbiacorrespond en partie seulement & celle proposécpat en 1972. En
effet, la sect.Denisophorbiasensu Croizat est un regroupement polyphylétiqesp#ces
malgaches caractérisées par un port arborescenstigeles réduites a des glandes (absence
d’épines) et des feuilles développées (SteinmarfPo&er 2002, Haevermans 2003, Aubriot
2009). Une récente étude systématique du sous-geplerbiaa permis d’exclure de la sect.
Denisophorbides espéces non directement apparentées (e.gesspes sectPachysanthae
et Pervilleanaeou du sous-genrfehizanthiun et de proposer une section cohérente au niveau
phylogénétique et morphologique (Dorsey et al. qmesse). Etant donné que cette section
compte des especes nouvelles et certaines espécetesl dont les circonscriptions sont
problématiques (e.gE. aprica E. boivinii E. pyrifolia), la taxonomie de la sect.

Denisophorbiautilisée ici (fide Dorsey et al. sous presse)agsbvisoire.

1% Premier entre-nceud d’un rameau, long et dépousvieullles.

' Rameau trés court se terminant par des feuilpoupées en bouquet.

12 Croissance caractérisée par un fonctionnementrssiey des méristémes axillaires, aboutissant éthges
de branches.

13 Branche qui se construit par la juxtaposition dedules mixtes qui vont présenter une partie plaojet
proximale (croissance horizontale) et une partibatrope distale (croissance verticale).

14 Premiérement décrite comme une sous-section sEctionGoniostemapar Leandri en 1957.
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Figure 1.8. Diversité de la sectiooniostemaA. E. viguieri; B. E. labatii; C. E. thuarsiana D. E. capsaintemariensis
E. E. bulbispina; F. E. ankarensis G. E. didiereoides H. E. aff. mahafalensisA, B, C, E, F, HX. Aubriot; D, G T.
Haevermans.
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» La sectionGoniostemgfide Dorsey et al. sous presse) :

La sect.Goniostemd= sous-genréacanthisfide Haevermans 2003, Haevermans et al. 2004,
Haevermans et al. 2009) fait figure de sectionantg» pour les euphorbes malgaches, étant
donné qu’elle regroupe 107 taxa (75 especes edx@Rinfra-spécifiques) tous endémiques de
la Grande lle (fide Haevermans 2009). Les euphatlkasette section, toutes monoiques, sont
connues pour leur habitus succulent et épineuxs leyathophylles développées et colorées (a
I'exception dE. boissier) ainsi que pour I'importante diversité de leur ptwlogie générale.
Les formes de vies représentées incluent padiss arbres (e.de. thuarsiand, des buissons
épineux (e.gE. milii, E. beharensjsou inermes (e.dz. geroldii E. mangelsdorff)i plus ou
moins succulents, des plantes monocaules trés lsatesi que I'on nommera aussi
« cactiformes » en raison de leur ressemblance #&eccactus (e.gE. viguieri E.
capmanambatoengiset des plantes naines chamaephytes a caudexHefgancoisij E.
capsaintemariensjsvoire des vraies géophytes (ekg.primulifolia, E. quartziticolg (Figure
1.8.). Plusieurs modeles d'architecture végétalé éte recensés pour les especes de
Goniostematels que les modele de Corn&r (ophogona, Eankarensiy de Tomlinson K.
milii, E. cylindrifolia) ou de RauhE. duranii E. horombensisE. guillauminiand (Cremers
1977). La diversité morphologique des formatiomsutires est considérable (Figure 1.9.) : la
majorité des especes présente des stipules dééelmmn épines qui peuvent étre de petite
taille et souples (e.g.E. parvicyathophorp de grande taille et rigides (e.de.
ambarivatoensisk. milii), voire ramifiées et formant des peignes sur téateongueur des
tiges (e.gE. viguieri E. lophogona Certaines especes présentded stipules réduites a de
petites glandes laciniées (elg. thuarsiana E. geroldi) qui peuvent aussi présenter des
formes en peigne (e.g. ankarensisk. leuconeurp Les cyathophylles sont tres développées
et colorées chez les euphorbes de la seGmmostemakElles peuvent étres striés et orientées
differement en fonction des especes. Chez certags®eces, elles sont dressées et
enveloppent plus ou moins entiérement la coupeydthum (e.gE. viguier)) (Figure 1.10.).
Enfin, toutes les espéces de la sect@oniostemapossedent des capsules tricoques qui
contiennent des graines caractéristiques, a testel® et dépourvues de caroncules.

La diversité morphologique des espéeces de cett®gaxst couplée a une occupation de
tous les milieux écologiques de Madagascar. Sidade majorité des espéces est concentrée
dans la zone sub-aride du sud de Ile et dansmumiedre mesure dans les zones de foréts

séches du nord et de I'ouest de Madagascar, quekgmces occupent les foréts tropicales
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humides de la zone Est (el. thuarsiana E. boissierj ou les hauts plateaux du centre de

I'lle (e.g.E. primulifolia, E. milii var. milii, E. duranii.
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Figure 1.9. Diversité des formations stipulaires pour la sec@mniostema\. E. aff. beharensis B. E. thuarsiana; C. E.
viguieri ; D. E. leuconeura E. E. bulbisping; F. E. perrieri. A, B, C, D, EX. Aubriot ; F E. Bidault.
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Figure 1.10. Diversité des cyathes et des cyathophylles pouseletion GoniostemaA. E. milii varvulcani; B. E.
leuconeura; C. E. milii var. longifolia ; D. E. viguieri; E. E. lophogong F. E.aff. mahafalensis G. E. boissieri; H. E.
guillauminiana B, C, D, E, FX. Aubriot ; A, G T. HaevermansH E. Bidault.
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Les limites taxonomiques de cette section sontttesjea caution et les études
phylogénétiques récentes ont permis de proposecivc@nscription alternative intégrant le
critere de monophylie (Haevermans 2003, Haeverraaak 2004 et 2009, Dorsey et al. sous
presse). Les travaux phylogénétiques d’Haevermarad. €2004) ont montré que, suivant
cette nouvelle circonscription, la se@oniostemancorpore en partie des especes placées
antérieurement dans des regroupements polyphyéstigtidonc caduques, tels que le sous-
genreLacanthissensu Gilbert (1987) ou le sous-geRt@zanthiunsensu Wheeler (1943). Le
sous-genreLacanthis sensu Gilbert est un groupe infra-générique créas da but de
regrouper toutes les especes malgaches épineupesemriges . milii (Qui sous le
synonyme taxonomique E! splendensest le type du sous-genre), ainsi que les espéces
malgaches géophytes et plusieurs especes géoptigtieisiue de I'Est (e.g.E. rubellg E.
brunellii), traditionnellement classées dans le sous-geéRigzanthium sensu Wheeler
(aujourd’hui placées au sein du sous-gdfmphorbia— voir Dorsey et al. sous presse). La
paraphylie de ce groupe a été montrée par Haeverataal. (2004) qui ont re-circonscrit le
sous-genrd.acanthiss.str. sur la base de la monophylie du groupe fqaréles euphorbes
malgaches du sous-genk@acanthissensu Gilbert. D’'un point de vue nomenclatural, les
travaux de Dorsey et al. (sous presse) ont abadess@ng classificatoire de ce groupe
taxonomique de sous-genre a section. En vertu égkesr de priorité des noms infra-
génériques (McNeill et al. 2006 : Article 11), lem de la premiére section d’euphorbes
décrite ayant pour type une euphorbe malgache prd&h milii a été utilisé. Ceci a conduit a
la reconnaisance et la re-circonscription de la €&eniostemalécrite par Boissier (1862) et
lectotypifiée automatiguement par Wheeler en 19#8abase &. lophogonavoir Dorsey
et al. sous presse).

L’étude phylogénétique d’Haevermans et al. (200¢ranis de résoudre en partie les
relations de parenté inter-spécifiques au seinadsekt.Goniostema et avait amené ses
auteurs a suggérer une diversification de la §&eohiostemadepuis le nord de la Grande Tle
vers le sud, en liaison avec une adaptation descesgau climat sub-aride du sud de l'ile.

La taxonomie de la section est néanmoins partieligniloue : certaines especes et
presque tous les taxa infra-spécifiques sont basedes descriptions vagues, trés proches les
unes des autres et ne sont représentés que paatduainfragmentaire (en particulier les
espéeces et sous-espéeces apparentées aux eBpénabkafalensiskE. milii, E. decaryiet E.
pedilanthoidels Il est vraisemblable qu’'une révision de la gsmttiaménerait a la
reconnaissance de nombreux synonymes taxonomidgEgmamoins, en l'absence de ce

travail, nous considérerons que la récente révismmenclaturale effectuée par Haevermans
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et al. (2009) fournit les meilleures estimations wombre d’especes et de taxa infra-

spécifiques disponibles a ce jour (i.e. 106 taxat d& espéeces et 31 taxa infraspécifiques).

3. Répartition géographique des euphorbes malgaches

Madagascar se situe au coeur d'un vaste réseaws @fle’archipels dont les principaux
membres correspondent a I'archipel des Comoresoedtouest de Madagascar, a I'archipel
des Seychelles au nord et au nord-est, a l'arctdesl Mascareignes (La Réunion, lile
Maurice et Rodrigues) a I'est et aux lles Eparseses tout autour de la Grande ile (Ile
Europa, Bassas da India, I'lle Juan de Nova, Biande Glorieuse, I'lle du Lys et I'lle
Tromelin). Cet ensemble d’'iles dominées par Madzgaforme I'un des plus importants
points chauds de la biodiversité de la planéte {slge al. 2000), avec des taux d’endémisme
impressionnants : pour les plantes vasculaires achkg, les évaluations les plus récentes
avancent 11220 especes et un taux d’endémisme %e (82llmander et al. 2011). Les
origines géologiques de la région qui regroupe Madear et les iles environnantes sont
diverses. Madagascar, la quatrieme plus grandelilenonde, et la partie granitigue de
I'archipel des Seychelles sont des fragments derscgntinent Gondwana, isolés depuis sa
fracture il y a environ 135 Ma a 65 Ma (McLough001). Les archipels volcaniques des
Comores et des Mascareignes sont au contrairevestant jeunes avec des ages estimés
allant de 0,5 a 15 Ma pour les Comores (Emerick da&an 1982) et de 2 a 10 Ma pour les
Mascareignes (Cheke & Hume 2008).

Pour les Tles proches de Madagascar, en termgsedes d’euphorbes, et a I'exception
des traditionnelles espéces d’euphorbes pantr@siqdlableau 1.1.), les espéces indigéenes
sont peu nombreuses : sur I'archipel des Comoresgeacompte que 3 espéces indigénes dont
deux E. analalavensi®t E. emirnensissont également présentes a Madagascar. L’archipel
des Seychelles et I'lle Maurice comptent des pdjmia appartenant a une ou plusieurs
espéeces endémiques, traditionnellement regroupéssia d’'une méme espéce appartenant a
la sectionDenisophorbia E. pyrifolia. La Réunion compte une seule espéce endémique
d’euphorbe E. borbonicaBoiss. L’ile Europa enfin, abrite des populationg.dstenoclada
un arbre malgache de la sectidbmucalli. S’il faut chercher une origine a la diversité des
especes d’euphorbes observée sur ces iles, etlersstraisemblablement malgache.

Madagascar est connue pour la diversité des mikaaogiques que I'on y rencontre.
Si la cote est de Ille est occupée par une faezédsd humide, I'extréme sud de I'lle connait un

climat sub-aride sans saison humide. Sur la basecdi@res climatiques clés que sont le
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déficit hydrique cumulé et la moyenne des minimanthis le plus froid, Cornet (1974) a
défini 4 régions bioclimatiques (Figure 1.11.) téendues : I'étage humidequi correspond

a la forét tropicale humide de la facade d&tage subhumidequi correspond aux hauts
plateaux du centre (a dominante tropicale a I'éstcirophylle a I'ouest) létage secqui
occupe les plaines, plateaux et formations karstiqle I'ouest et du nord de Madagascar
(foréts caduques seches) ;I'étage subaridequi englobe toute la zone sud de Ille (bush
aride a xérophytes).

0 195 390 780 Km
Y R NN N N N N N

Figure 1.11. Cartographies @ Richesse spécifique du gerifaphorbiaa Madagascar. Source : Laboratoire GIS de Kew, J.
Moat & T. Haevermans ; basé sur tous les spécinérerbiers géoréférencés de K, HEID et P (20@3)Carte des 5
grandes zones bioclimatiques de Cornet (1974)veenl’étage humide, ebleu I'étage sub-humide, gaune I'étage sec et
enrouge I'étage sub-aride. L'étage montagnard n’est pagtdans ce travail de thése. Il correspond auXqges taches
gris-clair au sein de I'étage sub-humide.

15 ’étage montagnard défini par Cornet (1974) es$ focalisé et ne sera pas utilisé dans le traleaihése.
Nous n’en parlons donc pas ici.
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Les euphorbes se retrouvent dans toutes ces regiandous les types de substrat
(Figure 1.12.) mais la distribution du genre a Mgakscar n’est pas homogene. Les parties sud
et nord-ouest de Ille concentrent ainsi la magodes espéces d’euphorbes, avec une plus
faible représentation du genre sur la cOte estaet da zone centrale des hauts plateaux
(Figure 1.11.). Récemment plusieurs travaux deateront eu lieu dans des zones jusqu’alors
peu explorées (e.g. région de Daraina, presqu’Aendasindava, tsingy du Namoroka). Le
petit nombre d’espéces d'euphorbes qui y ont étureées suggere que la distribution
hétérogéne du geniuphorbiaa Madagascar ne serait pas de nature artefac{uellsous-
échantillonnage des régions difficiles d’acces).

Du point de vue de la zone de répartition des e&spéxi chacune des grandes régions
bioclimatiques est occupée par des espéces d'éwghanalgaches, la grande majorité des
especes se retrouve dans des zones geéographigsesestreintes, ce qui amene a des
situations de micro-endémisme étonnantes. Les espag les groupes d’especes croissent
ainsi dans des régions de prédilection qui combimks caractéristigues écologiques et
édaphiques trés particulieres (Haevermans 2003}itrA d’exemple, on peut citeE.
guartziticolaqui pousse sur les massifs quartzitiques de I'liréRigure 1.12.)E. bulbispina
qui croit sur quelques localités karstiqgues desrens de Diego Suarez (Antsiranana)Bu
capmanambatoensipui n'est connue que du cap Manambato, au nord aleMar (Figure
1.12.). Les exemples de ce type sont légion magsilimpropre de considérer les cas de
micro-endémisme comme indubitables, étant donnié est difficile d’estimer si le micro-
endémisme observé est un artefact di a des bibwatitilonnage ou s'’il s’agit du reflet de
la distribution réelle de I'espece. Néanmoins ttagaux de terrains récents ont, dans certains
cas, confirmé la répartition géographique restecirte certaines especes (elg.
mananarensisk. bulbispina E. labatii, E. capmanambatoensikE. salotg ou ont, dans une
moindre mesure, étendu les zones d’occupation pelies (e.gE mandraviokyE. boissier)

(X. Aubriot and T. Haevermans, pers. obs. — voimgitre 2). A I'heure actuelle, aucune
étude n'a exploré en détail les divers facteurs mmurraient expliquer cette singuliére

répartition géographique.
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Figure 1.12. Diversité des milieux de vie des euphorbes malgaghé&uphorbia ambarivatoensigans son milieu de vie
(substrat karstique du massif de I'’Ankarana, nardvthdagascar)B. E. perrieri dans son milieu de vie (forét humide de
basse altitude, presqu’ile d’Ampasindava, nord-bdesMadagascar) C. E. capmanambatoensiéans son milieu de vie
(falaises au cap Manambato, nord-est de MadaggsBarE. horombensiglans son milieu de vie (hauts plateaux de
'Horombe, sud de Madagascar)E. E. mandraviokydans son milieu (forét de la Montagne des Frangaisd de
Madagascar)F. E. thuarsianadans son milieu de vie (forét humide de bord dee,cprés de Foulepointe, est de
Madagascar) G. E. plagianthadans son milieu de vie (hauts plateaux, centre dddgascar)H. E. quartziticoladans son
milieu de vie (formations quartzitiques du platekul’'ltremo, centre de Madagascak).B, C, E, FX. Aubriot ;D G, HT.
Haevermans.
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4. Conservation et critéres IUCN pour les euphorbealgaches

Madagascar, I'un des points chauds de la biodie(Myers et al. 2000), est aussi I'une des
régions du monde la plus touchée par les activitésaines destructrices comme les activités
minieres et la déforestation. L’analyse comparée pletographies aériennes et des images
satellitaires Landsat a montré que la couverturesteere malgache a été réduite de presque
40% depuis les années 1950 (Harper et al. 2007).

Comme nous l'avons précisé ci-dessus, les eupharniaégaches sont le plus souvent
inféodées a des milieux qui disposent de conditaimsatiques singuliéres et croissent dans
des substrats tres spécifiques. Ceci pourrait gx@ti que le micro-endémisme soit aussi
répandu chez les euphorbes malgaches. La défimestabtamment au moyen de feux de
brousse incontrélés qui constituent une pratiquarcane a Madagascar (Kull 2000), met
ainsi en péril la survie d'une multitude d'especEs outre, les euphorbes succulentes
malgaches représentent une source d’attrait mapeureles amateurs de plantes succulentes,
attrait d’'autant plus important qu’il s’agit souved’espéces rares, occupant des zones
géographiques difficiles d’accés. Les récoltes agas et le commerce illicite de ces especes
représentent une source supplémentaire de pressoumsles euphorbes malgaches, ce qui
conduit parfois a I'extinction de populations erdgg (X. Aubriot and T. Haevermans, obs.
pers.)

La pression de collecte relative aux espéces daiyels succulentes ne se limite pas
aux seules espéces malgaches et, devant les risquiesnnementaux manifestes, la CITES

(Convention for International Trade of Endangereguectes — http://www.cites.org/ a

restreint le commerce international des espéeceaspbbes succulentes. Cette convention
internationale a pour but de veiller a ce que lmmmerce et I'échange de spécimens de plantes
ou d’animaux (vivants, morts ou transformés) ne agent par la survie des especes
auxquelles ils appartiennent. Les pays signatalee¢a convention s’engagent a ce que le
commerce et les mouvements des taxa inscrits aurex@s | et Il de la convention soient
régulés (les spécimens des espéces inscrites andien | étant strictement non-
commercialisables et non-exportables ou réexpasablToutes les euphorbes succulentes
sont inscrites a 'Annexe Il de la CITES et 10 egsedeGoniostemanaines (géophytes ou
chaméphytes naines) sont inscrites a I’Annexestg(ldisponible sur le site web de la CITES :

http://www.cites.org/eng/app/appendices plg@omme I'a fait remarquer Haevermans (2003),

cette classification n’est pas satisfaisante darred se base que sur le concept de succulence

dont linterprétation peut étre ambigué. Ce choexalassification puise vraisemblablement
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ses origines dans le déficit de connaissances ¢axigies de références disponibles pour le
genreEuphorbia Les 10 espéces deoniostemanscrites a I’Annexe | de la CITES ne sont
pas représentatives de la diversité des euphorbigmaines naines et de nombreuses especes
succulentes se retrouvent soumises a des pressiguisalentes (X. Aubriot and T.
Haevermans, pers. obs.). Etant donné la dégradatinatante des écosystémes naturels a
Madagascar et vu que l'actuelle instabilité poliget sociale est de nature a encourager une
recrudescence des prélevements et des exportadmungages, se pose naturellement la
guestion de la révision des Annexes CITES pouelgthorbes malgaches.

Le travail effectué en 2003 par Haevermans a pedeiformaliser les menaces pesant
sur les euphorbes malgaches en assignant a chaouoede standardisé ou critere IUCN
(International Union for Conservation of Nature -wAvw.iucn.org, sur la base du
géoreférencement des spécimens d’herbiers en twolleau Muséum National d’Histoire
Naturelle a Paris (MNHN), a Kew (K) ou a Heidelb€HEID).et des observations de terrains
effectuées par Haevermans. Cette étude a montedvjon 80% des especes d’euphorbes
malgaches sont « Menacées », i.e., soient « Vlllesa, « En danger » ou « En danger
critrique d’extinction ». Plusieurs observatiormmitient ce constat : d’'une part de nombreuses
especes restent peu documentées, d’autre palinesrespeces jusque la énigmatiques ont été
récoltées récemment, parfois dans de multiplediiésaEnfin de nombreuses especes ont
une circonscription taxonomique encore vague. @nision générale des risques d’extinction

des euphorbes malgaches selon les criteres IUC&heasiurs de préparation.

V. Problématiques du travail de thése

Compte tenu de ce que nous savons de la diversitgedreEuphorbiaa Madagascar, il
semble constituer un groupe d’étude particulieraradapté a I'exploration des moteurs de la
diversification des espéces a Madagascar. L'exoeptile diversité morphologique des
euphorbes malgaches et leur répartition ubiqusteq tous les types de climat, sur tous les
substrats), sont autant d’aspects potentiellemet#irassants pour illustrer ou expliquer
I'histoire évolutive du genre a Madagascar. Togesétudes demandent cependant un certain
nombre de pré-requis au rang desquels les plusriems sont : la nécessité de pouvoir se
référer a une taxonomie la plus fiable possibleé$amlution des liens de parenté entre espéeces
et enfin la connaissance des milieux de vie degoesp

Concernant ces derniers points, de nombreuses zbostre persistent et certains

groupes infra-génériques nouvellement circonsdigposent d’'une taxonomie ambigie (e.g.
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les section®achysanthadPervilleanaeou Denisophorbid. Les relations de parenté entre les
espéeces de sections phylogénétiquement prochesl’{etérieur méme de ces sections) sont
encore largement sujettes a caution (e.g. la pkylieg des sectiondDeuterocall
Denisophorbiaet Goniostema

Ce travail de thése s’est attaché a explorer plusigaspects de la connaissance du genre
Euphorbig des études alpha-taxonomiques a I'estimationvitesses de diversification au
sein de plusieurs lignées malgaches en passatd pésolution des relations de parenté. On
peut le diviser selon les trois grands axes susvant

(1) Afin de contribuer a I'amélioration de la taxon@mgénérale des euphorbes
malgaches, nous avons dans un premier temps fégigspeces de la sectiBachysanthae
(ou groupe cE. pachysantha le plus énigmatique des clades d’euphorbes rohéga Nous
avons identifié et résumé les caractéristiques hwogiques singulieres des especes de ce
clade au postionnement phylogénétique problématiguneutre, deux especes nouvelles pour
la science ont été décrites.

(2) Pour la sectionPachysanthaecomme pour les autres sections d’euphorbes
malgaches, les circonscriptions morphologiquesedpeces restent relativement difficiles a
définir, ce qui complexifie considérablement le qgassus d’identification et le travail de
révison taxonomique. Etant donné I'état fragmeatdis échantillons d’herbier en collection,
et la difficulté a différencier les unes des auttes especes proches, le seul outil
morphologique ne permet pas toujours de fournir idiestifications indubitables. Dans
l'optique d'utiliser les données moléculaires paider au processus d’identification (et
conjointement de révision taxonomique), nous awest I'approche du barcoding ADN sur
un échantillonnage représentatif de la diversités @eiphobes malgaches. Le succeés
encourageant d’'une telle approche nous permet dager |'utilisation de cette méthode dans
le cadre de la réglementation des euphorbes madgdely. régulation du commerce selon la
convention CITES), ainsi que dans un cadre de igkvimxonomique (circonscriptions des
especes et descriptions d’espéces nouvelles).

(3) Le clade qui réunit les sectiomeuterocalli Denisophorbiaet Goniostema(ou
« clade GDD ») a la particularité de représentetren 70% de la diversité des euphorbes
malgaches et, de ce fait, constitue donc un greay@nomique particulierement indiqué pour
I'exploration des processus de diversification eeghorbes malgaches ainsi que pour la mise
en relation des études phylogénétiques, des dommégzhologiques et des parameétres éco-
géographiques. Des études phylogénétiques baséede splus large échantillonnage

taxonomique disponible a ce jour et sur la plumndeaquantité de données moléculaires



50

jamais utilisées pour les euphorbes malgaches, pantmis d’obtenir une topologie
particulierement bien résolue. A I'aide des modéi@srloges moléculaires, la phylogénie du
clade GDD a pu étre inscrite dans un cadre temgdiek dates de divergence des lignées ont
éte estimées. Les outils statistiques de moddisgahylogénétique ont consécutivement mis
en évidence des variations dans les taux de diatsin au sein de la section hyper-
diversifiée Goniostema L’histoire évolutive du clade GDD a servi de aada la
reconstruction de I'histoire de plusieurs caragérmrphologiques clés. Elle a aussi permis
d’inscrire dans un cadre phylogénétique I'obseoraties grands patrons climatiques associés
aux aires de distribution des especes. Enfin, tesélations entre quelques grands traits
morphologiques liés a la succulence et une sétedgovariables climatiques ont été testées a
'aide de modeles statistiques qui prennent en ¢tengs liens de parenté entre espéces. Ceci
a permis d’explorer le réle potentiel des paransettBmatiques dans I'évolution de la
succulence des espéces du clade GDD. Toutes aesdaint permis d’amorcer une réflexion
sur la nature et les causes du phénoméne de cediéblutive observé au sein du clade
GDD.
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Chapitre 2

Matériels et protocoles : échantillonnage et travaxide laboratoire

I. Acquisition du matériel d’étude

1. Quel échantillonnage pour ce travail de these ?

La constitution de I'’échantillonnage des euphonmedgaches devait permettre de répondre
aux objectifs de recherche développés dans ceiltideahése. L’ensemble des recherches
effectuées étant centré sur l'obtention et l'udlisn de phylogénies moléculaires (a
'exception des travaux de taxonomie traditionrjelld était souhaitable d’optimiser
'acquisition des données moléculaires et I'échimmimage taxonomique. L’extraction de
matériel génétique a partir d’exsiccata conservefierbier ne donne généralement pas de
résultats satisfaisants (Haevermans & Aubriot, qiess.). La réussite de I'extraction et la
gualité des séquences obtenues sont dépendantesnibeeux facteurs tels que la technique
de séchage utilisée, la partie de la plante préléors de la récolte, ou I'age du matériel. Etant
donné que les exsiccata malgaches du gEmghorbia récoltés durant les trois derniers
siecles sont parfois parcellaires et en mauvaisd&aconservation, I'extraction directe sur
échantillon d’herbier sembladt priori inenvisageable. Nous avons donc concentré nogsffor
sur I'obtention de matériel frais échantillonimé situ ou dans les collections de plantes
vivantes.

Que ce soit pour les études d’identification adéaidu barcoding ADN ou pour les
analyses phylogénétiques, il était idéal de dispgsmur chaque espéce, de la diversité intra-
spécifique maximale. Lors des derniers travauxedeltesin situ a Madagascar (Haevermans
& Aubriot, données non publiées), I'accent a dote ®is sur I'acquisition de plusieurs
échantillons par espéce, en collectant lorsque éela envisageable, plusieurs individus par
localité et plusieurs localités pour une méme esp&ompléter les récoltas situ par un
large échantillonnage des collections de plantesntés spécialisées dans le geauphorbia
a permis d’augmenter et d’ajouter du matériel deaoes taxons.

Nous nous sommes efforcés de disposer de séquemesmnt étre directement
associées a des exsiccata conserves en collesfioessaires pour la publication des résultats
obtenus. Ces échantillons d’herbier devaient dispale I'ensemble des informations de

récoltes, renseignements qui sont capitaux powrast tragabilité du spécimen (et de son
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identification) dans les bases de données. Il st@ag traditionnelles informations de récolte
(date de récolte, récolteur, lieu de récolte, atta)s aussi des coordonnées géographiques,
ainsi que des caractéres morphologiques et phéqakg telles que la forme, la couleur ou
les mensurations des individus.

Les analyses d’évolution de niches écologiquesanedn relation des données d’ordre
phylogénétique, morphologique et des informatiamda présence des especes sous forme de
coordonnées géographiques. Afin de disposer d'umbne suffisant de données de présence,
nous avons utilisé tout I'échantillonnage des eupdé® malgaches disponible dans les
collections d’exsiccata de I'herbier du Muséum ovadi d’Histoire naturelle (P) (via la base
de données en ligne SONNERAT h#p://coldb.mnhn.fr/Consultation?catalogug=et dans

les collections du Missouri Botanical Garden (MB@)a la base de données en ligne
TROPICOS —http://www.tropicos.org!

2. Collections d’exsiccata et de matériel en alcodligées

Les travaux taxonomiques et phylogénétiques ontré&aésés en lien avec les collections
d’euphorbes malgaches disponibles dans les diffieregmands herbiers mondiaux et
principalement a I'herbier du Muséum national didise naturelle (P), qui dispose de la plus
importante collection mondiale d’exsiccata d’eufies malgaches. En effet, a ce jour
environ 1840 échantillons d’euphorbes malgachesrépertoriés dans la base de données en
ligne de I'herbier du MNHN, SONNERAT (en comptaes ldoubles de récoltes). Sur tous ces
exsiccata, 143 sont identifies comme spécimenssiyfmsant de cet herbier un lieu
incontournable pour I'étude des euphorbes malgaches

Les observations morpho-anatomiques pour le traaaidnomique ont été effectuées
sur les exsiccata mais, a I'état sec ou sur durmebt&hydraté provenant de ces derniers.
Dans certains cas, les exsiccata étaient doubtédegsaéchantillons préservés dans un liquide
conservateur (mélange alcool/eau glycérinée oudt@nyde/acide acétique/alcool — FAA),
échantillons qui ont permis une meilleure obseovatle certains caracteres anatomiques clés
(volume, importance de la succulence, etc.).

Les caracteres morphologiques souvent impossiblebsarver en herbier (i.e. port
général de la plante, caracteres liés aux tisgueelix, écologie des especes) ont pu étre
obtenus a l'aide de l'importante littérature disinba sur le genr&uphorbiaainsi qu’a I'aide
du matériel iconographique (photographies, dessimisservation) consultable en ligne (base
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de données tels que SONNERAT ou TROPICOS) ou fsupgrsonnellement par les
récolteurs.

Pour certaines especes, les échantillons en dohecités dans des travaux précédents
sont perdus, dégradés ou partiels et la littéraquies’y rapporte peu informative. Dans ces
cas précis, les missions de colledtesitu ou dans les collections vivantes ont joué un role

important.

3. Investigation des collections vivantes les plugpwmntantes

Avant ce travail de these, les principales coltewide plantes vivantes spécialisées dans le
genreEuphorbia(et plus généralement dans les plantes succulesagnt été investiguées
par T. Haevermans lors de plusieurs travaux deecsll (2001, 2003, 2006, 2009). Ces
récoltes sur collections vivantes ont permis asedleules de recueillir ~ 90 taxa d’euphorbes
malgaches. Six principales collections d’euphorbeantes ont pu étre visitées.

(1) Deux collections en France : 'une est gérée @aviNHN et située dans les serres
tropicales de I'arboretum de Chévreloup (Rocquertctivelines) ; I'autre I'est par le Jardin
Botanique des Cedres (Saint-Jean-Cap-Ferrat, Aflzggimes). La collection des serres
tropicales de l'arboretum de Chevreloup est unéectibn de référence pour les euphorbes
malgaches et présente des espéces rares et meaat®egue des taxons potentiellement
nouveaux. Ce travail de thése a, entre autre, pedinrichir ces collections avec des
individus récoltés vivants sur le terrain (voirdgssus). Pour certains, ce sont aujourdéui
priori les seuls spécimens de ces especes croissantehigiaddgascar.

(2) Une collection en Allemagne et une autre aux aysfBas, constituées toutes les
deux des plantes vivantes ramenées de Madagascal p&auh. Elles sont conservées
respectivement dans les serres des jardins bo&migiHeidelberg (Bade-Wurtemberg,
Allemagne) et de Wageningen (Gelderland, Pays-HBdkes se trouvent parmi les collections
publigues d’euphorbes malgaches les plus richesnande et recelent notamment des
spécimens vivants sur lesquels le matériel typt& peelevé. Au total plus de 143 individus
ont pu étre y étre échantillonnés (14 échantilbbieidelberg et 129 a Wageningen).

(3) A Madagascar, il a été possible d’étudier les ispégs croissant dans les rocailles
du Parc Botanique et Zoologique de Tsimbazaza (Mamarivo) et de I'arboretum
d’Antsokay (Tuléar). Certains individus particuément intéressants y ont été échantillonnés.

L’échantillonnage des collections de plantes vigant présente néanmoins

inconvénient de ne disposer que d’informationsrpmologiques difficilement extrapolables
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a I'environnement naturel de la plante. Ainsi I'ttab d’un individu en collection est souvent
tres différent de celui de son milieu d’origine. &utre, rien ne permet d’exclure que certains
spécimens en collection soient le produit d'évendmed’hybridation entre individus
d’especes d’euphorbes malgaches différentes (sbgaedéees ensemble en collection depuis
plusieurs dizaines d’années) (Haevermans 2003)s Tes! individus qui proviennent des
collections d’Heidelberg, de Wageningen et de Céléup sont liés a des informations qui
indiquent leurs localités d’origine.

L’augmentation en qualité et en quantité de I'étilannage taxonomique a alors été
assurée par plusieurs séries de travaux de tegalisés par T. Haevermans, X. Aubriot et
des collaborateurs durant la période s’étendar0@4 a aujourd’hui. Au cours de ce travail
de these, il a été possible d’effectuer trois missiciblées a Madagascar (environ 3 mois
entre novembre 2009 et février 2011) qui nous @nigs de recueillir I'échantillonnage le
plus complet disponible a I'heure actuelle pour éegphorbes malgaches, que ce soit au

niveau de la diversité inter- ou intra-spécifique.

4. Travaux de terrain a Madagascar

Avant le début des travaux effectués pour cettegthédes missions de terrains réalisées par T.
Haevermans a Madagascar et dans les iles alemtepuss 2001 ont permis de constituer un
large échantillonnage d’environ 400 échantillonsugthorbe (~ 80 especes) venant compléter
le matériel provenant des collections de plantesntes. Une description détaillée de ces
travaux de terrain est consultable dans Haeverzas3).

Ce travail de thése a permis de compléter I'échamtiage par des prospections dans
des zones de Madagascar peu ou pas assez exglmgae |a, lors de trois missions de
terrain.

Toutes les récoltes ont été effectuées suivantémenprotocole : a chaque échantillon
d’herbier prélevé et séché au gaz est associé tinfragment de plante (en majorité des
fragments de feuilléd conservé en silicagel pour les études molécsaiuivant la méthode
décrite par Chase & Hills (1991), et éventuellentag organes conserves en alcool pour des
etudes morpho-anatomiques (fleurs, fruits et fesilbu dans certains cas, la plante entiéere).
Plusieurs échantillons étaient prélevés pour unmengcolte afin de déposer des doubles
dans les principaux herbiers internationaux ainsad’herbier du Jardin Botanique et
Zoologique de Tsimbazaza (TAN) a Antananarivo. Enfle maniere a disposer du plus

1% Lorsque la plante ne présente pas de feuills&@giit de fleurs, ou dans certains cas de 'apextiges.
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important échantillonnage intra-spécifique possilff@incipalement pour les analyses
moléculaires), plusieurs individus étaient échkomiilés par population lorsque cela était
possible.

Ces travaux de terrains ciblés n'ont été possilijlas grace a une importante
organisation en amont et en aval. D’'un point de teehnique, les financements ont étée
fournis par des fonds publics issus de différentgjeps de recherche (détails dans les
remerciements). Avec l'aide du CNRE malgache (Gerttational de Recherche sur
'Environnement) et du MBG-Madagascar il a été pgmesd’obtenir les permis de récolte
mais aussi d’exportation et d'importation pour emutes récoltes (en particulier pour les
especes d’euphorbes malgaches qui sont pour lgrmade majorité inscrites en Annexes | et
Il de la convention CITES).

La premiere mission de récolte a été effectuée densud de Madagascar,
principalement entre les villes de Fort-Dauphinl@haro) et de Tuléar (Toliary), durant la
transition entre la saison des pluies et la sassmhe, du 17 novembre au 12 décembre 2009
(Figure 11.1.). Le choix de cette période a été imdopar des considérations scientifiques et
techniques. Ainsi durant la saison des pluiest'éés routes rend difficile toute circulation a
Madagascar (y compris dans le sud de I'lle ou teges sont surtout des pistes de terre
impraticables a ce moment de I'année). En saisohesda grande majorité des euphorbes
rentrent en état de dormance végétative. Celairepdssible I'observation et la collecte de
spécimens fertiles. Méme si cette zone avait di&gab&n échantillonnée par le passe, de
nombreuses espéces n'avait été récoltées qu’urle fms et plus jamais retrouvées (ou
recherchées). Pour de nombreuses espéces nouspnsidlils donc pas de matériel utilisable
pour les études moléculaires et provenant de @antéétat sauvage (e.g. beharensisk.
decary). Cette premiére mission a permis de collecteré8Bantillons dont 68 individus
d’euphorbes représentant environ 30 taxa (spéciroensultables via SONNERAT). Parmi
ces récoltes, plusieurs especes n'avaient pasdougié récoltées depuis leur description et
n'étaient pas présentes dans I'échantillonnage cutdie issu des spécimens d’herbier et des
collections vivantes citées ci-dessus : c’est feddBuphorbia salotad’E. mananarensigune
dizaine de récoltes connues pour chacunegncore . banae(juste connue de la localité
type). Certaines espéces qui avaient été échamméks dans les collections vivantes I'étaient
pour la premiére ou la deuxieme fois dans leuremihaturel (e.gg. beharensisE. decaryij
E. intisy E. orthoclada E. mahafalensjs Enfin, plusieurs individus collectés ont été

reconnus comme de nouvelles especes potentielles.
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Résumés des plans de récolte 2009 - 2011

Diego-Suarez £
Premier travail de terrain (Novembre 2009 - Décembre 2009) @ & \"‘

.. Ihosy -> Beraketa

Massif de I’ Ankarana—:
* Beraketa -> Fort-Dauphin ?\’

* Environs de Fort-Dauphin :
— Forét littorale sur sable de Mandena lle de NOSy Be
— Forét littorale sur sable de Petriky

— Forét littorale sur sable de Sainte-Luce - 3 .
Presqu’ile d’Ampasindava
* Environs d'Amboasary :

— Vallée de la Mananara
— Environs du lac Anony et embouchure de la riviere Mandrare Maevatanana
* Ambovombe -> Ampanihy
* Environs de la riviere Linta
* Ampanihy -> Tuléar
* Environs de Tuléar :
— Forét séche sur sable d'lfaty

— Rives de I'Onilahy .
Foulepointe

Second travail de terrain (Mai 2010) O

* Forét littorale sur sable d'Ananalava (Foulpointe)
* Antalaha -> Vohemar
* Environ de Daraina (région de la Loky-Manambato) :
— Falaises karstique du cap Manambato
— Forét séche de Bekaraoka
— Environs de la forét de Binara
* Daraina -> Ambilobe
* Massif karstique (Tsingy) de I'Ankarana de Diego-Suarez
* Environ de Diego-Suarez :
— Forét littorale sur sable et karst d'Orangea
— Forét sur karst de la Montagne des francgais
— Sommet de Windsor Castle

Troisiéme travail de terrain (Avril 2011) O

* Presqu'lle d'’Ampasindava :
— Forét humide de basse altitude d'’Ambohimiravahavy
— Forét humide de basse altitude de Betsitsikabe

* lle de Nosy Be, forét de la Lokobe

* Environs de Maevatanana

Figure 11.1. Description résumée des travaux de terrain orgamiséffectués dans le cadre du travail de thé3@9(2
2011). Une carte de Madagascar (fide Cornet 1974pesiie. Sur celle-ci sont figurés les différeli¢six de récolte et les
villes qui permettent de les localiser.

La deuxiéme mission de terrain s’est déroulée sux demaines environ en mai 2010
(Figure 11.1.), en saison seche, dans le nord-edflddagascar, principalement entre les villes
d’Antalaha et de Diego Suarez. Au vu des collestidisponibles a I'herbier du MNHN, cette
zone avait précédément été explorée de fagcon stipbef la majorité des travaux de récoltes
ayant été concentrée sur les hauts plateaux ofoléts seches et subarides du Sud, la ou
s’exprime la plus grande diversité du gemephorbiaa Madagascar. Souvent difficiles
d’acces, les aires de distribution de ces espéwmes en majorité incluses dans des parcs
naturels qui nécessitent des permis de récoltefgpéss (e.g. tsingy de I’Ankarana, région de
Loky-Manambato ou forét d’Orangea). Ces travauxteteain ont permis de récolter 99
échantillons dont 28 euphorbes représentant entotaxa (spécimens consultables via la

base de données en ligne SONNERAT). La plupartedpgces récoltées n’étaient pas (ou
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peu) représentées dans notre échantillonnage ntailécat en herbielHuphorbia millotij E.
pachypodioidesE. mandraviokyE. labati). Néanmoins, plusieurs especes peu documentées
et seulement connues du spécimen type et de spe&ciemeculture n'ont pu étre retrouvées
(E. mangelsdorffjiE. caput-aureum

La troisieme mission de terrain s’est déroulée damord-ouest de Madagascar en avril
2011 (saison seche), sur environ 2 semaines, @andglon de I'le de Nosy-Be et de la
presqu’ile d’Ampasindava (Figure 11.1.). Région pplorée, la presqu’ile d’Ampasindava
avait fait I'objet de récoltes récentes qui préammt un intérét particulier (especes peu
présentes dans les collections, certaines espetestigllement nouvelles, etc.). Nos travaux
sur I'lle de Nosy-Be ont permis de collecter a reawEuphorbia apricas.str., espéce
regroupant vraisemblablement plusieurs taxons et lésspécimen type est originaire de I'ile.
Au total, 101 récoltes ont été effectuées, donte@Bhorbes représentant environ 10 taxa
(spécimens consultables via SONNERAT). Bien que paoativement pauvre en especes
d’euphorbes, cette région de Madagascar présentetapb des especes qui ont été
historiguement peu collectées, et que cette misgi@ermis de rajouter au collections du

MNHN et a I'échantillonage utilisé pour ce travad these.

5. Acquisition des données morphologiques, géograpless| et écologiques

Ce travail de these (en particulier les analysegogiénétiques et les études de niches
ecologiques) a nécessité, pour chaque espece #onaée, une compilation des données
morphologiques, géographiques et écologiques.

Les données morphologiques ont été renseignéesjulercela était possible, suite a
I'observation de matériel frais dans le milieu djome ou dans les collections de plantes
vivantes. Le cas échéant, les informations se ptaéisat sous forme de notes de récoltes ou
de supports photographiques (disponibles dansalesshde données en tant que données liées
aux herbiers ou directement fournies par les réacs).

Dans le cas contraire, les exsiccata disponiblé®tinutilisés, et ont été couplés a la
littérature disponible sur le sujet (protologuegvisions taxonomiques de groupes
d’euphorbes malgaches, articles ou livres généealisur les espéces de plantes succulentes
de Madagascar, etc.) et a I'expertise acquisesstartain durant ce travail de thése. Toutes les
informations ont été compilées en tableur Excelloosque le nombre de taxa et de caracteres
était particulierement important, sous forme deeb@ds connaissance par l'intermédiaire du

logiciel Xper2 (Ung et al. 2010), plateforme dédigela description taxonomique et a
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l'identification assistée par ordinateur. Ceci anpie de traiter conjointement I'ensemble des
données et de les exporter aux formats requislpswmnalyses (formats csv et nexus).

La caractérisation de I'écologie des especes, motrh en prenant compte les
parametres d’ordre climatique et édaphique, a & au nécessaire pour la presque totalité
des travaux de theses. Pour chacune des espeléshdatillonnage, nous avons donc extrait
et rassemblé, sous forme de coordonnées géograshi@BPS), toutes les données de
localisation exploitables. Ces coordonnées ont stesces variées et ont été obtenues de
différentes facons. La plus grande partie des desm@aéété obtenue a partir des informations
de récoltes fournies avec les exsiccata. Les rgmseients fournis par les grandes bases de
données en ligne, telles que SONNERAT et TROPICO& gortail du Global Biodiversity
Information Facility (GBIF) ont été compilés et oepés. Dans la majorité des cas, les
coordonnées géographiques ont été extrapodgsosteriori a partir des informations
textuelles de localité fournies par le(s) récolggurLa grande majorité de ces extrapolations
avait déja été effectuée par un tiers et cellasatiété vérifiées et corrigées le cas échéant.
Ces extrapolations ont ensuite été contrblées dectaBes en utilisant le programme
d’information géographique Google Edttiqui fournit une résolution satisfaisante pour
observer les formations végétales et les infragtras humaines. Suivant les informations de
récoltes, celles-ci peuvent en effet aider a affieg localisations géographiques.

Certains lieux de récoltes restaient difficilemeééterminables, & cause de la petite taille
des localités associées, de I'ancienneté des edcale I'imprécision de la description des
localités et de la grammaire ou de I'orthographiicigéite des récolteurs. A l'aide de la base
de données des localités malgaches du MBG (« @ardtt Malagasy Botanical Collecting
Localities » — Schatz & Lescot 2005), nous avonssjiuer la quasi-totalité des lieux de
récoltes problématiques. Les coordonnées géogmaghigompilées dans cette base sont
directement dérivées des informations de récokespdincipaux récolteurs ou des institutions
malgaches qui ont constitué « les collections de Isapour la plupart des plantes malgaches
(e.g. E. P. B. de Perrier de la Bathie, J.-H. Humles Réserves Naturelles, R. P. R. Capuron
et le Service forestier malgache).

Malgré l'utilisation de tout le matériel disponibda collection, il n’a pas toujours été
possible de réunir un nombre de données satisfapgaur les études de modélisation de
niches écologiques de certaines espéces. En @éffatpmbreuses euphorbes malgaches sont
sous-récoltées et ne sont connues que par lewaktésctypes. Ceci est lié autant au micro-
endémisme qui les caractérise qu'a I'exploratiorcglidaire de la Grande lle. En utilisant

Google Eartfi et les connaissances acquises sur I'écologie g@xes (notamment lors des
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travaux de terrain), il a été possible de détermiles jeux de coordonnées géographiques non
lites a des récoltes. La prise en compte de ces deupoints permet de représenter la

distribution des espéces en question de facon eptaste que lorsque leurs niches ne sont
représentées que par une coordonnée unique.

Comme il était impossible d’obtenir pour tous lesgmetres écologiques de chacune
des especes des données homogenes et précisesavumss choisi de caractériser leur
écologie en utilisant des paramétres climatiquesidliles continues). Les parameétres éco-
géographiques d'intéréts tels que linclinaison gentes, l'altitude, la composition du
substrat, la perméabilité des sols ou le régimevdats ne sont en effet pas disponibles pour
chaque localité de Madagascar. Seules les donrigeatiques (les parametres liés a la
pluviométrie ou a la température a différents mamele I'année) sont facilement utilisables
pour tout Madagascar.

Ces données sont décomposées en 19 parametresqelesalérivés de données sur les
précipitations et les températures. Elles sontadrs de la base de données WorldClim
(Hijmans et al. 2005) qui est une grille climatiggmatialisée de haute résolutieh i km?),
établie a I'échelle mondiale. Chaque cellule degtdle correspond a une « surface »
climatigue a laquelle est affectée une valeur polbaque parametre. Ces valeurs qui
correspondent a des moyennes calculées sur ladpét@b0-2000, ont pu étre obtenues par
interpolation de données provenant de stations ar@tgiques a partir de méthodes
statistigues. Nous avons ainsi pu obtenir les Itabkes climatiques pour tout le territoire
malgache. Celles-ci sont reparties selon trois lEEshtemporelles : mensuelle, trimestrielle et

annuelle (voir tableau en annexe ; Annexe I1.1.).

[I. Constitution de I'’échantillonnage moléculaire
1. Nature de I'échantillonnage taxonomique et extrémt de 'ADN

La collecte systématique des euphorbes malgacmsslemcollections de plantes vivangss
situ et directement sur le terrain situ a permis de réunir une large collection de mdtérie
utilisable pour les études moléculaires. Ce mdtar@eé utilisé pour constituer une banque de
séquences comptant & I'heure actuelle 636 exttBAON'’. Sur ces 636 extraits, 551
représentent la quasi-totalité des euphorbes nmtagdconnues ainsi qu’un certain nombre

" Quelques individus ont été extraits plusieurs figte & des doutes quand a la qualité de I'extr&DN
obtenus lors de la (des) premiére(s) extraction(s).
18 plus précisément, malgaches et des fles alerlascareignes, Seychelles, Comores).
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d’especes nouvelles. L'ensemble des cladesz Zﬁg%
d’euphorbes malgaches décrits par Haevermans (2003%’2 i”c_’ N g oo
lors de son travail de thése et retrouves dansrglive §§ § = ggg §> %%
travaux sur la phylogénie du genrBuphorbia Eigg g%% g %g
(Steinmann & Porter 2002, Bruyns et al. 2006, ? %% i éé% % g—%
Zimmermann et al. 2010, Horn et al. 2012, Yangl.et a §§ %% o
2012, Dorsey et al. sous presse) sont représeatés d §§§i 2 . 4 éi
la banque de séquencgsPour la quasi-totalité des §f’:_\§ * 1
clades, nous disposons d’'un échantillonnage exfhaust g %é% R
au niveau  spécifique. Euphorbia sections & g %‘% '5 o §§ g
Denisophorbia, Tirucalli, Pervilleanaet surtoutE. %3%% A
sect. Goniostemacomptent le plus grand nombre g %Eé n§§
d’espéces et sont celles dont la taxonomie estus p ::;%g% 3 N §§§ :3
problématique  (nombreuses nouvelles espéces,g é %g ; % °
circonscriptions d’'espéces peu précises). Néanmoinsg‘ggg‘ - |
nS 2 g
en I'état actuel des connaissances taxonomiquess no é gl,% ?‘:—, g N fg‘é’
disposons vraisemblablement d’un échantillonnage géé -
hautement représentatif de la diversité spécifiqae § g : . é§
ces clades, ce qui en fait le premier échantillgende gg% § 3 §§
cette envergure pour les euphorbes malgaches @table %- S ;’:I $§, o
[I.1.). L’échantillonnage taxonomique utilisé sera §§ g N gg ;Z
détaillé et discuté pour chacun des travaux deethes g% é @ " E °
Pour les besoins des analyses phylogénétiques, %2% N §
qui nécessitent la prise en compte d’échantillons %2 i 2 R §§
assignés a des taxa n’appartenant pas aux groupesgg g Z
d’intéréts (i.e. les euphorbies malgaches), quelque %ég 2 o §§
espeéces non malgaches ont aussi été extraites (86 %i: R °
individus). Ces échantillons, associés a leurs masé E%% g g g
unigues d’identification ainsi qu'a des numéros de %E% )
récoltes, sont listés en annexe (Annexe 11.2.). é %E
Tout 'ADN des 636 échantillons a été extrait R

suivant une méme technique. Les fragments séchés en

19 A I'exception des espéces malgaches apparentéeshita (sous-genrecChamaesydequi n‘ont jamais été
échantillonnées en vue d’analyses moléculaires.
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silicagel on été broyés avec le Mixer Mill MM 300&h utilisant des billes de carbure de
tungsténe (Qiagen Inc.) et du sable de Fontaineldtaile. L'ADN des broyats a été extrait
grace au Dneasy™ Plant kit (Qiagen Inc.) en suileptotocole du fabriquant.

2. Exploration et sélection des régions de 'ADN

Le choix des régions d’ADN qui ont été utiliséesupoe travail de these répond a plusieurs
impératifs : (1) Suivant les recommandations du CBOL Plant WorkBrgup (2009), les
régionsmatK et rbcL (toutes deux parties codantes de 'ADN chloropipst) devaient étre
utilisées dans les études de barcoding AR Afin de pouvoir comparer les apports relatifs
de I'’ADN nucléaire et chloroplastique, il était eésaire de disposer de plusieurs marqueurs
indépendants pour différents compartiments de I'ADB) Les séquences obtenues apres
amplification devaient étre d’'une qualité suffisarafin de minimiser les biais éventuels
introduits par les données manquantes ou douteddeses marqueurs devaient présenter une
variabilité suffisante pour contribuer a I'éluciaat des relations de parenté entre les especes
d’euphorbes malgaches, ce qui implique I'utilisatae marqueurs particulierement variables
tels des portions de 'ADN nucléaire, des espacemesgéniques ou des introns.

Grace aux jeux de séquences qui étaient déja didperen début de these, il a été
possible d’identifier des régions de I’ADN qui serd amplifiees de maniére systématique.
En effet, suite aux travaux de laboratoires de de\ermans et al. (2003, 2004 et données non
publiés) et de X. Aubriot (2009), nous avions déjanotre disposition de nombreuses
séquences pour cing régions de I'ADN : pour le gémonucléaire, les deux espaceurs
ribosomaux transcrits ITS (qui comprend lui-méngeriggions ITS1, 5.8S et ITS2) et ETS ;
pour le génome chloroplastique, deux espaceursgétgiquepsbAtrnH et atpl-atpH, et un
intronndhA(Tableau I1.2.).

Au vu des séquences déja disponibles pour chacereesirégions et compte tenu de
importante variabilité des amplicons obtenus (Aab2009, Tableau 11.2.), ces régions ont
été amplifiées de facon systématique pour I'ensendel la banque d’extraits. Les régions
matK et rbcL, ont été amplifiées et séquencées en routine pEpondre aux criteres du
barcoding ADN (CBOL Plant Working Group 2009). Bigue peu variables, elles ont
néanmoins été ajoutées aux autres marqueurs peuaniyses phylogénétiques. Afin de
maximiser la résolution des analyses phylogénétiqukautres régions particulierement
variables ont été recherchées dans la bibliogragibponible.
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En ce qui concerne le génome chloroplastique, mous sommes surtout basés sur le
travail de Shaw et al. (2007). Les auteurs ontu/allans un cadre phylogénétique et sur un
large échantillonnage taxonomique, l'apport potEntie 13 régions du chloroplaste
(majoritairement des espaceurs inter-géniques). I¥unombre important de régions
chloroplastiques déja incorporées dans notre basgguences suite aux travaux non publiés
d’Haevermans et Aubriot (i.e. les marqueatgl-atpH, psbA-trnH, ndhA, matK, rbglLet au
regard des contraintes de temps et d’argent, noussadécidé de ne rajouter a ce travail de
these qu’un ou deux marqueurs chloroplastiquesr Rsuchoisir, nous avons investigué 3
marqueurs chloroplastiques priori particulierement variablesrpl32-trnL, trnQ-5rps16 et
ndhF-rpl32(Tableau 11.2.).

L’ADN nucléaire est connu pour fournir une forteiahilité, permettant ainsi d’obtenir
un niveau de résolution adapté a I'exploration lilmss de parenté entre especes proches,
souvent peu divergentes les unes des autres (8829 @mall et al. 2002). Il a été possible de
sélectionner, dans la bibliographie disponible, degons de I'’ADN nucléaire potentiellement
intéressantes pour retracer 'histoire évolutive daphorbes malgaches et en particulier des
clades les plus diversifiés.

Tous les marqueurs pressentis ont été testés spamurel représentatif de la diversité
des euphorbes malgaches pour vérifier leur vaii@lst afin de s’assurer que leur utilisation
soit généralisable a tous les groupes d’espécedssteale toutes les régions de I'ADN testées
avec les amorces utilisées, le succes des ampbisa la qualité des séquences obtenues
ainsi que la taille des régions associees figutans le tableau Tableau I1.2.

A la suite de ces tests, il est apparu que la plupes régions de I'ADN explorées
n'étaient pas amplifiables telles quelles en #ilisles amorces publiées. Lors des tests de
'amplification par migration, seule la région ctdplastiquetrnQ-5rpsl6 et les régions
nucléairesG3pdh ncpGS Sqdl EIAdh et ELFy ont présenté des bandes de migration d’'une
luminosité suffisante pour étre clairement ide@édé comme des produits de P@Priori
satisfaisants. Aprés purification et séquencagaleda région chloroplastiquenQ-5'rps16
s’est avéreée fournir des séquences de qualité earnibilité potentiellement suffisantes pour
les études phylogénétiques. Les régions nucléaB8pdh ncpGS et Sqdl bien que
particulierement variables, étaient de mauvaisditquat n’étaient amplifiables que pour
certaines espéces de notre échantillonnage. Lanségucléaires Bldh et ELFy enfin, de
petite taille, présentaient une faible variabil®&ir 'ensemble des marqueurs testés, seule la

régiontrnQ-5'rps16a donc été amplifi€e en routine pour tout le jedloienées.
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Taille s
Régions Amorces Séquences des primers (de I'extrémité 5' a 3') Références Ampli  moyenne des (;I:alljlt;::: Variabilité
contigs q
matK ¢ matK 390 F  CGA TCTATT CATTCAATATIT Cuenoud et al. 2002 . ~ 830 pb . .
mat K 1326R  TCT AGC ACA CGAAAG TCGAAGT Cuenoud et al. 2002
rbel ¢ rbcL 1F ATG TCA CCA CAA ACA GAAAC Savolainen et al. 2000
rbcL 1460R  TCC TTT TAG TAA AAG ATT GGG CCG AG Savolainen et al. 2000 - ~ 1455 pb - _
rbcl 636F GCG TTG GAGAGA TCG TITCT Savolainen et al. 2000 P
% rbcl 724R TCG CAT GTA CCT GCA GTA GC Savolainen et al. 2000
3
o
= pSbA-trnH ¢ psbA GTT ATG CAT GAACGTAATGCTC Sang et al. 1997 . ~790 pb . -
© trnH-GUG CGC GCA TGG TGG ATT CAC AATCC Tate & Simpson 2003
aQ
o
g atpl-atpH ¢ atpl TAT TTA CAA GYG GTA TTC AAG CT Shaw et al. 2007 ++ ~ 980 pb -+ ++
= atpH CCA AYC CAGCAGCAATAAC Shaw et al. 2007
[3)
%) ndhA ¢ ndhAx1 GCY CAA TCW ATT AGT TAT GAA ATA CC Shaw et al. 2007
c ++ ~ 1140 pb ++ ++
o ndhAx2 GGT TGA CGC CAM ARA TTC CA Shaw et al. 2007
D
& trnQ-5'rps16 ¢ tmQ(UUG) GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC Shaw et al. 2007 - ~770pb . .
pS16x1 GTTGCTTTY TACCACATC GTTT Shaw et al. 2007
rpl32-trnL trnL(UAG) CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT Shaw et al. 2007 M M M X
rpL32-F CAG TTC CAAAAAAAC GTACTTC Shaw et al. 2007
ndhF-rpl32 ndhF GAA AGG TAT KATCCA YGM ATATT Shaw et al. 2007 M M M X
rpL32-R CCAATATCC CTTYYTTITCCAA Shaw et al. 2007
ITS1+585+ |ITS5 GGA AGT AGA AGT CGT AAC AAG G White et al. 1990
ITS2 ¢ ITS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC Wh?te etal. 1990 . ~ 735 pb . et
ITS 2 GCTACG TTC TTC ATC GAT GC White et al. 1990
ITS 3b GCA TCG ATG AAG AAC GTA GC White et al. 1990
ETS ¢ 18S-E GCA GGA TCA ACC AGG TAG CA Baldwin & Markos 1998 . ~ 445 pb . et
ETS-R383 GGY GGT GCA TGA GTG GTG ATW YY Mouly com. pers.
ElWxy Wxy_f TAT AAG GAC GCA TGG GAT AC Garrick et al. 2008 x X X X
Wxy_r AAG AGA TGA GAG CGA TAG GGA AG Garrick et al. 2008
EILfy Lfy_f ACG TGT CAA AAA GGT ACG GAC TGG Garrick et al. 2008 . ~316 pb _ _
Lfy_r TGA TAG AGG TGC AGAACATTIG C Garrick et al. 2008
ElAdh Adh_f AGA ATG CAG GGA ATG TGC TC Garrick et al. 2008 . ~ 165 pb _ _
Adh_r ACT GTG TAC TCA CTG AAA GTG G Garrick et al. 2008 P
ElPi Pi_f AAG AGT CCT CAG CATACTTC Garrick et al. 2008 M M M M
Pi_r TCT GGT GCC TTC TGA GGTAC Garrick et al. 2008
EIRpb2 Rpb2_f TGG AGA CAA ATT CAG TAG TC Garrick et al. 2008 M X x x
Rpb2_r AAT AAC CGAAGTTCC TAC CTC G Garrick et al. 2008
EIlMs Ms_f TCAT GGT GAT TAC AGC TCA ATC C Garrick et al. 2008 M X X X
Ms_r TGG AAA GCA GCA TAA TTA TGG TAG Garrick et al. 2008
% EIG3pdh G3pdh_f TTC ATC TTT CCC TCA GAC TCC Garrick et al. 2008 M M M X
% G3pdh_r AGC TGC CAA GGT AGA AATTGC ACG C Garrick et al. 2008
% Sqd1 Sqd1_f CTT GGG ACS ATG GGT GAR TAT GG Li et al. 2008 + ~ 305 pb _ _
2 Sqd1_r CCW ACA GCA GCY TGM ACA CAC AAC C Li et al. 2008 P
g Cam Cam33F CGA GTT CAA GGA GGC GTTCA unpub. data M M M x
D Cam328R ATG ACC AAC CTC GGC GAG AA unpub. data
@
o LFY LFYf CCACGACCGTITATG GTGAC Haevermans com. pers. multibande X X X
LFY5 CCA GAA CAT TGC CAA GGA GC Oh & Potter 2003
GBSSI GBSSI_1F CTG GTG GAC TCG GTGATG TTC TTG G Evans et al. 2000 M M M X
GBSSI_9R CTC TTC TAG CCT GCC AAT GAA CC Evans et al. 2000
G3pdh GPDX7F GAT AGA TTT GGA ATT GTT GAG G Strand et al. 1997
GPDX9R AAG CAA TTC CAG CCTTGG Strand et al. 1997 . ~ 685 pb _ -
GPD9R2 CTTGATTTC CTC ATATGTTGC C Olsen & Schaal 1999 P
GPD9R4 TCC CTT AAG CTT ACC CTC AG Olsen & Schaal 1999
PHYC PHYC-F CCA GCTACT GATATA CCTCAAGCTTC Samuel et al. 2005 M M M X
PHYC-R CCA GCTTCC ATAAGG CTATCAGTACT Samuel et al. 2005
nepGS GSKKf1 GGC ACC AAT GGA GAG GTT AT Kulju et al. 2007
GSKKf2 GAT CAC ATC TGG TGT GCW AG Kulju et al. 2007 . ~ 530 pb _ .
GSKKr1 AGC TTC AAT TCC CAC RCT GG Kulju et al. 2007
GSKKr2 YAA CAC CAG CYT GTT CWG TGA Kulju et al. 2007
Adh Adh1_P1 CTG CKG TKG CAT GGG ARG CAG GGAAGC C  Small & Wendel 2000 multibande X x X
Adh1_P2 GCA CAG CCACAC CCCAACCCTG Small & Wendel 2000
GPAT GAF1 TTT GGY CAA AAT TATATT CGK CC Tank & Sang 2001
GAR1 CCA CCA CTK GGT GCA ATC CA Tank & Sang 2001 M X X X
GAFe5 CCC TGT TCT CTG GAA TGG AAG Tank & Sang 2001
GAR5 CAT GCT GAA TGG CTT GCA AAG Tank & Sang 2001

Tableau II.2. Caractéristiques des régions d’ADN testées et étilidans le cadre de la thése. Pour chaque région le
caractéristiques suivantes sont fournies : le nemainorces, la séquences des amorces (sens 5'I'ar8gle de référence
pour la publication des amorces (et du protocolemglification associé). En fonction des résultattepus aprées
amplification ou séquencage, sont estimés : laitgudle I'amplification, la taille moyenne des cagstiobtenus aprés
séquencage des éventuelles amplicons, la qualitééipiences et la variabilité des séquer@edage qualitatif : +++ (trés
bon) ; ++ (bon) ; + (moyen) ; - (mauvais) ; x (nubu non-applicable).Les régions indiquées par le symbole sont celles

qui ont servi aux analyses moléculaires
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Au final, I'échantillonnage sélectionné pour lesalgses phylogénétiques se compose
de 8 régions de I'ADN : 2 régions nucléaires (ITISEA'S) et 6 régions chloroplastiques
(matK rbcL, ndhA atpl-atpH psbA-trnHettrnQ-5'rps16 (Tableau 11.2.).

Les analyses de barcoding ADN présentées dansvaitde thése se concentrent sur
les 2 régions « officielles matKetrbcL (CBOL Plant Working Group 2009). Certaines des 6
autres régions séquencées et tout particuliereleemégions ITS gisbA-trnHont également
été utilisées lors des travaux de thése comme degueurs barcode.

3. Amplification, séquencage et édition des régiorsIADN sélectionnées

De fagon générale, les PCRo(ymerase Chain Reactioes anglais ou Réactions en chaine
de polymérase en francais) ont été effectuées wanelume de réaction de 25 contenant
15,75uL d’eau distillée, fuL of Taq & Load Mastermix (MP Biomedicals Inc.),78,uL of
DMSO (1M), 1uL de chaque primer (M) et 1,5uL d’aliquot d’ADN non quantifiés. Dans
le cas ou les aliquots d’ADN présentaientpriori une faible concentration en ADN, les
guantités d’aliquots étaient augmentées.

Les protocoles de PCR utilisés pour I'amplificatides régions de 'ADN sélectionné
sont ceux indiqués par les auteurs ayant publiaresrces associées. Ne sont détaillés ici que
les protocoles d’amplification des régions utilsgmur les analyses moléculaires (pour les
protocoles des régions testées mais non utiliséas)es publications des amorces dont les
références sont indiquées dans le Tableau I1.2.).

La totalité de la région ITS (ITS1, 5.8s et ITS2té amplifiée en utilisant le protocole
suivant : 2 minutes de dénaturation initiale a 9430 cycles composés d’'l minute de
dénaturation a 94°C, d'1minute d’appariement a 52%Cde 3 minutes d’extension a 72°C,
suivi d’'une extension finale de 7 minutes a 72°GurPa région ETS, ont été observées 4
minutes de dénaturation initiale a 94°C, 35 cyclamposés de 30 secondes de dénaturation a
94°C, de 30 secondes d’appariement a 54°C, et dee@Ondes d'extension a 72°C, suivi
d'une extension finale de 7 minutes a 72°C. PoatK les réactions de PCR on été
effectuées en suivant une dénaturation initial@ aeinutes a 94°C, 32 cycles d’1 minute de
dénaturation a 94°C, d'1 minute d’appariement aC53% d’1.5 minute d’extension a 72°C,
suivi d’'une extension finale de 4 minutes a 72°€ régionrbcL a été amplifiée en effectuant
une premiére dénaturation initiale d’1 minutes &9485 cycles d'1 minute de dénaturation a
94°C, d'1 minute d’'appariement a 48°C, et d’1.5 uénd’extension a 72°C, suivie d’'une

extension finale de 4 minutes a 72°C. Pour I'espacdster-géniquepsbA-trnH ont été
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effectués 5 minutes de dénaturation initiale a 98UWies de 34 cycles comprenant 1 minute
de dénaturation a 96°C, 1 minute d’appariement°& 58t 30 secondes d’extension a 72°C,
suivies enfin d’'une extension finale de 5 minute&&C. Les trois régions chloroplastiques
ndhA, atpl-atpHet trnQ-5'rps16ont été amplifiées suivant le protocole suivanmiButes de
dénaturation initiale a 80°C, suivies de 30 cycses composant chacun d’l minute de
dénaturation a 95°C, d'l minute d’appariement aC508uivi par un gradient de 0.3°C/s
jusqu’a 65°C, température a laquelle sont prograesrdéminutes d’extension a 65°C ; le tout
suivi enfin par 5 minutes d’extension finale a 65°C

Les produits de PCR ont été veérifiés par migrasan gels d’agarose a 1%. Ceux qui
présentaient une migration évidente ont été envpgas purification et séquencage au Centre
National pour le Séquencage (Génoscope) a EvryncEraPour le séquencage, ont été
utilisées les mémes amorces que pour les réad®iCR, a I'exception des régions ITS et
rbcL pour lesquelles une paire d’amorces intérieureséauéilisee (Tableau I1.2.). Les
séquences obtenues ont été assemblées et éditéelleraent en utilisant le logiciel
Sequencher® 4.9 (Gene Codes Corp.).

4. Méthodes d’analyse

Dans un souci de confort de lecture, afin d’évaer maximum les redondances et vu la
diversité des méthodes qui ont été explorées pereanavail de thése, le détail des analyses

sera fourni ultérieurement, dans chacun des cleapiorrespondant.
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Abstract

Among the broad literature related to Malag&syphorbial. (Euphorbiaceae, Malpighiales),
some species remain poorly known and poorly doctedeand often dramatically under-
collected; their descriptions stay vague and undetae@. As part of an ongoing revision of
the genus in Madagascar, an informal group of sadaglasy endemic species which show
clear morphological affinities is herein revisearer descriptions are amended, two new
species Euphorbia ‘haevermansii’ ined and Euphorbia ‘nusbaumeri’ ined.) from the
Daraina region of Madagascar are described andy dokthese six species is provided. The
species of this group are characterized by devdldgaves, unarmed twigs (contrarily to a
wide range of Malagasiuphorbiaspecies), leafy deciduous cyathophylls, indehisérents
and ecarunculate seeds. They differ in their ggwgcal distribution, their general bearing,
the shape and the size of their leaves, glandshieyand cyathophylls, as well as by fruit
features. The morphological affinities of these §pecies are discussed and their preliminary

conservation statuses are assigned.

ADDITIONAL KEY WORDS: Euphorbial. — Madagascar — group &. pachysantha —

revision
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Introduction

The genuguphorbial. (Euphorbiaceae, Malpighiales) is a giant amdogéring plants: it
has a worldwide distribution and comprises aboui026pecies and varieties (Haevermans
2003; Mabberley 2008). The island of Madagascath \at least 170 taxa dEuphorbiag
almost all endemic (Haevermans 2003), stands oahef the main hotspots of the genus.
Despite this remarkable diversity, the most reggoibal revision of the genus dates from the
19th century (Boissier 1862). Results from recentecular phylogenetic analyses, based on
both nuclear and chloroplast markers, have reveal@ay monophyletic groups and showed
that traditional infrageneric systems of classtima in large part fail to reflect evolutionary
relationships (Steinmann & Porter 2002; Haevern20®3; Bruyns et al. 2006; Zimmermann
et al. 2010; Aubriot 2009 unpubl. data). These pyghetic studies, however, provide a
framework for undertaking an ongoing series of teic revisions of well supported,
monophyletic groups. The present paper focuses distiactive clade of endemic Malagasy
Euphorbig informally referred to as theE® pachysanthayroup”. Poorly sampled in the
above-mentioned phylogenetic studies, this cladenieeless forms a coherent group, both
morphologically and geographically. It comprisesirfalescribed species of trees (viz.
mananarensiseandri,E. mandravioky.eandri,E. pachysanth®aill. andE. pirahazoJum.)
that share several features, including more or [@sshycaul trunks, developed leaves,
unarmed twigs, leafy deciduous cyathophylls, indednt fruits and ecarunculate seeds.
When Baillon describeduphorbia pachysanthan 1886, he placed it in the highly
heterogeneous group sectionGoniostemaBaillon. This section, typified b¥. lophogona
Lamarck (Wheeler 1943), initially included all Mgksy species with well developed leaves
and thus resulted in a “catch-all” group. Boisqi#862, supplement in 1866) and Baillon
himself (1886) expanded the section with the additbf numerous unarmed species (Table
1). Bentham & Hooker (1880) later reduced this grtwm subsectional rank, placing it within
the typical section, and subsequently Denis (122)ed the newly discoverdfl pirahazo
In the same paper, Denis proposed that four tatia stipules forming laciniate ridges be
transferred to subsecDiacanthium (Boiss.) Bentham & Hooker, one of which wéas
lophogona the type of sectGoniostemaAs circumscribed by Bentham & Hooker, subsect.
Diacanthiumincluded all spinyEuphorbiafrom throughout the world. In 1945, Leandri,
following Denis, excluded the species with stipufeaming laciniate ridges and, without
proposing a new name for the former subs€aniostema(Baillon) Bentham & Hooker,

included in it the newly discoverdfl mananarensisSubsequently, Leandri (1957) formally
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In a recent phylogenetic study based on molec@quence data, Bruyns et al. (2006)
proposed a new infra-generic classification Earphorbiain southern Africa in which they
expanded secGoniostemdo include all of the species formally placed @tts.Goniostema
Diacanthium, Denisophorbiand DeuterocalliCroizat. Several other studies have, however,
shown that adopting such a broad circumscripticulte in a polyphyletic group (Steinmann
& Porter 2002; Haevermans 2003). In particutar,pachysanthand its relatives, none of
which was included in the sampling used by Bruynale(2006), show a close affinity to
spiny Afro-Asian species and to the taxa heretofdaeed in the genudonadeniuni. rather
than to the other taxa assigned to the expanded@aaiostema

Notwithstanding these taxonomical conflicts, wepm®e a complete revision of this
group, which we recognize based on the fact tharms a morphologically sound, coherent,
monophyletic group (according to results from bptiblished and unpublished molecular
studies). The taxonomic revision presented heregrézes a total of six species, two of
which are described as new. Each of the four pteslyodescribed taxa was originally based
on a very limited number of often fragmentary spems, without illustrations or photos, and
their protologues thus lacked clarity and accuréfsing additional material collected during
fieldwork in Madagascar conducted over the lastade¢ standardized and amended
descriptions are provided for these four specias of which, E. pirahazo is also
lectotypified. The two new species, both collectthin the last few years in the Loky-
Manambato (Daraina) region of northeastern Madagasce described and illustrated. All
six members oE. pachysanthgroup are assigned a preliminary risk of extinctgtatus
using the IUCN Red List Categories and CriteriaGNJ2001).

Material and Methods

Morphological measurements were made on exsiccatak alcohol-preserved material
available in the herbaria in Paris (P) and Gen&va When historical collections lacked
geographic coordinates, post-facto georeferenciag done using the “Gazetteer to Malagasy
Botanical Collecting Localities” (Schatz & Lesco0@5) and other sources. Preliminary
assessment of conservation status were based aralthdations of the area of occupancy
(AOO) and extent of occurrence (EOO) which werdqgrered using the methods presented
by Callmander et al. (2007).

Digital images of all specimens in the Paris hdtar are available via the

SONNERAT databasélttp://www.mnhn.fr/base/sonnerat.hjraind images of the material in
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the Geneva herbarium can be accessed througlCételogue des Herbiers de Geneve

(http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/chp/

Results

Circumscription and characterization of the groud &uphorbia pachysantha

Trees, 620 m tall; bark gray, smooth to wrinkled; trunk te-shaped” and unbranched at
the base (resemblimgdansoniaspp.— Malvaceae), stems succulent, grouped at the top;
leaves spirally arranged toward the ends of thgdwblade obovate to lanceolate, more or
less shiny and succulent, apex acuminate to mutgpsa@metimes retuse, petioles more or
less developed with two small stipular glands atlihse. Sexual system difficult to determine
given the record of flowering stages is still fragmtary, but apparently most species are
monoecious and the cyathia are functionally pratamgl’. Inflorescences sub-terminal,
cyathia solitary or grouped by 2 to 4 at the erfdti® twigs, cyathophylls 2, developed, leafy,
deciduous, glands 5. Capsules dehiscent, ereeralgmt, very variable in size, trilocular to
unilocular by abortion, green when young, smootivéakly wrinkled; 1to 3seeded, testa

smooth, lacking a caruncle.

Identification key to species @uphorbia pachysanthagroup

1. Small tree to 6 m tall, leaves small (2—-3 x t#®), obovate, succulent; cyathia usually small (617

in diameter). Xeric bush, SE Madagascar (near Batphin) ...............c.oooiiiiiiiiiiiiivieereseeee e

- Small tree to tree (3—30 m tall), leaves largen@gally >5 cm long), shape variable, obovate lipti,
more or less succulent; cyathia large (>8 mm imeizr). Deciduous or humid forest, north, west and

L= RS o) 1Y, =T £ Vo F= LT o= Y SRRSO 2

2. Cyathium glands crescent-shaped, bearing apgesdurved towards the cyathium, glands attaahed t
the cyathium cup by a short stalk (2 mm long); biwah divided into 5 units individualized by
bracteoles; cyathium peduncle poorly developed (@##long); tree 3—6 m high, humid forests, eastern

V= Lo F= Lo T= o | U U TSSO E. pachysantha

2 Le terme protandre est utilisé pour désigner, daszleurs hermaphrodites, le phénoméne de méatdes
organes males avant les oganes femelles. Il stapplilonc aux anthéres et aux stigmates. Le cyatéiant une
forme intermédiaire entre une fleur hermaphroditare inflorescence (Prunner & Rudall 2007), ilppbque
ici au développement des fleurs males avant la flaelle pour les cyatia bisexués.
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Cyathium glands circular to reniform, never cexg-shaped, directly inserted on the cyathium cup;
cyathium peduncle well developed (0.6-1.5 cm lorigge 3—30 m in height. Deciduous and semi-

deciduous forests of northern and western MadagasCa............cccccvvvriiiiiiiiiiiiieeeeee e 3

Leaves succulent; fruit unilocular or biloculéarge (2.5-4 cm in diameter), pendulous when ripe;
cyathophylls inserted % of the distance from theebaf the peduncle; glands reniform, two times
longer than wide; cyathia borne on a well developeduncle (ca. 1-1.5 cm long). Deciduous forests, N

V= To F= Vo F= o | TR E. mandravioky

Leaves slightly to not succulent; fruit unilocula trilocular, never exceeding 2 cm in diametdew
mature, erect when ripe; cyathophylls insertedhatitase of the cyathia cup or at the base of ththiay
0= [ o 1= P EEURPRRRR 4

Fruit bilocular, spherical, surface smooth, loon a small peduncle (3 mm); bark thick, strongly
desquamating (as in some species of gdPususL.); tree to 20(—30) m tall. Relictual forests,
Ambongo plateau SE of Mahajanga (W MadagaSCar) ceee...uuuueeiiirieeeeeeeiie i ccccirnreen e e e aa e e e

................................................................................................................................... E..pirahazo

Fruit unilocular or trilocular, trigonous or spfml, surface smooth or sulcate, borne on a large

peduncle (>1 cm); bark smooth; trees 6—11 m. Seztiddious forests, NE Madagascar ............... 5.

Fruits trilocular, trigonous, surface sulcatdjtany or borne in pairs, fruit ca. 2 cm in diametehen

mature; leaves large (generally >7 cm IoNg) .....coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, E..'haevermansii’ ined.

Fruits unilocular, spherical, surface smooth,aligu2 to 4 borne together, fruit ca. 1 cm in diaene

when mature; leaves small (generally <6 cm 10NQ).c......vvvvviviiiiieiiiieieeneeeenn. E..'nusbaumeri’ ined.
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Euphorbia mananarensis.eandri(Figure 1)

Notulae Systematica#2: 69 (1945).
Type— MADAGASCAR. Vallée de la haute Mananara (limiteemiale de I’Androy),
pente gneissique, [24°49'S, 46°37'E], 25 Novemb&31l fl., Decary 9413
(holotypus: P [PO0078031]!; isotypus: P [PO0O07803PAN [TANOOO553]!).

Small tree to 6 m tall, monoecious, pachycaulous)k rounded at the base, to 40 cm in
diameter, unbranched at the base; bark brown, tgligirinkled; branches slender, small,

pseudodichotomous, with blackish bark. Abundanttevtatex present in all organs. Leaves
simple, alternate, grouped at the ends of the tvwaggle shiny, light-green abaxially, dark-

green adaxially, thick, fleshy, elliptic to obova{®.9-)2-3(-4.3) x (0.8-)1-1.5(-2.3) cm,

glabrous, primary and secondary veins forming ligregen dots, inconspicuous, secondary
veins ca. 3 to 6 per side, base attenuate, margireeminutely revolute, apex wide and

usually almost flat, acumen more or less develdpackly absent); petiole very short (1-5

mm long) to absent (leaves sessile), light-greewtite, glabrous; stipules 2, minute, gland-
like.

Cyathia pseudoterminal, solitary, functionally mwdrous, cupuliform to obconical,
(0.4-)0.6-0.7(—0.8) cm in diameter when dry (ingtgdthe glands), glabrous. Cyathia at the
male phase borne on peduncles 2-4 mm long; cyaytisphot present at this phase
(undeveloped). Glands 5, fleshy, contiguous, almsdbng as wide (4 x 3 mm), reniform to
ovate, glabrous, gland margins smooth, revoluterdgtandular bracts 5, as long as wide (2 x
2 mm), orbicular, glabrous, with filamentous masgistaminate flowers numerous, divided
into 5 clearly distinguishable cymes, borne on peldi 2 mm long, filaments thick, very
small, 0.5 mm long, anthers 1 mm in diameter; Staiei flowers weakly exserted from the
cyathium cup at maturity, hyaline bracteoles numsyaunited to the base of the staminate
flowers, very filamentous, lingulate. Cyathia a¢ fiemale phase borne on a peduncle (4.5-)6—
7(-8.5) mm long; cyathophylls 2, deciduous, glaBrdimgulate, 5 x 3 mm, inserted % of the
distance from the base of the peduncle, suboppfsitd mm from one another); pistillate
flower erect, located in the center of the cyathidmecarpellate, glabrous, stigmas 2, bifid,
brown.

Mature fruit solitary, erect, borne on peduncle-Q.€m long, green when fresh, usually
unilocular (sometimes bilocular), comprising a &rglobular lobe 1.3-1.6 cm in diameter

when dry and an aborted lobe, conical to hemispakgr<7 mm high; fruit hard, exocarp
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smooth, glabrous, covered by more or less promimgikles, a sclerotic crest visible in

longitudinal section. Seed 1, globular, smoothwroglabrous, 1.4 cm in diameter.

Distribution and ecology:— Euphorbia mananarensigrows in xeric bush in southeastern

Madagascar, near Fort-Dauphin (Tolagnaro). 100-.900

Additional specimens examined:- MADAGASCAR. Flanc de colline, dans la forét secée,
32 km au nord-est d'’Amboasary, 24°53'15"S, 46°3®2457 m, 29 November 2009, fr.,
Aubriot et al. 55(MO, P, TAN, UMICH); Sud-Ouest: Créte et flanc Sast du massif du
Vohimena, au S.W. d'Antamimora, [24°52’S, 45°32’'&July 1958, fl. Capuron 18692—-SF
(P); Toliara: Préfecture de Fort-Dauphin; forét heeade Vinanibe; bush, [25°3'20"S,
46°52’'12"E], 100 m, 17 October 1990, flQumetz 1303(MO, P, TAN); Vallée de la
Manambolo, rive droite (Bassin du Mandrare) auxiemg d'lsomonony (confluent de la
Sakamalio), [24°31’S, 46°37’E], 400-900 m, Decemb@B3, fr.,Humbert 13072P); Fort-
Dauphin, Ambatoabo, Savoa, 2,5 km est d'Imonty,4Z48”S, 46°42’16"E, 200 m, 27
November 2009, frRatovoson 15480, P, TAN).

Conservation status— Euphorbia mananarensisas an Extent of Occurrence (EOO) of ca.
3770 knf, an Area of Occupancy (AOO) of ca. 54%mand is known from six locations (only
one of which occurs within a protected area, Anthetea National Park), which form six
separated subpopulations. Consequently, we havgnad€s. mananarensia preliminary
status of Endangered (EN Blab(i,ii,iii)+2ab(i,i)jibased on the IUCN Red List Categories
and Criteria (IUCN, 2001).
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Figure 1 Euphorbia mananarensifA. Habit. B. Bark. C. Leaves. D. Detail of a cyathiub. Cyathophylls. F. Young
female flower. G. Fruits. H. Seed. I. Section o fruit and the seed. A, B, C, G, H,Aubriot et al. 55(MO, P, TAN,
UMICH). D, F, E.Capuron 18692—SEP).
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Euphorbia pachysanthaaill.

Bulletin Mensuel de la Société Linnéenne de Rari§24 (1886).
Type— MADAGASCAR. Central MadagascarBaron 4437 (holotypus: K
[KO00185237]!; isotypus: P [PO0078061]!, [PO0078P6EP00078063]!)
Euphorbia monocephalBaker ex Denis,.esEuphorbiées des lles Australes
d’Afrique, 43 (1921), pro syn.

Small tree to tree, 3—6(—15) m tall, monoeciougidieous, pachycaulous, trunk to 50 cm in
diameter, unbranched at the base; bark smoothndaop branches slender and numerous,
forming a crown at the top of the trunk, young lotaes rounded, greenish-brown. White latex
present in all organs. Leaves, simple, alternata)ged at the ends of the twigs, light green
abaxially, blade dark green to glaucous adaxidahyn, usually lanceolate to elliptic (very
variable), always 2-3 times longer than wide, (43J8-14) x 2-3.5(-5) cm, glabrous,
primary vein light green, well impressed adaxiabgcondary veins light green, numerous,
usually almost perpendicular to the primary vessdattenuate, margin entire, thikened, apex
strongly acuminate, rarely retuse; petiole (0.53)22) cm long, light-green, glabrous;
stipules, 2, gland-like.

Cyathia pseudoterminal, usually solitary, sometirBesr 3 grouped at the top of the
fertile twigs, protandrous functionally, broadly aamical, 0.8—1 cm in diameter when dry
(including the glands), glabrous, borne on pedwi@e4 mm long; cyathophylls 2 to 4,
whitish-green, deciduous, glabrous, elliptic to wdite, very variable in size, inserted at the
base of the cyathia peduncle. Glands (4 or) 5,d&oma short stalk (2 x 2 mm), fleshy, not
touching one another, 3.5-5 x 1 mm (dry and withoakuding the stalk), crescent-shaped,
with appendicles curved towards the cyathium, glaagdgins smooth. Interglandular bracts 5,
curved towards the cyathium cup, as long as wid®ua2 x 2 mm), circular, glabrous,
greenish-yellow, fimbriate on the upper side. Steate flowers numerous, divided into 5
cymes subtended and covered by inter-glandulatdragmes separated completely from one
another by by one (or more) encircling bractec&aminate flowers well exserted from the
cyathia cups at maturity, borne on a pedicel 2 rng/ filaments thin, 2 mm long, anthers <
1 mm in diameter. Pistillate flower erect, in thenter of the cyathium, tricarpellate, stigmas

3, short, thin, recurved and brown.
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Mature fruit solitary, erect, glabrous, smooth. iFuni- or bilocular, with an evident
globular lobe 1.4 cm in diameter when dry and allemaborted lobe, hemispherical, less

than 7 mm in diameter. Seeds unknown.

Distribution and ecology— Euphorbia pachysanthgrows on soils derived from gneiss in
humid forests and ravines of eastern Madagascathenvicinity of Lac Alaotra, near
Toamasina, and south of Vatomandry. 400—-800 m.

Additional specimens examined- MADAGASCAR. Centre: escarpement rocheux de la
Mandraka, a la sortie des gorges (P.K. 70 de laerale Tananarive a Moramanga),
[18°54'60"S, 47°50'5"E], 8 November 1957, fl. frCapuron 18409-SKP); Menaloha
(MEN-154), District d'Ambatondrazaka, [17°44’S, 28E], September 1938, fl. frCours
770 (P); Pentes a I'Est du lac Alaotra, [17°33'25"8;3B'56"E], 800 m, October 1937, fl.,
Humbert 17573 P); Anosivola (Manjobo) [Nosivolo (Mangoro)], [Z8S, 48°8’E], 700 m,
November 1911, fl. fr.Perrier de la Bathie 9658P); Mananjary, [21°14'18"S, 48°19'3"E],
400 m, December 1911, fRerrier de la Bathie 9689P); Forét orientale, pres de Sevazy au
SW de Vatomandry, [19°39'45”S, 48°31'59’E], Decemld®?21, fl., Perrier de la Bathie
14160(P).

Conservation status— Euphorbia pachysanth&nas an Extent of Occurrence (EOO) of
around 16100 kA an Area of Occupancy (AOO) of ca. 54 %mand is known from six
localities comprising as many severely fragmenteio-gopulations (none of which occurs
within a protected area). This species has not lbelacted in 50 years. Consequently, we
assigneck. pachysantha preliminary status of Endangered (EN B2ab(i)),ibased on the
IUCN Red List Categories and Criteria (IUCN, 2001).

Notes: — Considering that Rauh (1996) recently furnishedaitexl pictures of a living
specimen oEuphorbia pachysantha scientific drawing would not have brought amyn

information so we have therefore chosen not toideune.
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Euphorbia mandraviokyLeandri(Figure 2)

Bulletin de la Société Botanique de Frant@4: 499 (1957).
Type— MADAGASCAR. Ouest (Nord) Plateau de 'Ankarana: $es calcaires, aux
environs d’Ambondromifehy, [15°53'S, 49°13’'E], 4 t©ber 1954, fl., Service
Forestier 11254-SF(holotypus: P [P00078036]!; isotypus: P! [P00078037
[PO0078038]!).
= Euphorbia capuronilLeandriBulletin de la Société Botanique de Frant@3: 608 (1956),
nom. inval., nonE. capuroniiUrsch & Leandri (1954). — Type:—MADAGASCAR. Ouest
(Nord) Plateau de I'Ankarana: sur les calcaires, eivirons d’Ambondromifehy, [15°53'S,
49°13'E], 4 October 1954, flService Forestier 11254—Sgholotypus: P [PO0078036]!;
isotypus: P! [PO0078037]!, [PO0078038]!)

Tree, 12 to 20 m tall, monoecious, deciduous, peaalipus, trunk straight, rounded at the
base, similar t?Adansonial. trunk, to 1 m in diameter at the base, unbranchdtieabase,
weakly branched at the top; bark grey, smooth, withcorky lenticels >2 cm in diameter,
lenticels sometimes contiguous, forming transvevsahkles round the trunk. White latex
present in all organs. Leaves simple, alternatgallysgrouped spirally at the end of the twigs,
blade light-green abaxially, shiny-green adaxialhyck, fleshy, obovate to obcordate, about
twice longer than wider, (3.6-)5.8-7.5(-9.6) x 3€2-4.1(-5) cm, glabrous, primary vein
and secondary veins inconspicuous, primary veinklyeempressed adaxially, secondary
veins ca. 7 per side, base attenuate, margin estineothly revolute, apex wide, strongly
acuminate or retuse; petioles 1(-1.5) cm long,tdggleen to white, glabrous; stipules 2,
gland-like (0.5 mm in diameter).

Cyathia pseudoterminal, solitary or 2 grouped, fiomally protandrous, cupuliform to
obconical with a widely opened base, 0.7-0.8(-1)ircrdiameter when dry (including the
glands), glabrous, borne on peduncles (1-)1.3—-in5lang; cyathophylls 2, deciduous,
glabrous, spathulate, 6 x 3 mm, inserted % of iktawce from the base of the peduncles,
subopposite (ca. 1 mm. from one another) GlandieShy, thick, contiguous, in general
twice longer than wide, 3—6 x 1.5-3 mm, truly renif, strongly bilabiate, glabrous, glands
margins undulate, slightly revolute, with small epgdicles curved towards the cyathium cup.
Interglandular bracts 5, straight, almost as losgvade (3 x 2 mm), orbicular to spathulate,
margins fimbriate. Staminate flowers numerous,d#diinto 5 clearly distinguishable cymes,

separated by a net of small hyaline bracteolesni@tde flowers weakly exserted from the
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cyathia cup at maturity, borne on a pedicel 4 mnyg)dilaments thick, small, 1 mm long,
anther 1 mm in diameter. Pistillate flower erentthe centre of the cyathium, bicarpellate,
glabrous, stigmas 2, bifid, brown.

Mature fruit solitary, pendulous, borne on peduriclé-2 cm long, green when fresh,
unilocular or bilocular, globular, 2.5-4 cm of diatar when dry, coriaceous, exocarp slightly
wrinkled, glabrous, with prominent longitudinal gels. Seeds 1, ovoid, smooth, brown,
glabrous, 3 x 2.5 cm.

Distribution and ecology:— Tropophytic and semi-deciduous forests of nortiMadagascar
(calcareous plateau of the Ankarana reserve, Mastadps Francais near Diego Suarez,
Daraina region). 50—-600 m.

Additional specimens examined:- MADAGASCAR. Forét de Bekaraoka, pres du Camp
Tattersalli, 2 6 km au nord-est de Daraina, 13°Q(B049°42'26"E, 185 m, 14 May 2010, st.,
Aubriot et al. 10AMO, P, TAN) andAubriot et al. 10§ P, TAN); Montagne des francais, a 8
km au sud-est de Antsiranana (Diego-Suarez), 13%3, 49°20°27"E, 376 m, 20 May
2010, Aubriot et al. 134(G, P, TAN); Antsiranana, sous préfecture de Valileraommune
rurale de Daraina, fokontany d'Ankijabe. Forét deaa, camp |, 13°15’S, 49°37’E, 500 m, 6
November 2001, fr.,,Gautier & Ravelonarivo 4078(P); Antsiranana Il, Ramena,
Andavakoera. Forét seche sur tsingy, 12°20'25"S2#91"E, 233 m, 19 February 2007, fr.,
Guittou et al. 324(CNARP, MO, P, TAN); Province de Diégo-Suaresic]|, montagne
d'Ambre, ferme vétérinaire de Normandie, [dubioosality], 16 September 1944, st.,
Homolle 425(P); Collines et plateaux calcaires de I'Ankar§m@vince de Diego-Suarez),
[12°53'40"S, 49°11'18’E], December 1937-January 893t., Humbert 18919 bis(P);
Plateau calcaire de I'Ankarana du Nord entre Anbilcet Anivorano, [12°52’10"S,
49°13'43"E], 200-350 m, 4-9 March 1951, tHumbert 25539 bigP); Collines et plateaux
calcaires de I'Ankarana du nord, [12°50°'32"S, 4988ZE], 30—350 m, 24 January 1960, st.,
Humbert 32456P); SAVA, Daraina, village plus proche Tsaratamanrét d'’Ampondrabe a
3 km au Nord de Tsaratanana, 12°57'42"S, 49°42’'1928 September 2007, fl. fr.,
Randrianaivo 1483CNARP, MO, P, TAN); Montagne des Francais, fordintaolanaomby.
Forét seche, 12°22'25"S, 48°21'11"E, 385 m, 22 Nta2007, fr.,Ratovoson 1244CNARP,
MO, P, TAN); Ramena, Andavakoera, forét d'Andrakomaba, a 4 km au Sud-est
d'Andavakoera, 12°21'03"S, 49°21'29"E, 50 m, 5 Daber 2007, fr.Ratovoson et al. 1435
(CNARP, MO, P, TAN); Anstiranana. Ramena, Montages francais, partie Andavakoera,
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12°20'44"S, 49°21'9"E, 214 m, 13 August 2004, Razafitsalama et al. 628 NARP, MO,
P, TAN); Pic des Orchidées, village le plus procledranomanity, canton de Mahavanona,
[12°22'12"S, 49°21’E], 600 m, 13 September 196@rvice des Eaux et Foréts 718RB.

Conservation status— With an Extent of Occurrence (EOO) of ca. 2850°kan Area of
Occupancy (AOO) of ca. 90 Kmand five severely fragmented subpopulations @ievhich
occur within Loky Manambato protected are&uphorbia mandraviokyis assigned a
preliminary status of Endangered (EN Blab(i,itiffab(i,ii,iii)) based on the IUCN Red List
Categories and Criteria (IUCN, 2011).
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Figure 2 Euphorbia mandraviokyA. Habit. B. Bark. C. Leaves. D. Detail of a fertilabch showing two terminal cyathia
without cyathophylls. E. Detail of a cyathium. F.&llyophylls. G. Young fruits. H. Mature fruit. |. &®n of the fruit and
the seed. AAubriot et al. 134G, P, TAN) andAubriot et al. 108P, TAN). B., C Aubriot et al. 10AMO, P, TAN). D, E, F.
Service Forestier 11254-3P). G.Razafitsalama et al. 628NARP, MO, P, TAN) H, IRatovoson 1244CNARP, MO, P,

TAN).
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Euphorbia pirahazaJum.(Figure 3)

La Caoutchouc et la Gutta-Percha 207 (1905b)
Type— MADAGASCAR. Environs d'Antsirabe pres AndranomavAmpbongo),
[16°50'S, 45°39'59”E], November 1904, fl., withoabllector [Perrier de la Bathie]
(syntypus: K [K000185254]!, P [P00169658]!, [PO0&EY]!, [P00751346]H"
= Euphorbia elasticaJumelle, Comptes Rendus de I'Académie des SciedeeRaris
(1905a), nom. inval., nok. elasticaPoisson & Pax (1902). Fypei— MADAGASCAR.
Environs d'Antsirabe pres Andranomavo (Ambongo)6°$D’'S, 45°39'59"E],
November 1904, fl., without collector [Perrier da& IBathie] (syntypus: K
[K000185254]!, P [P00169658]!, [P00169657]!, [POQ386]')

Tree, 10 to 20(-30) m tall, sexuality difficult tetermine, deciduous, pachycaulous, trunk
straight, rounded at the base, to 20(-60) cm imétar, unbranched at the base, weakly
branched at the top; bark grey, rolled into cylmsdée PrunusL., with big corky lenticels of
0.8 to 2 cm in diameter ; secondary branches stesd®ll. White latex present in all organs,
having the consistence of rubber at the base dirtim. Leaves simple, alternate, grouped at
the tips of the twigs, obovate to spathulate, (:J8—11) x 4-5 cm, glabrous, primary vein
well impressed adaxially, secondary veins numertase attenuate, margin entire, apex
wide, strongly acuminate to mucronate; petiolest H}-cm long, glabrous; stipules 2, gland-
like.

Sexuality difficult to determine with the existingaterial. Cyathia pseudoterminal,
solitary or 2 or 3 grouped at the top of the twigspuliform, 1 cm in diameter when dry
(including the glands), glabrous. Male cyathia leoom peduncle 6 mm long; cyathophylls 2,
deciduous, glabrous, spathulate to obovate, 1.580x1.1 cm, apex mucronate, inserted at
the base of the peduncle, Glands 5, fleshy, coatigualmost twice longer than wide (56 x
2.5-3.5 mm), elliptic, strongly bilabiate, glabrouglands margins minutely fimbriate.
Interglandular bracts 5, straight, orbicular (3 mf), greenish-yellow, with deeply laciniate
margins. Staminate flowers numerous, borne on p&d®&-8 mm long, filaments very small
to absent, anthers 1 mm in diameter; bracteolelineyaumerous, filamentous, lingulate.

Female cyathia smaller than the male ones, 4.5-7drameter (dry and including the
glands), borne on peduncle 3 mm long; cyathoplagisarently deciduous. Glands 5, 2 x 2

mm, with thick rolled ridges. Pistillate flower ne¢en.

2L Un lectotype sera désigné lors de la publication.
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Young fruit solitary, erect, borne on peduncle 3 tomg, bilocular, globular, 1-1.5 cm
of diameter, stigmas 2, persistent and recurvebeatop, exocarp smooth, glabrous, covered

by more or less prominent wrinkles. Fruit abortad aeeds unknown.

Distribution and ecology— Not seen in the wild since 1910; known only fromrkee de la
Bathie’s two collections made in 1905 and 1910mfr@lict forests of the High Plateau near
Adranomavo (between 50 and 600 altitude meterdhervicinity of Antsirabe (southeast of

Mahajanga), in northwestern Madagascar.

Additional specimens examined: — MADAGASCAR. Ankissompo[b?]e prés
d’Ambatonhikina (Bermarivo) [unreadable and unafabie locality], October 1910, fr.,
Perrier de la Bathie 975@P).

Conservation statusi— This species was collected only once in 1910, sithee type
collection was made in 1905, and it may have gotim@ since then as a result of habitat
loss and/or other threats, as indicated by E. Pdd3.Perrier de la Bathie on the label
accompanying the type specimétuphorbia pirahazacannot, however, be presumed to be
extinct because the region of the type localitgasrly known and no recent survey work has
been conducted. Images available from sourcesasi@voogle Earth indicate that this regions
is highly degraded, which suggests that any remgipopulation of. pirahazois likely to

be very small. For these reasons it is assignectlaninary status of Critically Endangered
(CR Blab(i,ii,iii)+2ab(i,ii,iii) based on the IUCNRed List Categories and Criteria (IUCN,
2011). Considering the above statements, the chBanterediscovering a population is
extremely low and the species may have already ggtiect. In order to give a better picture
of recent extinction events in Madagascar and to@rmmage conservation efforts we follow the
recommendations of Butchart and colleagues (20§@6placing it in a informal category,
Critically Endangered (Possibly Extinct) (CR (PE)).

Notes: — In the protologue oEuphorbia pirahazp Jumelle (1905b) describes the female
flowers of the cyathia as tricarpellate with 3 egyland a 3-locular ovary. However, none of
the available material appears to have any fenhaleefs. Considering that the fruits bear two
stigmas, it seems unlikely that the ovary is tpedlate and we have therefore not indicated

this in the description provided above.
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Nomenclatural notesi— The first name published based on material assigméus species,
dating from 1905, wakuphorbia elasticaJum., a later homonym of a West African species
described three years earlier Poisson & Pax (190@)elle (1905b) quickly realized his error
and republished his description, using the ndmepirahazo Jumelle’s two publications
mention the month when the species was discovéMey (903) but provide no information
on the exact collection date. Perrier de la Bathigcknowledged as the collector. Only three
gatherings of this species are known. One is locatKew (K), without collection date and
collector name, is labelledt: elasticalum.” and was sent to Kew by Jumelle. The two ather
deposited at P and bearing nanke pirahazoJum.’, collected by Perrier de la Bathie in
November 1904 (coll. no. 1664, P00169657) and Déeeml910 (coll. no. 9756,
P00078078)The Kew specimen is thus the only one bearing al lai@ntioning the namk.
elasticg which appears to have been written by JumelleseinThe specimens at P do not
bear the namg. elasticaand the only information in Jumelle’s hand is &enon the label of
Perrier 1664 indicating that a duplicate was semtdw. Considering the above facts, it seems
reasonable to regard the Kew specimen and the axig Buplicates of Perrier de la Bathie
1904 collections as syntypes. The lectotypificatwill be addressed in the published

manuscript’

22 pccording to McNeill et al. (2006: Art. 9 Rec. 93Y), it seems reasonable to regard the Kew speciasehe
lectotype ofE. elastica as it is likely a duplicate of Perrier 1664. Tinest conservative approach would be to
consider the Kew specimen as a duplicate belonginpje same gathering as Perrier 1664, this makgay
Paris specimen isolectotype.
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Figure 3 Euphorbia pirahazoA. Leaves. B. Detail of a terminal cyathium. C. Cysgghyll. D. Detail of a fertile branch
showing a terminal young fruit. E. Young fruit. B, C. Perrier de la Bathie 1664K, P). D, E.Perrier de la Bathie 9756

(P).
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Euphorbia ‘haevermansii’X. Aubriot & Lowry, spec. nov., inetf.(Figure 4)

Type—MADAGASCAR. Province de Diego-Suarez/Antsirananaysspréfecture de
Vohemar, commune rurale de Daraina, forét d’Ankarah3°18'S, 49°40’E, 640 m,
19 December 2005, flRanirison & Nusbaumer PR 108bolotypus: P [PO0078032]!;
isotypus: G [G00090464]!)

Small tree to tree, to 11 m tall, sexuality difficto determine; trunk to 14 cm in
diameter at the base, unbranched at the base;sbawskth, lenticeled; secondary branches
slender and numerous, in crown at the ends ofwhgst young branches rounded, green.
White latex present in all organs. Leaves simpkermate, grouped at the ends of the twigs,
blade shiny, light green abaxially, dark green #&albx fleshy, obovate to spathulate, about
twice longer than wide, (5-)7-8(-11) x 3—4 (-5) ghaprous, primary vein light-green, well
impressed adaxially, secondary veins numerousnspiouous, base attenuate, margin entire,
smoothly revolute, apex finely acuminate to muctenpetiole (1-)1.5-1.7(-2) cm long, light
green, glabrous; stipules 2, gland-like.

Sexuality difficult to determine with the existingaterial. Cyathia pseudoterminal,
solitary, less often in pairs, obconical and brgasibreading, 1 cm in diameter when dry
(including the glands), glabrous. Male cyathia lgoaom weakly developed peduncles 4 mm
long; cyathophylls 2, deciduous, glabrous, spatbuld x 0.5-0.7 cm, apex mucronate,
inserted at the base of the peduncle, borne owlestb mm long. Glands 5, fleshy, thick,
contiguous, 5 x 3 mm, elliptic to reniform, slightbilabiate, outstreched, glabrous; surface
light green, softly dotted; margin yellow-greenickened, slightly revolute. Interglandular
bracts 5, straight, orbicular (3 x 3 mm), glabrogrgen, margin laciniate. Staminate flowers
numerous, divided into 5 cymes, surrounded by awvort of bracteoles numerous,
filamentous, lingulate, hyaline. Staminate flowevsll exserted from the cyathia cup at
maturity, borne on a pedicel 6 mm long, filamefhi®,t3 mm long, anthers light green, 0.5
mm in diameter. Female cyathia solitary or in palerne on peduncles 1.2 cm long;
cyathophylls 2, deciduous, inserted at the baskeotup. Female flower unseen.

Mature fruits 1-2 at the ends of the fertile twigggct, borne on peduncle green, ribbed,
1.2 cm long; fruit green when fresh, triloculaigéme, sulcate, glabrous, 2 cm in diameter,

% Nous n'avons pas l'intention de publier ces despéees nouvelles dans le cadre de ce travail de.tEles
seront publiées ultérieurement et les noms des egpéces nouvelles sont donnés entre guillemets.
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stigmas 3, persistent, straight, crowning the fieéeds 3, trigone, 1.2 x 1.2 cm, 2-lobed with

a remaining hile at maturity, testa smooth, browd glabrous.

Etymology: — This new species is named in honor of Thomas Haswes as mark of
recognition of his invaluable contribution to impnog our understanding of Malagasy
Euphorbia Thomas’s studies have opened the way for devedo@ much improved
classification of the group, and his research hasnbimportant in strengthening our

understanding of the processes responsible fotgtiversification in Madagascar.

Distribution and ecology:— Tropophytic semideciduous forests in the Daraingiore of
northeastern Madagascar. 600—-700m.

Additional specimens examined: — MADAGASCAR. Province de Diego-
Suarez/Antsiranana, sous-préfecture de Vohemar,meom rurale de Daraina, forét de
Binara, 13°15’S, 49°37'E, 715 m, 21 December 2003Nusbaumer LN 86%G); Province
de Diego-Suarez/Antsiranana, sous-préfecture deMah commune rurale de Daraina, forét
d’Ankaramy, 13°18’S, 49°40’E, 23 February 2004, Ranirison & Nusbaumer PR 4G&):
Antsiranana. Ambilobe, Betsiaka, forét d'AndavakoeB km au Nord de Betsiaka,
Dilan'Antemoro, 13°7'47"S, 49°13'42”E, 508 m, 1lanuary 2006, fl.Razafitsalama et al.
900 (CNARP, MO, P, TAN).

Conservation status— Euphorbia ‘haevermansii’ inechas an Extent of Occurrence (EOOQO)
of ca. 20 kmi, an Area of Occupancy (AOO) around 30%mand is known from three
localities, comprising three adjacent subpopulati@mvo of which occur within the Loky
Manambato protected area). Consequently, we adsighorbia ‘haevermansii’ ineda
preliminary status of Endangered (EN Blab(i,ititab(i,ii,iii)) based on the IUCN Red List
Categories and Criteria (IUCN, 2011).

Notes: — Euphorbia ‘haevermansii’ inedclosely resembles t&. pachysanthaand E.
pirahaza However, it differs fromE. pirahazo by several morphological characters.
Euphorbia ‘*haevermansii’ ineds a small tree (up to ca. 10 m tall) with a smoogink and
trilocular fruits, wherea€. pirahazois a large tree (20 m tall) with the bark rolledoin
cylinders (as in some speciesRunug and bilocular fruits. The new species differsnrg.

pachysanthan having cyathia glands that are elliptic to fenn and directly inserted on the
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cyathia cups, rather than crescent shaped and lworre developed pedunclEuphorbia
pirahazo grows in remnant dry, deciduous forest in westeraddyascar (south of the
Namoroka protected area) abid pachysanthaccurs in rainforest in eastern Madagascatr,
whereask. ‘haevermansii’ inedis known only from forests in the area near the y-ok

Manambato reserve in northern Madagascar.
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Figure 4 Euphorbia ‘haevermansii'spec. nov., inedd. Habit. B. Leaf. C. Cyathium. D. Cyathophyll. E. tB# of a fertile
branch showing one terminal mature fruit. F. Fruis Details of the seed. A, B, C, Ranirison & Nusbaumer PR 1036,
P). E., F, GNusbaumer LN 866G).
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Euphorbia ‘nusbaumeri’X. Aubriot & Lowry, spec. nov., inetf. (Figure 5)

Type—MADAGASCAR. Province de Diego-Suarez/Antsirananaysspréfecture de
Vohemar, commune rurale de Daraina, forét d’Amhdlmmba, 13°10’S, 49°39'E, alt.
470 m, 27 January 200&anirison, Wohlhauser, Nusbaumer PR 3Balotypus: P

[PO0751341]!; isotypus: G [G00028186]!)

Shrub to small tree, to 6 m tall, monoecious; trtmk 8 cm in diameter, unbranched at
the base; bark smooth, brown; secondary branceeslel, in crown at the top of the trunk.
White latex present in all organs. Leaves simplterm@ate, grouped at the ends of the twigs,
blade shiny, light green abaxially, dark green &albx fleshy, morphology very variable,
elliptic to obovate, (4-)5-6(-8.5) x 2-3(-4), glas, primary vein light green, well
impressed adaxially, secondary veins numerousnspiouous, base attenuate, margin entire,
minutly serrate when young, thickened, undulatexamucronate; petiole small, (4—)6—-8(—
10) mm, light green to white, glabrous; stipulegland-like.

Cyathia pseudoterminal, 2 to 4 grouped, less o$titary, functionally protandrous,
cupuliform, slightly opened, 0.6 cm in diameter whadry (including the glands), glabrous,
borne on well developed peduncles 6—-7 mm long; hoytylls 2, deciduous, glabrous,
spathulate, 0.6 x 0.4 cm, apex mucronate, subdjgpE.5 mm from one another), inserted
at the base of the cup. Glands 5, fleshy, contigu8u 2 mm, elliptic, recurved towards the
cup, glabrous; surface light-green and softly abtiéhen young, orange to reddish when
mature; margin yellow-green, undulate. Interglandiracts 5 covering the cyathia cups
when young, orbicular (2 x 2 mm), glabrous, greem@rgin laciniate. Staminate flowers
numerous, divided into 5 cymes, bracteoles numerdilanentous, hyaline. Staminate
flowers weakly exserted from the cyathia cup atumit, borne on a pedicel 2 mm long,
filaments thin, 1 mm long, anthers ca. 1 mm in digen Pistillate flower erect, located in the
center of the cyathium, glabrous, stigmas 3, biedurved.

Mature fruit (1-)2—4 at the ends of the twigs, gréorne on peduncle green, ribbed;
fruit shiny green, unilocular, spherical, smootkgbgous, ca. 1 cm in diameter, stigmas 3,
persistent, minutly recurved, crowning the fruieeSis 1, pea-shaped with two rounded basal
lobes, 8 x 8 x 6 mm, apex pointed, testa smoothyaseh.

2 Nous n’avons pas l'intention de publier ces despéees nouvelles dans le cadre de ce travail de.tEles
seront publiées ultérieurement et les noms des egpéces nouvelles sont donnés entre guillemets.
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Etymology: — This new species is named in honour of Louis Nustsyuwho contributed
greatly to the inventory project of the once poarbflected Loky-Manambato region. His
constant help with preparations for fieldwork coctga in Madagascar, especially in the

northeastern part of the island, was invaluable.

Distribution and ecology:— Tropophitic semideciduous forests in the Daraingioe of

northeastern Madagascar. 230-1000 m.

Additional specimens examined:- MADAGASCAR. Forét de Sahafary S./P. Diégo-Suarez,
[12°34’S, 49°26’E], 2 December 1970, flDebray 1558-D (P); Province de Diego-
Suarez/Antsiranana, sous-préfecture de Vohemar,meom rurale de Daraina, forét de
Solaniampilana-Maroadabo, 13°6’S, 49°35’E, 541 nkeébruary 2006, fr.Nusbaumer &
RanirisonLN 2173(G); Province de Diego-Suarez/Antsiranana, soafepture de Vohemar,
commune rurale de Daraina, forét de Bekaraokajepadrd, 13°6’S, 49°42’E, 230 m, 12
February 2004, fr.,Nusbaumer & RanirisonLN 1156 (G, P); Province de Diego-
Suarez/Antsiranana, sous-préfecture de Vohemar,meoma rurale de Daraina, forét de
Solaniampilana-Maroadabo, 13°6’S, 49°35’E, 562 nkebruary 2006, frNusbaumer &
RanirisonLN 1994 (G, P); Sava, Vohemar, Andrafainkona, Ampisarahif@ét dense sub-
humide de moyenne altitude de Maromaniry, situé®& &m au Nord d'Ampisarahina,
13°38'38"S, 49°32'51"E, 1090 m, 10 September 20@7, Randriambololomamonjy et al.
392 (MO, P, TAN).

Conservation status:— Euphorbia ‘nusbaumeri’ inedwith an Extent of Occurrence (EOO)
<500 knf, an Area of Occupancy (AOO) of ca. 40 %nmand 2 severely fragmented
subpopulationsis assigned a provisional status of Endengered BE&b(i,ii,iil)+2ab(i,ii,iii))
based on the IUCN Red List Criteria (IUCN, 2011).

Discusssion:— Euphorbia ‘nusbaumeri’ inednost closely resembles . ‘haevermansir’
ined, but differs in having fruits 1-seeded, unilocuemooth and grouped by 2 to 4 whereas
E. ‘haevermansii’ ined bears 3-seeded fruits, trilocular, deeply sulcamel solitary or
grouped by 2. The seedsBdfiphorbia ‘nusbaumeri’ inedare pea-shaped whereas thosg of
‘haevermansii’ inedare trigone. The cyathia &uphorbia ‘nusbaumeri’ inedare bone on
well developed peduncles (6—7 mm long) whereasetbhbk. ‘haevermansii’ ined. are borne

on weakly developed peduncles (4 mm long). Cyatgtglof Euphorbia ‘nusbaumeri’ ined.
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are directly inserted at the base of the cyathfawhereas cyathophylls &. ‘haevermansii’
ined are inserted at the base of the peduncle (no cyhtttis or insertion traces visible on the

peduncle).
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Figure 5 Euphorbia ‘nusbaumerj’spec. nov., inedA. Detail of a fertile branch showing four termirglathia. B. Leaves.
C. Cyathium. D. Cyathophylls. E. Detail of a youg féenffower with the ovary still half included in treup. F. Detail of a
fertile branch showing three terminal mature frd@t.Details of a fruit. H. Details of a seed. A, Randriambololomamonjy
et al. 392(MO, P, TAN). B, F, G, HRanirison, Wohlhauser, Nusbaumer PR 831P). D, EDebray1558-D(P).
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Abstract

The island of Madagascar is a key hotspot for gr@ugEuphorbig with at least 170 native
species, almost all endemic. Threatened by haloisat and illegal collection of wild plants,
nearly all Malagasyeuphorbiaare listed in CITES Appendices | and Il. The abseot a
reliable taxonomic revision makes it particulariffidult to identify these plants, even when
fertile, and thereby compromises the applicationGTES regulations. DNA barcoding,
which can facilitate species level identificationespective of developmental stage and the
presence of flowers or fruits, may be a promisiogl for monitoring and controlling trade
involving threatened species. In this study, we tee potential value of barcoding on 41
Euphorbiaspecies representative of the genus in Madagassiagthe two widely-adopted
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core barcode markersm@tK andrbcL), along with two additional DNA regions, nuclediS
and the chloroplastic intergenic spapsbA-trnH For each marker and for selected marker
combinations, inter- and intra-specific distancenestes and species discrimination rates are
calculated. Results using just the ‘official’ bagdonry markers yield overlapping inter- and
intra-specific ranges and species discriminatidesrdelow 60%. When ITS is used, whether
alone or in combination with the core markers, ggediscrimination increases to nearly
100%, whereas the addition p§bA-trnH produces less satisfactory results. This study, th
first ever to test barcoding on the large, comnadéiscimportant genuguphorbig shows that
this method could be developed into a powerful iidieation tool and thereby contribute to

more effective application of CITES regulations.

Introduction

During the last decade, DNA barcoding has been ptethas a new tool to facilitate species
level identification of organisms (Hebert et al.03@,b) by accelerating and automating the
process using short, standardized DNA regions &=%iesp tags. Material that might be
unidentifiable using traditional morphological medls alone can, by means of barcoding,
easily and reliably be assigned to a species. Tdua ®Vorking Group of the Consortium for
the Barcode of Life (CBOL Plant Working Group 200@s recently selected a set of markers
for plant barcoding, although they have not yetnbsted across the full diversity of plant
groups. Given the rapidly increasing use of DNAusgwing as both technical and financial
constraints diminish, barcoding is becoming aneasmgly promising approach, particularly
in the context of large-scale biodiversity survéyswhich rapid, accurate identifications are
required (Lahaye et al. 2008, Vernooy et al. 20MJreover, there is an urgent need to
develop a cost-effective system for easy and reliadentification in fields such as drug
discovery, verification of herbals and other plaated products, ecological studies, and the
national and international regulation of trade inirmy biological materials — e.g., species
regulated by the Convention on International Tradeéndangered Species of Wild Fauna and
Flora (CITES) (Cowan et al. 2006, Chase et al. 20@fentini et al. 2009, Ogden et al. 2009,
Yesson et al. 2011, Johnson 2010). However, thetipah use of DNA barcoding is still in a
developmental stage and it is therefore crucialcenduct real-life tests to evaluate its
effectiveness as an identification tool, particiylan the context of applied uses such as the
control and management of threatened and/or pemteatganisms, for which barcoding is
often promoted. To our knowledge only two studieal@ating the barcoding approach for



99

CITES listed plants have been published to date Y&sson et aR011 and Parveen et al.
2012), which points to the need for additional aesk to assess its general utility for the
conservation and management of illegally tradedhegdred plants.

MalagasyEuphorbia provide a good model for testing the utility of DN#arcode
methods for plant identificatiorEuphorbig the second largest genus of flowering plants
(with ca. 1850-2000 species), is present in alnegsty part of the globe (Govaerts et al.
2000, Steinmann & Porter 2002, Mabberley 2008). eMineless, no reliable taxonomic
revision or authoritative reference work is avd#alior the genus, and the most recent
comprehensive treatment is that of Boissier, phblis150 years ago (Boissier 1862, 1866).
Recent taxonomic and phylogenetic studieEwbhorbiahave focused on establishing a new
sub-generic classification (Bruyns et al. 2006, yahal. 2012) or on revising geographically
localized species (Binojkumar & Balakrishnan 20R@hlevani & Riina 2011, Pahlevani et al.
2011), and thus contribute to an ongoing revisibtihe entire genus.

The island of Madagascar has at least 170 speé€i€&ughorbig 98% of which are
endemic, making it a key hot-spot for the genuse{féamans 2003). Despite this exceptional
diversity, no general treatment of MalagaSyphorbiais available and only few recent
taxonomic and phylogenetic works have attemptedetcompass the full diversity of
MalagasyEuphorbia(see Haevermans 2003, Rebmann 2007, and also F&%) 1998 for
succulent taxa).

Micro-endemism is a common phenomenon within Magdauphorbig as many
species are restricted to small areas and comgnaggnented populations (Haevermans
2003). Owing both to severe degradation and ddstruof their natural habitats (Harper et
al. 2007) and to excessive pressure from illegdlecting, around 80% of Malagasy
Euphorbia species are threatened, i.e., they are either rabtes endangered or critically
endangered (Haevermans et al. 2004), accordinigetdnternational Union for Conservation
of Nature (IUCN) risk of extinction criteria andtegories (IUCN 2001). Many Malagasy
species oEuphorbiaare illegally collected in the wild by unscrupusocollectors (X. Aubriot
and T. Haevermans, pers. obs.) and internatiomatjed, presenting significant threats as a
result of overexploitation, sometimes leading te thtal decimation of entire populations.
Consequently, nearly all native species are listgdiITES Appendices | or Il (Haevermans et
al. 2004). All taxa currently listed in Appendibélong to the endemic subgerLecanthis
(Raf.) M.G.Gilbert (ca. 110 taxsensuHaevermans et al. 2009, Haevermans et al. 2004),
which includes the most critically threatened liéems (i.e., spiny and succulent species as

well as geophytes). Moreover, Malagdsyphorbiaare notoriously difficult to identify, and
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most taxa have been described by amateurs in absoublications, making reliable
application of species concepts and identificattmen more problematical. Consequently,
although the genus shows a tremendous range ofhologies, closely related species are
often difficult to distinguish from one another, eev when in flower or fruit. Because
Malagasy Euphorbia are highly threatened by habitat loss and illegallection for
commercial purposes and are perplexingly diffitcalidentify, they constitute an exemplary
group for which DNA barcoding might serve as aipatarly valuable identification tool for
management and control.

The work presented here is based on a representatimple comprising around 25% of
the MalagasyEuphorbia species, which is used to estimate sequence quality the
discriminatory power of barcode markers. Speciicake aim to determine if the currently
adopted core barcode markargtK andrbcL, are adequate to identify Malagasyphorbia
We also seek to test the potential value of twaiteméhl markers psbA-trnH (Kress et al.
2005, CBOL Plant Working Group 2009) and nuclea® IKress et al. 2005, Sass et al.
2007), taken alone or as complements to the corkarsga Then, we explore the potential use
of the DNA barcoding method to help clarify spediest within MalagasyEuphorbia And
finally, we examine issues regarding the technifsdsibility of DNA barcoding for

identifying and managing threatened species, imetuthose covered by CITES .

Materials and Methods

Taxon and marker sampling

Recent targeted fieldwork in Madagascar, suppleetetity the study of living plants in
several European collections (in particular thas®\iageningen and Heidelberg), allowed us
to compile our core sampling, which covers at |&¥% of Malagasy species (i.e., around
100 species). However, given the diversity of teaug in Madagascar (at least 170 spp.) and
the current lack of clarity regarding the delimiat of some members of the group, taxon
selection is a key issue for any molecular studyirag to test species concepts. To minimize
errors in identification, we therefore limited @ampling for the present study to material that
could be identified unambiguously. We also excludddw specimens belonging to possible
new species or for which species-level identifmatwas uncertainn fine, the core sampling
comprised material of 41 species (representing reta26% of the total in Madagascar),

including members of each of the infra-generic geodefined by Haevermans (2003), with



101

the sole exception of the monotygc antsogroup. At least two accessions of each species
were used, resulting in a total of 148 samples %@@2 sequences (Table 1; Appendix S2,
Supporting information). Following the recommendas of the CBOL Plant Working Group
(2009), we sequenced the two core barcodeati and rbcl), both of which represent
portions of coding plastid genes. In an attempXplore other potentially useful loci, we also
sequenced the plastid intergenic spapsbA-trnH and the nuclear ribosomal internal
transcribed spacer (ITS) region (comprising ITS8s%nd ITS2) (For a complete list of the

molecular markers used, see the Appendix S1, Stipgdnformation).

No. of accessions
Species sequenced for all 4
markers

Sub-generic clades (fide
Haevermans 2003)

Euphorbia ambarivatoensis
Euphorbia ankarensis
Euphorbia banae

Euphorbia berorohae
Euphorbia bulbispina
Euphorbia capmanambatoensis
Euphorbia capsaintemariensis
Euphorbia cf. milii

Euphorbia cylindrifolia ssp. cylindrifolia
Euphorbia didiereoides
Euphorbia gotitebei
Euphorbia hoffstaetteri
Euphorbia horombensis
Euphorbia iharanae
Euphorbia labatii

Euphorbia leuconeura
Euphorbia lophogona
Euphorbia millotii

Euphorbia nheohumbertii
Euphorbia paulianii

Euphorbia rossii

Euphorbia thuarsiana
Euphorbia viguieri

Euphorbia waringiae

Clade of E. milii

W WWWNNNWWWNOOWNNWOAOAONWMNNDN

Euphorbia ankaranae 2
Clade of E. pyrifolia Euphorbia mahabobokensis 6
Euphorbia martinae 2

Euphorbia alluaudii 14

Clade of E. alluaudii
ade of . alluaudi Euphorbia cedrorum 2

Euphorbia mananarensis 4

Clade of E. h th
ade of £. pachiysantia Euphorbia mandravioky 6
Euphorbia analalavensis 2
Euphorbia decorsei 3
Euphorbia enterophora 4
Clade of E. tirucalli and E.  Euphorbia intisy 3
tetraptera Euphorbia kamponii 2
Euphorbia randrianjohanyi 4
Euphorbia rauhii 4
Euphorbia tirucalli 5
Clade of E. denisii Euphorbia denisii 4
Clade of E. orthoclada Euphorbia orthoclada 4

41 species 148 accessions

Table 1. List of the Malagas¥uphorbiaspecies included in the present study, sorted fog-sreneric clade affiliation. All
four markersihatK rbcL, psbAtrnH and ITS) were sequenced for each accession.
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DNA extraction, amplification, sequencing and dasssembly

Total DNA was extracted from leaf fragments, flosver young green shoots (for leafless
individuals), which were dried immediately aftedleotion in silica gel (Chase & Hills 1991).
Dried material was ground using a Mixer Mill MM 300 with tungsten carbide beads
(Qiagen Inc.) and with molecular grade Fontaineblsand. Total DNA was extracted with
the Dneasy™ Plant kit (Qiagen Inc.) following thamfacturer’'s protocol. All PCRs were
performed in a total reaction volume of 2& containing 15.75uL of autoclaved ion-
exchanged water, oL of Tag & Load Mastermix (MP Biomedicals Inc.),76.uL of DMSO
(M), 1 uL of each primer (10uM) and 1,& of unquantified DNA template.

The entire ITS region was amplified using the failog PCR protocol: 2-min initial
denaturation at 94°C, 30 cycles of 1-min denatanaéit 94°C, 1-min annealing at 52°C, and
3-min extension at 72°C followed by a final extemsof 7-min at 72°C. PCRs fonatkK were
performed with a 2-min initial denaturation at 9432 cycles of 1-min denaturation at 94°C,
1-min annealing at 53°C, and 1.5-min extensionZ2aC7followed by a final extension of 4-
min at 72°C. PCRs forbcL were carried out with a 1-min initial denaturatian94°C, 35
cycles of 1-min denaturation at 94°C, 1-min anmepét 48°C, and 1.5-min extension at 72°C
followed by a final extension of 4-min at 72°C. &liy, PCRs fopsbA-trnHwere performed
with a 5-min initial denaturation at 96°C, 34 cylef 1-min denaturation at 96°C, 1-min
annealing at 52°C, and 0.5-min extension at 729o@d by a final extension of 5-min at
72°C.

Purification and sequencing of PCR products watopeed by the National Centre for
Sequencing (Génoscope) in Evry, France, using dh@egrimers, except for ITS amicL,
for which a pair of interior primers was used (8¢pendix S1, Supporting information). The
complete sequences were assembled and manualbd edsing Sequencher® 4.9 (Gene
Codes Corp.). The sequences and voucher informatierarchived in GenBank (Appendix
S2, Supporting information; GenBank Accession nundigg951967-JQ952558).

Data analysis

To estimate the quality @uphorbiasequences, we used a recently published Barcodigyqua
index, By (Little 2010, Jeanson et al. 2011), which takes sBccount sequence quality and
the extent of the overlap between complementary dftAnds of the same sequence; B
values that tend towards 1 indicate that sequenaktyjis maximal and that overlap between

the DNA strands is nearly completehdex values were calculated for each sequendé (wi
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the exception of those lacking quality values andsé with mono-strand sequences), and
variation in sequence quality among and within reakas tabulated. We used the pairwise t-
test in R (R 2.14.0http://cran.r-project.ory/to assess statistical differences in sequence

guality among barcode markers.

For each marker, sequences were automaticallyeaigrsing MUSCLE 3.6 software
(Edgar 2004), visually adjusted as needed, andntédchto the outermost external barcoding
primers. However, when the sequences obtainedeab’tland 3’ extremities were of poor
quality, as was often the case, they were deletedder to avoid biases in the analyses. Thus,
for thematK barcoding region, the first 53 bases and the lastates were excluded from the
aligned matrix. Similarly, fopsbA-trnH the first and last 47 bases were removed, anthhe
14 bases were trimmed off the 3’ extremity of I'T&gjsences. The pairwise p-distances were
calculated and analyzed for each region using tE&SK 5.0 Kimura two-parameter (K2P)
model (Tamura et al. 2011). The frequency distrdng of interspecific and intraspecific
sequence divergences for each barcode region hemesstimated.

In order to test the rate at which accurate ideations of material were made based on
the barcode sequences in our dataset, we usedapeam TAXONDNA (Meier et al. 2006),
both for each marker taken individually and foresé¢d combinations of two or more
markers. By assessing the pairwise p-distances afigned data set, this software determines
the closest match of a given sequence by compating all others. To determine the
proportion of successful identifications for eachrker taken individually, we used the ‘Best
match’ and ‘Best close match’ criteria in TAXONDN®/e then assessed the identification
scores for the concatenation of the two core basofhatKk and rbclL), to which we
subsequently added the ITS ampdba-trnH sequence data. The ‘Best match’ method
determines the closest match for a given sequehtiee closest match belongs to the same
species the identification is considered a sucéegdyelongs to another species it is regarded
as a misidentification, and if several equally gdoelst matches’ are recovered referring to
two or more different species, the identificatisnstored as ambiguous. Using the frequency
distribution of the intraspecific pairwise distarceghe TAXONDNA program calculates a
similarity threshold value below which are foun®®%f all intraspecific pairwise distances
(Meier et al.2006, Newmaster et aP008). The ‘Best close match’ method identifies all
barcode matches whose value exceeds this threghekk are regarded as unidentified. If a
barcode match is lower than the threshold valuerdbults are interpreted in a manner similar

to that of the ‘Best match’ criteria.



104

Results

Sequence quality

The best sequence qualities were obtaineghdba-trnH(mean By= 0.86) and the two core
barcodesmatK andrbcL (mean By = 0.85 for both); 75% of the sequences obtaineth fro
rbcL, matK and psbA-trnHhad a By value above ca. 0.80. Sequence quality for thieset
markers was not statistically different (Pairwidest,P = 0.05). ITS had the lowest sequence
guality (mean Bp= 0.74), a value that is statistically differendrfr those of the other three
markers (Pairwise t-tesk, = 0.05); 25% of ITS sequences had a low falling below 0.66
(Figure 1).
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Figure 1 Box plots of sequence quality {83 [y-axis], for each of the four barcoding markasgd [x-axis].

Sequence divergence and identification success
The two core barcode markers (matK and rbclL)

The alignedbcL matrix (excluding external primers) was 1450 pleimgth, with 70 variable
sites and no indels. Interspecific distances (rapd@iom 0-0.027) were generally larger than
intraspecific values (0-0.002). However, no dispanty was found between intra- and
interspecific ranges. Around 30% of the interspedfstances are below 0.002 (Figure 2). On
its own,rbcL is of very limited value for correctly matchinggsences to species: under both
the ‘best match’ and ‘best close match’ modelss mn 50% of thebcL sequences were

correctly identified, and most of the identificat®(ca. 55%) were ambiguous (Table 2).
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The matK region was 825 pb long when aligned, with 121 \desasites and two gaps

(resulting from insertions present in some sampliedgrspecific distances (0—0.094) were

indistinguishable from intraspecific values (0—-&DOwith ca. 27% of the interspecific

distances below 0.005 (Figure 2). As wilicL, matK alonedoes not perform well for making

identifications based on sequences, with only 0& Hroving successful.

When data for the two core barcodes are concawndétey still performed rather

poorly, with only ca. 60% successful identificagonintraspecific distances (0-0.003)

overlapped with interspecific distances (0—0.05)hwround 23% of the latter below 0.003.
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Best match

Best close match

Succesfuly identified Ambiguous Misidentified Succesfuly identified Ambiguous Misidentified No match Threshold

Regions
matk 72 (48.64%)
rbeL 63 (42.56%)
matk + rbcL 88 (59.45%)
psbA-trnH 'mon-corrected' 118 (79.72%)
psbA-trnH 'corrected' 119 (80.4%)
matk + rbcL + psbA-trnH 'mon-corrected' 123 (83.1%)
matk + rbcL + psbA-trnH 'corrected' 125 (84.45%)
nrlTS 147 (99.32%)
matk + rbcL + nrITS 147 (99.32%)
matk + rbcl + psbA-trnH 'non-corrected' + nrlTS 143 (96.62%)
matk + rbcL + psbA-trnH 'corrected' + nrITS 145 (97.97%)

70 (47.29%)
82 (55.4%)
55 (37.16%)
17 (11.48%)
16 (10.81%)
11 (7.43%)
12 (8.1%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
2 (1.35%)
2 (1.35%)

6 (4.05%)
3 (2.02%)
5(3.37%)
13 (8.78%)
13 (8.78%)
14 (9.45%)
11 (7.43%)
1(0.67%)
1(0.67%)
3 (2.02%)
1(0.67%)

71 (47.97%)
58 (39.18%)
87 (58.78%)
118 (79.72%)
119 (80.4%)
123 (83.1%)
125 (84.45%)
147 (99.32%)
147 (99.32%)
140 (94.59%)
145 (97.97%)

70 (47.29%)
76 (51.35%)
54 (36.48%)
17 (11.48%)
16 (10.81%)
11 (7.43%)
12 (8.1%)
0 (0%)
0 (0.0%)
2 (1.35%)
2 (1.35%)

6 (4.05%)
3(2.02%)
5(3.37%)
13 (8.78%)
13 (8.78%)
14 (9.45%)
11 (7.43%)
1 (0.67%)
1(0.67%)
2 (1.35%)
1(0.67%)

1 (0.67%)

11 (7.43%)
2 (1.35%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
4(2.7%)
0 (0.0%)

0.27%
0.06%
0.13%
1.90%
0.93%
0.50%
0.33%
1.30%
0.40%
0.54%
0.48%

Table 2 Identification success of MalagaByphorbiabased on the “best match” and “best close matehétfons of the program TAXONDNA (Meier et al. 2006

for each barcoding marker and for selected comioinsitof two or more markers. The preferred baragdiption for identification of the Malagaguphorbiais

highlighted in grey. Highest values for each baineganarker and for each function of the programagthmatch' and 'best close match') are given ih. bol
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psbA-trnHmatrix and then a ‘corrected’

distances between

matrix, in which the sequences of the
As expected,

inversion were manually re-inverted.

which

sequences were lower when using the

‘corrected’ psbA-trnH matrix,

0-0.119 as compared to distances from

yielded interspecific values ranging from
0-0.150 for the

matrix.

‘uncorrected’

Intraspecific values were 0-0.013 using

matrix.

‘uncorrected’

the ‘corrected’psbA-trnH matrix, versus

0-0.032 for the

The overlap between interspecific and

intraspecific distances is greater when

using the ‘uncorrected’ matrix (35% of
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the interspecific distances below 0.032) than foe tcorrected’ matrix (22% of the
interspecific distances below 0.013) (Figure 2).

The psbA-trnH region, whether ‘corrected’ or not for the inversioprovides a
comparatively high reliability of identification, ith a success rate of ca. 80% (the rate of
accurate identification being slightly better usthg ‘corrected’ matrix). However, when the
psbA-trnHregion is concatenated with the two core barcodesitification success increases
only slightly, and does not exceed 85% (Table 2).

The aligned ITS region was 713 pb in length, wigY ¥ariable sites and several indels.
Interspecific distances (0-0.324) showed little riage with intraspecific values (0-0.015),
and only 2% of the interspecific values were be@15 (Figure 2). The ITS region was the
most efficient of the four markers examined at sgstully discriminating species, with a rate
of nearly 100%, which was unchanged with the additf matKandrbcL (Table 2).

When all four barcode regionsbfL, matK psbA-trnH and ITS) were concatenated
together, the rate of accurate identification dexpglightly to ca. 97%. As fopsbA-trnH
alone, identification power of the fully concatesdhtdataset was slightly better using the

‘corrected’psbA-trnHmatrix.

Discussion

The illegal exploitation and sale of wildlife repemts a flourishing multi-billion dollar
industry that contributes significantly to the mang threats faced by thousands of plant and
animal species (Johnson 2010). The ability of coesmtthat have signed the CITES
convention to regulate international trade of bgital materials is, however, severely
hampered by a lack of reliable procedures to makerrate identifications of samples that
require verification. Barcoding offers the prospetiproviding just such a tool. Our results
indicate that this method indeed provides a povewviay to identify species oEuphorbia
from Madagascar, and they suggest that barcodingbmauseful for discriminating the ca.
2000 species that comprise the genus as a whaleding the succulent taxa whose trade is
regulated under CITES.

The successful application of barcoding requiregh lquality DNA sequences (Little
2010, CBOL Plant Working Group 2009). For the sampl MalagasyEuphorbia studied
here, mean sequence quality (meag) Banged between 0.74 and 0.86 (with a minimum of
0.38 and a maximum of 0.96), values that are cterdisvith those obtained in other studies,
which fell between 0.40 and 0.93 (Jeanson et dl120ittle 2010). These values also match
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the criteria indicated by the CBOL Plant Workingo@p (2009) as sufficiently reliable for
barcoding. However, species discrimination is ambigg when only the two core barcode
markers,matK andrbcL, are used, whether individually or together. TiBi€onsistent with
earlier reports; the limited power ofatKk andrbcL has been observed in several other plant
groups, including the familyMyristicaceae (Newmaster et al. 2008) and the palm tribe
Caryoteag(Jeanson et al. 2011). When two supplemental mauK€S andpsbA-trnH were
used, however, the accuracy of identification iasexl noticeably. Despite the fact that ITS
had the lowest sequence quality of the four markardied, it nevertheless provides a high
level of successful identification. Identificatienccess using ITS approached 100%, whether
used alone or in combination with the two core bdecmarkers, far exceeding the 72% rate
obtained by the core markers promoted by the CB@GntPWorking Group (2009). Our
results also show that ITS is much more informativen psbA-trnH and should be used
preferentially for the barcoding of Malagasiuphorbia Moreover, the numerous
insertions/deletions found ipsbA-trnHmake sequence alignment difficult and compromise
its potential value as a barcode region (Lahayal.e2008, Jeanson et al. 2011). As the
inversions inpsbA-trnHdo not appear to be species-specific within Magdauphorbig if
this marker is used, the matrix should always eithe ‘corrected’ or the portion of the
sequence corresponding to the insertions shoultelaed. Whitlock et al. (2010), in a study
of six species ofsentianaceaeshowed that maintaining inversions in a datasetlead to an
overestimate of intraspecific distances, whereaashmn et al. (2011) found that correcting for
inversion tends to compromise the diagnostic valua mostly interspecific set of bases and
thereby lower the identification power p§bA-trnHregion Regardless of whether correction
for inversions is required in a particular groupe fact thapsbA-trnHcannot universally be
used without first considering this constraint bisniis overall utility as a barcode marker.

An important potential drawback of ITS as a barngdiegion is that it may be subject
to paralogy, i.e., the presence of multiple copieg may not be identical to one another, a
situation that has been reported in the genonteuphorbia(Yang & Berry 2011). Sampling
of divergent paralogues for a given specimen andfmcies would potentially lead to
misidentification, reducing the value of ITS as ardnde marker. Notwithstanding this
potential problem, we observed only a single IT8dan the agarose gels we ran, and we did
not obtain overlapping signals on any of the cqroesling electropherograms, suggesting that
at least in the case of MalagaSyphorbig either ITS is represented by a single copy or if

multiple copies exist, their sequences have undergoncerted evolution.
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Based on a broad study of numerous groups, the CBl@ht Working Group (2009)
formally designatednatK and rbcL as its ‘standard 2-locus barcode’. Our resultswsho
however, that the concatenation of these two ‘@ffidarcodes with ITS does not increase
identification power over ITS when used alone. Thatsleast for Malagasiuphorbig the
use ofmatK andrbcL as barcode markers to support application of thHeEES convention
would be superfluous. ITS offers a reliable barogdiption for rapid, economic and accurate
species discrimination among the Malaggsphorbiaincluded in our study.

Considering the high rate of successful identifaratwe obtained using ITS, DNA
barcoding may also be of value for clarifying théactic taxonomy and species
circumscription among Malagasyuphorbia Recent results based on molecular data have
shown that several species and subspecies, astyrdelimited, are para- or polyphyletic
(Aubriot et al., unpubl. data). In particular, DN#arcoding may help elucidate relationships
within certain groups such as tke pyrifolia Lam. clade, in which most species concepts are
unclear and a critical taxonomic assessment isybadeded (Haevermans 2003). The
contribution of DNA barcoding to resolving taxonamssues within thé. pyrifolia clade
will be addressed in a forthcoming paper.

Given the tremendous taxonomic and structural ditserfound in Euphorbia and
considering the chronic difficulty of accuratelyeittifying material based on morphology
alone, DNA barcoding may be a useful identificatioal for the genus worldwide. The utility
of several markers, including IT$sbA-trnH matK andrbcL, for phylogenetic analysis of
Euphorbia has already been demonstrated in several stubassuccessfully employed
extensive sampling without noticeable problems mpkication, sequencing or alignment
(Steinmann & Porter 2002, Bruyns et al. 2006, Zimmann et al. 2010, Yang & Berry 2011,
Horn et al. 2012). The expanded use of these markers for furéfiorts to explore
phylogenetic relationships within the genus seessur@d, but our results suggest that ITS
along may be sufficient for barcoding efforts ainsdacilitating the accurate identification
of species oEuphorbia

Currently all succulent species Btiphorbiaare covered under the CITES convention.
Yet it is not always possible to determine whethgrlant, cutting, seed or other propagule
belongs to a succulent species, and as a consegueaterial of other species may
erroneously be subjected to CITES control. Morepgeme succuleriEuphorbia currently
covered under CITES are in fact common and wideshrand international trade does not

represent a threat, yet it is often impossibleistirtguish them from other succulent species
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that are highly threatened. Reliable barcoding gdaces for all Malagaskuphorbiacould
help resolve these issues, enabling control fosehgpecies that require it while allowing
trade for those that are not threatened, and thiepebviding a much-needed source of

sustainable income for Madagascar.
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Partie 2.

Analyses phylogénétiques, diversification et
évolution de niches climatiques : 'exemple

du clade GDD (E#phorbia sections

Goniostema, Denisophorbia et Deuterocalls)
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Chapitre 5

Phylogénie dEuphorbia sections Goniostema Denisophorbia et

Deuterocallia Madagascar

|. Introduction

Au sein du sous-genrguphorbia(clade C sensu Steinmann & Porter 2002), les sectio
GoniostemaDenisophorbiaet Deuterocallij toutes trois endémiques de Madagascar et des
fles voisinesforment un clade qui regroupe ca. 91 espéces @&8dn comptant les entités
infra-spécifiques), ce qui représente environ 70%ndmbre total d’especes d’euphorbes
malgaches (fide Haevermans et al. 2009, DorseY. sbas presse). Les trois sections de ce
clade (clade que nous nommerons par la suite € ¢&HD » suivant les initiales des noms
des sections qui le composent), ont été formalis&@mmment par Dorsey et al. (sous presse)
sur la base d’un travail phylogénétique regroupane&chantillonnage représentatif du sous-
genreEuphorbia

La sectionGoniostemala plus connue, essentiellement grace a des esgpineuses munies
de cyathes colorés, comraephorbia milij fait figure de groupe « géant » pour les euptorbe
malgaches avec ses 75 taxa (107 avec les entit@sspecifiques) tous endémiques de la
Grande lle, ou elle est présente dans chacun dess tge végétations existants (fide
Haevermans 2009). La secti@enisophorbia[s. stricto, selon Dorsey et al. (sous presse)],
bien moins connugomprend ca. 13 espéeces arborescentes, presqgas thoilques, plus ou
moins succulentes. Elles sont caractérisées parpled en chandelier, trait architectural
unique cheZ£uphorbia similaire a I'architecture générale desrminalialL. (Combretaceae).
Toutes les espéeces du groupe sont endémiques dagitadhr et des iles voisines ou elles
occupent des milieux variés. Enfin, la sectdauterocalli la moins spécieuse, regroupe 3
especes arborescentes dioiques caractérisées parbrdaches chlorophylliennes trés
succulentes, en forme de pinceau, munies de feuglieculentes trés fugaces. Les espéces de
cette section ont une distribution strictement raafg, discontinue, avec des especes
occupant les zones arides du sud, les inselbegybalds plateaux, ainsi que I'extreme nord

de Ille (Dorsey et al. sous presse).



Au sein du sous-genreEuphorbig le
positionnement global du clade GDD est résc
toutes les études phylogénétiques ont montré
proche parenté entre ce clade et les esp
africaines des sectioiuphorbig Monadeniumet
Rubellae (sensu Dorsey et al. sous presse ;
aussi Steinmann & Porter 2002, Haevermans 2
Bruyns et al. 2006, Zimmermann et al. 2010, H
et al. 2012). Plusieurs études phylogénétic
récentes ont montré la monophylie des sect
Deuterocalliet Denisophorbia(Haevermans et a
2004, Zimmermann et al. 2010, Dorsey et al. s
presse). Les phylogénies déja publiées,
présentent des échantillonnages variables des
sections (au niveau des taxa et des région:
'ADN échantillonnés), ne permettent néanmo
pas de statuer de facon certaine sur la monopl
IV.1.).

pour plusieurs autet

de la section Goniostema (Tableau
Monophylétique
(Steinmann & Porter 2002, Haevermans et
2004, Zimmermann et al. 2010, Bruyns et
2011), la sectionGoniostemaest paraphylétiqu:
pour d'autres (Bruyns et al. 2006, Park & Jan
2007, Horn et al. 2012). Dorsey et collaborate
(sous presse) ont montré que la région

(génome nucléaire) et les régiomatK et ndhF
concaténées (génome chloroplastique) souten.
des hypothéses phylogénétiques difféerentes

sectionGonisotemaest monophylétique avec IT
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Il ressort des ces études qué). le statut phylogénétique de la sect®aniostemaest
profondément dépendant de I'échantillonnage taxamqoenet moléculaire (2) la faiblesse
relative des échantillonnages déployés a ce jourl'dgception de [I'échantillonnage
moléculaire d’'Horn et al. 2012) ne permet pas ddigoer avec confiance la monophylie de
cette section.

Sur l'ensemble des travaux phylogénétiques citéslessus, peu présentent un
échantillonnage taxonomique représentatif de laerdité du groupe, tant au niveau du
nombre d’espéce par sections, qu'au niveau devergité morphologique ou écologique.
Seuls les travaux d’Haevermans et al. (2004), dex8@rmann et al. (2010) et de Dorsey et al.
(sous presse) mettent en jeu des échantillonnagesdmiques plus importants, notamment
en ce qui concerne la secti@oniostemaplus de 20 séquences représentant la section —
Tableau IV.1.). Néanmoins, la secti@enisophorbiareste largement sous-représentée par
rapport a sa diversité (nombre d’'UT®séquencées < 6) et la diversité intra-spécificate e
peu représentée. Les relations de parenté au s=mintrdis sections, la caractérisation
morphologique et écologique des grands clades, néin d’évolution des caractéres
morphologiques restent donc sujettes a controvermBas ailleurs, 'absence de travaux
généraux sur la diversification du geliephorbiaau cours du temps, couplée aux faiblesses
de [I'échantillonnage, rendent peu pertinentes lasdes visant a fournir un cadre
chronologique a I'histoire évolutive du clade GDMadagascar.

Le travail phylogénétique présenté ici a les butgasts :

(1) Obtenir une phylogénie bien résolue du groupe @DDBe chacune des sections qui
le composent. Pour ce faire, afin d'éviter les ditdaxonomiques et dans un souci de
représentativité, nous avons utilisé le plus lagghantillonnage taxonomique jamais
rassemblé pour le groupe GDD. Les données moléeslaitilisées pour les études
phylogénétiques proviennent au total de 8 réegian$§ADN (ADN chloroplastique et ADN
nucléaire), et nous avons pu comparer les topaogkdenues en utilisant chaque région
séparement et en combinant les régions.

(2) Tester la monophylie des concepts spécifiquesngus avons utilisé et illustrer la
diversité intra-spécifique, lorsque cela était gumes Nous avons donc incorporé plusieurs
individus par espece. Des espéces nouvelles peltestiet des matériels indéterminés ont

aussi été pris en compte dans les analyses.

HUTO(s) : Unité(s) Taxonomique(s) Opératoire(s).
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(3) Tenter d’inscrire la phylogénie du groupe GDD damnscadre chronologique en
utilisant des modéles d’horloges moléculaires cétba l'aide des travaux réalisés
préecédemment sur le sujet (Bruyns et al. 2011).

(4) Enfin, a la lumiére des résultats phylogénéticquisnus, discuter la distribution des

traits morphologiques et écologiques principauxrpes especes de ces trois sections.

[l. Matériel et Méthodes

1. Echantillonnage taxonomique

Nous avons développé une stratégie d'échantillommvégant a minimiser les biais potentiels
géneérés par la mauvaise qualité des séquencesoéskence de données manquantes dans les
matrices de caracteres. Comme cela a été détaitié i@ Chapitre 2, nous disposions d’un
échantillonnage total de 636 extraits (dont 55Chedpes malgaches), pour lesquels 8 régions
de 'ADN ont été amplifiees en routine (ITS, ET@pl-atpH, psbA-trnH, ndhA, matK, trnQ-
5'rps16, rbcL; voir Chapitre 2 pour les informations sur ces ragiet le détail des méthodes
d’amplification et de séquencage. Sur ces 636 iExti268 (~ 58%) appartiennent au groupe
GDD (dont 22 extraits pour la secti@euterocalli 94 pour la sectioDenisophorbiaet 252
pour la sectionGoniostema Ces 368 extraits ont été systématiguement inépeafin de
sélectionner ceux auxquels étaient associées lémmuax de régions d’ADN séquencées, si
possible de bonne qualité, présentant un lien évideec un concept taxonomique formel ou
un échantillon témoin (« voucher » en anglais). @t# conservés pour les analyses les
matériels pour lesquels nous disposions d’au mainégions sur 8 d’ADN séquencées (et
idéalement la totalité). Dans le cas de redondéindévidus appartenant a une méme esece
priori ou issus d'une méme récolte), si les jeux de demretaient de qualité difféerente
(nombre de régions séquencées par individus diffgreseuls ceux pour lesquels la totalité
des régions était disponible ont été utilisés.

Au final, I'échantillonnage que nous avons constipiour cette étude comprends 280
extraits qui représentent environ 82 especes. Avetotal de 2222 séquences (pour les 8
marqueurs), le jeu de données final contient mdih% de données manquantes (seulement
18 séquences en tout). Ainsi, nous disposons tidité de I'information moléculaire (i.e.
les 8 régions de I'ADN sélectionnées) pour 262 atihans, soit ~ 94% du nombre total
d’extraits (voir Annexe V.1.)

Sur ces 280 extraits, 30 (representant 24 espeocag)osent le groupe externe. Ces 24

especes comprennent des euphorbes malgaches estdudu monde qui appartiennent aux



117

autres sous-genres du geritaphorbia (& I'exception du sous-genihizanthiumqui est
représenté a Madagascar par la s&ilantsd. Sur les 250 échantillons de l'intra-groupe, la
sectionDeuterocalliest représentée par 12 extraits (2 especes), iars@enisophorbiapar

34 extraits (environ 8 especes) et la secBomiostemaar 204 extraits (environ 63 especes).
Nous disposons ainsi d’'un échantillonnage taxonamidpautement représentatif de la
diversité des trois sections, couplé a une imptetaiversité de marqueurs moléculaire (8
régions de 'ADN, moins de 1% de données manquantes

2. Méthodes d’alignement, et codage des zones d’isieers et des insertions-déletions

Les séquences ont été obtenues et éditées selteclaiques détaillées dans le matériel et
méthode général (Chapitre 2). Pour aligner lesorégid’ADN, nous avons suivis les
recommandations de plusieurs études qui compaeefagbn systématique les algorithmes
d’alignements les plus courants (Nuin et al. 20B8gar & Batzoglou. 2005, Wilm et al.
2006). Ces travaux ont déterminé que les algorishimgplémentés par les logiciels libres
MUSCLE v. 3.8 (Edgar 2004) et MAFFT v. 6 (Katohat 2002) son@ priori ceux qui
fournissent les meilleurs résultats, notammenigleesde nombreux indels se retrouvent dans
la matrice d’alignement. Les études citées ci-deseant remarqué que lalgorithme
d’alignement L-INS-i (Katoh et al. 2005) implémemntér MAFFT v. 6 est particulierement
adapté aux matrices présentant des indels nomkeewde grande taille. Au regard des
matrices obtenues pour I'ensemble des régionsasdsdqui comportaient une grande quantité
d’'indels (a I'exception des régiomscL et matK), c’est cette derniere stratégie d’alignement
gui a été sélectionnée.

7.0.9.0 (Hall 1999) en s’attardant sur les séquenee les portions de séquences qui
présentaient une qualité faible.

Une portion de la région chloroplastiqueQ-5'rps16 présente un indel de plus de 430
paires de bases qui ne concerne aucune des esj@liesra groupe et dont I'alignement est
ambigu. Afin de ne pas induire de potentiels adisfale reconstruction phylogénétique et en
vu de ne pas rallonger inutilement les recherchigdopgénétique, cet indel a été exclu de
lanalyse (Tableau V.3.). Il a été possible de détedans les régionssbA-trnH et trnQ-
5'rpsl6 des zones ou les séquences sont inversées. Ces dbneersions sont déja
documentées pour la régipsbA-trnH(Whitlock et al. 2010, Sang et al. 1997, Bain &skam
2006, Jeanson et al. 2011, Aubriot et al. 2013)oeir d’autres régions chloroplastiques non
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codantes qui sont le plus souvent associées aates zle répétitions ou a des séquences
palindromes (Kelchner & Wendel 1996, Graham & Obast2000, Catalano et al. 2009, Kim
& Lee 2005). Il a été montré que ces inversionsveeu étre caractéristiques de certaines
especes et constituter ainsi une aide a I'ideatific (Jeanson et al. 2011). Mais dans d’autre
cas, comme celui des euphorbes malgaches, lesioneme sont pas spécifiques aux especes
et peuvent étre présentes ou absentes dans deantiéahs différents d’'un méme taxon. Ceci
conduit a sur-estimer les distances génétiquea-stécifiques, ce qui peut avoir un impact
non-négligeable sur les inférences phylogénétigivehitlock et al. 2010). Il est donc
préférable soit d’exclure la zone d’inversion deslgses, soit deorriger ces portions de
séquences manuellement afin d’obtenir une matrialigdement satisfaisante. Nous avons
preféré la seconde option car la présence d’évémsntke substitution au coeur de la zone
d’'inversion est potentiellement source de carastéméeressants pour les reconstructions
phylogénétiques.

Pour le marqueupsbA-trnHla région d’inversion s’étend des bases 82 a 10%ade
matrice d’alignement et concerne un grand nombreaxie (170 présentent la séquence dans
un sens, 110 dans l'autre ; Tableau V.3.). Afinabaserver l'information ayant trait au
phénomene d’inversion, nous ne nous sommes pagréstd’inverser les séquences et nous
avons mis en place un codage binaire qui permé geendre en compte, un sens se voyant
assigner 'état O et l'autre I'état 1. Lors deslgs@s partitionnées ce caractére a été traité en
commun avec les matrices binaires de codages dietsinPour la régiotrnQ-5'rpsl16
l'inversion (bases 563 a 606) ne concerne qu’'ut eewait (Tableau V.3.), un représentant
du taxonE. milii var.bevilaniensigt nous avons donc simplement corrigé l'inversion.

Les indels pouvant étre alignés sans ambiguitést-a‘elire ceux qui ne sont pas
chevauchants dans la matrice alignée, ont été qmuiéschaque matrice en suivant le critére
« simple gap coding » de Simmons & Ochoterena (R@@plémenté dans le logiciel libre
SegState v. 1.4.1 (Mller 2006). Les indels n’oas g@té pris en compte pour la région
chloroplastiqugsbA-trnH particulierement difficile a aligner et trés richn indels ambigus.

3. Analyses séparées des marqueurs

Toutes les régions de 'ADN ont été analysées g@&pant en Maximum de Vraisemblance
(« Maximum Likelihood », ou ML) et en Inférence Bajenne (« Bayesian Inference », ou
IB). Du fait de I'importance de notre jeu de dormdeétait inenvisageable d’analyser nos

données sur un ordinateur de bureau traditionnmlishvons donc utilisé pour 'ensemble de
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nos analyses la plateforme CIPRES Science Gateway 8.3

(http://www.phylo.org/index.php/portd)/un serveur web public qui met a disposition ae |

communauté des chercheurs les ressources infouraticadaptées a des analyses
phylogénétiques de grande taille (cluster TeraGrihlémentations des versions les plus
récentes de la plupart des logiciels d’analyse qg@métique) (Miller et al. 2010). Le temps

d’analyse est néanmoins limité pour chaque utdisa(168 heure par utilisation), et il a donc

fallu prendre en compte cette contrainte lors dereoherches phylogénétiques.

Les modeles d’évolution nucléotidiques les plugpégkaa chaque région génique ont été
choisi en utilisant le critere d’Akaike (AIC) imptéenté par le logiciel MrModeltest v. 2.3
(Nylander 2004).

Les Inférences Bayésiennes ont été effectuéesda ta logiciel libre MrBayes v. 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist 2001, Ronquist & Huelsekb2@03). Au total chaque analyse a
eté lancée sur 2 recherches phylogénétiques (aunsex en anglais) indépendantes,
comportant chacun 4 chaines de Markov (paramétdegechaines par défaut: 1 chaine
« froide », 3 chaines « chaudes »), en utilisastvideurs par défaut pour I'ensemble des
parametres et une topologie initiale sélectionreé&adon aléatoire. Chacun des « runs » a été
effectué sur un nombre variable de générationsddiminimiser le temps d’analyse (i.e. ne
pas dépasser le temps limite d’analyse imposéapplateforme CIPRES) tout en obtenant la
convergence des chaines et la stabilisation desngdres : soit, aprés expérimentation, 4 x
10" générations par « run », échantillonnées toutegl0®0 générations pour les marqueurs
nucléaires ITS, ETSidhAettrnQ-5rps16; 1.5 x 16 générations par « run », échantillonnées
toutes les 1500 générations pour les marqueursoghéstiquesatpl-atpH, psbA-trnH matkK
etrbcL.

Chaque analyse a été lancée en partitionnant lgscesaen 2 jeux de données : le jeu
de données moléculaires et le jeu de données thifjdedage binaire 1-0). Les modeles de
substitution nucléotidique sélectionnés par MrMedelont été utilisés pour modéliser
I'évolution de chaque matrice moléculaire (Tabl&a8.). Les jeux de données d’indels qui
répondent a un codage binaire ont suivis le mod@&eolution caractérisé par « Iset nst=1
coding=variable » tel que cela est recommandé par nhanuel de MrBayes

(http://mrbayes.sourceforge.net/wiki/index.php/Mdhud@ous les parameétres ont été rendus

indépendants entre les deux partitions [commanegeaunlink shape=(all) pinvar=(all)
statefreq=(all) revmat=(all) »]. Pour I'ensemblesdmrametres les taux varient librement et

indépendamment les uns des autres [commande etApglyto=(all) ratepr=variable »].
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La convergence des chaines et la stabilité delesuparametres des analyses ont été
inspectés en utilisant le programme Tracer v. R&nf{baut & Drummond 2007). En fonction
de la vitesse de la stabilisation des paramétree é& convergence des chaines, un certain
nombre de générations a été exclu de la construchio consensus majoritaire. De facon
générale, les arbres issus du premier dixiéme dérggons pour chaque « run » (i.e. 4 £ 10
générations ou 1.5 x i@ménérations en fonction du «run »), soit 1000rembont été
considérés comme appartenant a la période diteadi@@ge (ou « burn-in ») et exclus. Pour
les régionsatplatpH, psbA-trnH ndhA et trnQ-5'rpsl16 la stabilité des parametres et la
convergence des chaines ont été plus longues atégnates et il a fallu exclure pour chaque
« run » respectivement les 4000, 2500, 4000 et p@&diers arbres échantillonnés.

Pour chacun des « runs », les arbres restantsénittibsés pour calculer le consensus
majoritaire. Les nceuds ayant une probabilité pester inférieure a 0,5 ne sont pas
représentés sur le consensus majoritaire et samtiaeés par une polytomie.

Les recherches en Maximum de Vraisemblance (« manitikelihood », ou ML) et les
analyses de bootstrap ont été effectuées en utilisalogiciel libre Garli v. 2.0 (Zwickl
2006). Nous avons exclu les matrices d’'indels dedyaes. En effet, méme si Garli v 2.0
permet d’analyser des jeux de données partionnégpéEmente un modele d’évolution Mkv
(Lewis 2001) adapté a l'analyse de données binairess n’'avons pas réussi a lancer ces
analyses partitionnées sous CIPRES.

Les analyses de ML ont été effectuées en utilisEEnmémes modeles d’évolution que
ceux utilisés pour les analyses en Inférence Bagyéss. Pour chaque marqueur 40 « runs »
indépendants ont été lancés et les topologiestagses des 40 « rurf$ont été investiguées
et comparées en utilisant le logiciel PAUP* 4.b9 @&wofford 1998) suivant les conseils

fournis dans le manuel de Garhtips://www.nescent.org/wg garli/Advanced topid3our

chaque marqueur, l'arbre phylogénétique le plussemblable issu des 40 «runs » a été
sélectionné et a servi de base a la discussiomédeftats. Les supports de bootstrap ont été
estimés en échantillonnant 500 pseudoréplicats poimque analyse. Suivant les
recommandations du manuel de Garli, I'arbre de @osiss de bootstrap a été calculé a l'aide
du programme SumTrees (Sukumaran & Holder 2010)émenté en Python (package
DendroPy). Ce programme permet en outre d’annaeiagdon automatique les nceuds des
arbres (ou des arbres consensus) obtenus en MLnolB een fonction des proportions
auxquelles ces nceuds sont retrouvés dans les atdplile bootstrap échantillonnés. En

% Chaque « run » sélectionne & la fin de sa rechdectopologie explorée qui est la plus vraisemielgour les
données fournies.
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d’autres termes il permet de faire figurer les ¢edi de bootstrap a chaque nceud des arbres
issus des recherches de Maximum de Vraisemblanddrdérence Bayésienne.

Finalement nous avons comparé chaque topologi@ndmar région, en fonction des
deux méthodes de reconstruction phylogénétiqueségs. Nous nous sommes basés sur les
valeurs de « bootstrap bdo?) et de probabilité postérieurgspl aux noeuds pour estimer le
soutien statistigue de chaque relation de paréet® probabilités postérieures en dessous de
0,85 sont considérées comme un faible soutiensstpte, entre 0,85 et 0,94 un soutien
statistigue moyen et au dessus de 0,95 un souaéstigjue fort (Swenson et al. 2008). Les
valeurs de « bootstrap » en dessous de 50% neps@nprises en considération, celles
comprises entre 50% et 74% sont considérées comifrle Soutien statistique, entre 75% et
89% comme un soutien statistique modéré et au sleks@0% comme un soutien statistique
important. En fonction du soutien statistique daqgtle nceud, il est possible d’estimer si les
incongruences topologiques éventuelles entre margw®nt statistiquement significatives ou
non. L’ensemble des topologies a été visualisélied & I'aide des logiciels libres TreeGraph2
v 2.0.47 et FigTree v 1.3.1.

4. Traitement des incongruences topologiques

L'observation d’'incongruences topologiques entres gédylogénies issues d’analyses de
différentes régions de I’ADN est une constanterdudil de phylogénie moléculaire (van der
Niet & Linder 2008). En réalité, il a été montréegplus I'’échantillonnage moléculaire est
important, plus la quantité d’incongruences augmef(iRokas et al. 2003). Si ces
incongruences sont parfois les résultats d'artefacton-biologiques comme un
échantillonnage taxonomique insuffisant (Stockléyak 2005), elles peuvent néanmoins
décrire des processus biologiques sous-jacents geés le tri incomplet des lignées
(«incomplete lineage sorting ») (Doyle et al. 200des transferts horizontaux (Won &
Renner 2003) ou des phénomeénes d’hybridation (Rézgeet al. 1996). La mesure des
incongruences phylogénétiques est largement effectur la base du test statistique ILD
(Incongruence Length Difference) (Farris et al. 49%ar extension ce test est tres souvent
utilisé comme critére pour déterminer si des mesrienoléculaires issues de différentes
régions nucléotidiques sont combinables. Néanmodepuis une dizaine d’années, de
nombreuses études ont montré que le test ILD presies biais méthodologiques importants,
gue son utilisation est sujette a caution et nebs conduire au rejet de la compatibilité des
jeux de données (Darlu & Lecointre 2002, Dowton &séin 2002, Barker & Lutzoni 2002,
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Yoder et al. 2001). Nous avons donc décidé de rseuypisiser ce test et de décrire les

éventuelles incongruences topologiques de maniaaktagive.

5. Analyses combinées des marqueurs et datation moée

Apres avoir effectué les analyses marqueur par umearget investigué les incongruences
éventuelles, nous avons concaténé les marqueyptusieurs jeux de données. Les régions
nucléaires ITS et ETS ont été combinées en undamatucléaire, les marqueuatpl-atpH,
psbA-trnH, matK, ndhA, trnQ-5'rpsl1ét rbcL ont été combinés pour former une matrice
chloroplastique, et finalement les 8 régions oétrétinies pour former une matrice présentant
toute I'information disponible. Les régions ont étincaténées a 'aide de SequenceMatrix v
1.7.8. (Vaidya et al. 2011), logiciel libre qui liéa un enchainement automatique des
séquences liees a un méme échantillon et qui cesleséquences absentes en données
mangquantes (N).

Les régions nucléaires ITS et ETS font partiesadem&me unité de transcription. Ce ne
sont donc pas des régions indépendantes I'uneadtrd’ (Baldwin & Markos 1998, Swenson
et al. 2008). Nous avons décidé de les concaténee é&s considérer comme une seule et
méme région (i.e. pas de partition par marqueurMddieltest assigne a ces deux régions le
méme modele d’évolution nucléotidique, GTR + I'{Tableau V.3.), et il a donc été utilisé
pour modéliser I'évolution de la matrice concaténées matrices d'indels ont été
concaténées en une partition et ont suivi le mémeééhe d’évolution que celui attribué aux
matrices d’indels précédemment (pour I'analyseré@rénce Bayésienne) (Tableau V.3.). Les
analyses sous MrBayes ont été lancées suivanatasptres suivants : 2 « runs » comportant
chacun 4 chaines ; 3 x 1@énérations échantillonnées tous les 3000 génasati« burnin »
représentant 10% du nombre total d’arbre (soie@Dl&bres). Les analyses avec Garli ont
ete effectuées en utilisant les mémes paramétregpour les analyses lancées pour chaque
région de '’ADN, suivant le méme modele d’évolutimmcléotidique que celui utilisé pour les
analyses bayésiennes.

Pour les matrices chloroplastiques et la matricenksoée totale, les Inférences
Bayésiennes n'ont pas été lancées sous MrBayesff&in nous n'avons pas réussi a reunir
une puissance computationnelle suffisante poure faourner MrBayes dans un temps
raisonnable et pour un nombre de générations aigtsit : avec un nombre de génération ~4
x 10’ nous excédions les 168 heures de temps alloué&3IBRES et nous n'obtenions pas la

stabilité des parametres.
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Afin de remédier a ce probleme, nous avons utilsélogiciel BEAST v 1.7.2
(Drummond et al. 2012) qui implémente lui aussi ll#grences Bayésiennes et qui nous a
permis d’obtenir des résultats satisfaisants paunombre de générations plus important.
Nous allons détailler ci-dessous les différentapetres d’analyse phylogénétique que nous
avons édités au moyen de l'interface graphique Begali7.2 (Drummond et al. 2012). Nous
avons optimisé d’'une part le nombre de partitiond’autre part le nombre de générations
explorées par les chaines de Markov afin de régoadx contraintes temporelles et a la
nécessité d’obtenir la convergence des chainesstabilité des parametres.

Le jeu de données a été partitionné de la facoraste : les marqueurs nucléaires ITS
et ETS, régions physiquement contiglies dans lengénont été analysés ensemble et traités
comme une seule partition (de maniére similairetraitement effectué pour la matrice
nucléaire). Les régions chloroplastiques ont ététjmamnées suivant les modeles d’évolution
nucléotidique qui leur étaient associés par MrMta$el(Tableau V.3.). Ainsi les régioatpl-
atpH et rbcL (suivant respectivement les modéles d’évolution GAR+T' et GTR + |)
correspondent & deux partitions chacune. De la mémeiere, les 4 régiongsbA-trnH
matK, ndhA et trnQ-5rps16 ont été réunies dans une méme partition (caraéeempar le
modele d’évolution nucléotidique GTR ¥). Nous n’avons pas trouvé de maniére
satisfaisante de prendre en compte les donnéegdsin@ndels) sous BEAST et nous les
avons donc exclues de l'analyse. Au final, la neatrchloroplastique se compose de 3
partitions et la matrice totale de 4 partitionsf€au V.2.). Les parametres des modéles
d’évolution appligués a chaque partition ont étadies indépendants les uns des autres

(commande « Unlink Subst. Models »).

Analyse des 8 loci concaténés (Beast, Garli)

Informations relatives aux matrices

" ) 6 loci chloroplastiques (Beast, Garli) 2 loci nucléaires (MrBayes, Garli)
paritionnées
Partition Partition 1 Partition 2 Partition 3 Partition 4 Partition 5
" matK , psbA-trnH, ndhA, .
Marqueurs par partition atpl-atpH tmQ-51ps16 rbeL ITS, ETS indels ITS & ETS
Modeéle de substitution nucéotidique
sélectionné suivant le critére GTR+l+y GTR+y GTR+I GTR+l+y Mkv

d'Akaike

Tableau V.2. Détails des partitionnements effectués pour lefyaes combinées. Les modeéles d’évolutions nucliptes
implémentés pour chacune des partitions sont irdiqu

Le logiciel BEAST permet de coupler la recherchdad®mpologie la plus vraisemblable
et la datation de chaque nceud de la topologie ibgant un modele d’horloge moléculaire
(qui peut étre « strict » ou « relaché ») et undes) point(s) de calibration(g)priori.
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Compte tenu de la pauvreté du répertoire fossiéz Elnphorbia(Bruyns et al. 2011) et
vu la faiblesse de I'échantillonnage taxonomiquestd®e I'intra-groupe, nous avons limité la
calibration de I'analyse a deux points de calilbr@gecondaires. Ces deux points sont issus du
seul essai de datation publié pour le geBuphorbig celui de Bruyns et al. (2011), qui
analysent un échantillonnage représentatif descespEeuphorbes de I’Ancien Monde. Cette
étude utilise plusieurs points de calibration :digergence entre les genrésum L. +
ReinwardtiaDumort. (Linaceae) etEuphorbia (Wikstrom et al. 2001, Davis et al. 2005) ;
'age le plus ancien du fossilérepetocarporperkinsii (Dilcher & Manchester 1988) pour
fournir un age minimum de 40 Ma au nceud obtenwneluant deux représentants du genre
Homalanthus A. Juss. (Euphorbioideae-Hippomaneae) aux analysekculaires (plus
précisément les espécks populifolius Graham eH. populneuskuntze) ; 'dge maximum
des lles Canaries, 20.6 millions d’années (Carmeddal. 1998). Nous nous sommes basés
sur les estimations des ages de deux nceuds foyraieBruyns et al. (2011) pour calibrer
secondairement notre analyse. Pour l'un il s’agit mbeud caractérisant le sous-genre
EuphorbiaL. (clade C sensu Bruyns et al. 2011) : Age moy&?9:94 Ma ; Ecart Type =
0,4336 ; intervalle de confiance a 95% (95% HDP)2:49-39,56. Pour l'autre il s’agit du
nceud de lintra-groupe, i.e. du groupe GDD (sec@Gamiostemasensu Bruyns et al. 2011) :
Age moyen = 12,65 Ma ; Ecart Type = 0,3216 ; 95%PHD7,099-19,62. Les distributions
suivant une loi normale sont considérées commeniesix adaptées aux méthodes de
calibrations secondaires, car refléetant l'inced#uinhérente aux points de calibration
secondaire (Couvreur et al. 2008, Ho 2007, Berghidder 2009, Su & Saunders 2009).
Nous avons donc attribué une distribution nornzalgriori aux deux points de calibrations
secondaires que nous avons définis de facon apecdes intervalles de confiances a 95%
proposeés par Bruyns et al. (2011) : MRCA (« Mostdét¢ Common Ancestor ») du clade C :
Age moyen = 29,94 Ma; 95% HDP = 22,49-37,39 MaRQ@A du groupe GDD : Age
moyen = 12,65 Ma ; 95% HDP = 7,715-17,58 Ma.

Un modele d’horloge moléculaire relachée a distidvu log-normale non corrélée
(« un-correlated log-normal distribution », ou UQL®été utilisé pour permettre la variation
des taux d’évolution de facon indépendante enteliggnées suivant une distribution log-
normale (Drummond et al. 2006).

Le modele de spéciation de Yule (1925) a été gpeéeif la topologie initiale a été
généréee de fagon aléatoire. Le modele de Yule s@ppo taux de spéciation constant pour
chaque lignée ; il est recommandé pour les topetorgtracant les liens de parenté au niveau

spécifiqgue (Drummond et al. 2007).
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Pour chaque matrice concaténée, 3 «runs » onlageés sur 8 x T0générations
chacun et échantillonnés toutes les 4000 génésagarutilisant le cluster CIPRES. Comme
pour les analyses des marqueurs séparés, la cemegerges chaines et la stabilité de tous les
parametres des analyses ont été inspectées eanitile programme Tracer 1.5 (Rambaut &
Drummond 2007). Certains des parametres ne prédgamte stabilité apparente qu’a partir
des 10-20 millioniemes générations et nous avomg aicidé d’exclure de l'analyse les
arbres issus des 20 premieres millions de généastimient 5000 arbres (« burnin » de 25%).
Les topologies issues de ces «runs » ont été worass (apres « burnin ») en utilisant le
logiciel LogCombiner v 1.7.2 (Drummond et al. 201Rgs topologies échantillonnées ont
ensuite été utilisées pour calculer, a I'aide djidiel TreeAnnotator v 1.7.2 (Drummond et al.
2012), I'arbre consensus présentant les cladgdusscrédibles (« maximum clade credibility
tree ») et les parameétres d’'intéréts tels que ¢gs anoyens des nceuds (« heights »), les
intervalles de confiance de datation des nceud$%« IIPD »), les probabilités postérieures
aux nceuds (« posterior ») et les taux d’évolutiayens pour chaque lignée (« rate »).

Les analyses en Maximum de Vraisemblance (Gartieth effectuées en partitionnant
le jeu de données de la méme facon que pour ldgsasasous BEAST (i.e. trois partitions
pour la matrice chloroplastique, quatre partitigguair la matrice totale), en précisant les
mémes modeles d'évolution nucléotidiques. Le pataagé des analyses (nombre de
« runs », nombre de réplicats de « bootstrap »)a@st le reste similaire a celui effectué pour
les analyses Garli décrites précédemment.

L’édition et la comparaison des topologies obterarg@sété réalisées de facon analogue
a ce qui a été présenté pour les analyses des eumsqpris séparément. Les topologies
consensus obtenues avec l'algorithme BEAST sontada®s phylogénétiques qui illustrent
les clades présentant la meilleure crédibilité istigie. A ce titre, contrairement aux
topologies obtenues avec MrBayes, les arbres censesont completement résolus, i.e. les
nceuds dont le soutien statistiquop)(est inférieur a 0,5 sont représentés. Les nceods p
lesquelshoot < 50% etpp < 0,5 ne sont pas considérés comme résolus (iLigadgnt a une
polytomie).
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6. Détermination de la zone bioclimatique occupée s euphorbes du clade GDD

Les informations concernant les zones
de distribution des espéces acquises
suivant la méthode rappelée dans le

Chapitre 2 ont été combinées a la
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supérieurs a 30% et la régiondhA se distingue par son important taux de sites
potentiellement informatifs (ca. 40%). Tous lesresbphylogénétiques consensus obtenus
pour chacun des marqueurs sont disponibles en Anig&rnexe V.2.). Les valeurs de

probabilité postérieure et de bootstrap a chaquedrsmnt fournies.

1. Régions chloroplastiques : rbcL, matK, psbA-trniitpl-atpH, ndhA, trnQ-5'rps16

Quelle que soit la région analysée et la méthodecknstruction phylogénétique utilisée, les
arbres obtenus indiquent que le groupe GDD est pioiétique. Cette monophylie est
statistiguement soutenue dans tous les cas (6B&otk 95% ;pp = 1), a 'unique exception
des analyses de bootstrap de la régmmh (Figure V.3.).Ce clade GDD est toujours placé en
groupe frere d'un clade formé d’especes de I'AncMonde appartenant aux sections
Euphorbia et Monadenium(sous-genreEuphorbig. Cette relation est toujours fortement
soutenue (92% <oot < 100% ;pp = 1), a I'exception des topologies obtenues aeec |
marqueumatK qui présentent une irrésolution des liens de pérentre le groupe GDD et les
sectiongEuphorbiaet Monadeniun(Figure V.1.).

La sectionDeuterocalli est toujours monophylétique, bien que le supporsaeie pas
toujours fort (52% <boot< 100% ; 0,8 gp < 1). Elle ne présente pas de résolution interne
pour les marqueursbcL et matK (Figure V.1, 3), tandis que les 4 autres marqueurs
fournissent une meilleure résolution mais incongtee Euphorbia alluaudii est
paraphylétique pour les régiopsbA-trnH et atpl-atpH, alors qu’elle est monophylétique
pour les marqueumnsdhAet trnQ-5'rps16 De maniére générale, les relations de parenté au
sein des sectior3enisophorbiaet Goniostemasont faiblement résolues et les espéces de ces
sections se retrouvent en polytomie. Aucune degméginvestiguées ne résout de fagon
statistiguement soutenue les relations de paranté & sectiorDeuterocalliet les especes
des section®enisophorbiaet Goniostemal ’'histoire évolutive des trois sections est iolég
ou peu soutenue et il n’est donc pas possibleadeestsur la monophylie ou la paraphylie des
sections Goniostemaet Denisophorbia Nous allons détailler et discuter ci-dessous les
principaux clades décrits au sein du groupe GDD pbaque région chloroplastique étudiée.

PourmatK la topologie générale du clade GDD (Figure V.1Jtp&Ere divisée en trois
parties : deux grades formeés d’espéeces des trali®se qui divergent en premier, et un grand
clade qui ne comprend que des espéces de la s&minnstemaNous hommerons les deux
gradesA et B (grade A et grade B) et le clade sera nomnwade A Le grade le plus

divergent, legrade A (43 échantillons), comprend uniquement des espéeela section
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Goniostemagui sont caractérisées par leur grande diversitgphobogique et leur habitat,
réduit a la zone nord de Madagascar (a I'excedi@uphorbia francoisiiet d'E. milii var.
bevilanensis Le grade B (57 échantillons) groupe ensemble les membresadgettion
Deuterocalli quelques espéces de la sect@oniostemadu nord de la Grande ile (e.B.
viguieri, E. boissier) et toutes les especes de la secmmisophorbia.Le clade A (150
échantillons), faiblement soutenpp(= 0.63) et dont la position phylogénétique n’eas p
résolue, regroupe toutes les autres especes detiargGoniostemaAu sein degrades Aet

B et duclade A on retrouve des sous-clades de taille plus medssitistiquement soutenus,
et qui regroupent plusieurs especes. Afin de discud composition et la position
phylogénétique de ces sous-clades pour la topologi& (mais aussi pour celles issues des
analyses des autres régions de '’ADN) nous alleaséractériser et les nommer (voir Figure
V.1.). Leclade B (10 échantillons, situé a l'intérieur dwade A), regroupe quatre espéeces
arbustives et arborescentes de la sectoniostemale la zone humide a I'est de Madagascar
(Euphorbia mangelsdorffilE. thuarsiana E. robivelonag E. geroldi) (boot = 61% ;pp =
0.88).

Le clade C (5 échantillons, placé dans deade B,), est composé d’'une espece de la
sect. Goniostema(E. primulifolia var. primulifolia) et de deux especes de la section
DenisophorbigE. rangovalensigt E. hedyotoides(pp = 0,63).

Le clade D(8 échantillons, situé a l'intérieur dwade B)) est constitué de deux especes
de la sectionGoniostema(E. viguieri et E. guillaminiang et d’'une espéce de la section
DenisophorbigE. bongolavens)gboot= 58% ;pp = 0,98).

Le clade E (27 échantillons, placé au sein gitade B) regroupe presque tous les taxa
de la sectioenisophorbigboot= 53% ;pp = 0,92).

Le clade F (11 échantillons, situé dans d¢eade A) concentre 5 espéces de la section
Goniostemanaines et monocaules de l'ouest de Madaga$eacrémersii E. moratii E.
paulianii, E. pedilanthoides(boot= 64% ;pp = 0,95).

Le clade G(20 échantillons, placé dansdiade A), dans lequel on retrouve des especes
naines et buissonnantes de l'est et du sud de Madag E. cylindrifolia, E.
capsaintemariensjskE. decaryi E. tardieuana E. waringiag E. ambovombensisE.
berorohae E. analavelonensjgboot= 54% ;pp = 0,93).

Le clade H (71 échantillonssitué a l'intérieur diclade A) qui est composé d’'un grand
nombre d’espéces appartenant aux régions des plateésux (e.gE. horombensisE. milii
var. longifolia) et de la zone sub-aride au sud de I'lle (E.goeharensisE. croizati) (boot=
50% ;pp = 0,93).
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Figure V.1. Résuméde l'arbre de consensus majoritaire (« 50%-majority sjildes arbres obtenus lors de I'analyse
bayésienne (MrBayes) du marqueatK Seul les soutienpp etbootstrap des nceuds basaux des clades décrits dans le
manuscrit sont renseignés.
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Avec deux grands grades et un grand clade, le gageude la topologie obtenue avec
la région atpl-atpH (Figure V.2.) est analogue a celui de I'arbre pbghétique issu de
'analyse dematK On distingue deux grades qui ont, a eux deuxnéme composition
spécifiqgue que legrades A et B de matK Mais contrairement aux résultats obtenus avec
matK la sectionDeuterocalliet quelques especes de la sechamisophorbiase situent ici
dans legrade A Néanmoins, comme pour la phylogénie reatK la majeure partie des
especes de la secti@enisophorbia(clade E) se situe dans Igrade B et presque toutes les
especes de la sectiddoniostemasont placées dans fgrade A. Cette incongruence est
cependant faiblement soutenue. On retrouve a ligea leclade A observé avematK, mais
avec un meilleur soutien statistiqueEo¢t= 85% ;pp = 1). A quelques taxa prés on retrouve
les clades observés avec le marqueatK: le clade B, & I'exception d’'un échantillon
(« Euphorbia sp. 27 xpoot= 60% ;pp = 1) ; leclade D(cette fois appartenant guade A),

a I'exception dE. bongolavensighoot = 81% ;pp = 1) ; le mémeclade E, statistiquement
mieux soutenuboot = 92% ;pp = 1) ; une partie delade F (boot= 85% ;pp = 1) qui
s’inscrit dans un clade de plus grande tape £ 0,87) ; leclade Gdans son intégralitdo6ot

= 80% ;pp=1); et le mémelade H (pp = 0,91) dont la résolution interne est meilleure
gu'avecmatK (Figure V.1.). Les échantillons alade C sont placés ici en polytomie au sein
du grade B. L’histoire évolutive fournie par la régiampl-atpH est similaire a celle décrite
par la régiomatK les quelques incongruences n’étant pas soutebegselations de parenté
obtenues paatpl-atpH présentent en général une résolution plus impirtahun meilleur
soutien statistique.

La topologie obtenue avec le marquaeuwthA (Figure V.2.) présente elle aussi un
squelette général composé de deux grades et dadie cle grande taille. Lagades Aet B
présentent la méme composition en espece que poopdlogie obtenue avec la régmipl-
atpH. Le clade A se retrouve a l'identiquepp = 1), ainsi que presque tous les clades décrits
précédemment : lelade B (boot= 64% ;pp = 1) ; leclade C(boot= 57% ;pp = 0,98) ; le
clade Da I'exception dEuphorbia bongolavensi®oot= 92% ;pp = 1) ; leclade E (boot=
96% ;pp=1) ; leclade F(pp = 0,95) ; leclade G (boot= 76% ;pp= 1) ; leclade H(pp =
0,56) qui incorpore 7 échantillons supplémentapas rapport aux topologiestpl-atpH et
matK Avec d’autres especes, lekdes Get H forment au sein dalade A un grand clade
soutenu ljoot= 52% ;pp = 1). La phylogénie obtenue avedhAest donc trés comparable a
celle obtenue avec la régiatpl-atpH a la différence prés que le nceud du clade regmlpa
grade B et leclade A est statistiquement soutenpp(= 0,97), ce qui constitue un point

d’'incongruence avec la phylogénieraatkK
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Figure V.2. Résumés des arbres de consensus majoritaire (« %08fitsnrule ») des arbres obtenus lors de I'amalys
bayésienne (MrBayes)® du marqueuatpl-atpH; @ du marqueundhA Seul les soutiengf et bootstrap des nceuds
basaux des clades décrits dans le manuscrit susgigmés.
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Les topologies générées par les région®-5rpslq psbA-trnHet rbcL sont moins
résolues que les précédentes (Figure V.3.).

Pour trnQ-5'rps16 le clade GDDse présente sous la forme d'un grand grade qui
regroupe legrade A et legrade B, ainsi que d’'un grand clade,dade A Moins soutenug(p
= 0.57) qu'avec les trois marqueurs prédédentscjdde A présente aussi une plus faible
résolution interne. De maniere générale, les clgdéesgtaient bien soutenus dans les analyses
basées sur les marqueunsitk ou atpl-atpH sont éclatés en de multiples petits clades avec
trnQ-5'rps16 On y retrouve néanmoinsdeade Hdans son intégralitgpp = 0.51) et leclade
B a I'exception dEuphorbia mangelsdorfiet de « E. sp. 27 ¢boot = 99% ;pp = 1). Les
arbres fournis par les régiombcL et psbA-trnH sont des polytomies générales. Elles ne
résolvent aucun des liens de parenté, a I'except@nuelques petits clades, qui constituent
en majorité soit des sous-clades intra-espécdsjessisous-clades inter-especes peu soutenus.
Néanmoins on retrouve pour la régiesbA-trnH circonscrits a I'identique, lelade B (pp =
0,61), leclade C(boot= 66% ;pp = 1) et leclade E(pp = 0,92). Leclade Dest aussi présent
mais il exclutE. bongolavensighoot= 77% ;pp = 0,5).

En conclusion, les régions chloroplastiques prsgsarément n'apportent que peu de
résolution au squelette phylogénétique du clade GBD les membres de la section
Deuterocalliforment un groupe monophylétique, il n'est pas fissde statuer de fagon
définitive sur la monophylie des sectid@sniostemat Denisophorbia Néanmoins quelques
clades se retrouvent de maniére statistiquememn¢rsoel dans les topologies les plus résolues
(en partie seulement pour celles moins résolussessdes marqueutmQ-5'rps16 rbcl et
psbA-trnH. Toutes les phylogénies partiellement résolumatl atpl-atpH, ndhA et trnQ-
5'rps16) suggerent la méme architecture en deux parties lgoclade GDD : un ou deux
grands grades composés des espéeces des séxtioisephorbiaet Deuterocalliainsi que de
quelques espéces de la secBoniostemarovenant toutes de la partie nord de la Grarele 1|
(a I'exception deuphorbia francoisiiet d’E. milii var. bevilanensis; un grand cladec{ade
A) regroupant uniquement les autres espeéeces dectmrs&oniostema La composition
taxonomique des grades basaux varie de I'analyseedégion chloroplastique a I'autre alors
gue leclade A recouvre toujours la méme étendue taxonomique.claaes de petite taille
décrits ci-dessus se retrouvent en partie ou alitiotdans les arbres de la majorité des
régions investiguées. La monophylie statistiqueniéenh soutenue dalade E (matK atpl-
atpH, ndhAet psbA-trnH et dans une moindre mesuheclade C(matK ndhA psbA-trnH

suggerent la paraphylie des sectiDenisophorbiaet Goniostema
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« Figure V.3. Résumés des arbres de consensus majoritaire (« E)8titsnrule ») des arbres obtenus lors de l'aralys
bayésienne (MrBayes)® du marqueutrnQ-5'rpsl6; @ du marqueupsbA-trnH; ® du marqueurbcL. Mona = sect.
Monadenium Euph = sectEuphorbia Per = sectPervilleanae Tiru = sectTirucalli, Pachy = sectfPachysanthaeCham =
subg. ChamaesyceEsu = subgEsula Seul les soutiengp et bootstrap des nceuds basaux des clades décrits dans le
manuscrit sont renseignés.

Si l'on observe une résolution partielle des lieds parenté entre espeéces,
particulierement dans le cadre des nceuds les @benits (ou externes), les relations entre les
grands clades (i.e les nceuds les plus internes)esoigénéral soit non résolues, soit non
soutenues statistiquement. Il est intéressant derger que parmi les huit marqueurs
étudiés, l'intronndhA fournit les hypothéses phylogénétiques les pluslués et les plus
soutenues. Ceci est a mettre en paralléle aveadede caracteres informatifs en parcimonie,
particulierement important pour les marqueurs dplastiques (~ 40%) (Tableau V.2.). Nous
avons concaténé les 6 régions chloroplastiques defirdéterminer si la combinaison des

informations de ces régions permet d’obtenir undggénie chloroplastique mieux résolue.

2. Analyse combinée des marqueurs chloroplastiques

La concaténation des marqueurs chloroplastiquesgied’obtenir une topologie (Figure
V.4.) disposant d’'une meilleure résolution que ldes analyses séparées. La monophylie du
groupe GDD et de la secti@euterocallid’une part, et la relation de parenté entre leigeo
GDD et le clade formé par les especes des sediiopkorbiaet Monadeniumd’autre part,
disposent d’un meilleur soutien statistiqbedt= 100% ;pp = 1 pour chacune des relations
citées ci-dessus). Les sectioBsniostemaet Denisophorbiasont paraphylétiques, et cette
paraphylie est statistiquement soutenue. Le sdaefdtylogénétique du groupe GDD est
mieux résolu que lorsqu’une seule région chlordmas est prise en compte. Aussi, les
relations de parenté entre les clades basaux kmndées.

Les cing clades les plus divergents ne comporteatdgs espéces qui appartiennent aux
grades AetB des arbres obtenus avec les marqueurs chloraplastianalysés séparament.
Nous les décrirons ici de bas en haut sur la Fiyide Le clade le plus basal ne comprend
gue deux especes de la sectdgmniostemaEuphorbia hermanschwarzit E. pachypodioides
(boot=70% ;pp = 1). Son positionnement en tant que clade frérodtes les autres espéces
du groupe GDD est faiblement soutetwodt = 67% ;pp = 0,6). Le deuxieme cladédot =
70% ; pp = 1), de plus grande taille (35 échantillons), cenprend que des espéces
appartenant a la secti@oniostemaen incorporant notammentdiade B (boot= 79% ;pp =
1) et neuf autres especes (Hzambarivatoensjs. ankarensis, E. alfredii, E. bulbisping.
capmanambatoensis, E. iharanae, E. leuconeura,ilgtin etE. neohumbertji Le troisieme
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clade poot = 59% ;pp = 1) regroupeE. boissierj E. martinaeet les membres dcalade D
(boot = 65% ;pp = 0,99). Le quatriéme clade correspond & la sedieuterocalli A
l'intérieur de ce clade, les 9 échantillon&€dalluaudii forment un groupe monophylétique
(boot=91% ;pp = 1). Le cinquieme et dernier cladmo6t= 84% ;pp = 1) comprend lelade

C (boot= 100% ;pp = 1) et les membres dtlade E (boot= 100% ;pp = 1), ainsi que les
représentants de I'espéEe francoisiiet une entité assignéeka milii var. bevilaniensisqui
sont les seuls taxa de ces cing clades basauxegsomt pas originaires de la zone nord de
Madagascar. Ce dernier clade est en position stewr grand clade statistiguement bien
soutenu qui regroupe I'ensemble des espécetade A (boot= 100% ;pp = 1). La topologie
générale delade Aest en partie résolue mais le soutien statistitpseclades décrits varie de
fagcon importante. Nous ne décrirons pas en démailopologie duclade A mais nous
renseignerons ci-dessous la monophylie et le positment relatif de chacun des sous-clades
de petite taille précédemment mentionnés au seirtlaile A obtenu dans les analyses
séparés. Lelade F(boot= 84% ;pp = 1) est intégré dans le premier grand clade dermr
mais cet appariement n’est pas soutenu statistigoemoot < 50%; pp < 0,5). Leclade G
(boot=97% ;pp = 1) correspond au deuxieme clade qui divergestildirectement apparenté
a un autre clade dans lequel on retrouve un sauectie petite taille (10 UTOs dont
Euphorbia kondgiE. rossiiet E. berevoens)set un deuxiéme sous-clade de plus grande taille
qui correspond adlade H (boot=93% ;pp = 1) entre lesquels viennent s’intercaler pluseur
taxa. Les relations de parenté a l'intérieur delade Hsont en général faiblement résolues et
nous ne les discuterons pas.

Au final, lorsque toute les données chloroplassquimnt nous disposons sont
concaténées, la résolution des nceuds basaux dgltag@nie est améliorée et la paraphylie
des sectionsDenisophorbia et Goniostemaest statistiguement soutenue. Les clades
précédemment définis par les analyses séparéesetanives et disposent tous d’un meilleur
soutien statistique. Néanmoins, leurs positionslqg@nétiques, bien que mieux résolues,

restent sujettes a caution et les relations denpaantre clades sont souvent non-soutenues.
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3. Régions nucléaires : ITS et ETS

Le groupe GDD est monophylétique dans les analgasées sur les marqueurs nucléaires
ITS et ETS (Figure V.5.). Cette monophylie dispdasn meilleur soutien qu’avec les régions
chloroplastiques (92% %00t < 99% ;pp = 1). Pour les deux régions nucléaires, le clade
GDD est placé en groupe frere des especes detiars®onadeniun{sous-genré&uphorbig
(58 % < boot < 76% ; 0.76 <pp < 0,94). Ainsi, contrairement aux phylogénies
chloroplastiques (pour lesquelles les sectidanadeniunet Euphorbiasont groupes freres),
ce sont la sectioMonadeniumet le clade GDD qui sont apparentés, la seddaphorbia
étant leur plus proche parente (74%beot < 100% ;pp = 1). Les topologies nucléaires
fournissent une meilleure résolution que les régiohloroplastiques des liens de parenté
profonds existant entre les sectiddsuterocalli Denisophorbiaet Goniostemala section
Deuterocalli monophylétique (70% <oot < 100% ;pp = 1), constitue pour les deux
marqueurs nucléaires le clade le plus divergeat [@ clade basal) du clade GDD (92% <
boot < 99% ; pp = 1). Sa résolution interne est meilleure pourdgion ETS, mais les
topologies ne sont pas incongruentes. Pour les dégions de I'ADN les échantillons
d’'Euphorbia alluaudii sont paraphylétiques : les populations poussant nawd de
Fianarantsoa (nord des hauts plateaux et partié de@rMadagascar) ont pour plus proche
parentE. cedrorum(72% <boot< 90% ; 0,66 Pp < 1), tandis que les populations au sud de
Fianarantsoa forment le clade le plus divergenladeectionDeuterocalli Pour les régions
nucléaires, la sectiodenisophorbiaest monophylétique (98% Boot< 100% ;pp = 1), mais
son positionnement phylogénétique ainsi que la rpbylee de la sectio®oniostemavarient
en fonction de la région. Pour la topologie ITSj présente la meilleure résolution a ce
niveau de la phylogénie, la secti@oniostemaest monophylétiquebpot= 57% ;pp = 1) et
est groupe frére de la sectiDenisophorbia(boot= 62% ;pp = 0,81). Dans l'arbre ETS, le
clade regroupant la secti@enisophorbiaet la sectiorGoniostemarésente une irrésolution
basale qui place en polytomie la sectibenisophorbiaet plusieurs clades d’espéces
appartenant a la secti@oniostemalLa phylogénie obtenue avec ETS ne permet doncgas d
conclure sur la monophylie de la sect®aniostema

Nous allons détailler ci-dessous les grands cladles sectionsDenisophorbia et
Goniostemadécrits par les topologies nucléairés sectionDenisophorbiaprésente une
histoire évolutive équivalente dans les arbresrmiseavec les régions ITS et ETS, mais sa
résolution est supérieure avec ITS. L'unique padaliihcongruence concerne la position

phylogénétique des especes non-malgaches de lans@glusieurs especes potentiellement
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nouvelles provenant des iles aux alentours de Mestag et regroupées sous le nois. dff.
pyrifolia). Ces espéces sont toutes regroupées dans un oiédeeavec d’autres espéeces
malgaches dans la topologie ET#®¢t= 91% ;pp = 1), alors qu’elles ne font pas partie d'un
méme clade dans I'arbre obtenu avec ITS. Le sostaistique de la topologie obtenue avec
ITS reste néanmoins faible.

Pour ITS, la topologie de la sectighoniostemaest constituée de deux clades qui
divergent en premier de facon statistiguement smgte ainsi que d'un grand clade qui
contient la majorité des especes (Figure V.5.).geat ainsi décrire les trois clades qui
correspondent a la secti@oniostema

Un clade | (boot = 78% ;pp = 1) qui comprend toutes les especescldule B (el
gu'obtenu avec les analyses chloroplastiques séparéinsi que d’autres especes de la
sectionGoniostemalacées dans lggades AetB dont les positionnements phylogénétiques
étaient irrésolus avec les marqueurs chloroplastdue.Euphorbia capmanambatoensks.
iharanaeg E. bulbispinaet E. ambarivatoens)s

Un clade Il (boot = 82% ;pp = 1) formé de 5 especes dgmdes Aet B, (i.e. E.
pachypodioides, E. hermanschwarzii, E. alfrediiptlotii et E. ankarensis

Un clade 1l (boot= 62% ;pp = 1), groupe frere dalade Il (boot= 52% ;pp = 0,92),
qui regroupe le reste de la sectiBoniostemale clade Il est structuré en trois sous-clades
dont les apparentements ne sont pas résolus. Degrglsous-clades sont de petite taille et
correspondent a des regroupements d’especéoudi®stemaappartenant augrades AetB.

Un des deux sous-clades rassemble les individusnéttbnnés pour I'espécé. leuconeura
(boot = 100% ;pp = 1). On retrouve au sein du deuxiéme sous-clEddoissier] E.
primulifolia var. primulifolia ainsi que les représentants dade D (tel que décrit par les
régions chloroplastiques) a I'exceptionEd’bongolavensigsection Denisophorbid (pp =
0.73). Le troisieme sous-clade enfin regroupe Endge majorité des membres de la section
Goniostemdboot= 98% ;pp = 1). Ce dernier sous-clade est en tout pointoge awclade

A (tel que décrit par les régions chloroplastiques)a différence prés qu'’il englobe les 6
échantillons du sud de I'lle de Madagascar placésean desgrades A et B avec les
marqueurs chloroplastiques (i.e. cing représentdifisfrancoisiiet un représentanti. milii

var. bevilanensig

La topologie duclade A est résolue, et présente a sa base deux grandsscla
statistiquement soutenus, ¢éade IV et le clade V. Le clade IV (boot = 89% ;pp = 1)
contient toutes les especes de la secioniostemanaines et a caudex du sud de Madagascar

(e.g.E decaryj E. cylindrifolia), ainsi que les especes et variétés apparentBesndii (e.g.
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E. banagE. tardieuand. Leclade V (boot= 83% ;pp = 1) est caractérisé par des especes a la
morphologie et a I'écologie variées. Les relatidesparenté au sein de ces deux clades sont
généralement faiblement soutenues et nous ne sesitdions pas ici. Néanmoins, il est a
noter qu’'aucun des clades décrits par les marqublosoplastiques au sein du grasidde A

(clades F, G etH) ne se retrouve a l'identique au sein des clidestV.

La topologie obtenue avec la région ETS (Figure)\eSt en général analogue a celle
fournie par le marqueur ITS. Comme précisé précéaam pour ITS, les relations de parenté
entre les espéeces des sectiDesisophorbiaet Goniostemane sont néanmoins pas résolues et
la sectionDeuterocalli est apparentée a un clade qui regroupe en polyttenigection
Denisophorbialesclades | (pp = 0,92) etll (pp = 0,54), et les trois clades dlade lll. Les
taxaEuphorbia boissieret E. primulifoliavar. primulifolia qui étaient apparentés aux especes
du clade Ddans les arbres ITS sont ici placées comme les loches parentes delades
IV etV (respectivementp = 0.77 eppp=0,91). Lexlades IV (pp = 0.93) etV (boot=84% ;
pp = 0,93) forment le méme groupe monophylétique wecde marqueur ITSlade A; boot
= 55% ;pp = 0,93). La composition de ces clades est ideatiguec le marqueur ETS a
'exception de deux échantillons attribuésta primulifolia originaire de I'lsalo E. aff.
primulifolia — Isalo), qui sont apparentés aux espéceslatle 1V, en contradiction avec la
topologie obtenue avec la région ITS qui les apparauclade V.

Nous noterons une seule incongruence significantee la topologie de la région ETS
et toutes les autres topologies (ITS et chloroglass). Il s’agit du positionnement d’un
échantillon dEuphorbia tardieuanale topologie ETS est la seule a suggérer un proche
apparentement entre celui-ci et les taxaldude | (i.e. & des espéces appartenantgraxies
A etB pour les marqueurs chloroplastiques). Ce réseftsurprenant étant donné que dans
toutes les autres analyses, lorsque les topolsgiatsrésolues, cet échantilloredtardieuana
est situé au coeur dilade A Ainsi, tous les marqueurs chloroplastiques legh de fagon
congruente a lintérieur dwlade G qui regroupe notamment tous les échantillons
représentatifs @&. tardieuana ITS rapproche cet UTO des especesctade V, relation
phylogénétique surprenante étant donné que lessaéthantillons de I'espece font partis du
clade IV. Au vu de ces résultats il semble que les ampiicg@guencés pour ETS et ITS ne
correspondent pas au méme individu que celui dommt sissues les séquences
chloroplastiques. Ceci pourrait étre expliqué pes erreurs de manipulation lors des réactions
d’amplifications ou de séquencage (contaminatiamgrvertissements des extraits ou des

amplicons d’ADN). Nous avons donc décidé d’excloee individu des analyses concaténées
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mettant en jeu les régions nucléaires puis touskegjueurs, ce qui réduit pour ces analyses
le nombre d’échantillons analysés pour la matriceéaire et la matrice totale a 279.

Au final, a I'exception de quelques incongruendes,marqueurs ITS et ETS suggerent
la méme histoire évolutive, avec la monophylie tes sections (irrésolution en ETS pour la
section Goniostema Il s’agit d’'un point d’incongruence évident esgr les topologies
chloroplastiques et nucléaires. En outre, stlsle D et surtout leclade A sont retrouvés
guasiment a l'identique dans les analyses de dennéeléaires, la résolution des analyses
chloroplastiques (illustrée par letades B, C, E, F, G et Hnais aussi par les relations de
parenté ente ces clades pour l'analyse chloroplesticoncaténée) est significativement

différente de I'histoire évolutive indiquée par haarqueurs nucléaires.
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Figure V.5. Résumé des arbres de consensus majoritaire (« 5Q8titsnaule ») des arbres obtenus lors de I'analyse
bayésienne (MrBayes)Y® du marqueur ITS® du marqueur ETS. Seuls les soutigusdt bootstrap des nceuds basaux des
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4. Analyse combinée des régions nucléaires

La topologie consensus issue de I'analyse desngdiiS et ETS concaténées (Figure V.6.)
ne varie pas grandement des phylogénies obteneeschaque marqueur pris séparément. Le
clade GDD et les trois sections qui le composentt sinsi tous monophylétiques (clade
GDD : boot = 100% ;pp = 1, sectionDeuterocalli: boot = 100% ;pp = 1, section
Denisophorbia boot = 100% pp = 1, sectiorGoniostema boot = 72% pp = 1). Le clade
GDD est proposé comme le plus proche parent decléos Monadeniumboot = 100% pp

= 1) mais contrairement a toutes les autres topegofchloroplastiques et nucléaires), la
sectionEuphorbiaforme avec les sectiorervilleanaeet Tirucalli un clade bien soutenu
(boot = 93% ;pp = 1) qui est groupe frére du clade formé par iee Monadeniumet le
clade GDD.

Au sein du clade GDD, les liens de parenté engréréés sections sont analogues a ceux
obtenus avec la seule région ITS (Figure V.6.enkjue le soutien statistique soit faible, la
sectionGoniostemaest groupe frere de la sectibenisophorbia(boot = 65% ;pp = 0,54) ;
ces deux sections sont a leur tour directementrapfizes a la sectioDeuterocalli Les
topologies consensus des secti@®iterocalliet Denisophorbiasont équivalentes a celles
obtenues avec ITS et ETS pris séparément et nolesrdgtaillerons pas ici. Néanmoins, la
résolution des liens de parenté au sein de laoseb&nisophorbiaest supérieure a celle
obtenue avec ITS (qui présentait la meilleure tégm). Comme pour la topologie ETS
(Figure V.5.), les espéces non-malgaches formegat; d'autres especes malgaches, un méme
clade poot= 84% ;pp=1).

La topologie consensus de la secti®oniostemaest un « hybride » de celles obtenues
séparément avec ITS et ETS (i.e. moins bien résqluavec la région ITS mais mieux
gu’'avec la seule région ETS). Les liens de parbagaux de la sectidBoniostemane sont
pas résolus et ledades I, 1l et Ill que I'on retrouve a l'identiqueckade | : pp = 0,5,clade
Il : boot= 82% ;pp = 1,clade Il : pp= 0,5) sont placés en polytomie. Au seinctade Il
les liens de parenté basaux sont faiblement résaliseuls les taxa dedades IV et V
forment un grand groupe statistiquement soutefadé A; boot = 100% pp = 1). Comme
pour le marqueur ETS, ce grand clade est directeapparenté Euphorbia primulifoliavar.
primulifolia (boot = 59% ;pp = 0,88); ce regroupement est lui-méme clade fEEe
boissieri (pp = 0,52). Lesclades IV et V qui le composent dans I'arbre consensus sont
identiques a ceux décrits dans la topologie I§&dge IV : boot = 86% ;pp = 1, clade V:
boot = 60% ; pp = 0,96), les 2 échantillons attribués aux popaoiei dE. primulifolia
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originaires de I'lsalo étant apparentésciade V. A I'exception de cette incongruence, les
topologies internes de ces deux clades sont idesgich celles obtenues avec les deux
marqueurs pris séparément et nous ne les détatigras ici.

Pris de facon séparés ou concaténés, les marqoecigaires suggerent une histoire
évolutive incongruente par rapport a celle obteawec les marqueurs chloroplastiques. Si
I'on retrouve des clades biens soutenus (se@muterocalli,clade A clade B clade D), les
nceuds profonds du clade GDD qui décrivent les ioglatde parenté entre les sections
Deuterocalli Denisophorbiaet Goniostemane sont pas congruents. Plus particulierement, les
incongruences résident dans le placement des esgéeggades A et B(especes appartenant
aux trois sections) par rapport a cellescthde A (qui appartiennent uniqguement a la section
Goniostema L’analyse des marqueurs nucléaires suggére gsieespéces de la section
Goniostemaappartenant augrades A et Bsont apparentées aux espece<ldde A (en
d’autres termes, que la secti@oniostemamonophylétique). La monophylie de la section
Goniostemaet surtout de la sectiddenisophorbiaest particulierement bien soutenue par ITS.
Pour les topologies chloroplastiques, si les nogard$onds ne sont le plus souvent pas
statistiguement soutenus, I'analyse de toutesdg®ms concaténées montre une paraphylie
soutenue des sectiori3enisophorbiaet Goniostema Dans I'espoir qu’en dépit de ces
incongruences topologiques majeures, l'analyse aumbdes régions chloroplastiques et
nucléaires présente une meilleure résolution gisg|loelles sont analysées séparément, nous
les avons combiné suivant la démarche dite deak eatidence » (Kluge 1989, Siddal &
Kluge 1997). Cette méthode permet d’obtenir dethgses phylogénétiques disposant de la
meilleure résolution possible, méme dans le casdes incongruences soutenues sont
présentes (e.g. Eernisse & Kluge 1993, Mattern & &fman 2004, Perret et al. 2003).
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5. Analyse combinée des huit régions nucléaires dbobplastiques

Quand les régions nucléaires et chloroplastiqueBAd¥N sont concaténées, la phylogénie

consensus inférée (Figure V.7.a, b, c) est, deesol#s phylogénies obtenues, celle qui
dispose de la meilleure résolution phylogénéticgietout au niveau des noeuds internes
récents. En fonction des nceuds internes on retrtasveelations de parenté observées soit
avec les régions nucléaires, soit avec les régibltsoplastiques.

La monophylie du clade GDD est fortement souteboet= 100% ;pp = 1) et, comme
pour les régions chloroplastiques, il se placeaemn que groupe frére du clade regroupant les
membres des sectioBsiphorbiaet Monadenium(boot= 100% ;pp = 0,99). Comme lors de
'analyse des régions nucléaires les trois sectidmsclade GDD sont monophylétiques
(Figure V.7.a.), la monophylie de la secti@oniostomadisposant néanmoins d’'un faible
soutien statistique (sectideuterocalli: boot = 100% pp = 1, sectiorDenisophorbia boot
= 100% ;pp = 1, sectionGoniostema pp = 0,81). Bien que l'architecture générale de la
topologie soit identique aux phylogénies nucléa{f€S et ETS), la relation de parenté entre
les section§&soniostemaet Denisophorbiaest faiblement soutenupg= 0,69).

Nous allons détailler ci-dessous les relations @emé dans chacune de ces sections.
Pour faciliter les discussions clade par clade @in de la sectiorGoniostemanous leur
donnerons un nom basé sur la premiere espéeceed@uarilui est assignée. Pour chacun de ces
clades la topologie interne sera décrite du baBadere vers le haut. Les adjectifs qui ont
traits au positionnement graphique des cladesrisgar rapport aux autres (viz. « premier »,
« second », etc.) n'ont donc pas de significatioreologique mais se réferent simplement a
I'architecture des relations phylogénétiques.

La sectionDeuterocalli (Figure V.7.a.) présente une topologie dans l'adombiné
similaire a celle obtenue avec les régions nu@éajet particulierement avec la région ITS).
Euphorbia alluaudiiest paraphylétique : certains des individus lan&attribués sont plus
proche parent &. cedrorum(boot = 58% ;pp = 1) que des autres représentant&.d’
alluaudii.

La section Denisophorbia (Figure V.7.a.) est enracinée par un clade regmupa
Euphorbia martinaeet E. bongolavensigboot = 100% ;pp = 1). Le deuxieme clade a
diverger pp = 1) est formé paE. rangovalensi®t E. hedyotoidegboot = 53% pp= 1) ; il
est le plus proche parent du clade enracinépatliotii (boot = 80% jpp = 1). Le prochain
clade a divergerpp = 0,81) regroupe des taxa apparentéEs gyrifolia qui sont originaires

du nord de Madagascar et des iles proches (atéldabra, ile de I'’Assomption, iles
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intérieures des Seychelles et Maurice) (boot = 99%= 1). Vraisemblablement, les taxa non
originaires de Madagascar ne forment pas un grampeophylétigue. Ces taxa sont
apparentés a un clade qui regroupe au moins d@éces (boot = 51%jap = 1). A l'intérieur

de ce clade, la premiere groupe a diverger corregb@oE. ankaranag qui est placée en
position sceur d'un clade regroupaBt mahabobokensi®t des taxa non-déterminés
(potentiellement nouveaux) provenant de la régiea Hauts plateaux malgaches (boot =
65% ;pp=1).

La sectionGoniostemdFigure V.7.a.) est enracinée par un clade de gréaitle (ca. 15
spp.) qui dispose d'un bon soutien statistique ealyse BEAST gp = 0,99). Ce clade
s’organise en deux parties : un sous-clade quotggr 5 espéces apparentédsugphorbia
leuconeura(clade dE. leuconeura; pp = 0,56) et un autre qui rassemble 9 espéces
apparentées B. thuarsiana(clade d’E. thuarsiana; boot = 95% ;pp = 1). Leclade dE.
leuconeuraest enraciné par I'espéce susdite méme si I'appante dE. leuconeuraa ce
clade n’est pas fortement soutenupp (= 0,56). Euphorbia pachypodioidest E.
hermanschwartzisont rassemblées au sein d'un clade (boot = 86p6= 1) qui diverge en
seconde positiorfboot = 88% ;pp = 1). Elles constituent le groupe frere d’'un clatée 3
especes enraciné phr alfredii (boot = 100% ;pp = 1). Euphorbia alfrediiest elle-méme
apparenté a un clade qui regrolpamillotii et E. ankarensigboot = 81% pp = 1). Au sein
du clade dE. thuarsiang les 3 espécesE. neohumbertji E. iharanae et E.
capmanambatoensigdivergent en premier au sein d’'un clade (boot =%40@p = 1) qui
rapprocheE. capmanambatoensgs E. iharanae(boot = 85% pp = 1). Le deuxieme clade a
diverger (boot = 83%pp = 1) rassembl&. bulbispinaet E. ambarivatoensigboot = 100% ;
pp = 1). Il est groupe frere d’'un clade qui rassenddefacon statistiguement soutenue 4
especes (boot = 100%p = 1). Au sein de ce clade thuarsianaet E. mangelsdorffid'une
part etE. geroldii et E. robivelonaed’autre part sont apparentées (respectivement boot
72% ;pp= 0,94 et boot = 89%pp = 1).

Figure V.7.a. ©® Partie basale de I'arbre de consensus de crédibiléximum (« maximum clade credibility tree ») des
arbres obtenus lors de I'analyse bayésienne (BEASTH matrice combinée des huit marqueurs. L'éehadisociée a la
topologie est en million d’années (Ma). Les sowi@p/ boot) des nceuds situggpriori dans le domaine intra-spécifique ne
sont pas fournis. Les deux cercles rouges correfggdrnaux deux nceuds contraints par calibrationmekie. La zone
bioclimatique occupée par chaque espéece est figmée la forme d'un rectangle coloré selon la cde® 5 grandes zones
bioclimatiques de Madagasca®: Carte des 5 grandes zones bioclimatiques de Mackagsalon Cornet (1974)>
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—BS’ Clade d’E. boissieri & Clade A (Fig.V.7.b)
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Le second clade a diverger au sein de la secloniostemale clade dEuphorbia
boissieri(Figure V.7.b.),est un groupe de petite taille qui est rapprochédtes les autres
membres de la sectidAoniostemamais de fagon peu soutenysp = 0,81). Il est composeé
d’E. boissierj d’E. guillauminianaet dE. viguieri la premiére de ces espéces étant la plus
divergente [pp = 0,87). Ces especes sont en position sceur da glaidregroupe la majorité
des taxa de la sectigdoniostemaCe grand clade est enraciné de fagon soutgmre {) par
E. primulifolia var. primulifolia originaire de la région nord des hauts plateauxgaties
(environs d’Antananarivo). Notons du’ primulifolia var. primulifolia, et les espéces du
claded’ E. leuconeura du clade dE. thuarsianaet duclade dE. boissierisont les mémes
gue celles qui composent lelades | Il et les clades basaux dide Ill dans les arbres
obtenusavec les marqueurs nucléaires (i.e. toutes lexespgii ne sont pas incorporées dans
lesclades IV et V) et donc peu ou prou les mémes taxa que les alaxskctiorGoniostema
qui appartiennent auyrades Aet B pour les marqueurs chloroplastiques.

Le grand clade apparentéBEuphorbia primulifoliavar. primulifolia (Figure V.7.b.)
correspond aglade Atel quedécrit par les régions nucléaires et en partidgsaamarqueurs
chloroplastiques (boot = 100%p = 1). Ce clade est découpé, de la méme manierdanse
les arbres nucléaires, en deux grands groupeslddss IV etV. La composition spécifique
de chacun de ces clades est analogue a celle ebteeg I'analyse de la seule région ETS
(les 2 échantillons attribuées aux populations. ddrimulifolia originaires de I'lsalo sont
apparentées atlade V).

Le clade IV (pp = 0,98) est enraciné p&uphorbiaaff. primulifolia — Isalo (Figure
V.7.b.). Les relations de parenté a la baseldde IV restent faiblement soutenues et pour
certaines non résolues. Le clade frete. dff. primulifolia — Isalo est faiblement souternpg(
=0,72) et les liens de parenté basaux ne sontésatus (boot < 50%pp < 0,5). Il est lui-
méme composeé de trois clades statistiguement samitée premier de ces trois clades (boot
= 95% ;pp = 1), leclade d’E. decaryj regroupe 5 especeE.(decaryj E. cylindrifolia, E.
ambovombensisE. suzannae-marnieradée. francoisii et E. waringiag et 1 taxon infra-
spécifique E. francoisii var. crassicauli$. Euphorbia francoisiiet E. suzannae-marnierae
sont en position soeurs (boot = 56%p;= 0,9) et les échantillons attribué€adecaryj E.
cylindrifolia et E. ambovombensi®rment un clade soutenp= 1). Telles que s’organisent
les liens de parenté au sein de ce dernier cBdégcaryiet E. cylindrifolia apparaissent
comme des concepts paraphylétiques. Le deuxiende,diclade d’E. waringiae regroupe

deuxE. waringiaeet E. aff. primulifolia — Horombe, pp = 1).
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« Figure V.7.b. Suite de l'arbre de consensus de crédibilité maringuy maximum clade credibility tree ») des arbres
obtenus lors de l'analyse bayésienne (BEAST) de d&rice combinée des huit marqueurs. Les soutippd poot) des
nceuds situéa priori dans le domaine intra-spécifique ne sont pas feu®: pp < 0.5 et boot < 50%. L’échelle associée a
la topologie est en million d'années (Ma). La zdmeclimatique occupée par chaque espéce est figmée la forme d'un
rectangle coloré selon la carte des 5 grandes Zmaelmatiques de Madagascar (voir Figure V.7.a.).

Avec trois populations toutes apparentéds. grimulifolia mais qui different de part
leurs positionnements phylogénétiques et leurs ggrances geographiques, il semble fort
probable que le concept B’ primulifolia utilisé ici soit paraphylétique. Lelade dE.
waringiae (Figure V.7.b.) est ici proposé comme le plus peophrent diclade d’E. decaryi
mais, étant donné qu’on ne peut pas considérecglien de parenté soit souteqp € 0,5),
nous ne le discuterons pas. Le troisieme claddate d’E. milii (Figure V.7.b.)regroupe un
plus grand nombre d'espéces, avec des représertamegiron. 13 taxapgp = 1). Il est
enraciné par un clade qui regroude. capsaintemariensisE. tulearensis et E.
parvicyathophora (pp = 1). Le deuxieme clade a divergepp(= 1) rassembleE.
analavelonensjsE. beharensigt deux taxa apparentég£amilii dont un est identifié comme
la variétéE. milii var. bevilanensisLe groupe frere de ce clade est enraciné pardE.
banae(pp = 0,97), qui est directement apparentée a un dadeegroupe 4 variétés placées
dansE. milii et 'espéceE. tardieuana(pp = 0,99). A l'intérieur de ce cladg, tardieuanakE.
milii var. tenuispinaet E. milii var. milii sont apparentépi = 1). Ensemble ils constituent le
groupe frere du clade formé gar milii var. roseanaet E. milii var. longifolia (boot = 60% ;
pp = 0,99). Etant donné que seules quelques unesatigsés dE. milii forment un groupe
monophylétique E. milii var. roseanaet E. milii var. longifolia), le concept de cette espéce
semble donc clairement paraphylétique et plusidesstaxa décrits ici comme des variétés

d’E. milii méritent vraisemblablement d’étre reconnus comnseedpeces a part entiere.

Figure V.7.c. Suite de l'arbre de consensus de crédibilité marin{& maximum clade credibility tree ») des arbres
obtenus lors de l'analyse bayésienne (BEAST) de d&rice combinée des huit marqueurs. Les soutippd poot) des
nceuds situéa priori dans le domaine intra-spécifique ne sont pas feu®: pp < 0.5 et boot < 50%. L’échelle associée a
la topologie est en million d’années (Ma). La zdmeclimatique occupée par chaque espéce est figgmée la forme d’un
rectangle coloré selon la carte des 5 grandes dmoelimatiques de Madagascar (voir Figure V.7 ).
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Le clade V (pp = 1) est enraciné p&uphorbia lophogonat E. annamarieadFigure
V.7.c.). Le deuxieme clade a diverger (boot = 53pfp;= 0,86), leclade d’E. perrieri,
regroupek. perrieriet E. paulianii (pp = 1), qui sont apparentées a un clade au seinetlEqu
labatii diverge en premiefpp = 0,97) et I'espéc&. ankazobensisn secondpp = 0,87).
Euphorbia pedilanthoides€. moratii et E. cremersiiforment leclade d’E. pedilanthoides
(pp = 72% ;pp = 1) qui diverge en troisieme positiopp(= 0,94). Suitt. berorohae(pp =
0,99), puis leclade d’E. rossii(pp = 0,51), qui regroupk. rossii,E. kondoiet E. berevoensis
Le clade dE. rossiiest apparenté a un grand clade enracinégogthrocucullata(pp = 0,93)
et qui comprend successivementclade dE. genoudiana (pp = 0,83 ; E. capuronij E.
genoudianaE. gottlebei E. sakarahaensj€. neobosse)j le clade d’E. horombensiqpp =
0,99 ;E. didiereoidesE. quartziticolg E. itremensis. horombensjsE. duranii et leclade
d’'E. mahafalensis(pp = 0,94 ; E. croizatii E. hofstaetteti E.aff. mahafalensisE. aff.
razafindratsiraeet E. aff. retrosping. Ce grand clade est bien soutepp € 0,99) et les
clades dE. horombensiset d’E. mahafalensissont des groupes frerggp(= 0,93). Leclade
V, et tout particulierement lelade d’E. mahafalensis comprend de nombreux UTOs non
identifiés ou dont l'identification est douteuseedC résulte de I'ambiguité du traitement
taxonomique des especes buissonnantes du sud deagdkaadr et complexifie
considérablement les discussions concernant la pigtfie des concepts d’especes utilisés.

La phylogénie obtenue lorsque toutes les régiortentidiques sont concaténées offre
ainsi la meilleure résolution obtenue pour le cl&ieD. Les relations de parenté basales et
entre les clades de petite et moyenne taille still@gement ce qui a été observé dans les
arbres obtenus des données nucléaires, notamment aui concerne monophylie des
sectiondDeuterocalli Denisophorbia et GoniostemaNéanmoins on retrouve comme dans le
cas des topologies nucléaires quelques groupesvadepiis a ceux observés avec les
topologies chloroplastiques telsdiade d’E. thuarsiana(qui correspond adlade Bdans les
arbres chloroplastiques) oudtade d’E. boissieri(qui correspond en partie alade D, sans
E. rangovalensist en incluantE. boissier). Etant donné que cette topologie présente la
résolution maximale et un soutien statistique neatent important pour la majorité des
nceuds internes, notre discussion des temps degdiveg estimés pour chaque lignée se

basera sur la phylogénie datée obtenue avec lacenadtale.

Figure V.8. ® Tableauprésentantes ages estimés et les intervalles de confiar#&%aassociés (95% HDP) pour chacun
des grands clades du groupe GDD ainsi que powus-genreEuphorbia @ Arbre de consensus de crédibilité maximum
(« maximum clade credibility tree ») des arbresenbs lors de 'analyse bayésienne (BEAST) de laiceatombinée des
huit marqueurs. L'échelle associée a la topologteea million d’années (Ma). Les « 95% HDP » sanirfiis pour chacun
des nceuds basaux des grands clades ; ils sonseap¥s par des rectangles bleus. Les deux ceotlges correspondent aux
deux nceuds contraints par calibration secondaire.
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6. Estimation des temps de divergence

L’'analyses phylogénétique des 8 régions molécudaimncaténés effectuée avec BEAST a
permit de dater les événements de divergence audsel’arbre phylogénétique. Les ages
estimés pour chacun des nceuds internes majeutadii GDD (i.e. les ages des noeuds des
différents grands clades) et pour le sous-g&ughorbiasont donnés avec leurs intervalles
de confiance a 95% dans le tableau de la FigureR68r les nceuds profonds et les nceuds a
la base des grands clades, les intervalles deatm&ia 95% sont figurés sur la topologie
(Figure V.8.).

V. Discussion

1. Incongruences topologiques

Les phylogénies du clade GDD obtenues avec lesuwarg chloroplastiques et nucléaires
décrivent des incongruences nombreuses et strileturentre les deux types de régions
nucléotidiques. Ainsi nous retrouvons les résultdés Dorsey et al. (sous presse) qui
montraient une incongruence soutenue entre ledagies chloroplastiques et nucléaires au
niveau de la monophylie des sectio@oniostemaet Denisophorbia L'ampleur de
I'échantillonnage utilisé dans la présente étudenf{dun échantillonnage taxonomique du
clade GDD quasi-complet), la faible proportion diemnées manquantes et la confirmation
des résultats obtenus séparément au sein d’aatibesatoires, permettent raisonnablement
d’exclure une interprétation uniguement artefaddudés incongruences (i.e. une explication
des incongruences uniquement basée sur la disouds® différences d’échantillonnages).
Malheureusement, il n’existe pas de techniques bitalbles pour identifier les causes
potentielles des incongruences topologiques etddewdes ont été dédiées a I'exploration
minutieuse de ce sujet (voir van der Niet & Lind&08, Wiens & Hollingsworth 2000,
Duvall & Ervin 2004).

Les incongruences majeures obtenus dans notre lude ou moins statistiquement
soutenues en fonction des marqueurs) concernent totd les relations de parenté basales du
clade GDD; certains clades sont retrouvés presguégralement avec les ADN
chloroplastiques et nucléaireslgde A clade B sectionDeuterocall). En revanche, les
positions phylogénétiques des taxons basaux decteos Goniostemdi.e. toutes les especes
de cette section qui n'appartiennent pasckde A) par rapport aux especes des sections

Denisophorbia et Deuterocalli sont problématiques. Ces taxons basaux partagent |



155

particularité de n’occuper que la moitié nord dkelde Madagascar (i.e. latitudes au nord de
la capitale, Antananarivo), et de présenter degctanistiques morphologiques et écologiques
singuliéred” : ports arbustifs et arborescents, présence dasszdnes de forét tropicale
humide (e.gEuphorbia thuarsiangaE. mangelsdorff)i; port « cactiforme » et présence sur
des falaises karstiques (el§. capmanambatoensik&. viguier). Si dans tous les cas, ces
espéces occupent une position basale au sein da @BD et sont séparées de toutes les
autres especes de la sectiGoniostema(clade A), les marqueurs chloroplastiques, au
contraire des régions nucléaires, peinent a infégerelations phylogénétiques a ce niveau de
la phylogénie (Figure V.1, 2, 3). Néanmoins, etdohné que lorsque toutes les régions
chloroplastiques sont concaténées la topologienabt@résente des liens de parenté basaux
résolus, statistiguement soutenus et profondénmeohgruents avec ceux observés avec les
inférences basées sur des marqueurs nucléairasrdFig4.), il est vraisemblable que les
incongruences observées résultent en partie d’'onecaalescence des régions nucléaires et
chloroplastiques étudiés. En d’autres termes lesjumears chloroplastiques et les marqueurs
nucléaires n’auraient pas suivi la méme histoiruéive.

Comme cela a déja été remarqué précedemment,xiistéepas a I'heure actuelle de
maniere satisfaisante de gérer les problemes digreences topologiques, et la plupart des
études choisissent soit d’exclure les taxa incomgsides analyses combinées (Alejandro et
al. 2005), soit d’effectuer les analyses combirgeprenant quand-méme en compte les taxa
incongruents dans les analyses phylogénétiquesdWaal. 2004). La construction d’arbres
en réseaux (ou arbres réticulés) permet de faiperdr les différentes histoires évolutive
hypothétigues de chaque taxon (par comparaisonséggences brutes ou des topologies
obtenues) (voir Vriesendorp & Bakker 2005). Vu 4dllé de nos jeux de données, et étant
donnée le grand nombre et I'importance des incangres détectées entre les régions
chloroplastiques et nucléaires, la construction nd’'tel arbre réticulé aurait été
particulierement compliquée et I'exclusion des taxzongruents aurait été impossible. En
outre, les arbre réticulés sont des constructiomghétiques qui rendent difficiles ou
empéchent les études évolutives ultérieures (esting des temps de divergence,
reconstruction des états de caractéres ancesatal,

Dans I'espoir que la combinaison des données ghllstiques et nucléaires permette
de dépasser les incongruences et de fournir uradoigip mieux résolue, nous avons décidé
de concaténer toute I'information nucléotidiquepdisible afin de I'analyser ensemble. Les

27 « Singuliéres » signifie ici que ces caractéristig) observées pour les espéces basales, sonipeissites
chez leclade A mais en proportion beaucoup plus faible.
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résultats phylogénétiques issus de cette analyger@V.7.a, b, c) disposent d’'une meilleure
résolution que toutes les autres topologies obteauee jour et nous considérons donc cette
phylogénie comme la topologie la plus représergad I'histoire évolutive du clade GDD.

2. Monophylie des concepts infra-génériques

La topologie du clade GDD issue de l'analyse combide tous les marqueurs présente la
méme architecture générale que celle déja obteauklgievermans et al. (2004) et Dorsey et
al. (sous presse) avec la seule région ITS. Sitreagaux de Zimmermann et al. (2010)
retrouvent eux aussi la monophylie des trois saestioles sectionsDeuterocalli et
Denisophorbia sont néanmoins placées par ces auteurs comme proalentes. La
monophylie de la sectioioniostemaet I'apparentement des sectioBeniosphorbiaet
Goniostemalisposent dans nos arbres d’un soutien statisfajiseulement avec les régions
nucléaires (Figures V.5, 6) ; I'ajout des marqueaanigroplastiques tend a diminuer le soutien
statistique (Figure V.7.a, b, c). Etant donné lavesgence des études phylogénétiques citées
ci-dessus (qui, rappelons-le, sont celles qui mtés¢ le plus large échantillonnage
taxonomique pour le clade GDD) et la relative hoématé morphologique des trois
sectioné®, I'hypothése selon laquelle les trois sectionscliule GDD sont monophylétiques
reste la plus vraisemblable.

La présente étude confirme en partie les conclgsibHaevermans et al. (2004). Les
espéeces malgaches du sous-gém@anthiscirconscrit par Gilbert (1987) forment en effet un
ensemble monophylétique, qui correspond a la se@aniostemaelle qu’elle est reconnue
ici. Au sein de cette section nous retrouvons ledes informels décrits par Haevermans et al.
(2004), en excluant évidemment les espéeces quautesrs n'avaient pas échantillonnées.
Néanmoins, nos résultats indiquent des relationgogBnétiques entre ces clades qui sont
différentes de celles présentées par Haevermaais(@004). A titre d’exemple, on peut citer
les especes des cladesdphorbia iharanage d’E. thuarsianaet d’E. ankarensis(sensu
Haevermans et al. 2004, Figure V.9.). Ces cladas tsnjours placés en position basale au
sein de la phylogénie de la secti@oniostemanais contrairement a la topologie obtenue par
Haevermans et al. (2004), dans nos arbres, ilsampdrentés au sein d’'un grand clade (qui
regroupe leclade dE. thuarsiana et le clade dE. leuconeura Figure V.9.). Certaines

espéces voient aussi leurs positions phylogénéiquarier. Au sein duclade A E.

% Homogénéité relative & la morphologie des graides, cyathophylles et des stipules pour la trésrsév
sectionGoniostema
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primulifolia [représentée chez Haevermans et al. (2004) paeu&e spopulationE. aff.

primulifolia — Isalo] se retrouve au coeur dade V, ce qui, comme nous I'avons montré ci-

dessus, est sa position phylogénétique type avewtgueur ITS mais est incongruent avec

son positionnement phylogénétique obtenu avec lequear ETS seul ou avec tous les

marqueurs concaténeés (Figure V.5, 7.b.).
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La topologie obtenue avec tous les marqueurs cénéat dispose d’'une meilleure
résolution que celles issues des travaux antériéast donné qu’elle a été générée par une
guantité de données plus importante et bien plpgsentative de la diversité spécifique et
géneétique du clade GDD, nous considérons que dings@évolutive qu’elle décrit a plus de

probabilité d’étre proche de la réalité que cqtlekliées antérieurement.

3. Phylogénie et morpho-écologie des trois sections alade GDD et des clades de la

sectionGoniostema
La sectionDeuterocalli

Comme nous I'avons déja mention&giphorbiasectionDeuterocalliest caractérisée par une
tres forte homogénéité morphologique. Si jusqu’gwd’hui E. alluaudii était considérée
comme une espece clairement définie, nos réesoltaesnus avec les phylogénies moléculaires
et avec les analyses de barcoding ADN (non présemt#ns le cadre de cette thése) tendent a
suggérer que nous sommes en présence d’au moirsedpeces différentes (Figure V.7.a.).
Ce constat est renforcé par la distribution desxdsapulations non apparentéaspriori
identifiées commeE. alluaudii Ainsi les individus que I'on trouve sur les haplateaux
malgaches, ou dans le nord de Madagascar (régi@ied® Suarez) sont vraisemblablement
plus apparentés B cedrorumque les individus du milieu sub-aride au sud dé&tdande Tle.
Aucun caractere morpho-anatomique ne nous a pefansver a une conclusion similaire, et
étant donné que I'étude morpho-anatomique des ebpse corraliformes » est trés difficile,
particulierement en raison de I'état de conservatie ces espéces en herbier, il est
vraisemblable que seules des études poussées teurai@ et en laboratoire sur du matériel

sélectionné et conservé avec tres grand soin pauioornir des réponses supplémentaires.
La sectionDenisophorbia

Nous disposons d’'un échantillonnage représentatifrdembres de la sectiBenisophorbia
qui permet de discuter pour la premiére fois salqg@nie (Figure V.7.a.). Les patrons
bioclimatiques observés pour cette section suggersa diversification depuis les zones
seches du nord-ouest de MadagasEaipkorbia bongolavensisur le plateau du Bongolava
et E. martinag espece vraisemblablement restreinte au massiiduaestie I'Ankarana prés de
Diego Suarez) vers le reste de I'lle, notammend {es foréts tropicales d’altitude de I'eBt (
rangovalensiy vers les cotes sud-est de I'li& glliotii dans les foréts littorales sur sabldet
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hedyotoidesdans le bush aride des environs de Fort-Dauphinjees les hauts plateaux
malgaches K. mahabobokensigt une espéece potentiellement nouvelle du plateau d
I’'Horombe représentée par le clade des individymemtés a k. sp. 32»). Il est intéressant
de noter qUE. ankaranaeet E. martinag qui croissent toutes deux dans la région de
I'’Ankarana de Diego Suaré% sur un méme substrat karstique, ne sont pas éntint
apparentées (Figure V.7.a.). Ainsi les zones karet des environs de Diego Suarez ont pu
étre colonisées au moins deux fois par les espgeda sectiorDenisophorbiaou ont pu
constituer une zone ancestrale depuis laquelletdas autres especes se sont diversifiées.
Un aspect particulierement intéressant de ['histoévolutive de la section
Denisophorbiaconcerne la position phylogénétique des taxa ndganhes apparentés a
Euphorbia pyrifolia que nous avons échantillonnés et qui proviennentMaurice, des
Seychelles granitiques et coralliennes, d’Aldalirdeel’lle de I'’AssomptionE. physoclada
espéece des Comores et de Mayotte n’est pas représgans notre échantillonnage mais est
vraisemblablement un membre de ce groupe). Si ¢tegsspécimens non malgaches sont
inclus dans un méme clade avec quelques individmgepant du nord de Madagascar, ils ne
forment pas pour autant un groupe monophylétiqugu(e V.7.a.). Ainsi bien que les taxa
provenant de Maurice et des Seychelles granitigiesaff. pyrifolia — Mauriceet E. aff.
pyrifolia — Seychelles granitiqugsoient intimement apparentés, les individus daglelles
coralliennes k. aff. pyrifolia — Aldabraet E. aff. pyrifolia — Assomptionsont chacun plus
proches parents de taxa du nord de Madagascare8d#ats sont pour le moins surprenants.
L’atoll d’Aldabra est environ a 40 km au nord déel'de ’Assomption mais a environ 420 km
au nord-ouest de Madagascar ; il est donc étormatces taxa soient chacun apparentés a
des entités malgaches différentes. En outre ibegirenant que ces clades ne soient méme
pas prochement apparentées et que le clafleadf. pyrifolia — Assomptiorsoit le plus
proche parent du clade Hl’ aff. pyrifolia — Mauriceet dE. aff. pyrifolia — Seychelles
granitiques L’échantillonnage dont nous disposons pour |ga teon malgaches est restreint
a quelques 1les, ce qui n'est pas suffisant poopgser un scénario biogéographique solide.
Pour ce faire, il faudrait disposer d'un échantilage qui prenne en compte la majorité des
fles de l'archipel des Seychelles (qui compte emvit15 iles), en se focalisant sur les ilots
coralliens qui séparent, sur plus de 1000 km, IFat®\ldabra de I'lle principale du pays,

Mahé (Seychelles granitiques).

29 . , . . , . "
Euphorbia martinaesemble restreinte au massif de I’Ankarana aloespjusieurs autres localités sont
connues pouE. ankaranadelles que la Montagne des francais dans les psoeimngrons de Diego Suarez.
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Compte tenu de la grande homogénéité morphologapse especes de la section
Denisophorbia aucun patron morphologique clair n’est distindaatd premiere vu.
Euphorbia martinaeet E. elliotii sont respectivement caractérisées par une suceubigs
tiges et des feuilles, ce qui pourrait étre lieea ghénomenes d’aridité édaphiques vu la faible
rétention d’eau opérée par les substrats sur lesgas especes croissent (sols karstiques de
I’Ankarana poulE. martinaeet substrat sableux polr elliotii). Certains caracteres d'intéréts
seront discutés plus loin (succulence du systéromaiae ou importance de la taille des

cyathophylles).
La sectionGoniostema

Comme pour la sectioDenisophorbia les membres de la sectidg@oniostemaoccupent
collectivement les 4 grands domaines bioclimatiqueslgaches mais sur une zone de
distribution beaucoup plus large étant donné gué&mretrouve dans toutes les régions de
Madagascar. Néanmoins, en termes de représentii@ein de notre jeu de données, les
régions seche et sub-aride priment sur les autres.

Ainsi les espéces basalesEdphorbia section Goniostema(clade dE. thuarsiana
clade dE. leuconeuraet clade d’E. boissier) sont toutes présentes dans la zone séche du
nord de Madagascar (a I'exception de 3 especemnfierit apparentéesa thuarsianaet dE.
boissieriqui occupent les zones humides du nord de l'lleésti treés intéressant de noter que,
guel gque soient les milieux écologiques (zone seahe foréts plus ou moins humides ;
massifs intérieurs de l'lle ou falaises en bord détes) ou les type de substrats (sol
latéritique, substrat sableux ou calcaire (dansriassifs karstiques) occupés par les especes
de ces trois clades, toutes, sans exceptionsserdislans les régions seches et humides de la
moitié nord de I'lle (Figure V.7.a.). Parmi touts=s espéceg.. thuarsianaetE. viguieri que
I'on retrouve respectivement dans les sols sabtiula cote est et calcaires dans les zones
karstiques de la cote ouest, sont les especededondnes de répartitions s’étendent le plus au
sud, dans les environs (cotiers) des latitudes @Aanarivo.

D’un point de vue morphologique, on peut discepiesieurs grands modeles. tkade
d’E. leuconeuraest caractérisé par des espéeces qui présentees toutport de type cactus
(ou « cactiformes ») : ils s’agit d’especes montesajou peu ramifiees) qui possedent des
tiges tres succulentes et un systéme racinairatrées stipules sont en peignes laciniés plus
ou moins développés (particulierement développég Ehleuconeuraou en forme d’épines
(E. pachypodioidgs Le clade dE. thuarsiana regroupe des especes épineuses aux port

buissonnant K. bulbispinaet E. ambarivatoens)s ou cactiforme E. neohumbertji E.
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iharanae et E. capmanambatoen3isLes especes directement apparentég&s thuarsiana
sont arbustives voire arborescent&s thuarsiana et ont la particularité de disposer de
stipules réduits a des petites glandes plus ou smbdcoupées. Les trois especes qui forment
le clade d’E. boissieriont toutes des tiges tres succulentes et des esipléveloppées qui
pour E. viguierisont des épines rigides, de grande taille, et réesfqui forment des crétes
épineusesEuphorbia guillauminianae distingue des deux autres espéces cactiformgarde
ses nombreuses ramifications basales qui lui danmeaspect buissonnant.

Contrairement aux especes mentionnées ci-dessusajiarité des taxa dulade A
occupe la région sub-aride du sud de I'lle (Figdré.b, c). Si pour les clades basaux de la
sectionGoniostemda forme de vie cactiforme est la plus répandegs,dspeces dtlade A
sont majoritairement naines avec un systeme raeimdis développé que le systeme aérien
(les plantes sont donc géophytes ou chamaephyitessrea caudex) ou en formes de buissons
(racines plus ou moins renflées en fonction de®@g). Les formations stipulaires sont
toutes sous formes d’épines qui sont souples epealite taille pour les espéces naines
(chamaephytes naines et géophytes) ou rigidesust g moins ramifiées pour toutes les
autres especes.

Les individus assignésEBuphorbia primulifoliavar. primulifolia sont les plus proches
parents des especes diade A Il s’agit de plantes géophytes pour lesquellagdeseles
feuilles et les cyathia dépassent du sol. Les esuiges et le caudex d’ou elles sont issues
sont strictement souterrains. Ce taxon pousse ldacteur des hauts plateaux malgaches, aux
environs de la capitale (Antananarivo), une zonegwEphique naturellement pauvre en
especes de la secti@@pniostemgseule certains taxa apparentés.amilii croissent dans la
méme zone).

La lignée la plus divergente au seinadade 1V (Euphorbiaaff. primulifolia — Isalo)
ainsi que les espeéces dadades dE. decaryietd’ E. waringiaesont des chamaephytes naines
aux courtes tiges rampantes (&gdecary)j ou dressées (e.g. waringiag qui présentent un
caudex souterrain de grande taille. Les partiegtadiges des plantes (racines, axes aériens et
feuilles) sont trés succulentes et les formatidimikires correspondent a de petites épines
souples. Toutes ces espéces poussent dans laurbde Bladagascar : la région sud des hauts
plateaux pourkE. aff. primulifolia — lIsalo (massif de l'lsalo) eE. aff. primulifolia —
Horombe (plateau de I'Horombe), et dans la régumn-aide des environs de Fort-Dauphin
(extréme sud-est de Madagascar) pour toutes lessa{Rigure V.7.b). Lelade d’E. milii
regroupe des espéeces caractérisées par un paobo@it analogue a celubd’'milii et par la

présence d’épines simples rigides ; les trois taasaux du cladeE( capsaintemariensis.
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tulearensiset E. parvicyathophora font néanmoins exception, car I'ensemble de leurs
caractéristiques morphologiques est analogue ascdéts espéces des cladds. decaryiet
d’ E. waringiae Si les espéces les plus divergentes occuperdgianr sub-aride du sud de
Madagascar, les lignées dérivees se retrouvent dass hauts plateaux du nord
d’Antananarivo E. milii var. milii) ou du sud de I'lleE. milii var. longifolia, E. milii var.
tenuisping, voire méme au bord des rivieres dans les faréfsicales de la cote esE.(
tardieuang. Le patron biogéographique observé pouclée IV a vraisemblablement son
origine dans des événements de dispersion entndiéal sub-aride du sud et les régions plus
au nord (hauts plateaux malgaches et région trigpluamide) ; une dispersion récente vers
les hauts plateaux malgaches pourrait expliqueréjaartition géographiques des taxa
directement apparentégamilii.

Les especes dulade V montrent une plus grande diversité morphologique et
ecologique que celles diiade IV (Figure V.7.c). Tous les ports manifestés par lembires
de la sectiorGoniostemasont représentés dansclade V (a I'exception du port arborescent),
viz. « cactiforme » Euphorbia lophogona E. perrieri E. paulianii E. horombensjs
géophyte E. quartziticola E. itremensiy chamaephytes naines a caudé&x kabatii, E.
moratii, E. cremers), buissonantes (e.d=. berorohae E. kondoj E. croizati). Le plus
souvent développées sous forme d'épines rigideplegmou ramifiées, les stipules sont
réduites a des épines souples et de petite taille |ps especes géophytes ou naines. Du point
de vue de la distribution des especes, on obsemeedistinction nette entre les especes
basales diclade V et les taxa des clades dérivés. Les especes dabssa@i divergent en
premier occupent les zones tropicales humidesl¢olaing de la cote esE( lophogong, les
régions seches du nord et du nord-ouest de Iltladé dE. perrieri, clade dE.
pedilanthoides E. labatii) et les hauts plateaux malgachEs &nkazobensjsLes taxa plus
dérivés sont présents dans la partie sud de Mackgakans la région sub-aride, a I'exception
des cing especes diade d’E. horombensisqui croissent sur les hauts plateaux. Il est
intéressant de noter que les groupes basauslatle V (clade dE. perrieri, clade dE.
pedilanthoides E. labati et E. ankazobensjs présentent des caractéristiques
biogéographiques et morphologiques qu’ils partageet les espéces les plus basales de la
section Goniostemaet du clade IV. A titre d’exemple, E. lophogona E. perrieri et E.
paulianii présentent toutes un port « cactiforme » anal@goelui rencontré chez les especes
des trois clades les plus basaux de la se@omostemg(i.e. clade d’E. leuconeura clade
d’E. thuarsiang clade dE. boissier) ; E. lophogonaoccupe sur la cbte est une zone de

distribution qui recoupe celle B thuarsianaet d’E. boissieri; E. perrieriet E. paulianiisont
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présentes dans le nord et le nord-ouest de l'iles des latitudes auxquelles on retrouve
certaines especes des clades basauxEeduillauminianaaux environs de I'lle de Nosy Be,
E. viguierisur les massifs karstiques de la cbte oudst)labatii enfin occupe le massif de
I’Ankarana ou se retrouve de nombreuses especetada dE. leuconeura(E. alfredii, E.
ankarensisk. hermanschwartzet E. pachypodioidgs

La phylogénie que nous avons obtenue confirme dssiltats d’Haevermans et al.
(2004) en suggérant pouEuphorbia section Goniostemaune diversification depuis les
milieux secs du nord de I'lle (especes trés suatede« cactiformes ») vers la région sub-
aride du sud de I'lle, ou elle se serait épanoueadoptant des formes de vie naines
(chamaephytes naines et géophytes) ou buissonnaeepatrons biogéographiques décrits
ci-dessus pour les difféerents clades de la sectBomiostema permettent d’avancer
I’hypothese que depuis ces deux grandes régiomtirnatiques, la sectio@oniostemaurait
colonisé de facon répétée les milieux humides debte est ¢lade d’E. thuarsiana E.
boissieri E. tardieuanaet E. lophogona et les hauts plateaux malgaches (les taxa assigné
E. primulifolia, plusieurs variétés B. milii, E. ankazobensist les espéces du cladeEd’

horombensis

4. Estimation des temps de divergences pour le clafd

Les modeles d’horloge moléculaire ont placé la pbéhie du clade GDD dans un espace
temporel, ce qui permet de décrire et de discugsrrélations de parenté dans un cadre
chronologique. Les temps de divergences estimés lgsudeux points de calibration de
lanalyse (Figure V.8.), i.e. les nceuds du souggedbBuphorbia et du clade GDD
(respectivement clade C et sectiBaoniostemaensu Bruyns et al. 2011) sont cohérents avec
ceux obtenus par Bruyns et al. (2011). La date mogeade divergence est néanmoins plus
jeune d’environ 3,5 Ma pour le sous-gegngphorbia[29,94 Ma (95% HDP = 22,49-39,56)
pour Bruyns et al. (2011) ; 26,3 Ma (95% HDP = #8%3,69) pour la présente étu@e]plus
vielles d’environ 1,4 Ma pour le clade GDD [12,65aN95% HDP = 7,099-19,62) pour
Bruyns et al. (2011); 13,25 Ma (95% HDP = 9,1936Y,pour la présente étude]. Ces
différences peuvent étre expliguées par de nombfaateurs tels que les différences
d’échantillonnage taxonomique, les régions d’ADN ot été analysées ou la méthodologie
utilisée (i.e. méthode de reconstruction phyloggnét qualité et quantité des points de
calibration, type de modéle d’horloge moléculaitiéisé, etc.) (voir Sauquet et al. 2012). Les

deux analyses difféerent au niveau de tous ces pdrasn. I'étude de Bruyns et al. (2011)
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utilise un échantillonnage relativement représéntiet 'ensemble de la diversité du genre
Euphorbiadans I'’Ancien Monde et un échantillonnage relatigatrfaible pour le clade GDD
(Tableau V.1.), ce qui est linverse de celui gueus avons constitué. Les arbres
phylogénétiques obtenus par Bruyns et al. (2011L¢@nobtenus en analysant seulement deux
régions de 'ADN (ITS etrnL-F) alors que nous en avons utilisé huit dans lagmtésétude.
Enfin les points de calibrations choisis ne sorg g méme, ceux que nous avons utilisé
étant des calibration secondaires, directemens idsW'analyse de Bruyns et al. (2011).

Les résultats obtenus par Bruyns et al. (2011)aetlg présente étude (Figure V.8.)
suggerent que le clade GDD se serait diversifi@rrpdu milieu du Miocene (13,25 Ma ;
95% HDP 9,19 — 17,36). La majorité des lignées lguicomposent seraient apparue
récemment, a partir du Pliocéne (autour de 5 Ma). redgard des grands patrons
biogéographiques discutés précédemment, I'époquiliduaéne pourrait ainsi correspondre
aux éventuels évenements de colonisation du nsligdaride du sud de I'lle par les especes
actuelles de la sectioBoniostemaou leurs ancétres. Il s’agit enfin de noter queldée de
divergence du clade qui regroupe les especes ntyaahmes de la sectioDenisophorbia
(Figure V.8.)semble particulierement jeune (1,65 Ma ; 95% HDI3 6, 2,72), ce qui suggere
gue les phénomeénes de colonisation des iles prathdsadagascar par des membres de la
sectionDenisophorbiaseraient récents (Pliocene supérieur - Pléistocéne)

Toutes les dates de divergence discutées ci-desstisiéanmoins fortement sujettes a
caution. Depuis une vingtaine d’années, I'explogies études qui visent a fournir des cadres
chronologiques aux scenarii évolutifs (voir Kumai03, Hedges & Kumar 2009) a été
accompagnée d'une polémique grandissante conceleannéthodologies utilisées et les
interprétations non-équivoques des résultats obt@@taur & Martin 2004). Plusieurs études
récentes ont en particulier mis l'accent sur l'impace capitale du choix des points de
calibrations dans le but d’obtenir des estimatiomsvaincante (e.g. Inoue et al. 2010, Ho et
al. 2008, Sauquet et al. 2012). Etant donné |'eftetsidérable des différentes stratégies de
calibration sur la variation des dates estimées tiegaux suggérent de multiplier les points
de calibration, si possible liés a des fossilestifiés et datés de facon satisfaisante (points de
calibration primaire). L'unique utilisation de pténde calibration secondaires a pour effet de
rajeunir (souvent de facon excessive) les agemeéstid’autant plus si un seul point de
calibration est utilisé (Sauquet et al. 2012). Malteusement, avec I'échantillonnage
rassemblé pour notre étude, l'utilisation des ide calibrations primaires n’'est pas
possible : d'une part le registre fossile du geeuphorbiaest tres pauvre, d’autre part nous

ne disposons pas de I'échantillonnage nécessaineipdure des genres qui sont représentes
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par du matériel fossile. En outre, vu la relatieeinesse des lignées étudiées (Miocene-
Pliocene-Pléistocene), il n'est pas possible dasil des dates de vicariance (e.g. séparation
entre Madagascar et I'Afrique) pour calibrer I'sbiFinalement, les points de calibrations
utilisés sont des secondaires, obtenus a partitrdesux de Bruyns et al. (2011). Au regard
des limites méthodologiques qui ont été mentionméeessus, le cadre chronologique que
nous avons définis pour le clade GDD est donc sujetution et ne peux étre considéré
caution. Il s’agit néanmoins du premier essai dataa moléculaire pour un échantillonnage

représentatif du clade d’euphorbe malgache le gilessifié, le clade GDD.

V. Conclusions et perspectives

Les tentatives de reconstruction fine des lienpatenté au sein des euphorbes malgaches (et
plus particulierement au sein du clade GDD, camstipar les section®enisophorbia
Deuterocalli et Goniostema se sont toujours heurtée a deux écueils majelasfaible
représentativité des échantillonnages taxonomigtiésés et le petit nombre de régions de
I’ADN utilisées. Les travaux déja publiés sont lespsouvent des « phylogénies de régions de
'ADN » donnant des résultats souvent contradiemir et dont les échantillonnages
taxonomiques ne sont en aucune maniére représentii la diversité des euphorbes
malgaches (tout particulierement du clade GDD)exckption des analyses d’Haevermans et
al. (2004) et de Zimmermann et al. (2010).

La présente étude a remédié a ces points faiblggogosant un échantillonnage non-
seulement représentatif de la diversité inter-$jgg@ mais aussi de la diversité intra-
spécifigue de nombreuses espéces appartenantdeu@l2D. En outre, la prise en compte de
huit régions issues de I’ADN nucléaire et chlorsfilgue a permis de décrire et d’analyser les
incongruences éventuelles entre phylogénies isgileesmarqueurs différents. Enfin,
I'utilisation de données publiées sur la datatiaréuulaire des euphorbes de I’Ancien Monde
(Bruyns et al. 2011) et la mise en relation destdire évolutive du clade GDD et des
connaissances sur la distribution et la morpholdg®especes, nous ont permis de discuter la
topologie dans un cadre temporel et biogéographique

Il a été montré que les analyses phylogénétiguestaées avec les régions nucléaires
d'une part et les marqueurs chloroplastiques deaptart n’inféerent pas les méme scenarii
evolutifs, ce qui dans ce cas précis suggere uneoalescence entre les domaines nucléaires
et chloroplastiques de I’ADN. La phylogénie quiangore toute I'information nucléotidique

est a I'heure actuelle la phylogénie publiée gflete vraisemblablement le mieux I'histoire
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evolutive des especes du clade GDD mais certaglaBons restent sujettes a caution telles
que la monophylie de la sectidBoniostemaet son positionnement phylogénétique. Les
relations de parenté déja discutés par Haevermars. €2004) ont été retrouvés dans
'ensemble mais les liens de parenté entre lescespie la sectioBoniostemabnt été affinés

et discutés en détail notamment par rapport a leguatrons biogéographiques et
morphologiques ; la sectio®enisophorbiaa pour la premiere fois fait I'objet d’une
discussion dans un cadre phylogénétique, toutcpditiement en ce qui concerne les especes
non-malgaches du groupe. D’'un autre c6té, ces gtphdglogénétiques ont contribuées a la
réflexion sur les circonscriptions de certainesesp. Elles nous ont amené a mettre en doute
la monophylie de la circonscription actuelle paeraple des espéces telles duiealluaudii

E. primulifolia, E. milii ou des espéces apparenté&s mahafalensisEnfin la phylogénie du
clade GDD a été incluse dans un cadre temporejuceuggere une origine récente pour le
groupe (milieu du Miocene) (voir aussi Bruyns et 2011) ; toutefois, les incertitudes
relatives a I'estimation des temps de divergencames ont pas permis de discuter en détail
I'hypothése chronologique inférée.

Notre travail ouvre la voie a tout un panel d’asaly plus poussées, notamment en ce
qui concerne l'étude des incongruences topologiquies scenarii biogéographiques,
'amélioration de I'estimation des dates de diveme et I'exploration des tempi de
diversification au cours du temps. L'utilisation dethodes d’analyses de coalescence dans
un cadre de phylogénie inter-especes (e.g. StarSHEA- Heled & Drummond 2010) est
prometteuse car elle permet d’estimer un arbreggéylétique commun issu des topologies
inférées pour chacune des régions étudiées. Cotapte qu'il est vraisemblable que les
régions chloroplastiques et nucléaires de 'ADN gaas avons utilisées ici, n'aient pas suivi
la méme histoire évolutive, I'emploi de ces métlodeus permettrad priori d’obtenirune
topologie plus proche de I'histoire évolutive depéxes. Cette approche est encore en cours
de test, et les premiers résultats montrent daslémres de convergence. Afin d’émettre des
hypothéses quand aux aires biogéographiques aalesstte chacun des grands groupes du
clade GDD, nous réfléchissons a la circonscripté®n ces aires et aux meéthodologies
utilisables. Enfin, afin de confirmer (ou d’infirmydes dates de divergence estimées ici, nous
tenterons d’améliorer la calibration des analysegpssible a I'aide de matériel fossile dont la

datation et l'identification sont fiables.
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Chapitre 6

Diversification et évolution morphologique dans Euphorbia

sectionsGoniostemaDenisophorbiaet Deuterocallia Madagascar

|. Introduction

Le clade GDD (i.e. le clade composé des secti@miostema Denisophorbia et
Deuterocall) regroupe ~ 70% des espéces d’euphorbes malgéfitiesHaevermans et al.
2009, Dorsey et al. sous presse). Ces especesiandisdes phénotypes morphologiques trés
variés : vraies geophytes pour lesquelles seulbdasgeons et les feuilles dépassent du sol ;
chamaephytes naines qui possedent un caudex eodess tiges rampantes ou dressées ;
chamaephytes monocaules trés succulentes a stiplliss ou moins développées qui
ressemblent a des Cactaceae ; plantes a port ifristmes ou a épines développées ;
especes arborescentes de grandes tailles, inespiedles ou avec des feuilles développées.
Elles occupent en outre tous les biomes de Madagases foréts tropicales humides de I'est
de la Grande lle aux foréts sub-arides du Sud.a@ercaractéres morphologiques tels que la
présence d'un systeme racinaire renflé, la succaleles organes foliaires ou la forme des
organes stipulaires sont particulierement variatéass ce groupe.

D’un point de vue biogéographique, toutes les espée ce clade sont endémiques de
Madagascar a I'exception de deux membré&sighorbiasectionDenisophorbia(E. pyrifolia
et E. physocladpa endémiques d’iles des alentours de Madagastes : Seychelles
coralliennes (iles extérieures, e.g. atoll d’Aldgakt ile de ’Assomption) et granitiques (iles
intérieures des Seychelles), les Comores et Ma(emgeces priori absentes de la Réunion
et de Rodrigues). Avec la sectidnrucalli, la sectionDenisophorbiaest le seul groupe
d’euphorbes malgaches du sous-geBuphorbiaqui contient des espéeces non-malgaches.
L’élucidation, dans un cadre chronologique, destbire évolutive de ce clade peut apporter
des informations sur I'évolution des caractéresphologiques partagés par les espéces. Elle
permet en outre d’investiguer une question aussiiale que les dynamiques évolutives au
sein du clade GDD tout particulierement en ce gacerne la sectioBoniostema

Les analyses phylogénétiques effectuées au course deavail de these ont permis
d’obtenir pour le clade GDD le squelette phylogéngét le plus résolu disponible a I'heure
actuelle (cf. Chapitre 5). Les relations de pardiyigothétiqgues sont en majorité soutenues et
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donc statistiquement crédibles. Il a en outre étdtmd qu’elles faisaiend priori sens en
termes morphologiques et écologiques. Comme ceégaaété noté, la secti@oniostemaest

de loin la plus riche des trois sections du groGD, tant au niveau du nombre d’espéces
gu'au niveau de la diversité morphologique ou égigjoe. Leclade A en particulier (cf.
Chapitre 5) concentre la majorité des especes €epte les patrons écologiques et
morphologiques les plus variables. Il comprend iatosites les espéces de la section
Goniostemale la zone sub-aride du sud de Madagascar aiagiegiespeces occupant toutes
les autres grandes zones biogéographiques. Toesedrdits morphologiques importants
rencontrés dans le clade GDD se retrouvent repigseans Ielade A (a I'exception du port
arborescent).

Le clade GDD constitue ainsi un groupe d’étude gptaire pour amorcer la description
et la discussion des phénomenes évolutifs quipotentiellement moteurs de la biodiversité.
Haevermans et al. (2004) avait suggéré une div@asdn dEuphorbia sect. Goniostema
[sous le nonE. subg.LacanthisGilbert (Rafinesque)] depuis le nord de la Grahdeers le
sud, en liaison avec une adaptation des especetinaat sub-aride du sud de Ille. Les
résultats obtenus dans le cadre de cette thesesfpentnde reformuler cette hypothése (cf.
Chapitre 5). L’acquisition d’un cadre temporel graux analyses mettant en jeu une datation
moléculaire (i.e. analyses sous BEAST — Chapitread@)s permet d’estimer si les taux de
diversification sont restés constants a travertenaps, ou si I'on observe effectivement une
radiation évolutive des espéces de la sedBoniostemalepuis le nord vers le sud de l’ile.
En corrélant ces résultats a I'histoire évolutieeadractéristiques morphologiques majeures
des espeéces du clade GDD, nous espérons détesnlasréventuels évenements a fort tempi
de diversification sont corrélés a I'acquisitionggticularités morphologiques.

Afin de répondre a ces questions, nous estimerans dn premier temps la vitesse de
diversification au sein du clade GDD. Nous pourramssi identifier et décrire les
accélérations ou décélérations potentielles du thixiversification pour le groupe GDD.
Nous couplerons cette étude a la reconstructiothsoire évolutive d’'un jeu de caracteres
morphologiques clés (i.e. caractérisés par leurtehaariabilité ou par leur importance
physiologique). Ceci nous permettra d’estimer sideentuelles difféerences dans les tempi de
diversification peuvent étra priori liees a une (ou des) évolution(s) donnée(s) de ces

caracteres morphologiques.
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[l. Matériel et Méthodes

1. Echantillonnage taxonomique

Le squelette phylogénétique utilisé pour les amasysrrespond a la topologie ultramétrique
datée qui a été obtenue précédemment avec ledbBEAST en utilisant les huit régions de
I’ADN nucléaire et chloroplastique étudiées dansddre de cette thése (cf. Chapitre 5). Ce
choix est motivé par les deux raisons suivanté$ il (S'agit de la topologie la plus résolue,
pour laquelle la majorité des liens de parenté adispd’'un fort soutien statistique
(particulierement au niveau spécifique) ; (2) cettglogénie prend en compte les données de
'ADN nucléaire et chloroplastique et fournit & tiére une approximation de I'histoire
evolutive réelle du groupe, meilleure que si undese2gion de ’ADN ou un seul domaine de
I’ADN était pris en compte.

Néanmoins, étant donné l'importance de I'échamtiitge taxonomique choisi pour
effectuer les analyses phylogénétiques, et vu @sil nécessaire de ne disposer que d’'un
individu par espéce pour cette partie de notre &tilda tout d’abord été nécessaire de
sélectionner les individus et les taxa a inclureesglure des analyses. Dans un premier
temps, nous avons éliminé tous les taxa du groMfere (espéces des sous-geriteslag
Rhizanthium Chamaesycet des sectionirucalli, Tetraptera PachysanthaeEuphorbig
Monadeniumh Compte tenu que les groupes externes étaienesemés ici par un
échantillonnage taxonomique réduit (couplé a unerdité morphologique considérable),
nous avons préféré nous concentrer sur I'histonduéive de la sectioDenisophorbiaet
surtout de la tres diverse secti@oniostema La sectionDeuterocalli groupe d’une tres
grande homogénéité morphologigue qui occupe uniigrosceur par rapport aux sections
Goniostemaet Denisophorbia (Partie 1), enracine donc l'arbre qui est utilipéur les
analyses suivantes.

Au niveau du groupe interne (clade GDD), nous awgarsié les taxa qui peuvent étre
identifiés comme des especes a part-entiere avaewiles d’ambiguité possible. Nous avons
ainsi exclu tous les individus qui étaient relieéded déterminations ou des concepts d’especes
ambigus. De maniere a ne garder qu’'un représergantespece nous avons éliminé
'ensemble de [I'échantillonnage intra-spécifiqueouP ce faire, nous nous sommes
principalement basés sur les individus qui dispbdenla meilleure tracgabilité, et de la plus
grande quantité et qualité d’information. Il s’agit grande majorité des échantillons que nous
avons récoltés directement sur le terrain et peaquels nous disposons d'un herbier (et

éventuellement d’échantillons en alcool) lié a desrdonnées géographiques, a des supports
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iconographiques (photographies) et a des informatide récoltes détaillées (e.g. sur la
morphologie et I'écologie).

Lorsque les regroupements d’échantillons étaiemtémnts avec les identifications
morphologiques et que les concepts d’especes aggmient comme monophylétiques, nous
avons sélectionné un des individus et exclu tosislgres. Dans certains cas, des échantillons
appartenand priori a la méme espece n’étaient pas étroitement apgardrd raison majeure
de ces incongruences est vraisemblablement a oigredans le processus d’identification
morphologique (cf. Chapitre 5). Pour certaines espget en particulier pour les espéeces
arbustives (morphologiquement semblableEuphorbia mili) et naines a caudex (e.B.
decaryi, E. ambovombengides informations taxonomiques sont ambigues.eHeat, les
descriptions sont souvent incompletes ou vaguetete rapportent généralement qu'a la
seule récolte type. En outre, les variations phanqlies peuvent étre importantes : absence
ou présence d’épines en fonction de I'age de Niigi, importantes variations de la taille, de
la couleur ou méme de la sexualité des cyathiapdgreplasticité des organes végétatifs
(feuilles, ramifications aériennes et souterrainesjc. Ainsi, si les identifications
morphologiques sont réalisées par des non spéeglisur du matériel difficile a identifier
(individus stériles ou jeunes) ou potentiellemenjets a des phénomeénes d’hybridation
(échantillons en collections vivantes), elles soptiori particulierement douteuses.

Dans le cadre de notre travail, certaines espé@rggeaprésentées en partie ou en totalité
par ce type d’échantillon dont la détermination psbblématique. Dans le cas ou les
échantillons associés a une méme espece n’'étasnefpoitement apparentés dans notre
phylogénie et que l'erreur d'identification étaibgsible ou méme probable, nous avons
sélectionné pour représenter I'espéce un échantdippartenant au clade formé par les
individus récoltés et identifies dans les meillecoaditions (i.e. nos récoltes personnelles ou
les échantillons dont l'identification est la pliigble). De cette fagcon, nous avons inclus les
especeg. pedilanthoidesE. kondoj E. rossii E. beharensigtE. perrieri.

Comme cela a déja été mentionné (cf. Chapitrel®sti impossible de préciser les
concepts d’especes pour les entités proch& diahafalensis(i.e. E. retrospina E.
razafindratsirag E. croizatij E. rubrostriata,et E. hoffstaette), ainsi que pour les variétés
apparentées B. milii et aux especes naines a caudex du sud de l'llelés.gous-especes
d’E. decaryi ou d’E. francoisi). Nous avons adopté des stratégies d’échantilipmna
différentes en fonction des problémes taxonomigeesontres.

Les especes apparentéek.amahafalensiprésentent avec cette derniére espéce une

forte homogénéité morphologique (plantes buissai@sagt épineuses a cyathophylles plus ou



171

moins striées) et écologique (milieux sub-arideMidalagascar dans les environs de Tuléar).
Les caracteres discriminants sont peu nombreux odienient sujets aux variations
phénotypiques telles que la striation des cyathiigghyou la spination des branches.
L’ambiguité des descriptions d’espéces rend ewiinet détermination hasardeuse. Quelle que
soit I'espece a laquelle les échantillons onteéf#iori assignés au moment de la récolte ou
apres celle-ci, nous avons donc choisi de les dénsi comme appartenant a un méme UTO
gue nous avons appelé « Compldie. mahafalensis.

Les difféerentes variétés apparentée€wphorbia milii ne forment pas un groupe
monophylétique dans nos arbres phylogénétique€tapitre 5) ; certaines variétés sont plus
apparentées a d’autres espépgsaux autres représentant&dmilii. Etant donné qu’il n’était
pas possible de circonscrire précisément chaguétéarchantillonnée, nous avons décidé de
réduireE. milii & deux UTOs monophylétiques pour lesquels noussdigps du maximum de
renseignements géographiques et morphologiquesd€iesUTOs présentent I'avantage de
disposer d’aires de répartition trés distincted’awoir été récoltés récemment. L'un est
déterminé comme la forme typiqueed’'milii (E. milii spp.milii) et croit sur les hauts plateaux
dans les environs du Lac Alaotra. Il comprend 4aéthHons qui forment un groupe
monophylétiquelfoot = 100% ;pp = 1), directement apparent&atardieuanalLe deuxiéme
UTO correspond a la variéE& milii var. longifolia et est originaire des inselbergs du plateau
de I'Horombe. Il est représenté dans notre jeualées par 11 échantillons qui forment un
groupe monophylétiqueéb¢ot = 91% ;pp = 1) apparenté a d’autres représentaris diilii.
Utiliser ces deux UTOs dans nos analyses nous petimaeprésenter une partie de la
diversité dE. milii (qui compte au total 6 variétés différentes fidettamans et al. 2009).

Euphorbia capuronii, E. itampolensis, E. brachypdyE. ankazobensiginsi que deux
variéetés de. milii (E. aff. milii var. tulearensiset E. aff. milii var. vulcanii) font toutes partie
du méme grand cladeléde V), et ont été exclues des analyses. Nous dispasveéfet de
trés peu d’'informations sur la morphologie et I'égie de ces taxa qui ne sont connus que de
leurs récoltes types. En outre, I'échantillonnag#étulaire provient des collections vivantes
et reste donc sujet a caution. Enfin, la monophgéeces taxa n’'est pas clairement avéree,
notamment en raison d’un trop faible échantilloreagra-spécifique (cf. Chapitre 5).

Les analyses phylogénétiques incluant un échamtidige issu de travaux de récoltes
récents ont montré que certains concepts d’'esgaces I'évidence paraphylétiques, comme
dans le cas des échantillons associés aux espepb®rbia primulifoliaet E. alluaudii (cf.
Chapitre 5). Dans le casHl’ primulifolia, étant donné que les individus apparentés a cette

espeéce forment trois clades non apparentés bietera@i qui correspondent a trois
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morphotypes différents et a trois zones géogra@sigiistinctes (hauts plateaux tananariviens,
Parc national de I'lsalo et plateau de I'Horombkegst vraisemblable qu’il s’agisse de trois
especes différentes. Nous avons donc identifipdes des hauts plateaux, d’ou est originaire
I'échantillon type dE. primulifolia s.str. (=E. primulifolia var. primulifolia) et nous avons
nommes les deux autres UTOs suivant leurs rémansitjéographiqueg (aff. primulifolia —
Isalo etE. aff. primulifolia — Horombe). Dans le caskl alluaudii il n’a pas été possible
d’identifier des différences morphologiques ou égajues claires entre les deux espéces
potentielles (cf. Chapitre 5). Dans l'attente dfutur travail de révision taxonomique, nous
avons décidé de ne prendre en compte qu'une sepigagtion et de la considérer comme
représentative &. alluaudii Cette solution n’est pas entierement satisfagsargtis permet de
prendre en compte cette espece, particulieremégressante de part sa morphologie unigue
(espece coralliforme) et sa trés large zone deatrépa.

La sectionDenisophorbian’est elle aussi pas exempte d’ambiglités taxonoesq
Nous avons essayé de les réduire au minimum togaetant une bonne représentativité
taxonomique de la section. Tous les échantillordéterminés ont ainsi été retirés des
analyses a l'exception de ceux originaires des piexhes de Madagascar apparentés a
Euphorbia pyrifolia qui forment un groupe monophylétique avec quedgaga du nord de
Madagascar (cf. Chapitre 5). Etant donné que némsns pas le matériel nécessaire pour
déterminer si I'on est en présence de plusieurscespou d’'une seule espéce présente sur
chacune des iles, et vu que la morphologie etlb@oe de ces especes sont particulierement
variables, nous avons décidé d’assigner aux eni#igses d'iles différentes des noms
différents. Nous décrivons ainsi 4 taxas différesdsis les noms dek aff. pyrifolia —
Seychelles granitiques »,Ek¢ aff. pyrifolia — Aldabra », «&. aff. pyrifolia — Assomption »,

« E. aff. pyrifolia —Maurice ».

Au final, I'échantillonnage sélectionné pour le gpe GDD compte 69 taxa dont 56
pour la sectionGoniostema 11 pour la sectiorDenisophorbiaet 2 pour la section
Deuterocalli(Figure VI.1.) Suivant Haevermans et al. (2009) et Dorsey etsali{ presse),
ceci correspond a ca. 75% de la diversité spédfiqu groupe GDD, et en particulier a
environ 75% de la diversité de la secti@oniostemala quasi-totalité des especes qui ne
sont pas échantillonnées n'ont jamais été collectdepuis la récolte type, toujours
fragmentaire et peu-informative. Les monographigdesces espéces enfin présentent des
descriptions vagues et ambigies, ce qui complegdiesidérablement l'identification de ces
taxa (voir Chapitre 1 — Tableau 1.2.). Nous congdé donc que I'échantillonnage

spécifique constitué ici est largement représdndatila diversité du groupe GDD. Tout en
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été

7

conservant les longueurs de branches obtenuesl'anatyse BEAST, la phylogénie a

réduite de 279 feuilles a 69 feuilles (ou 69 tara) utilisant la fonction « drop.tip » du

package APE 3.0-5 (Paradis et al. 2004) implémpatde logiciel libre R (R Development

Core Team 2008). Cette topologie réduite (Figurd Yla été utilisée pour estimer I'histoire

lutive des traits morphologiques et pour caregseles tempi de diversification.
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« Figure VI.1. Arbre phylogénétique réduit du clade GDD. Cette logie est dérivée du consensus majoritaire calculé
sur la base des arbres issus de I'analyse de ticenaticléotidique totale sous BEAST (cf. Chapitrel®s entités que nous
avons exclus des analyses ont retiré de la topoliigrigine a I'aide de la fonction « drop.tip » package APE 3.0-5.

2. Exploration des tempi de diversification

Les taux de diversification ont été estimés et ym#m a l'aide des packages APE 3.0-5,
LASER 2.3 (Rabosky 2006a) et GEIGER 1.3-1 (Harmorale 2008) du logiciel R. Les
variations des taux de diversification au courstelaps ont été inspectées visuellement en
utilisant un outil graphique appelé « Lineage-tigtotime » (ou LTT en forme abrégée). Ces
graphes ont été construits en utilisant la topeaginsensus réduite a 69 espéces ; y figurent
le logarithme du nombre de lignées (i.e. le nonbéeenements de spéciation), en fonction
des dates de séparation des différentes lignéedgs dates des événements de spéciation).
Ces «semi-logarithmic LTT plots » permettent lascdssion qualitative des tempi de
diversification : en comparant la courbe obtenuleis(précisément la pente de la courbe
obtenue) avec celles construites a 'aide de dansieulées par modélisation suivant un taux
de diversification constant, il est possible decudlier la variabilité relative des taux de
diversification au cours de I'histoire évolutive dade GDD.

Les variations des taux de diversification sontventi explorées au moyen de méthodes
statistiques implémentés par les packages LASEFESBEER (Schweizer et al. 2011, Ober &
Heider 2010, Antonelli & Sanmartin 2011, Alfaro &t 2009a, Santini et al. 2009). Le
computation de I'indice gamma)(permet de déterminer si les taux de diversifocatgont
constants au court du temps : cette mesure configguesition relative des ages des noeuds
internes d’'une phylogénie avec celle attendue stiiva modele de simple spéciation (Yule)
pour lequel le taux de spéciation est constantcamt du temps (Yule 1925). §in'est pas
centré sur 0 de maniére significative (p < 0,0%ydothese de stabilité du taux de
diversification est rejetée, ce qui suggére undoinegs évolutive présentant des taux de
diversification variables au cours du tempsy 8i0 ou siy > 0 (et p < 0,05), ceci indique que
les distances entre les nceuds internes sont regweent plus longues ou plus courtes
lorsque I'on se rapproche de I'époque actuelle guand t tend 0) que cela ne 'est prévu par
la modélisation de Yule a taux de spéciation carigRybus & Harvey 2000).

Dans un deuxieme temps, afin de confirmer le tgset en vue d’identifier de
potentielles variations temporelles des taux derdification au sein de la phylogénie du
clade GDD, nous avons utilisé le test « Birth-Delattelihood » (BLD) implémenté par le
package LASER (Rabosky 2006a). Cette approche demmum de vraisemblance mesure
'adéquation d’'une série de modéles a taux consiantariable en comparant les critéres
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d’Akaike (AIC) calculés pour chaque modele. Au kotang modeles de diversification ont
été comparés suivant la méthode décrite par Ral{@skgb).

Les deux modéles a taux constant testés correspoaden modéle de Yule (« pure
birth ») et un modele présentant un taux de spéniéb) et un taux d’extinction (d), le taux
global de diversification (b — d) étant constancaurs du temps (« birth-death model »). Les
trois modéles a taux variables comprennent deuxétasddont le taux de spéciation est
fonction du nombre de lignées a un temps t (modedési nommeés « density-
dependant speciation rates models »). Cette relatndre le taux de spéciation et la densité
taxonomique est soit d'ordre exponentielle (model®DX »), soit d’ordre lognormal
(modéle « DDL ») (Rabosky 2006b). Le dernier modgiplémenté est un modeéle variable
présentant a un temps t un évenement de changearente taux de diversification (ou « rate
shift »). Il s’agit donc d’un modele a deux tauxdieersification (ou « Yule-2-rates model »).

L’AIC du modele a taux constant le plus adéquat @elui avec le plus important AIC)
est comparé a I'AIC du modéle a taux variable les@déquat afin de déterminer lequel des
deux modeéles représente le mieux les donn&&E ke = AlCrc _AICgry— Rabosky 2006b).
AAICRgcest positif quand le modéle a taux variable eglils adéquat ; il est négatif dans le
cas contraire. Afin de réduire le risque de réalise erreur de Type | (i.e. rejeter de maniere
incorrecte I'hypothése nulle selon laquelle le tdexdiversification est constant), nous avons
calculé le 95centile de la distribution des valeurs AlICrc obtenues a partir de 1000
simulations phylogénétiques. Ces simulations oét aiitenues en considérant un taux de
diversification constant dans le temps, sous I'tlgpse d’'un modele de Yule [le taux de
spéciation (b) utilisé est celui obtenu précédeninmas du test BLD]. Nous avons alors pu
comparer la distribution des valeurs AildICrcobtenu avec les données simuléesAAICRc
résultant des données empiriques. Il a ainsi éssiple de déterminer la significativité
statistigue dwAICRcestimeé pour les données du clade GDD. Toutes tesaBns obtenues
pour chacune de ces analyses statistiques, airssilajumise en évidence des modéles
sélectionnés sont fournies (Tableau VI.3.).

L’ampleur de [I'échantillonnage taxonomique utilis®8 un impact évident sur
l'interprétation des résultats statistiques detstgamma et BDL. Il a été montré récemment
(Cusimano & Renner 2010) qu’en I'absence d’'un étih@mnage quasi-complet des espéces
d’'un groupe (i.e. plus de 80% des especes), |@chantillonnage des nceuds profonds peut
biaiser les interprétations, i.e. faire conclur®m a un ralentissement au cours du temps du
taux de diversification (soit un modele de divecsifion dépendant de la densité, DDX ou

DDL). Nous disposons d’'un large échantillonnageésentatif du clade GDD qui regroupe
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plus de 75% des especes du groupe. Comme nousidada discuté précédemment, vu le
caractére énigmatique des especes qui ne sontipasep compte, nous pouvons considérer
gue nous avons échantillonné la quasi-totalitéedpgces du clade GDD reconnues a ce jour
et que la part d’espéces non-échantillonnées ggigaéble. Etant donné que les techniques
développées jusqu’ici pour palier aux problemesalgs-échantillonnage considéerent que le
sous-échantillonnage est distribué au hasard au dmila phylogénie, elles ne sont pas
satisfaisantes (Cusimano et al. 2012). Dans I'tdtdno développement de méthodes adaptées
a la prise en compte de sous-échantillonnages ¢axignes non aléatoires, nous avons
complété ces analyses par lapplication d'un atpore d’évaluation des taux de
diversification qui permet d’incorporer les espécesiquantes.

Développée par Alfaro et al. (2009a) au sein dukage GEIGER, la méthode
MEDUSA (« Modeling Evolutionary Diversification Usj Stepwise AIC ») teste
'adéquation d’'une série de modeles BD (« birthtd@aodels ») & complexité croissante (i.e.
le nombre d’événements de changements de tauxwveesification augmente de plus en
plus) ; la vraisemblance, le critere d’Akaike (AI@} les parametres de spéciation et
d’extinction de chaque modéle sont estimés corgaient. L'algorithme estime tout d’abord
'ensemble des paramétres et des indices (ML e Alilir le modéle le plus simple, c'est-a-
dire le modéle constant a deux paramétres [spégié) et extinction (d)], sans changement
dans le taux de diversification. La deuxieme étapeute de la complexité en incorporant au
modele constant un évenement de changement del¢adixersification sur une des branches
de I'arbre phylogénétique. Cette branche définitiade pour lequel des taux de spéciation et
d’extinction différents du reste de I'arbre sontca&s. Le nombre de parameétres estimés
passe donc de deux a cing (deux parametres deaipacideux parametres d’extinction et la
date de I'événement de changement dans le tauwelesification).

Si le modele le plus complexe améliore le critei€ Al est retenu. Une différence de
plus de quatre unités entre les criteres AIC das< drodéles est la limite communément
admise pour considérer que I'amélioration est §iiative® (Alfaro et al. 2009a, Burnham &
Anderson 2003). La procédure continue en ajoutastayénements de changements de taux
de diversification sur d’autres branches de I'ajbsgu’a ce que la limite de 'amélioration du

critere AIC soit atteinte. Un processus d’élimipatiinverse (« backwards elimination

30 A titre d’exemple, considérons deux modéles, ldes deux étant plus complexe que l'autre (i.e. plus
paramétré) : si le critére AIC obtenu pour le medélplus complexe est supérieur de plus de 4sunitécritére
AIC calculé pour le modéle plus simple, il est sétmné. Dans le cas contraire c’est le modeélelus pimple

qui est retenu.
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procedure ») enléve ensuite un a un ces évenereerggvalue tous les modéles. Aprés ces
deux étapes, le modele calculé comme le plus vrdikdble est sélectionné.

La méthode MEDUSA permet ainsi de déterminer powe histoire évolutive donnée
des regions de la topologie pour lesquelles lesx tale diversification seraient
significativement différents du reste de [Iarbreylplgénétigue. Cette méthode est
particulierement adaptée a I'étude de groupes tamaques pour lesquels I'échantillonnage
n'est pas complet. En effet, I'algorithme prendcempte un indice de richesse taxonomique
assigné a chaque feuille (i.e. chaque espéce) dehidogénie. Etant donné que
I'échantillonnage est quasi complet, la grande nit@jales indices de richesses sont de 1. Les
taxa qui ont été exclus des analyses en raisoruteambiguité (cf. I1.1.) ont néanmoins été
pris en compte en se basant sur la phylogénie BE#t®dnue avec les 8 régions de 'ADN
(cf. Chapitre 5). Chaque taxon pour lequel I'indd richesse est supérieur a 1 est donné,

avec les taxa qu'il représente, dans le Tablead. VI.

E. mahafalensis

E. retrospina

E. razafindratsIRae
E. croizatii

E. hoffstaetteri

"Complexe d'E. mahafalensis"
(IR =5)

E. gottlebei
E. gottlebei gorrte e.l
E. genoudiana
(IR =3) ;
E. capuroni
E. analavelonensis E. analavelonensis
(IR=2) E. milii var. bevilaniensis
E. francoisii E. francoisii
(IR=2) E. francoisii var. crassicaulis
E. lophogona E. lophogona
(IR=2) E. annamarieae
E. milii var. longifolia E. milii var. longifolia
(IR=2) E. milii var. roseana
E. pedilanthoides E. pedilanthoides
(IR=2) E.ankazobensis
E. sakarahaensis E. sakarahaensis
(IR=2) E. neobosseri
E. tardieuana E. tardieuana
(IR=2) E. milii var. tenuispina

Tableau VI.1. Tableau indiquant les feuilles de I'arbre réduilisé pour les analyses de taux de diversificatipm
présentent un indice de richesse (IR) supérieurlad taxa qui sont pris en compte par chacune sldecdlles de 'arbre
sont indiqués dans la colonne de droite.

Les résultats obtenus avec toutes les méthodastigiats présentées ci-dessus sont
comparés (Tableau VI.3.) et discutés ci-dessouscdiabe « semi-logarithmic LTT » est
présentée (Figure VI.2.) et est graphiguement coéepa 1000 courbes « LTT » simulées
sous un modele de Yule (le taux de spéciation eonsttilisé est celui obtenu précédemment
lors du test BLD). Le résultat de I'algorithme MEBM est représenté graphiquement sur la
Figure VI1.2.
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3. Codage des données morphologiques

Sur I'ensemble des caracteres morphologiques pertpgr les especes du clade GDD, nous
avons sélectionné un jeu de 6 traits morphologiquas notre étude (Tableau VI.2., voir
aussi ci-dessous). Deux de ces caractéres sentfentement en relation avec la capacité
des euphorbes malgaches a stocker I'eau (succlilensent don@ priori liés a I'écologie
des espéces. Les quatre autres caractéres séabéstiocorrespondent a des traits
morphologiques particulierement polymorphes au gshinclade GDD (port général des
especes, forme et organisation des organes stigsilacaracteres inflorescentiels). Ces
derniers caractéres présentent une importanceptant la biologie et la physiologie des

espéeces que pour la systématique du clade GDD.

Traits de vies codés Etats de caractéres

(0) - Feuilles peu ou pas succulentes
1 - Succulence des feuilles (1) - Feuilles rigides, « semi-succulentes »
(2) - Feuilles fortement succulentes

(0) - Aucun renflement tubéreux

2 - Succulence du systéme racinaire X ,
(1) - Un ou plusieurs renflements tubéreux

(0) - Especes géophytes
(1) - Espéces chamaephytes naines
3 - Type de forme de vie (2) - Espéces monocaules "cactiformes"
(3) - Espéces buissonnantes
(4) - Espéces arborescentes

(0) - Stipules glandulaires non-développées
(1) - Stipules en peignes glandulaires développés
(2) - Stipules en épines souples de petite taille
(3) - Stipules en épines rigides souvent de grande taille

4 - Morphologie générale des stipules

(0) - Cyathophylles peu développées

5 - Développement des cyathophylles , A
(1) - Cyathophylles développées

(0) - Cyathophylles étalées

6 - Etalement des cyathophylles .
(1) - Cyathophylles dressées et enveloppant la coupe

Tableau VI.2. Tableau récapitulatif des six traits de vie codéss états de caractéres associés sont indiquéslalans
colonne de droite.

Le codage de ces six traits de vie a mobilisé éemtde des données taxonomiques dont
nous disposions et a été effectué a l'aide du ielgkper2. Pour une discussion détaillée de
I'acquisition de ces données et du codage desteagacvoir le Chapitre 2. Nous donnons ci-
dessous le détail des 6 caracteres morphologiguasgués dans les analyses (avec le codage
des états de caractere utilisé).

Caractéere 1: Succulence des feuilles: (0) Feuilles peu ou sasulentes, (1) Feuilles
rigides, « semi-succulentes », (2) Feuilles fortenseicculentes.

Ce trait morphologique correspond & la capacitétdekage de I'eau dans les tissus des
feuilles (Eggli & Nyffeler 2009). Il s’agit donc dh caractéra priori directement en relation
avec les conditions de vie de la plante, notamraerde qui concerne les facteurs climatiques

et les parametres édaphiques liés a la dispogildi¢au (i.e. substrat). La définition et le
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codage des difféerents états du caractere sont tdeengualitative, basés sur la vue et sur le
toucher. Nous nous sommes concentrés sur I'épaisdative du limbe et des nervures des
feuilles. Un limbe fin, souple et qui présente desvures secondaires visibles (soient
colorées, soient proéminentes) caractérise dedleeufaiblement succulentes ou non
succulentes (0). Certaines espéces présentanediled aux limbes rigides et Iégerement
épais qui sont faciles a sectionner ; les nervemd le plus souvent peu marquées. Nous
avons classé ces espéces dans un groupe carapsridés feuilles rigides (1). Les feuilles
caractérisées par un limbe tres épais et rigidél @gt impossible de plier sans sectionner),
ainsi que par des nervures secondaires invisibléseih nu ont été considérées comme
fortement succulentes (2). Les espéeces de la sdatioterocalli E. alluaudiiet E. cedrorum
présentent des feuilles de petite taille et en éodigcailles qui sont rapidement caduques.
Des observations fines ont montré que ces feusiteg aussi larges qu’épaisses et qu’elles
présentent un limbe aux surfaces bombées et awgemapaisses. Nous avons donc considéré
gue les feuilles de ces especes, bien que de @tite paille et fugaces, sont fortement
succulentes.

Caractere 2 :Le systéme racinaire : (0) Ne présente pas déereaht tubéreux, (1) Présente
un (ou des) renflement(s) tubéreux.

Comme pour le caractére précédent, il s'agit d'amactere relatif a la capacité de
stockage de I'eau dans la plante (Pate & Dixon 188 & Nyffeler 2009, Hearn 2009a,b).
Au regard des données que nous avons collectéggtait pas envisageable de différencier
les formes de racines tubéreuses (racine pivotaaidlée, racine stolonifere, racine
napiforme) et de qualifier ou quantifier leur imfgrce. Nous nous sommes donc limités a
coder la présence ou l'absence de renflements shérag racinaire. Ce renflement se situe
toujours sous le collet et n'est jamais aériendg@ckption des plantes cultivées ou croissant
dans les environnements sujets au ravinement). Papinorbia martinae, E. mangelsdorfii,
E. paulianii, E. ambarivatoensis, E. ankararetde. tardieuananous ne disposions d’aucune
donnée publiée ou en collection qui nous rensegmela nature du systéme racinaire. A
I'aide des observations que nous avons réaliségisuminsi qu’a I'aide de I'expertise fournie
par des spécialistes des euphorbes et de la viégétaalgache (e.g. T. Haevermans, M.
Bardot-Vaucoulon, L. Allorge), nous avons pu cortgidées informations manquantes.
Caractére 3:0n peut séparer les formes de vie en cing clasBsEspéces géophytes,
présentant un important caudex souterrain et demibburgeons terminaux se situent juste
sous la surface du sol. En période de floraisaigsdes feuilles et les fleurs sortent du sol, la

tres courte tige qui les porte étant souterrairlg. Especes chamaephytes naines, qui
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présentent un caudex souterrain. Le systéme adnesire, est caractérisé par des courtes
tiges monocaules qui ne dépassent pas 20 cm (us$§ucm pouEuphorbia waringiag (2)
Espéces monocaules ou oligoblastigiies« cactiformes », aux racines fluettes, qui ne
dépassent généralement pas 1 m de hauteur de daceptionnelle jusqu’'a 2 m de hauteur
pourE. perrieri (N. Rebmann & T. Haevermans comm. pers.). (3) Espéaissonnantes qui
ne présentent pas de vrais troncs mais de nomisreasd@fications basales. (4) Espéces
arborescentes possédant un vrai tronc.

Les cing formes de vie proposeées ci-dessus pogroepe GDD correspondent a des
concepts basés sur le port général de la planst @qire sur I'architecture et la taille de ses
ramifications éventuelles. Bien que ces classesiigpas uniquement basées sur les modeles
d’architecture développés par Hallé & Oldeman (397@ deuxiéme classe (especes
monocaules et oligoblastiques) ne compte que geEces présentant le modele d’architecture
de Corner.

Caractere 4 : Le clade GDD présente au moins 4 types de formatiipulaires : (0) Des
stipules non-développées, en forme de glandes ds fpretite taille, qui peuvent
eventuellement former des amas qui entourent Fiitgefoliaire Euphorbia alluaudiiet E.
cedrorun). (1) Des stipules glandulaires soudées les umesatres et disposées en créte sur
la tige, ce qui conduit a la formation de « peigglesidulaires ». (2) Des stipules de taille plus
importante qui forment des épines souples qui geqnt pas. (3) Des stipules de grande
taille, sous la forme d’épines rigides et piquantes

Chez certaines especes, les épines peuvent étikéemmet disposés en crétes (e.qg.
Euphorbia viguierj E. neohumbertjiE. perrieri), et portées par des mamelons.

Caractére 5 : Les cyathophylles : (0) Sont peu développées atépassent pas la coupe du
cyathium, (1) Sont développées et dépassent ém l@itoupe du cyathium.

Les cyathophylles, organes particulierement vaembtlifferent d’'une espéce a l'autre
de part leur forme générale, leur couleur, la fomheeleur apex ou leur mode d’insertion.
Etant donné que ces données ne sont pas dispopilestout notre échantillonnage, nous
avons choisi de renseigner un caractere qui adrktdisposition relative des cyathophylles
par rapport a la coupe du cyathium
Caractere 6 : Les cyathophylles : (0) Sont étalées de partattde de la coupe du cyathium,
(1) Enveloppent la coupe du cyathium en formantube qui la dissimule (inflorescences
analogues a celles rencontrées pour les espdeaphbrbiasect.Pedilanthus.

31 C'est-a-dire fide Mangenot (1969) «... qui se raemifj plus ou moins tardivement, certains faiblement
(oligoblastie)... ».
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4. Reconstruction de I'histoire évolutive des traitsorphologiques

L’estimation des états ancestraux des six caract@mphologiques codés a été effectuée a
'aide de la fonction « ace » du package APE 3.Q&.vraisemblance de chaque état de
caractére est estimée pour chacun des nceuds senia topologie suivant le principe de
maximum de vraisemblance (Pagel 1994). Les appsodeemaximum de vraisemblance
permettent d’estimer, pour un caractere donnéyreisabilités de tous les états de caractére a
chaque nceud de I'arbre. Contrairement aux tradgigtbes méthodes de parcimonie basées sur
une minimisation des transitions entre états, gatbeédure présente I'avantage d’associer
une mesure d’incertitude a chaque reconstructigtat’de caractere. Au final, pour les
données et les parametres fournis, le scenariatvoiféré ne sera pas forcément le plus
parcimonieux mais le plus vraisemblable (Cunningi&90).

Les reconstructions en analyses de maximum deevnhisinces sont effectuées suivant
une matrice des taux de transitions entre étatssiAa vraisemblance estimée pour chaque
état de caractere a chacun nceud de l'arbre démenthux de transitions entre états qui sont
fournis a l'algorithme. De fagon évidente, I'estiina des vraisemblances est fonction des
données phylogénétiques intrinseques telles quiistabution des états de caracteres aux
feuilles de la topologie ou les longueurs des bdraadnternodales (Cunningham et al. 1998).

La fonction « ace » implémente trois types de roasride transition entre états. Le
premier modele considére que tous les taux deiti@ams entre états sont les mémes : c’est le
modele ER (« equal rates ») a un seul paramétsedéex autres modeles font varier les taux
de transitions entre états. Dans un cas, tousalesde transitions entre états sont différents
(modele ARD, i.e. « all-rates-different ») et lenmtore de parameétre estimé est identique au
nombre de transitions possibles. Le dernier modefim dérive des deux autres en suggérant
gue la transition entre deux états de caracteregrseile suivant le méme taux, quel que soit
le sens de la transition (modele SYM, i.e. « symime). Pour le modele SYM, le nombre de
parametres estimés est ainsi équivalent a la mditi@ombre de transitions possibles et les
modeéles SYM et ER sont donc identiques si le caraddtudié est binaire (i.e. si il présente
deux états et donc deux transitions possibles).

Afin d’estimer lequel des trois modéles de transsi entre états est adapté a nos
données, nous avons estimé la vraisemblance dercki@s modeles pour chaque caractere et
nous les avons comparé sous R au moyen d'un testagport des vraisemblances
(« Likelihood-ratio test »). Ce rapport permet dggr si les données sont plus vraisemblables

avec un modéle fortement ou faiblement paraméiria Galeur p est inférieure a 0,05, il est
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vraisemblable de rejeter le modeéle le plus géngralle modeéle ER) pour un modele plus
spécialisé (i.e. les modeles SYM ou ARD). Dansdse inverse (p > 0,05), le modéle le plus
simple ne peut pas étre exclu et est conservé.

Nous avons ensuite procédé aux reconstruction®tdés de caracteres ancestraux qui
ont été figurés sur la topologie BEAST reduiteaadé du logiciel R (Figure V1.3, 4, 5, 6, 7,
8.).

I1l. Résultats

1. Estimation des tempi de diversification

La comparaison du graphique «LTT » issu des damdgérimentales (i.e. phylogénie
réduite du clade GDD) avec les 1000 graphiques k% Tprovenant des modélisations
statistiques (Figure VI.2.) permet de caractéripealitativement la variabilité du taux de
diversification. Pour le clade GDD le taux d’accuation des lignées semble grossiérement
constant au cours du temps jusqu’a ~ -4,5 Ma. Edtte date et 'époque actuelle on observe
gue le tempo de diversification du clade GDD sum@aceux obtenus avec les 1000
topologies simulées (Figure VI.2.). Vers ~ -3 Ma, thux de diversification chute pour
atteindre un plateau typique des études réalisées l@ domaine interspécifique (Harvey et
al. 1994) : dans les périodes tres récentes, iloggjue d’observer peu d’évenements de
spéciation.

Il est néanmoins difficile d’estimer si ce patroa diversification correspond a une
réelle augmentation récente du taux de diversifinaEn effet, il pourrait tout aussi bien étre
expligué par des taux d’extinction importants qotraineraient une surreprésentation des
lignées récentes (phénomene dit du « pull of tesent ») (Nee et al. 1994, Pybus & Harvey
2000, Rabosky 2006a). Si de nombreuses étudeseot# avec succes de modéliser la
décroissance des taux de diversification au courtehps (Rabosky et al. 2007, Rabosky &
Lovette 2008), 'augmentation des taux de diveraifon est donc beaucoup plus difficile a
interpréter. Les méthodes BLD et MEDUSA fournissées modeles de diversification qui
estiment conjointement les taux de spéciationeittdiction pour une topologie datée donnée.
Elles peuvent donc potentiellement distinguer wngmeentation des taux de spéciation d’'une
augmentation des taux d’extinction (Rabosky 20Q€faro et al. 2009a). Malheureusement
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32 La puissance des tests statistiques dépend dpoftance de la variation des taux de diversificatd du
poids des taux d’extinction : plus le changementsdi@s taux de diversification est important etspl part
d’extinction est faible, plus le test est puisg@uitonelli & Sanmartin 2011).
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est divisé environ par quatre (b2 = 0,09365637pl@au VI.3.). Le modele a taux variables
est plus adapté aux données que le modéle a tastaots AAICgrc= 21,07903) et le test
statistigue basé sur IeSAICrc simulés a montré que cette différence est signifiea
(AAICRc = 21,07903 ; p < 0.05) (Tableau VI1.3.). Ainsi, leétlmode BLD soutient que le
scénario évolutif le plus adapté aux données qooresa une décroissance récente du taux de
diversification des lignées avec un taux de sp@ciajui est environ quatre fois plus faible
pour les trois derniers millions d’années. Ce tasukste cohérent avec la courbe « LTT » du
clade GDD qui présente un plateau aux alentours8 déa. La part d’extinction des lignées
estimée pour le modeéle « Birth-death » tend vers @@= 0).

Grace a la méthode de « stepwise AIC », l'algoreahfMEDUSA identifie une
augmentation du taux de diversification au seitadeune lignée qui regroupe les espéces des
clades dEuphorbia horombensis d’E. mahafalensiset d’E. genoudiana Le taux de
diversification général pour le clade GDD est tsénilaire a celui obtenu avec la méthode
BLD (b = 0,2047250 ; d ~ 4e-08) (Tableau VI1.3.).t@ex de diversification est multiplié par
~ 3 pour la lignée qui regroupe les trois cladexiséis (b = 0,6784359 ; d ~ 2e-07) (Tableau
VI.3.). Comme pour les tests BLD, la méthode MEDU®¥ére des taux d’extinction
négligeables. Il est intéressant de noter que lednmasal de cette lignée correspond plus ou
moins a la période a laquelle on observe une augi@m anormalement élevée de
'accumulation des lignées pour le clade GDD,vegs ~ -4 Ma (voir Figure VI.2.).

Les résultats obtenus avec les algorithmes de rnisatiéh permettent de confirmer les
tendances observées sur les graphiques « LTT a Beglire VI.2.. Le test BLD n’identifie
pas d’augmentation récente généralisée du tauxveesiication au sein du clade GDD et
donne une estimation négligeable du taux d’extimctLa méthode MEDUSA enfin, détecte
une forte accélération du taux de diversificatianglune lignée récente diade V.

Dans la limite des méthodes statistiques utiliséeses conclusions permettraient de
relativiser le probleme posé par le phénomene midl<of the present ». Néanmoins, pour des
phylogénies inférées au niveau de I'espéce, limaition des taux d’extinction a tendre vers
zéro est un fait connu et documenté mais largenmaampris (Nee 2006, Bokma 2009,
Purvis 2008, Rabosky 2010). En effet, I'étude dgistee fossile suggere que la part
d’extinction au cours de I'histoire de la vie aigenblablement été importante (Gilinsky

1994, Alroy 2008), ce qui améne a considérer Iegltg@ts obtenus avec précaution.
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«— Figure VI.2. A. Résultat du test statistique MEDUSA : le cercle mfiguré sur une branche de I'arbre phylogénétique
réduit (voir Figure VI.1.) représente I'emplacemdntl’événement de changement dans le taux desification. Toutes les
lignées dérivant de cette branche disposent duxde diversification environ 3 fois supérieur aux de diversification des
autres lignées de l'arbr8. Graphes « LTT » obtenus avec les données expéatasni.e. la phylogénie réduite du clade
GDD (courbe ergras sur le graphe), ainsi qu'avec les 1000 phylogésiemilées sous un modeéle de Yule (« pure-birth »)
avec un taux de spéciation constant (b = 0,20488B8)0 courbes enouleur). La fleche rouge indique une portion du
graphique ou la pente de la courbe d’accumulatemlignées au cours du temps est visiblement sypérpour les données
expérimentales. Pouk et B, I'axe des abscisses correspond a I'échelle clhogigue ; pourB il correspond au log du
nombre de lignées accumulées a un temps t.

2. Reconstruction de I'histoire évolutive des traitsorphologiques

Le test de rapport des vraisemblances nous a adaunserver le modele ER pour les
caracteres 1, 3 et 6, le modele ARD pour les carest2 et 5 (p < 0,05) et le modeéle SYM
pour le caractere 4 (p < 0,05) (Tableau VI.4.).

Compte tenu de l'importante diversité morphologigigeespéces Huphorbiasection
Goniostema par rapport aux taxa des deux autres sections, isaugkion portera

majoritairement sur la reconstruction des étatsalactere ancestraux au sein de cette section.

nb états de ER
caractéres (equal rates)

ARD
(all-rates-different)

SYM

Traits de vies codés .
(symmetric)

LogL =-37.69362

LogL = -40.2856

1 - Succulence des feuilles 3 LogL = -41.605 b = 0.1662788 b = 0.2672968
R — _ LogL = -32.4759
2 - Succulence du systeme racinaire 2 LogL =-35.17523 p = 0.02015221 -
) _ LogL =-58.83942  LogL =-60.63878
3 - Type de forme de vie 5 LogL = -65.24477 pp = 0.8481183 bp = 04179413
s . _ LogL =-41.9945  LogL = -44.42666
4 - Morphologie générale des stipules 4 LogL =-50.87249 pp = 0.08741817  pp = 0.02441538
. _ LogL = -13.38841
5 - Développement des cyathophylles 2 LogL =-16.06172 pp = 0.02076249 -
6 - Etalement des cyathophylles 2 LogL = -29.87611 Logl = -29.59141 -

pp = 0.4504967

Tableau VI.4. Résultats des tests visant & comparer la vraiseswl@s différents modéles de transition entre détats
caractéeres. Pour chaque caractere, les modélgséngintent une vraisemblance significativement @lexgée (p > 0.05) sont
sélectionnés (ici figurés en gras et surlignésri).g

Caractere 1 - Succulence des feuillésigure VI.3.)

La succulence des feuilles est faible pour presgue les noeuds profonds de la topologie (i.e.
les nceuds a la base de la sectimmisophorbia de la sectiorGoniostemadu clade dE.
boissieriet duclade V) (p > 0,9). Pour lelade d’E. thuarsiana I'état de caractére ancestral
inféré correspond a des feuilles rigides moyennémsenculentes (p > 0,9). Aucune des

especes de ce clade ne présentent des feuilleslenies et I'on observe deux évenements de
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réversion vers une succulence faibdtade d’E. bulbispinaet d’E. ambarivatoensigd’'une
part, E. robivelonae d’'autre part). Ce scénario évolutif suggere troisqusitions
indépendantes de feuilles moyennement succulentes pour la sectioBenisophorbia(E.
elliotii), une deuxieme pour ldade d’E. leuconeura(E. millotii) et une troisieme pour le
clade d’E. milii (E. tardieuand L’état ancestral reconstruit pour le nceud bdsailade IV
correspond a une succulence importante mais laemdilance de cette inférence est moyenne
(p > 0,7) ; en revanche, pour ¢teade d’E. decaryicette vraisemblance est importante (p >
0,99). De la méme maniere que pour |'état précedemtobserve des phénoménes de
réversion pour les especes buissonnantescldde d’E. milii (E. mili, E. banae E.
analalavelonensjset pourE. aff. primulifolia — Horombe au sein ddade d’E. waringiae

La reconstruction de I'état ancestral pouclede d’E. millii reste équivoque.
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Figure VI.3. Reconstruction en ML des caractéres ancestraux lposucculence des feuilles (fonction « ace », model
ER). Rouge: (0) - Feuilles peu ou pas succulent&eu : (1) - Feuilles rigides, « semi-succulentesJaune: (2) - Feuilles
fortement succulentes.
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Caractéere 2 — Succulence du systeme racinai(Eigure V1.4.)

Pour tous les nceuds profonds entre grands cldés, dncestral reconstruit correspond a la
présence de succulence au niveau du systeme rac{par 0.99). La succulence des racines
aurait été perdue a plusieurs reprises au seira deedtionDenisophorbiaet de la section
GoniostemaPour la sectioenisophorbiaon observe trois pertes potentielles au niveau (1
du clade formé paEuphorbia martinaeet E. bongolavensi¢2) d'E. ankaranae(3) et du
clade des taxa non-malgaches apparentés @yrifolia. Les évenements de pertes seraient
plus nombreux pour la secti@oniostemaOn note des pertes pour des clades entiers comme
pour le grand clade du Nord qui regroupe les espdesclades dE. leuconeuraet d’E.
thuarsiana(p > 0.99), pour lelade d’E. boissieri(p > 0.8), pour le clade formé par les taxa
apparentés &. milii (E. tardieuanaE. milii var. longifolia) ou pour leclade d’E. perrieri.

Les évenements de pertes sont aussi réduits a gpexes ou a de petits cladek.:
analavelonensisE. lophogonaE. didiereoidest le clade qui regroupe. horombensigst E.

duranii.
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Figure VI.4. Reconstruction en ML des caractéres ancestraux lpcgucculence du systéme racinaire (fonction «ace
modéle ARD)Bleu: (0) - Aucun renflement tubéreuRpuge: (1) - Un ou plusieurs renflements tubéreux.

Caractere 3 — Type de forme de viéFigure VI.5.)

La reconstruction des états ancestraux suggeréadoeme de vie ancestrale pour la section

Goniostemacorrespondrait a un habitus de type « cactifornfespeces monocaules a forte
succulence des tiges). Cet habitus aurait évolué ua port buissonnant pour tdade
d’Euphorbia thuarsiana(p ~ 0.67) et vers un port nain pourclade A (pp ~ 0.69) mais ces
reconstructions restent statistiquement moyennerseatenues. Le port arborescent n’est
présent que pout. thuarsianaet aurait découlé du port buissonnant. Pouwladgle IV, on
observe une transition entre le port nain et les\és buissonnantes a la basectide dE.

milii (p ~ 0.64) avec un réversion vers des formes nagomes le clade regroupari.
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capsaintemariensj€. parvicyathophorat E. tulearensisLa forme de vie ancestrale inférée
pour le clade V correspond au port de type «cactée ». Les rewmtsns des états
ancestraux pour les nceuds profonds de la topolhgigade V sont ambigles mais il est
vraisemblable que le port buissonnant soit appamns ce groupe au niveau du sous-clade
enraciné par leclade dE. pedilanthoides Le port géophyte strict serait apparu par
convergence a la base dlade A (E. primulifolia var. primulifolia) et duclade IV (E.
primulifolia var. primulifolia, E. aff. primulifolia — Horombe,E. aff. primulifolia — Isalo),

ainsi que réecemment au seinadade V (E. quartziticolaet E. itremensik
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Caractere 4 — Morphologie générale des stipuléEigure VI.6.)

La morphologie stipulaire des membresEaphorbia sect. Goniostemaprésente une
importante variabilité et les reconstructions atreéss des nceuds internes profonds restent
majoritairement sujets a caution (e.g. les nceddsbase du clade B’ boissieriou a la base

du clade A). La présence d’épines rigides correspondraietat’ ancestral observé pour la
sectionGoniostemdp > 0.9). La morphologie des stipules aurait piestéement évolué vers
des peignes glandulaires pour le cladé&.dleuconeura(p > 0.9), vers des stipules
glandulaires de petite taille pour le clade fornag les especes directement apparentdes a
thuarsiana(E. mangelsdorffjiE. geroldiietE. robivelonag et vers des épines souples pour le
clade IV. Au sein duclade V on observe une transition depuis des épines rigides des
épines souples polE. labatii et pour deux groupes d’espéces clede d’E. pedilanthoides

(p ~ 0.73) et le clade formé pr didiereoideskE. quartziticolaet E. itremensigp ~ 0.61). Le
scenario évolutif inféré présente en outre de nembiphénomenes de réversion depuis des
épines souples vers des épines rigiddesdeé d’E. milii, clade d’E. pedilanthoideset clade
d’E. horombensi} et depuis des épines en peignes glandulairesdesrépines rigides (clade

formé parkE. pachypodioidest E. hermanschwartii
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Figure VI.6. Reconstruction en ML des caractéres ancestrauxlpauorphologie générale des stipules (fonctioneogc
modele SYM)Bleu: (0) - Stipules glandulaires non-développé¥srt : (1) - Stipules en peignes glandulaires développés ;
Jaune: (2) - Stipules en épines souples de petite talleuge: (3) - Stipules en épines rigides souvent de grdaile.

Caractere 5 — Développement des cyathophyllésigure VI.7.)

Ce caractére est peu variable et la quasi-totdét reconstructions ancestrales inférées aux
nceuds internes pour les secti@enisophorbiaet Goniostemasuggerent respectivement des
cyathophylles de taille réduite et des cyathopBylteveloppées. Ainsi la présence de
cyathophylles développées potuphorbia elliotii et E. ankaranaeserait due a une
convergence évolutive. Seule I'esp&ceboissieriprésente des cyathophylles réduites pour la
sectionGoniostema L’hypothese évolutive présentée ici suggére ogtte cautapomorphie

proviendrait d’une transition vers des cyathoplsylbeu développées a la basecthde dE.
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boissieri(p > 0.9).et que la présence de cyathophyllesldgpées observées chezviguieri

et E. guillauminianarésulterait d’'une réversion.
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Figure VI.7. Reconstruction en ML des caractéres ancestrauxlpaléveloppement des cyathophylles (fonction «ace
modele ARD)Bleu: (0) - Cyathophylles peu développéd&ouge: (1) - Cyathophylles développées.

Caractére 6 — Etalement des cyathophylle&igure VI.8.)

Ce caractere n’est variable qu’au sein de la se@ioniostemaet les taxa qui présentent des

cyathophylles qui enveloppent le cyathium ne somd ous intimement apparentés. Les

reconstructions des caractéres ancestraux aux npeafdsids suggerent que I'état ancestral

correspondrait a des cyathophylles étalées et (gtat Ide caractere « cyathophylles

enveloppantes » serait apparu par convergencejepiasfois au sein de la section

Goniostema Les reconstructions des états de caractére amgesh la base deslades

d’Euphorbia thuarsianaet d’E. leuconeurarestent ambigies. Au sein de ces clades, les
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cyathophylles étalées auraient évolué vers deshaphylles enveloppantes au niveau de
I'especekE. leuconeuraet du clade qui regroufie neohumbertjiE. capmanambatoensi$E.
iharanae Ce scenario suggere que l'état ancestralcthde d’E. boissieri serait des
cyathophylles enveloppantes qui auraient été perdeeondairement p&t. boissieri(p ~
0.6). Au sein duclade V, on note des acquisitions indépendantes de cyaytiep
enveloppantes pout. pedilanthoidesE. erythrocucullataE. didiereoidest pour les espéces
directement apparentéeska kondoi(avec un retour a des cyathophylles étalées pour
rossi). Au sein duclade V, les états de caractere ancestraux des nceudsngsofqui
regroupent les clades les plus récents (claBe ahafalensisclade dE. horombensisclade

d’E. genoudianaclade dE. rossi) restent pour partie ambigus.
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Figure VI.8. Reconstruction en ML des caracteres ancestrauxligoaiement des cyathophylles (fonction « ace »¢éte
ER).Bleu: (0) - Cyathophylles étalée®kpuge: (1) - Cyathophylles dressées et enveloppant lpeou
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V. Discussion

Les avancées récentes dans le domaine de la necdist phylogénétique et de
limplémentation de plusieurs modeles d’horlogedéuolaires ont ouvert un large champ de
perspectives de recherche : les patrons de dilgatsiin des espéces peuvent maintenant étre
explorés dans le temps et dans l'espace (AntodelBanmartin 2011). Depuis quelques
années on constate le développement de méthodesisgnt a modéliser les taux de
spéciation et d’extinction associés a des phylagniatées d’espéces actuelles (Rabosky
2006a, Nee et al. 1994). A partir de ces donnéesstil possible d’effectuer des tests
statistiques qui peuvent potentiellement détectes @hangements dans les taux de
diversification au cours du temps (Rabosky 2006ahdeky & Lovette 2008, Alfaro et al.
2009a). En étudiant la corrélation entre les vésssle diversification et les patrons
biogéographiques et morphologiques, certains asitent exploré les concepts d’'innovation
clé et de radiation adaptative (Moore & Donoghu@72®Alfaro et al. 2009b). Ces méthodes
sont néanmoins sujettes a controverse et fontdtaljntenses débats notamment en vue de
déterminer si leurs limitations statistiques ne kenieévent pas toute crédibilité (Bokma 2009,
Rabosky & Lovette 2009, Rabosky 2010, Antonelli &&artin 2011).

La phylogénie datée du clade GDD a fourni un pattemiversification assez classique
avec un taux de diversification relativement comistaut le long des lignées, taux qui a
tendance néanmoins a décroitre au niveau de I'@paqtuelle. L'utilisation de la méthode
MEDUSA nous a permis de détecter une augmentaigonfisative du taux de diversification
dans une des lignées ayant divergé récemment audsela sectiorzoniostema(clades
d’Euphorbia horombensisd’E. mahafalensis etl’E. genoudiand. Cette lignée fait partie
du clade A le grand clade hyper-diversifié de la secti@oniostemaet le résultat du test
statistigue semble donc a premiere vue cohérewtlavealite.

La reconstruction des états de caractere ancesttauxoeuds permet de proposer des
scenarii évolutifs visant a expliquer I'impressiante variabilité morphologique présentée
par les membres de la secti@oniostemales résultats de ces analyses suggéerent que ce
groupe se serait diversifié depuis des formes ee«\dactées » a tiges trés succulentes et peu
ramifiées, vers des formes plus ramifiées a la ,bpsacipalement naines (chamaephytes
naines) pour leclade 1V et de plus grande taille (port buissonnant) peucldde V. Les
phénomenes de convergence évolutive sont nombreuxme I'apparition de [I'habitus
géophyte strict dans plusieurs clades non apparéeig. a la base dilade A et au sein du

clade d’Euphorbia horombensis I'absence d'un systéme racinaire développé (eotr
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certaines especes dekdes dE. milii et d’E. horombensi} ou encore l'acquisition de
cyathophylles qui enveloppent le cyathium.

Au sein de la sectionGoniostema la divergence des lignées dilade A est
vraisemblablement accompagnée d’une colonisatismuieux sub-arides du sud de I'lle (cf.
Chapitre 5) ainsi que dune importante diversifmat morphologique. Cependant,
contrairement a ce que I'on peut peragriori, face a un tel nombre d’especes et a une telle
variété de formes, la présente étude n’a pas mod@mégmentation statistiquement
significative du taux de diversification au cours temps pour I'ensemble de la section
Goniostemani méme pour I'hyper-diversifi@lade A Le seul évenement d’augmentation des
taux de diversification détecté par I'algorithme DIESA, serait en réalité récent (~ 3,5 Ma)
et correspondrait a la divergence des lignées eppEas auxclades dEuphorbia
horombensis d’E. mahafalensiset d’E. genoudiana Nous n’avons pas discerné de grands
patrons morphologiques ou écologiques qui pourtaé&e directement en relation avec cet
événement de changement de taux de diversificaties.taxa de ces clades montrent une
impressionnante diversité morphologique (plantespbgtes avecE. quartziticola et E.
itremensis plantes « cactiformes » avBc horombensisplantes buissonnantes avec les taxa
du «complexe @&. mahafalensis) et sont présents dans des milieux particulierement
contraignants au niveau des conditions climatiquas les hauts plateaux malgachg&s (
guartziticolg E. itremensis. horombensi<E. didiereoidest E. durani) ou I'on observe de
fortes amplitudes des températures, et dans le bubkaride de I'extréme sud de Iile
(« complexe E. mahafalensi®) qui est caractérisé par une absence de saisondé
réguliere. Cette plus forte diversification dans aeilieux a priori non favorables pourrait
étre liée a la variabilité des patrons morphologgjabservés pour les espécesatedes dE.
horombensis d’E. mahafalensis etd’E. genoudiana: cette diversité permettrait a ces
especes d'adopter une stratégie efficace pour dépoaux fortes contraintes des divers
milieux de vie dans lesquels elle croissent ; Elg donnerait la possibilité d’occuper des
niches écologiques qui ne favorisent pas en géleécabissance des plantes.

V. Conclusion et perspectives

L'investigation des tempi de diversification en pap avec I'histoire évolutive du genre
Euphorbiaest un travail particulierement problématique asara de tous les obstacles déja

cités précédemment (cf. Chapitre 1) : le manqueataxonomie fiable pour de nombreuses
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especes, le faible échantillonnage taxonomiqueodibfe pour les analyses moléculaires et la
difficulté d’obtenir un cadre chronologique pous Etudes phylogénétiques.

En dépit de ces difficultés, le travail présent&carespond & une premiere exploration
statistique des problématiques liées a I'estimatiog la discussion des taux de diversification
chez Euphorbia L'avantage du modele taxonomique que nous avonssicfie. le clade
GDD) réside dans la forte représentativité de Bédtllonnage que nous avions a notre
disposition, dans la robustesse de I'hypothéseogidylétique que nous pouvions utiliser, et
dans la connaissance que nous avions de I'excetiendiversité morphologique et
ecologique de ce groupe.

A l'aide d’outils statistiques développés récemmeous avons montré que le taux de
diversification n’est pas constant au sein du cla@®d et qu’il est possible d’identifier une
récente période d'accélération (~ -3,5 Ma) au sBum clade d’euphorbes de la section
Goniostemaaractérisé par une occupation des milieux indtidas stress environnementaux
prononcés (températures fortes, aridité) ainsipgraune morphologie générale trés variable.

Des limitations d’ordre méthodologique et taxonomeigamenent a considérer ces
résultats avec circonspection. Ainsi, la seulesatilon de points de calibrations secondaires
pour les analyses de datation moléculaire est @nadiique (cf. Chapitre 5), les méthodes
choisies pour investiguer les tempi de diversifarasemblent présenter des biais statistiques
encore incompris (Rabosky 2010) et les délimitaitaxonomiques de quelques espéces sont
toujours floues (cf. Chapitre 1 et Chapitre 5). Bénbut d’améliorer la présente étude, nous
nous proposons dans un premier temps d’éclairciexanomie du groupe (nhotamment au
moyen des outils moléculaires) et de proposer dithades de datation et de reconstruction
d’arbres alternatives. Nous tenterons, en collalmraavec d’autres équipes, d'étendre les
études de diversification a I'ensemble du sous@&muphorbia (voir Dorsey et al. sous
presse), ce qui permettra d’étudier dans un comt&eirgi les plus grands clades d’euphorbes
malgaches. Enfin, nous expérimenterons les outiisiques qui permettent de tester les
corrélations entre d’'une part des scenarii de r&coction de caractéres ancestraux et d’aires
géographiques ancestrales, et d’autre part deysmsatie taux de diversification (Moore &
Donoghue 2007, Alfaro et al. 2009b).
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Chapitre 7

Weird plants in a special place: the evolution of 'cculence and

growth form in a Malagasy radiation of Euphorbia (in prep. pour
Systematic Biology

Margaret K. Evans, Xavier Aubriot, Sebastien LanergDavid Hearn, Maxime Lanciaux,

Porter P. Lowry Il, Thomas Haevermans.

Introduction

Succulent plants have such diverse, interestingyndght bizarre growth forms that they
make an irresistible target for evolutionary stedod the relationship between form and
function, between organism and environment. Suoccglds thought to be an adaptation to
arid conditions (Futuyama 1997, Niklas 1997), amel tadiation of succulent plants in arid
regions on two continents, in two distantly-relatanhilies, the cacti (Cactaceae) in the New
World and cactus-like members of the spurge farfidyphorbiaceae) in the Old World, is
used as a textbook example of convergent adaptigkiteon (Raven et al. 1986, Futuyma
1997, Niklas 1997, Stearns & Hoekstra 2005). Yetdhare no comparative studies that have
attempted to evaluate the relationship betweenuselece and climate, particularly using
modern tools (DNA-based phylogenetic hypothesesegawith statistical tests taking into
account relatedness). Among other challenges, sudomparative study would require
multiple origins of succulence. Consider the twdiations described above: Cactaceae are
diverse (~1,850 species; Stevens 2001), but sunmelappears to have evolved just once
(Edwards et al. 2005, Edwards & Donoghue 2006)dingl a sample size of one. This stands
in sharp contrast to Euphorbiaceae, where succalé@as evolved multiple times and in
multiple parts of the plant body (Steinmann 200t&irBnann & Porter 2002, Horn et al.
2012), and within this family, the spectacularlyatse genug&uphorbial. comprises at least
as many species as cacti, making it the seconddaggnus of flowering plants (~ 1850-2,000

species) (Govaerts et al. 2000, Steinmann & P@@ég, Mabberley 2008). Here we present
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analyses of the relationship between succulencelamdte in a clade dEuphorbiaendemic
to Madagascar and its surrounding islands thatntaktically varied in form (Figure 1).

From a distance, succulence seems like a straogivafd trait, but there are conflicting
definitions (Eggli & Nyffeler 2009). We consider caulent plants to be characterized by
succulent tissue in any of the three major plagaos - leaves, stems, or roots (Goebel 1889,
Rowley 1980, Fahn & Cutler 1992, Eggli & Nyffeled@) - which “serves and guarantees an
at least temporary storage of utilizable water, gk the plant temporarily independent
from external water supply” (von Willert et al. 9 Some definitions of succulence exclude
plants with a caudex (a swollen, perennial steroramear ground level) or tuber (a more
general term referring to a storage organ derivethfstem or root tissue). However, in at
least some species, it is clear that tubers séwdunction of storing water (Pate & Dixon
1981, Olson & Carlquist 2001, Eggi & Nyffeler 2009arn 2009a,b), suggesting that studies
of succulence, or growth forms conferring waterage, should also consider a caudex or
tuber.

While the ecological and evolutionary literature dear about the hypothesis that
succulence is an adaptation to aridity, like sumcck, aridity comes in many different
flavors, such that this apparently simple hypothesnd its related predictions require
elaboration. In fact, most predictions regarding tfimatic conditions that favor succulence
are formulated about cacti. Though many of us tloh&acti as iconic of deserts, they are not
prevalent in places subjected to very long or udipgtable drought; cacti are most prominent
in areas with predictable drought less than 12 imomt duration (seasonal drought; Gibson &
Nobel 1986, Burgess 1995, Drezner 2005, Drezne6&0WBledel-Narvaez et al. 2006, Eggli
& Nyffeler 2009). Further, most cacti have shalloaots, which allow them to take full
advantage of short pulses of soil moisture, moisture that does not penetrate deeply
(Gibson & Nobel 1986, Burgess & Shmida 1988, Nd$#88, Burgess 1995, Schwinning &
Ehleringer 2001). Finally, cacti are not considetieete favored in cold conditions (Gibson &
Nobel 1986, Dimmitt 2000, Godinez-Alvarez et al.030 Drezner 2006b). The literature
offers little information in the climatic conditisnthat should favor the variety of forms of
succulence described above: succulence of leavescadiform stem succulence vs.

caudiciform stem succulence (or water-storing tabers).
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Figure 1 Growth form diversity in thé&euphorbiaclade GDD (Section&oniostemaDenisophorbia andDeuterocall): a)
E. alluaudii a coraliform tree, bE. aff. aprica, a non-succulent tree, E. capmanambatoensia cactiform species, @&).
milii, a shrub, eE. cylindrifolia a dwarf chamaephyte, and E) quartziticola a true geophyte. These represent mature
specimens, with the exception &. alluaudii which can reach a maximum height of 20 m. Drawidyy Agathe

Haevermans.
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Together,Euphorbia sectionsGoniostemaBaill. ex Boiss.,Denisophorbia(Leandri)
CroizatandDeuterocalliCroizat form a well supported and morphologicalledsified clade
(hereafter,EuphorbiaGDD) that makes an ideal system in which to study évolution of
succulence in the broad sense defined ahiavethe diverse forms of succulence expressed
across the land plants. This clade accounts foutali@o of Madagascar’s ca. 170 species of
Euphorbia(Haevermans et al. 2009), making the island aajylbbtspot of diversity for the
genus. The GDD clade includes trees and shrubs stetims and leaves exhibiting varying
degrees of succulence, some with tuberous rootstiform” species (single-stemmed or
sparsely-branched plants with highly succulent s)ergeophytes and dwarf chamaephytes
with a highly developed underground caudex andidant leaves; and thorny shrubs such as
E. milii, the famous “crown of thorns” (Figure 1) (Haevermasal. 2004). This level of
growth form diversity is unparalleled at the subgpgmnlevel among flowering plants and is
more characteristic of entire families such as resteae, Apocynaceae, or Cucurbitaceae. The
Euphorbia GDD radiation includes more than 90 species (E& tincluding infraspecific
entities), with sectiorGoniostemaaccounting for the majority of the clade (ca, 7&aes;
Haevermans et al. 2009). Species discovery, circupi®n and description is not complete,
but recent progress provides a robust phylogerietirnework for analysis of trait evolution
(Haevermans et al. 2004, Zimmerman et al. 2010ntdoal. 2012, Dorsey et al. in press).

Given that the climatic predictions described abmgarding succulence may or may
not apply to the diversity of forms of succulenoeEuphorbiaGDD, we adopt a two-stage
approach to our analysis. First we explore clima@éciables that might be important for
succulence; data are available for many of them, (the 19 Bioclim variables from
worldclim.org; Hijmans et al. 2005), although thigaces the investigator in a difficult
position as correlations between these variableshagh, which makes it inappropriate to
include them all in a single test (multicollinegjityet multiple tests raise the risk of type 1
error. A key objective of the exploratory work s to identify a suitable subset of climate
variables for statistical testing. For this, we osdination techniques to generate a reduced-
dimension climate space in which the distributidtraits can be examined. Based on this, the
second stage involves testing the relationshipwdmt traits and the selected set of climate
variables, taking into account the pseudo-replcatihat arises due to the relatedness of
species. Using this approach, we seek to obtaimtsethat may yield new insight into the
climatic conditions favoring the evolution of difent types of succulence in plants.
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Material and Methods

Phylogenetic inference

Phylogenetic reconstruction of MalagaByphorbiainvolved a sample of 279 individuals
corresponding to about 82 species. Of the 279 iddals, 30 were samples representing as
many outgroup taxa for the GDD clade, selected femross the four recently-established
sub-genera ofEuphorbia (Horn et al. 2012), including representative speamtive to
Madagascar and other parts of the world. SectiDesiterocalli Denisophorbia and
Goniostemawhich comprise the GDD cladesere represented respectively by 12, 34, and
204 samples (corresponding to 2, 8 and ca. 63 epeaspectively, and representing 90% of
the estimated diversity in the clade). DNA from shesamples was sequenced for 6
chloroplast markersafpl-atpH, psbA-trnH, ndhA, matK, trnQ-5rpslénd rbcl) and 2
nuclear regions (ITS and ETS) resulting in a mdircdata set of 2214 sequences, 8507 pb
long each, when aligned (less than 1% of missing)da

Sequence matrices were aligned using MUSCLE (vei3i8; Edgar 2004) and MAFFT
(version 6; Katoh et al. 2002) employing the L-IN&gorithm for MAFFT. Small inversion
events were detected fpsbA-trnHand trnQ-5rps16 alignments, but Aubriot et al. (2013)
have shown that they are not species specific, @ndrder to avoid phylogenetic
reconstruction biases they were manually corrected.

All DNA regions were analyzed separately using Mid 8ayesian methods. The best-
fit model for each region was selected using theaikd information criterion (AIC)
implemented in MrModelTest 2.2 (Nylander 2004). TB&RH +I model was selected for
ITS, ETS,atpl-atpH, the GTR+ model forpsbA-trnH, ndhA, matK, trnQ-5rps1@nd the
GTR+I model forrbcL. Topological incongruences were visually inspected, dollowing a
total evidence approach (Eernisse & Kluge 1993d&i&. Kluge 1997), all the regions were
concatenated in a combined data set.

Topology reconstruction and relative divergenceemvere estimated simultaneously
with BEAST v1.7.2 (Drummond et al. 2012). Nucleagions (ITS and ETS) were analyzed
in a same partition following the GTR+I model. Chloroplastic regions were partitioned
according to their inferred model of evolution. Fhesulted in three additional partitions:
atpl-atpH was partitioned under a GTR+I mod@sbA-trnH, ndhA, matK, trnQ-5rpsl16
formed a single partition analyzed with the GTRmodel, andrbcL followed a GTR+I
model. Substitution models, rate heterogeneity lbase frequencies were unlinked across

partitions.
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Inferring dated phylogenies typically involves ugifossils to temporally constrain
interior nodes. The fossil record &uphorbiais, however, poor, with just one leaf-fossil
candidate from Gran Canaria (Macaronesia) foundalava-flows dating from ca. 3.9 My
ago (Anderson et al. 2009). Using fossil data ftrveo Euphorbiaceae, divergence time-
estimates and geological constraints, Bruyns et(2011) recently published a dated
phylogeny of Old WorldEuphorbia Their taxonomic sampling included few represewntst
of our ingroup taxa, so we relied on two estimatiades as temporal constraints for our
BEAST analysis; the inferred ages of subgeBuphorbia(29.94 My; 95% HDP = 22.49—
39.56) and of our ingroup (12.65 My ; 95% HDP =9B019.62) served as secondary
calibration points. Uncertainty regarding thesanested dates was taken into account by
assigning a normal prior distribution to the twdilmation points (as recommended by Ho
2007, Couvreur et al. 2008, Bergh 2009, Su & San@©09). Divergence times were
estimated under a relaxed uncorrelated lognormédentar clock that allows for independent
rates to vary along branches according to a logabdistribution (Drummond et al. 2006).
We specified a Yule speciation tree prior, whicBusses a constant rate of speciation per
lineage, as recommended by Drummond et al. 2007spacies-level phylogenies. No
restrictions were placed on the topology.

Three independent Markov Chain Monte Carlo (MCM@)s were performed, each of
80 million generations, sampling every 4000 gemenat MCMC samples were inspected
using Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2007) to eamthe convergence of the chains and
the stability of all the parameters. After removihg 25% burn in, the three independent runs
were combined using LogCombiner 1.7.2 (Drummon@le®012). The sampled posterior
trees were summarized with TreeAnnotator 1.7.2 fdnond et al. 2012) to generate a
maximum clade credibility tree.

In order to consider just one sample per ingroupcigs, the consensus tree was
trimmed to remove duplicates. We retained a samapkdl OTUs that were associated with
both an unambiguous taxonomic circumscription ai@dble locality data. Several members
of the GDD clade have unclear taxonomic limits, efthleads to in uncertainty in sample
identification and the monophyly of the species aspis usedin the phylogenetic
reconstruction. We opted to deal with each casaraggy based on the amount of uncertainty
involved.

First, several OTUs relatead priori to Euphorbia pyrifolia— a non Malagasy member
of E. sectionDenisophorbia— but occurring in different islands (Mauritius,sgumption

Island, Aldabra Atoll and Granitic Seychelles iglahwere considered to be different from
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one another. Second, spiny xeric budBephorbiarelated toE. mahafalensiandE. milii are
often very difficult to identify at the species &h\due to the lack of clarity of the protologues;
the taxonomy of these group of species is thuslpaarderstood. Species related Eo
mahafalensis(e.g. E. retrospina E. razafindratsirag E. croizatii E. rubrostriata, E.
hoffstaetterj form, in terms of global morphological featurdsstribution area and ecological
preferences a very homogeneous group, and we tecisledl to consider this group of
putative species as constituting a unique UTE),hahafalensisomplex”. Most taxa directly
related toE. milii have been described as infrageneric concepts Yadeties) and this
taxonomical assemblage turned out to be polypltyl@dubriot et al. in prep.). As a
consequence, we reduckd milii sampling to two monophyletic assemblages for wieh
had clear morphological and geographical data, Eiz.milii var. milli from the North
Malagasy hauts-plateaux region @&dnmilii var.longifolia from the South one.

Third, we treated the polyphyly and the paraphylywo specific concept€Euphorbia
primulifolia andE. alluaudii Given that specimens relatedBoprimulifolia form three well
sustained unrelated assemblages which are eaclspmuific of a geographical area, we
considered each clade as a different OTU which me®ed following the geographical
provenance of the specimeiis &ff. primulifolia var. primulifolia, E. aff primulifolia —Isalo
et E. aff primulifolia —Horombe). In the small secti@euterocalliE. alluaudiiconcept refer
to two unrelated assemblages, one being closeér tedrorumthan to the othekE. alluaudii
population. Nevertheless, these two lineages aneha@mogeneous morphologically and eco-
geographically, and we ignored this still intradtalproblem by selecting one clade as
representative dt. alluaudii

We eventually end up with a 67 tip phylogeny (startfrom one with 279 tips;
Supplementary Figure 1), which accounts for ca. #f%he diversity in the GDD clade.
Considering that all the un-sampled taxa are eitheorly known or inadequately
circumscribed, we regard our sampling as repregeataf the diversity of the group,
especially as problematical taxa suctEasnahafalensiandE. milii were represented as was
some of the ‘hidden’ diversity of clade through thelusion of selected samples representing

OTUs whose initial delimitation was shown to pangptic and polyphyletic.
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Succulence/Life form data

As it was impossible to gather quantitative measoféhe succulence from every organ of all
taxa, we devised a qualitative scheme for codiriter@int types of succulence in leaves,
stems, and roots. By coding life-form (viz. geoghydwarf chamaephyte, “cactiform” plant,
bush or tree), general succulence was also takenconsideration through its association
with the “cactiform” habit.

The coding of morphological traits drew on multigeurces of information. Direct
coding was done using in-field observations andlabi@ images (photos, drawings, etc.),
examination of living collections in greenhouses tfe®e MNHN in Chevreloup (France),
Heildelberg (Germany), and Wageningen (Netherldnd®)d outdoor collections in
Madagascar (Tsimbazaza Botanical Garden in Antaivanaand Antsokay Arboretum in
Tuléar), as well as herbarium specimens (mostinfdNHN and MBG). When coding could
not be done by direct observation, we used theatitee (protologues, taxonomic revisions,
books on Malagasy succulent species, etc.) andtpertise of Malagasy plant specialist.
Characters and character states were coded awdollo

1. Leaf succulence: (0) Leaves weakly succulent, (1) Leaves rigid semi-

succulent », (2) Leaves highly succulent.

This morphological trait is related to the capamfyleaves to store water. Definition and
coding of the qualitative states are based on ves@ect (viz. width of the blade, visibility of
leaves veins) and leaf texture (viz. leaves beredabhot). Weakly succulent leaves (0) have
a thin blade with clearly visible veins, and arsilgdbendable. Semi-succulent leaves (1) have
a slightly thick, rigid blade with veins often nekll impressed, and they are easily breakable.
Highly succulent leaves (2) have a very thick, digind unbendable blade; all veins are
inconspicuous.

2. Tuber: (0) Non tuberous roots, (1) Tuberous roots.

This trait relates to the ability of a plant torgtavater in its root system. The absence (0) and
presence (1) of an inflated root system has bedacctollowing a binary scheme.

3. Growth form: (0) Geophyte, (1) Dwarf chamaephyte, (2) Sparseignthed

“cactiform”, (3) Bush, (4) Tree (Figure 1).
Geophytic species (0) are mostly subterranean avitdrge caudex and underground twigs;
only leaves and cyathia are exposed above the ceurfAwarf chamaephytes (1) are
characterized by a subterranean caudex that blearsreonocaulous twigs (never exceeding

60 cm from the surface). Some species are “caiktes-euphorbs (2). They are poorly
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branched and possess very inflated stems. Bushyoebips (3) lack a true trunk and have

numerous basal branches. Several taxa are treawadl trunk (4).

Locality Data

[Data sources, field observations, geo-referencemgd data verification ; in prep., cf.
Chapitre 2. 5.]

Climate Data, Ordination

We used the 19 “bioclim” variables available fronoidclim (http://www.worldclim.org].

These include 11 temperature-related variables rfmaanual temperature, minimum
temperature in the coldest month, mean temperatutiee wettest and driest quarters, etc.),
and eight precipitation-related variables (meanuahprecipitation, total precipitation of the
driest and wettest quarters, precipitation seaggnalc.). Bioclim data were downloaded at
the highest possible resolution (~ 1%Hijmans et al. 2005), and extracted for all litoes
recorded for th&uphorbiaGDD clade (using ArcGIS version 10).

We compared two different multivariate ordinatioachniques for reducing the
dimensionality of the Bioclim data: principle cormamts analysis (PCA) and the outlying
mean index (OMI; Dolédec et al. 2000). Based omspbd species’ centroids in PCA and OMI
space (axes 1 vs. 2), we selected the OMI methofiifther analyses (see Results). OMl is a
type of discriminant analysis, and unlike PCA, thligdination process is designed to
maximize separation of species niches in the ratidaaension niche space. In particular, an
OMI analysis produces a transformation of the oagivariables (here, the 19 Bioclim
variables) that maximizes the distance betweenc#mroids of the study species and the
centroid of a hypothetical species that occurs gvaeross the study landscape( the mean
environmental conditions among the sampled sitedédizc et al. 2000, Thuiller et al. 2004).
OMI has several technical advantages, includingdhethat it gives equal weight to all sites
sampled, and that it makes no assumption aboutshia@e of species response curves
(Dolédec et al. 2000, Thuiller et al. 2004). Thisalgsis was implemented using the R
package ade4 (Thioulouse et al. 1997).
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Tests of trait-climate relationships

Examination of the distribution of character state®MI axes 1 vs. 2 climate space allowed
us to focus on tests of climate-trait relationshgbsnterest (see Results). In particular, we
converted the two traits with more than two categgo(leaf succulence and growth form) into
binary variables. Leaf succulence was recoded abgémi-succulent leaves were grouped
with non-succulent leaves, yielding a variable tbantrasts species with highly succulent
leaves against those without highly succulent lsa@eowth form was recoded into a variable
contrasting species that are “cactiform” (monocaslor sparsely branched treelets, all highly
succulent) vs. those that are not. Further, it @@ar that leaf succulence and the presence of
a tuber had a tendency to vary with mean annualiptation (MAP), and the “cactiform”
growth form had a tendency to vary with mean anteraperature (MAT), which load on the
diagonals of the OMI axis 1 vs 2 space (see Rgsudts we tested the ability of these
underlying climate variables to predict speciesrelater state.

We used phylogenetic logistic regression to evaldbé ability of OMI axis 1 and 2
scores, as well as MAP and MAT, to predict specdsaracter state. These tests were
implemented using the MCMCglmm package in R (Hadfi2010, Hadfield & Nakagawa
2010), a flexible and powerful tool for buildingrggralized linear mixed models. We modeled
each of the three traits as a binomial responsmuating for the relatedness of species by
including a correlation structure derived from fitg/logeny. Bayesian posterior distributions
of model parameters were estimated using MarkovrCkiante Carlo (MCMC) simulation
in MCMCglmm. Prior distributions for the climatefe€ts were normal distributions centered
on zero, with variance a function of the estimat=idual variance. This generates reasonably
flat priors on the probability scale (Hadfield 20120 determine appropriate MCMC
parameters (number of iterations, burn-in, thinhinge first ran three chains using the
consensus phylogeny and evaluated convergence tlsn&Gelman-Rubin scale reduction
factor, which compares the variance within vs. agnohains (thus a value from 1 to 1.2 is
considered acceptable; Gelman & Rubin 1992). Basedhis, we chose 2*f0iterations,
eliminating the first 10as burn-in, and thinning the chains to 1/1000 sesnfyielding 1000
samples per chain]To take into account phylogenetic uncertainty, then repeated the
MCMCglmm test using a random sample of 1000 traksnt from the post burn-in phase of
the MrBayes analysis described above ; ongoind anéy/ses]
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Results

Climate, Climatic Niches

Species ofEuphorbiabelonging to the clade GDD are found throughoutd®ggmscar, with
multiple representatives in each of the four maioclomatic regions described by Cornet
(1974): the wet, mild forest of the east coastdgre~igure 2a), the relatively cool central
highlands, with relatively strong temperature seasty (blue, Figure 2a), the sub-arid south
and southwest, (red, Figure 2a), and the climdyicalore heterogeneous western region
(yellow, Figure 2a). We preferred the output froine tOMI analysis over PCA because it
nicely captured this climatic variation, with eache of Cornet’s bioclimatic regions falling
into one quadrant of the OMI axis 1 vs. 2 climgiace (Figure 2c; see Supplementary Figure
2). Further, species were better separated from amother in OMI axis 1 vs. 2 space,
compared to PCA axis 1 vs. 2 space (Supplementgwyd-2). Still, there are tight clusters of
species corresponding to known geographical hadspdt diversity, such as Ankarana
National Park, a distinctive karst landscape inttrenn Madagascar, the Fort Dauphin region
in the southwest, and the Tulear region in thelsgest (Moat & Smith 2007; Figure 2c).

The ordination diagram for OMI axes 1 vs. 2 (Fig@ly illustrates the loadings of the
original climate variables in this climate spaegay, annual temperature is highest in the upper
left region and lowest in the lower right, whileraral precipitation is highest in the lower left
region and lowest in the upper right. Note thatdhest region of the ordination diagram, in
terms of annual precipitation, is also the regidthvthe strongest precipitation seasonality
(seasonal drought), and that the coolest regioterins of mean annual temperature, is also
the region with the greatest temperature seasgn&@MI axis 1 can be described as a
gradient from wet and warm with little temperatigeasonality to cooler and drier with
greater temperature seasonality, whereas OMI agane described as a gradient from wet

and cool with even precipitation to drier and warnvéh seasonal precipitation.
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Figure 2. a) Major bioclimatic regions of Madagascar, defingd Cornet (1974). Crosses indicaphorbia GDD
localities used in this study. b) Loading of theli®clim variables in the OMI 1 vs. 2 climate spataese variables are:
annual mean temperature (AnnT), mean diurnal teatper range (DiurTRange), isothermality (Isothertemperature
seasonality (TSeason), maximum temperature of #renast month (MaxTMo), minimum temperature of tbilest month
(MinTMo), temperature annual range (TRange), mempégature of the wettest quarter (TWetQ), mean &aipre of the
driest quarter (TDriQ), mean temperature of thermmeast quarter (TWarmQ), mean temperature of theestlduarter
(TColdQ), annual precipitation (AnnP), precipitatiofi the wettest month (PWetMo), precipitation o€ thriest month
(PDryMo), precipitation seasonality (PSeason), ipitation of the wettest quarter (PWetQ), precifiita of the driest
quarter (PDryQ), precipitation of the warmest gela(PWarmQ), precipitation of the coldest quarBE¢ldQ). c) Ordination
diagram of OMI axis 1 vs. 2, with centroids for kapecies (points). Colored circles overlain hereevpdaced to encompass

species' geographic distributions, with colors esponding to panel a.

2. Phylogeny, Climatic Niche Evolution

The phylogenetic analysis described above generatest of trees summarized in the
consensus tree shown in Figure 3a. There are afdasth certainty and uncertainty in this
phylogenetic hypothesis (Supplementary Figure 3se8l on the support for a key set of
nodes (Figure 3a), we defined seven well-suppastdxatiades, indicated using color: section
Deuterocalli (red), sectiorDenisophorbia(pink), two sizeable clades of species in section
Goniostemahat are found in the north of Madagascar, whiehrefer to as thetliuarsiand
clade and theboissieri clade (after the oldest named species in eaclhgwend orange,

respectively), plu€. primulifolia var. primulifolia (gray), and two sizeable clades of species
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in sectionGoniostemahat are mostly found in the south of Madagaduareafter thehilii”
and ‘lophogond clades (blue and green, respectively; also dfteroldest named species in
each). Note that the time scale for this radiatisnapproximately 13 million years,
corresponding well with the timescale of other majdiations of succulent plants (cacti,
agaves, ice plants; Arakaki et al. 2011).

Mapping the consensus phylogeny in climate spacgtridtes general patterns regarding
the evolution of (putative) climatic niches in thaphorbiaGDD clade in Madagascar. Most
species are found in places that are relativelynw@?2-26 °C, mean annual temperature) and
dry (50-150 cm, mean annual precipitation; FigulbecB Yet there are exceptions: certain
taxa have evolved to live in cooler places, suchEagjuartziticola E. itremensis E.
primulifolia var. primulifolia, E. milii var. milii and E. milii var. longifolia (of the central
highlands), and others have evolved to grow in evefilaces, such ak. boissierj E.
thuarsiana E. tardieuanaE. aff. pyrifolia Seychelles, an&. lophogona(eastern forest and
the Seychelles Islands). Multiple, independent m@alations/expansions into mesic
environments are suggested by the fact that theiegpp@ccupying these areas are derived
from five different well-supported subclades (Figuc). The same is true, to a lesser degree,
for the invasion of cooler environments (Figure.3anong the four largest subclades defined
within the GDD clade (thethuarsiand, “milii”, and “lophogond subclades, plus section
Denisophorbiaitself), note that members of th@phogonaclade are found across the entire
spectrum of mean annual temperature, whereas mesrob#rethuarsianaclade are restricted
to warm places (green vs. yellow horizontal bargufe 3b). Similarly, members of the
lophogonaandmilii clades are found across a wide range of mean bpre@pitation (green
and blue), whereas members of thearsianaclade tend to be found in places that are
relatively wet (yellow, Figure 3c). Species of sactDenisophorbiaare found in places that

are relatively warm and dry (pink, Figure 3b,c).
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subclade. ¢) As in b, but mean annual precipitation

Traits and Climate

Leaf Succulence — The majority of species haveumtulent leaves (47 out of a total of 67),
with a smaller number having semi-succulent led8especies) or strongly succulent leaves
(12 species). Those with non-succulent leaves aeccall four quadrants of the OMI axis 1
vs. 2 ordination diagram (green, Figure 4a), whereast of the species with highly succulent
leaves (10 out of 12) are found in the upper rigidrant of the OMI axis 1 vs. 2 climate
space, corresponding to the subarid south (oraRmpire 4a). One species with highly
succulent leavesuphorbia francoisii and half of the species with semi-succulent ledize
thuarsiana E. tardieuanaE. elliotii, andE. mangelsdorf)i and are found in places that are
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surprisingly wet, at least at the macro scale dmrsd for our study (eastern rainforest;
Figure 4a). Phylogenetic logistic regression off lgacculence as a binary trait (using the
consensus phylogeny) indicates that scores on O 4 and 2 are not predictive of the
presence of highly succulent leaves. Mean annuatigatation, however, is significantly
predictive of leaf succulence; highly succulenvisahave a tendency to evolve in places with
the lowest mean annual precipitation (Figure 5&)th%® lowest mean annual precipitation
observed amonBuphorbiaGDD species (376 mm per year), the probabilithafing highly

succulent leaves is 0.64 (Figure 5a; from a logisggression not taking into account

phylogeny).

Tuber — About half of th&uphorbiaGDD species in our sample have a tuber (31 o@7of
taxa; red in Figure 4b). They are especially cotreéed in the subarid south: just two out of
21 species in the upper right quadrant of the OMliration diagram do not have a tuber
(Figure 4b). Among the comparatively few taxa af ttentral highlands, half of them have a
tuber (6 out of 12), includings. primulifolia var. primulifolia, E. itremensis and E.
guartziticola A few species at the drier end of the spectrunmthi@ western region of
Madagascar also have a tubdt. (berevoensjsE. morati, and E. pedilanthoides
Phylogenetic logistic regression indicates that OBMis 1 scores and mean annual
precipitation are significantly related to the gnese of a tuber: species with higher scores on
OMI axis 1 and those occurring in places with Ipsscipitation are more likely to have a
tuber (the latter illustrated in Figure 5b). At tloevest mean annual precipitation observed
amongEuphorbiaGDD species (376 mm per year), the probabilithafing a tuber is 0.86
(Figure 5b; from a logistic regression, not takintp account phylogeny).
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Life Form — Geophytes and dwarf

chamaephytes all have a caudex,
and they occur in essentially the
same places as species with a tuber,
with the distinction that true

geophytes are found in the central
highlands, whereas dwarf
chaemephytes are found primarily
in the subarid south (Figure 4c).
Two other growth form categories,
trees and shrubs, are found in all
four quadrants of the OMI climate
space (corresponding to all four
biogeographic regions). The 14
“cactiform” species (monocaulous
or sparsely branched treelets, all
highly succulent) tend to occur in
the warmest region of the OMI
climate space (Figure 4c), with the
notable exceptions of E.

horombensisk. lophogonaandE.

boissieri (mean annual temperature
of 205, 229, and 23.7 °C,

respectively).

Figure 4. Distribution of traits related to succulence in
the climate space defined by OMI axis 1 vs. 2. TFiset
serves as a reminder of the interpretation of ¢lirmate
space (see Figure 2c). Each species is represbptad
ellipse showing the 95% density of that speciesilites
(using the s.distri function in the R package ade4);
ellipses are colored according to the specied $taite
(listed in Supplementary Table 1). Full species es@as
well as the abbreviations used here are shown in
Supplementary Table 1. Traits are: a) leaf sucageh)
tuber, and c) growth form.
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Character mapping of the “cactiform” category om ttonsensus phylogeny optimized with
respect to mean annual temperature (Figure 5atrfltes the tendency of this life form to
evolve in the warmest places. At the highest meamua temperature observed among
EuphorbiaGDD species (26.6 °C), the probability of beingtifarm is 0.38 (Figure 5c; from
a logistic regression not taking into account pggioy).

[Further analyses and discussion will be preserthia published version of this paper]
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Figure 5. Lower panels: character mapping of three traitateel to succulence on the consensus phylogeny iaptinn

climate space. Upper panels: predicted probalmfityaving the succulent character state, as aiimof the same climatic
gradient (from a logistic regression not takingoirtccount phylogeny). a) Leaf succulence conveited binary trait;
phylogeny optimized with respect to mean annuatipr&tion. b) As in panel a, but the tuber chagact) Growth form
converted to a binary trait, contrasting the cactif category against all other growth forms; phglmg optimized with
respect to mean annual temperature. Lower pangls eveated using the function phenogram in the Razge phytools,
after stochastic character mapping using the fanatake.simmap (also in phytools), specifying a retnic rate matrix
(forward transition probabilities equal to backwatthnsition probabilities).

Discussion

Our results suggest that several different kindarwafity favor the evolution of succulence in
various parts of the plant body. Two forms of suecoe are significantly associated with low
annual precipitation: highly succulent leaves gl gresence of a tuber (Figure 5a,b). In our
sample ofEuphorbiaspecies from Madagascar, low annual precipitatsonorrelated with
high seasonality of precipitation (they load opposine another in Figure 2b). That is, leaf
succulence and tubers are positively associatedh wiought. Geophytes and dwarf
chamaephytes, which all have a caudex (and thushex), are associated with these same
climatic conditions (Figure 4c).

A third (iconic) form of succulence, cactiform steuncculence, is associated with warm
temperatures: 11 out of the 14 cactiform specidsuphorbiaGDD are found in places with
mean annual temperature between 24 and 26 °C (@upptary Table 1). The warmest

places in Madagascar are also those where tempersdasonality is lowest (Figure 2b).
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While this association between warm temperaturesthe cactiform habit (Figure 5c¢) does
not rise to the level of statistical significanage,s consistent with an abundant literature
regarding the climatic conditions that favor trdeslcacti, the most famous example being
that the northern range edge of the giant saguactus Carnegiea giganteais limited by
freezing temperatures (Shreve 1911, Steenberghwgeli®77, Nobel 1980, Pierson & Turner
1998). Nevertheless, some cacti (either prostrateofo short stature) tolerate colder
temperatures (Nobel 1988) and occur at high akitudSouth-America and as far north as
Canada where some taxa are known to survive extheraeing temperature as low as -50°C
(Ishikawa & Gusta 1996).

Based on this, we propose that the evolution ofaadex or tuber in Malagasy
Euphorbiapermits adaptation to conditions that are more, ani terms of MAP or length of
drought, than cactiform stem succulence. In facg’dwargue that caudiciform stem
succulence is more narrowly adapted to extremétyatttan cactiform stem succulence, in the
sense that plants with a caudex are highly suddept rot and cannot tolerate long periods
of high soil moisture, which leads to mortality.sdas the Achilles’ heel of cactiform stem
succulence is cold temperatures, that of cauditifstem succulence is too much water. In a
paper focused on other issues, Hearn (in press)dfau remarkably parallel result: the
evolution of tubers inAdenia Forssk. (Passifloraceae) is negatively associatéth
precipitation in the driest month (an indicatodobught intensity).

We note that in th&uphorbiaGDD clade, shrub and tree species are found inyeve
type of climate, from mesic to subarid, from waroncool (Figure 4c). Succulence occurs
among these species, in varying forms and to vgrgegrees. Eight out of 23 shrub species
possess a tubeE( banagE. beharensisE. berevoensjs. berorohagE. erythrocucullata
E. gottlebei E. kondoj the elements comprising thE. mahafalensiscomplex, E.
pedilanthoidesE. rossii andE. sakarahaensjsSupplementary Table 1). These species, plus
two others E. analavelonensiandE. tardieuang, are similar toE. milii, the famous “crown
of thorns” (Figure 1d), which is considered to haueculent stems, though we did not treat it
as succulent. Even more succulent are “shrub” spestich ak. didierioides E. duranii and
E. guillaumiana which are actually intermediate between the slamdb cactiform categories
we used. Assessing the distribution of all of thgsecies in OMI axis 1 vs. 2 quadrants with a
simple Chi-square test, there is significant owgresentation of succulence among shrubs in
the driest quadrant, and under-representation arslondps in the wettest quadraptsquared
= 8.12, df = 3, p-value = 0.04). All nine shrubsthe upper right quadrant of the OMI

diagram, compared to just one out of four specigbe lower left quadrant, have tBemilii-
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type succulence and/or a tuber. Succulence oceuhsae out of five shrub species in each of
the other two quadrants.

Among EuphorbiaGDD trees, the two species from sectideuterocalli (E. alluaudii
and E. cedrorun are succulent: they have a growth form often diesd as “coraliform”,
owing to the thickness of their stems and denseadhiag pattern (Figure la). These two
species fall in the upper right quadrant of the Oidis 1 vs. 2 space, the driest climatic
region (Figure 4c). We did not attempt to model elielution of this growth form, because it
has just one origin in the GDD clade (convergerl@ion of the coraliform habit has
occurred in otheEuphorbig. It is, though, a fascinating alternative formtade succulence
compared to pachycauls (the famous “bottle” treeg;h asPachypodium lealiiWelw.,
Adansonia digitatd.. andEuphorbia mandraviokizeandri).

Considering their morphological characteristicg lincation in OMI climate space of a
number of species is surprising. Most notably, species with semi-succulent leaves are
found in places that are particularly mesic. Six @uthese eight species occur on substrates
that are edaphically arid, either rock outcroppiffgscapmanambatoensi&. neochumbertji
E. tardieuang, or sandsE. elliotii, E. millotii, E. thuarsiand. E. elliotii is also an outlier
with respect to having a tuber and growing in aimpkce.E. lophogonaa striking outlier
with respect to the cactiform habit, occurs on sarBeyond these outliers with respect to
trait-climate patterns, almost all of the speciesAnkarana National Parke( alfredii, E.
ambarivatoensis E. ankaranage E. ankarensis E. hermanschwartzii E. martinae, E.
neohumbertii E. pachypodioidgsare found on rock outcrops, as are othé&is fyrifolia
Seychelles,E. capmanambatoen$jsand a number of other species occur on s&hd (
itremensis E. quartziticola E. millotii). These cases highlight the point that aridityais
phenomenon that arises primarily from the intecactbetween climate and substrate.
Substrate has profound impacts on the speed artthi dépvater infiltration as well as the
duration of moisture availability, either througHagk of soil or the size distribution of soill
particles (sand particles 1mm vs. clay particlesnp and capillary spaces (Nobel 1983,
McAuliffe 1994). We were, however, unable to obt&@ls layers that might be informative at
the scale needed to include substrate in our stalisnodels of trait evolution.

One further point follows from considering the inm@amce of substrate: apparent niche
lability in species of th&euphorbiaGDD clade is in fact underlain by niche consesrati
Species in the group are found in places that rangeean annual precipitation from 325 mm
per year to >3000 mm per year, nearly a ten-foftetince. There appear to have been

multiple, independent invasions or colonizationsr@sic environments (Figure 3ce., the
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eastern mesic forests). This paints a picture dianlability, until one takes into consideration
substrateEuphorbiaGDD species that are found in the mesic eastaest® occur on rock
outcrops or sand, and even have succulent orgags Ke tardieuana E. elliotii, E.
thuarsiang. Microenvironment (substrate, slope, aspect ambdraphy) has a profound
impact on the temperature and precipitation reganeéhe macro scale (1 km; Kumar et al.
1997, Austin & van Niel 2011).

[Further discussion and research perspectives gllpresent in the published version of this
paper.]
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Chapitre 8

Conclusion générale & Perspectives

Comme cela a été présenté dans le Chapitre 1 dlrdtion générale), notre travail vise a
explorer des axes d’études inédits pour le g&uwehorbig en se focalisant sur I'étude des
euphorbes malgaches. La révision de la classificaithfra-générique @&uphorbiaest en
cours et la systématique du genre tend de pludusnaprefléter son histoire évolutive (voir
Yang et al. 2012 et Dorsey et al. sous presse)ékalution du squelette phylogénétique
d’'Euphorbiaainsi que la caractérisation des lignées majewaaslorn et al. 2012) ouvre de
nombreuses perspectives de recherche qui, jusquaurd’hui, étaient vouées a I'échec
(Croizat 1972).

Au cours du travail de thése, nous avons utilisg tm panel d’outils méthodologiques
afin de répondre a une série de questions crugialesla connaissance et la conservation des
euphorbes malgaches. Dans une premiére partieavons contribué a 'amélioration de leur
taxonomie. A l'aide de matériels nouvellement azilés, nous avons révisé la taxonomie d’'un
groupe d’euphorbes malgaches peu documentées gét@’ formalisé que trés récemment
(sous le nom de sectidhachysanthae— voir Dorsey et al. sous presse). Lorsqu’ellest son
mises en relation avec les quatre autres taxa alupgr les deux nouvelles espéces décrites
permettent de dresser les contours d'un groupe apmptabilise les bizzarreries
morphologiques : fruits au nombre de loculi tresrialde (uniloculaires, biloculaires,
triloculaires), cyathes de grande taille et prémsintes cyathophylles foliacées rapidement
caduques, arbres plus ou moins pachycaules patidrés grande taille. La position
phylogénétique de cette section n’est pas élucatékorigine de ce groupe ainsi que sa
diversification a Madagascar reste énigmatique.

L’identification a I'espéce des spécimens d’eupksrimalgaches reste un défi majeur
aussi bien pour le botaniste que pour les différenganes de réglementation internationaux.
A l'aide des régions barcode-ADN officiellesiatK et rbcL (CBOL Plant Working Group
2009), et de deux autres régions de '’AOMHA-trnHet ITS), nous avons testé avec succes
la méthode de DNA-barcoding sur les euphorbes robh&gm(Aubriot et al. 2013). Ce résultat

permet d’envisager un élargissement de cette puoeéd I'identification de la totalité des
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especes d’euphorbes. Cette approche peut bénéfitaerecherche en taxonomie comme aux
organismes de gestion.

Dans une deuxiéme partie du travail de thése, avoss utilisé un groupe d’euphorbes
malgaches particulierement diversifié, le clade G@BRuphorbia sections Goniostema
Denisophorbiaet Deuterocall), pour clarifier les relations phylogénétiquesagegroupe et
pour tester des approches statistiques qui pemmetéemodéliser et de mettre en relation les
évolutions des états de caractéres, les patrods/desification et les modélisations de niches
climatiques. Dans un premier temps nous avons s&aotf) dans un cadre chronologique, les
relations phylogénétiques au sein du clade GDD.sNawvons utilisé un échantillonnage
représentatif de la diversité spécifique du graaipsi qu’un jeu de marqueurs nucléotidiques
qui comprend six régions chloroplastiques et dégxons nucléaires de 'ADN. Les résultats
obtenus ont contribué a améliorer la résolution Idiéstoire évolutive des sections
Deuterocalli Denisophorbiaet Goniostemaainsi que des taxons qui les constituent. Les
analyses d’horloges moléculaires suggerent uneghwnee récente des lignées qui forment le
clade GDD (~ 13 Ma), ce qui confirme les résultig obtenus par Bruyns et al. (2011). Il a
en outre été montré que la secti@oniostemaprésente un patron biogéographique
caractéristique : tous les taxa basaux sont caésarna zone nord de la Grande ile alors que
les autres sont en majorité distribués dans lasmégub-arides du sud-ouest de Madagascar.

En se basant sur la topologie consensus datéeuahteous avons inféré I'histoire
d’'une série de caracteres morphologiques clés (e de divers organes, port végétatif,
morphologie des stipules, taille et disposition dgathophylles). En outre, nous avons utilisé
des outils statistiques pour décrire les tempiiderdification au sein du clade GDD. Tous les
tests ont identifié une variation du taux de difmation au cours du temps. Le test
statistigue MEDUSA a détecté une augmentation diwwe pour des lignées ayant divergé
récemment au sein de la sect®aniostemanais ce résultat reste sujet a caution.

Enfin, nous avons incorporé au modeéle toutes leanées de géolocalisation
disponibles pour les especes étudiées. Ceci noysermis de décrire et de tester
statistiguement les relations entre I'évolution ttags morphologiques et un jeu de variables
climatiqgues. Nous avons mis en évidence le fait dee parametres climatiques différents
tendent a favoriser I'évolution de divers typessdeculence chez les euphorbes malgaches
(i.e. succulence des feuilles, succulence du systaginaire et port de type « cactiforme »).

Les résultats encourageants résumeés ci-dessustpmrtroienvisager une extension de
ces méthodes a I'ensemble du sous-g&mghorbiamaintenant que la phylogénie du groupe

tend a étre bien élucidée (Dorsey et al. sous @yekss fortes incongruences identifiées entre
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les topologies chloroplastiques et nucléaires dmestt néanmoins une difficulté de taille
dans le cadre de la reconstruction de liens denf@af@bles. Il serait idéal de disposer pour
les analyses futures du maximum d’information moligice disponible et en particulier de
régions nucléaires indépendantes des marqueurstIESS. Cet objectif se heurte a plusieurs
limitations : d’'une part I'identification de régisrde I'’ADN nucléaire suffisamment variables
et facilement séquencables pour 'ensemble desoebes est un défi difficile & surmonter
(Wurdack com. pers.), d'autre part I'obtentiongkstion et I'analyse de trés larges quantités
de données moléculaires demandent d'importants nsoy#nanciers et logistiques.
Néanmoins, le «jeu en vaut la chandelle », cac areviron 700 especes, le sous-genre
Euphorbiareprésente le groupe d’euphorbe le plus divergdfiérsey et al. sous presse).
Elargir ces études a I'ensemble du sous-genre [eaieat en outre de prendre en compte le
deuxieme plus grand clade d’euphorbe malgache I@.elade qui regroupe les sections
Tirucalli et Pervilleanag, d’inclure les étonnantes especes de la se&amihysanthaet de
comparer leur diversification a Madagascar avele ail clade GDD. Compte tenu de son
impressionnante diversité morphologique et deémlarge zone de répartition, le sous-genre
Euphorbiaest un groupe d’étude particulierement adapté poursuivre I'exploration des
relations entre I'évolution des traits morphologigLet les conditions de vie des espéces. A
I'aide de toutes les informations géographiquesi@tphologiques dont nous disposons pour
les espéces du sous-genre, nous projetons de @aréeishiogéographie et de modéliser les
relations traits morphologiques / climats pour tassgrands clades qui le composent.

Le présent travail a permis de préciser (ou de renediu jour) I'ambigiité des
circonscriptions taxonomiques de plusieurs espé&degphorbes malgaches. L'analyse du
matériel moléculaire (barcoding ADN et inférencdsylpgénétiques) constitue un outil
puissant qui peut contribuer a une meilleure déditiun des groupes infra-génériques et des
especes. Nous travaillons donc maintenant sur unge pen compte des données
morphologiques, éco-géographiques et moléculaiaes de but de réviser la taxonomie de
groupes d’euphorbes malgaches qui restent difficile étudier avec le seul critere
morphologique (e.g. les sectiom®enisophorbiaet Tirucalli, et les euphorbes naines et
buissonnantes de la secti@oniostema Ces prochains travaux de révision taxonomique
constitueront en outre I'occasion d’allonger lddisles especes d’euphorbes malgaches, en
décrivant prés d’une vingtaine d’espéces nouveltas la science et en révisant la position
taxonomique de plusieurs taxa décrits comme deernmfra-spécifiques (e.g. variétéEd’

primulifolia ou d’E. milii).
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Abstract Euphorbia subg. Euphorbia is the largest and most diverse of four recently
recognized subgenera withiRuphorbia and is distributed throughout the tropics and
subtropics. Relationships within this group havesrbalifficult to discern due mainly to
homoplasious morphological characters and inadequakon sampling in previous
phylogenetic studies. Here we present a phylogemetalysis of subgzuphorbig using one
nuclear and two chloroplast regions for the moshglete sampling of molecular sequence
data to date. We show that the approximately 6&Lisp in the subgenus belong to four
highly-supported main clades, including a well-saped monophyletic New World clade and
multiple independent lineages on Madagascar. Usimg phylogenentic framework we
discuss patterns of homoplasy in morphological @wmh and general patterns of
biogeography. Finally we present a new subgenelassification of subg.Euphorbia
comprising 21 sections, nine of them newly describere.

Keywords: Euphorbiasubgenuguphorbig Euphorbiaceae, growth forms, Madagascar, New
World, sectionatlassification

Running head: Phylogenetics oEuphorbiasubgenu&uphorbia

INTRODUCTION

Euphorbiais one of the largest recognized genera of flawgeplants with about 2,000
species. It has a worldwide distribution but isezsglly diverse in tropical and subtropical
parts of both the New and Old Worlds, in arid omeeid habitats, and also in temperate
Eurasia. The morphological diversity in this genusludes geophytes, herbs, shrubs,
understory and canopy trees, and an array of selacahd xerophytic forms as well. Despite



this vast vegetative variation, the entire genusunged by a distinctive morphological
synapomorphy, the cyathium — a pseudanthial inflogace that looks superficially like a
typical dicot flower (Steinmann & Porter, 2002; Ho& al., 2012). This structure is
intermediate between a flower and an infloresceimcelevelopmental terms (Prenner &
Rudall, 2007) and is comprised of a cup-like ineoduthat surrounds multiple male flowers
(reduced to single stamens) and a single femaleefigreduced to a single pistil). From this
basic structure various elaborations have evolveduding colorful subtending bracts,
cyathial nectary glands with petaloid appendaged, fasion or increase in the number of
cyathial glands. Some of these cyathial traitseggnt synapomorphies for particular clades
within the genus. Despite the information providey the cyathium and its variations,
relationships among species witltuphorbiahave been notoriously difficult to infer based
on analyses of most morphological characters.

Previous phylogenetic work based on DNA sequenta slaggests that the evolution
of many characters iBuphorbiaincluding growth form, photosynthetic systems, agdthial
form are highly homoplasious, and that the genus dacomplex biogeographic history
leading to its nearly world-wide distribution (Steann & Porter, 2002; Haevermans & al.,
2004; Bruyns & al., 2006; Park & Jansen, 2007; H&ral., 2012; Yang & al., submitted).
These evolutionary and biogeographic patterns nealghorbiaan ideal system for the study
of complex character evolution and adaptation oénfd to different environments.
Establishing a well-resolved phylogenetic framewsria prerequisite to this research, and at
150 years since the last comprehensive taxonoemtnrent oEuphorbia(Euphorbiaceae) by
Boissier (1862), the evolutionary relationshipshwtthe genus have only recently begun to
be resolved.

Over the past decade, molecular phylogenetic asudave made much progress in
understanding the broadscale relationships witbuphorbia (Steinmann & Porter, 2002;
Bruyns & al., 2006; Park & Jansen, 2007; Horn & &012; Yang & al., submitted).
Steinmann & Porter (2002) circumscribEdphorbiaas the clade including all species with
cyathia, and they furthermore established the pieesef four major clades within the genus.
Bruyns et al. (2006) formally recognized these foain clades as subgeneEa:subg.Esula
Pers, E. subg. Rhizanthium(Boiss.) WheelerE. subg. ChamaesyceRaf., andE. subg.
Euphorbia Horn et al. (2012) analyzed ten gene regions fedinthree plant genomes to
firmly establish that subdzsulais the first clade to diverge, followed by suBRhizanthium
which is sister in turn to the clade of sulighamaesyceand subgEuphorbia With the
relatively sparse taxon sampling in all previousylpgenetic studies, many species in
Euphorbiahave not been placed to their corresponding sulsgeand relationships within the
subgenera are still very incompletely resolved. niFran evolutionary and taxonomic
standpoint, there is a need to develop a compreleessctional classification for each of the
subgenera. In this study we attempt to resolveetliesues in subdzuphorbig which is the
largest subgenus Buphorbia

Euphorbia subg. Euphorbia contains approximately 700 species, and it isnioest
diverse of the four subgenera in terms of cyatvaailation, growth form, and habitat (Horn &
al., 2012). Variation in cyathial morphology inghgubgenus is particularly high and has been
the basis for recognizing five segregate generthénpast. These segregates include sect.
Monadenium(= former generdonadeniumPax +SynadeniunBoiss. +Endadeniunieach)



from eastern tropical Africa, sedCrepidaria (= former genusPedilanthusNecker) from
Mexico and the Caribbean, and se€@ubanthus (former genusCubanthus (Boiss.)
Milspaugh) from the Caribbean. Each of these graliglays a unique variation on the basic
cyathial form. Species of subdzuphorbia include herbs, geophytes, woody shrubs,
understory and canopy trees, stem succulentsdhgerfrom dwarf shrubs to candelabriform
trees, and the unusual growth form of pencil-stéamts (e.g.E. tirucalli) (Fig. 1). Woody
shrubs and trees are found in both xeric and nfesasts of Madagascar and in the New
World tropics. The herbaceous habit is found in tBoAmerica, Africa, and Australia.
Geophytes have evolved several times in subgphorbia and are found in Africa,
Madagascar, the Arabian Peninsula, and southeia Akie spine shield euphorbias of Africa
and Asia are often compared to the cacti of the Méwld as a classic example of convergent
evolution, and they are the prime representati¥aseon succulents in subguphorbia

Bruyns & al. (2006) proposed a sectional clasdificafor the subgenus based almost
entirely on Old World species. Their relatively dimaxonomic sampling, however, did not
allow for the establishment of a comprehensive @ighetic hypothesis and classification.
Even with an expanded sampling of mostly Africand afsrabian species from subg.
Euphorbia(Bruyns et al., 2011), important groups from Maaksgar and the New World have
yet to be fully represented in a phylogenetic asialyof subg.Euphorbia and only by
including these can we gain a global understandintpe evolutionary relationships in this
complex group.

While our understanding of the evolutionary r@aships within subgeuphorbiahas
improved in recent years, several key questionsamerananswered (Steinmann & Porter,
2002; Bruyns & al., 2006). For example, SteinmannPé&rter (2002) showed that subg.
Euphorbia is a collection of both New World and Old Worldespes and that many
previously recognized groups were not monophyléfet, while their ITS data set included
the largest sample of New World species to daesdldata could not confirm or reject the
monophyly of the New World species. The New Wogddaes included by Zimmerman & al.
(2010) form a grade in their analysis, but the gdcgees sampled by Horn & al. (2012) form a
clade. The placement of all putative New World membof subgenug&uphorbia and
whether they represent a single clade or else phelarrivals to the New World requires
further sampling and analysis.

A diverse set of approximately 120 species from dMgbcar has also been shown to
belong to subgenusuphorbia,but while other Old World groups such as sEcphorbiaand
sect. Monadeniumare fairly well defined, the Madagascan specigwesent the least
understood group of species in suBgphorbiaphylogenetically (Steinmann & Porter, 2002;
Haevermans & al., 2004; Bruyns & al., 2006; Parldaasen, 2007; Zimmermann & al., 2010;
Horn & al., 2012). The Madagascan species inclaeong others, the crown-of-thorns
complex E. milii and allies) and coraliform, pencil-stem trees saslkt. tirucalli and E.
alluaudii. There have been two clades of Madagascan speessdved in all previous
phylogenetic studies including suliguphorbia,but their relationship to each other has never
been well resolved. All of the pencil stem spetiase previously been placed in one group,
sect.Tirucalli, (e.g. Boissier, 1862; Hassal, 1977) but theranple evidence now that this
previous circumscription of seclirucalli does not represent a monophyletic group (Boissier,
1862; Hassal, 1977; Steinmann & Porter, 2002; Haears, 2003; Haevermans & al., 2004;



Bruyns & al., 2006; Barres & al., 2011; Horn & &Q12; Yang & al., submitted). Also, there
are a number of poorly-studied leafy species, sisth pervilleanafrom Madagascar, which
have been placed in sedtrucalli by Bruyns & al. (2006), but are likely part of epsrate
clade (Haevermans & Labat, 2004). Because the iposdf these species within subg.
Euphorbia has not been congruent among previous studiesstivedo not know if the
Madagascan species form a single clade or elsesept two independent radiations on the
island.

As part of a broader Planetary Biodiversity Inwept (PBI) study of the genus
Euphorbia (euphorbiaceae.org), the goals of this study aré)t produce a phylogenetic
hypothesis of the relationships of all major groupsubg.Euphorbiabased on a thorough
taxonomic and geographic sampling and utilizing tipld regions of DNA sequence data,
and 2) establish the phylogenetic position of asymaembers of subguphorbiaas possible
and create a sectional classification system fa $lubgenus. With this phylogenetic
framework we hope to determine if the New World csge form a monophyletic group,
resolve the relationships of the Madagascan spesiesbegin to improve our understanding
of morphological evolution in sub&uphorbia

MATERIALS AND METHODS

Taxonomic and molecular sampling. —A total of 374 accessions representing 268
species oEuphorbiawere analyzed in this study, including 46 outgreppcies representing
the three other subgenera within the genus. Taxa sedected to obtain a broad and thorough
sampling of putative members of subgeliugphorbiaacross its geographic range based on
previous molecular phylogenetic studies and théective knowledge of the collaborators
within the EuphorbiaPBI project. Material for DNA extraction was caited by the authors
and additional PBI collaborators from live plantsthe field, from plants at Arid Lands
Greenhouses (Tucson, AZ), and from herbarium dotles (Appendix 1). Live tissue was
preserved in silica gel prior to extraction. Vouchef wild specimens were collected as
whole or partial plants and deposited at MICH andézal herbaria (see Appendix 1).
Greenhouse specimens were documented with digit@tographs because destructive
sampling was not practical at a commercial greeséoin this case, herbarium specimens
were made using a set of printed photographs frach sampled specimen.

DNA extraction, amplification, and sequencing.— Total genomic DNA was
extracted using the DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEMNcI], Valencia, California, USA)
following the manufacturer’s instructions with giigmodification for herbarium material.
Primer pairs were chosen for this study based eim grevious utility in phylogenetic studies
of Euphorbia or preliminary tests for polymerase chain reacti®®CR) amplification
specificity, phylogenetic information content, gmesence of long polyA/T regions that may
interrupt sequencing reactions (Steinmann & Po&6602; Haevermans & al., 2004; Bruyns
& al., 2006; Steinmann & al., 2007). The final r@gs chosen were the cpDNA coding region
mat including the partialtrnK intron, the cpDNA coding regiondhF, and the internal
transcribed spacer region of the nuclear ribosoBidA (ITS). All PCR reactions from
genomic DNA were carried out usifitx Tad™ tag-polymerase and buffer (Takara Bio Inc.,



Otsu, Shiga, Japan). A negative control using rasedree water instead of template DNA
was included in each PCR reaction to test for cuoirtation.

The ndhF gene was PCR amplified in two pieces: the 5’ ke amplified using
primers 536F and 1318R (Olmstead & Sweere, 199%),the 3’ half using primers 972F
(Olmstead & Sweere, 1994) and 2110Ri (Steinmanro&eP, 2002). The 15 pl PCR mixture
contained 1.5l 10xEx Tadg™ Buffer, 1.2uL dNTP (2.5 mM), 0.4-0.@L of each primer (10
uM), 0.075uL of 5 unitsfiL Ex Taq™ 2-2.5uL of diluted template DNA and the remainder
of ddH,O. The PCR protocol consisted of an initial denaturstep of 95°C for 2 min
followed by 35 cycles of denaturing at 95°C forgifannealing at 53.8°C for 45 s, extension
at 65°C for 3 min and then a final extension stef>C for 5 min (modified from Shaw &
al., 2005). ThemaK region was amplified using the primemsK570F andmatk1710R
(Samuel & al., 2005). The 15 pl PCR mixture coradii.5uL 10xEx Tad™ Buffer, 1.2uL
dNTP (2.5 mM), 0.5uL of each primer (1QuM), 0.12 uL of 5 unitsfiL Ex Tag™ 2 uL of
diluted template DNA and the remainder of d@HThe PCR protocol consisted of an initial
denaturing step of 95°C for 2 min followed by 3&Xley of denaturing at 95°C for 45 s,
annealing at 57°C for 45 s, extension at 65°C fond and then a final extension step at 65°C
for 10 min (modified from Shaw & al., 2005). TheSTregion was amplified using the
primers ITS-I (Urbatsch & al., 2000) and ITS4 (Wh& al., 1990). The 15 pul PCR mixture
contained 1.51L 10xEx Tad“ Buffer, 1.2uL dNTP (2.5 mM), 0.5 pl of 5M Betaine solution
(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Missouri, USA),50uL of each primer (1@uM), 0.12uL of 5
unitsptk Ex Tag™ 2 pL of diluted template DNA and the remainder of d@H A
“touchdown” PCR protocol was used for the ITS regwith an initial denaturing step at
95°C for 2 min and a final extension at 72°C fomi#. The intervening 35 cycles each had a
2 min denaturing step of 30 s at 95°C and an ekierstep of 45 s at 72°C. The annealing
temperature was decreased from 60°C to 50°C asafsill cycle at 60°C, 2 cycles at 59°C, 3
cycles at 58°C, 4 cycles at 57°C, 5 cycles at 556°6cles at 52°C, and 14 cycles at 50°C.

All PCR products were examined by gel electropsisren 1% agarose gels and
inspected for contamination in the control reactiamplicon concentration, and multiple
bands indicating non-specific amplification. Pagti specific PCR products were purified
using ExoSap-IT® (USB Corporation, Cleveland, ORigA). For weak PCR products, or
products with primer dimers, the QIAquick PCR Fadfion Kit was used instead of ExoSap-
IT®. All PCR products were sequenced at the Unityerd Michigan DNA Sequencing Core.
ITS andndhF PCR products were sequence using the amplifitgitomers. To maximize
bidirectional reads for the entire length of ek region themaK80F primer (Samuel &
al., 2005) and three custom primemsaiK688R (5’-CRA GAT GRA TGG GRT AMG G-3)),
mat1850R (CGT CCT CTA TAT AAC TTG CGC G), amdak1387F (CAG TAG GAC
ATC CTA TTA GTA AAC CG)] in addition to amplificatin primers were used for
sequencing.

DNA sequence alignment and Model of Evolution. —All ABI chromatograms from
sequencing were edited and assembled using therSsadtware package (Staden, 1996). All
sequences are deposited in GenBank, and speciessnaouchers, and GenBank accession
numbers are given in Appendix 1. Sequences of esgibn were aligned using the MUSCLE
web server at http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mug8ldgar, 2004) and adjusted manually



using the program BioEdit (Hall, 1999). Some regiof the partiatrnK intron flanking the
mat gene were difficult to unambiguously align andrevexcluded from the alignment. In
total, seven data matrices were assembled: Fdvithanalyses all accessions were included
to produce matrices for each of the individual oegi plus the cpDNA regions concatenated
and all regions concatenateddqK, ndhF, ITS, cpDNA, and 3gene matrices, respectively). A
reduced taxon set that minimized missing data vgasl to construct concatenated matrices of
the cpDNA (cpDNA-min) and of all regions (3-genernifor the Bayesian analyses (see
below). Indels were coded as binary charactershiematk and thendhF regions using the
simple coding method of Simmons & Ochoterena (2089)implemented in the program
SeqState (Muller, 2005, 2006). The best-fitting elaaf sequence evolution for each of the 3
individual matrices was selected using Modeltest3W07 (Posada & Crandall, 1998)
employing the Akaike Information Criterion (AIC). ddeltest chose the GTR#-+model of
nucleotide substitution for all regions and conoated data setsxceptmat, for which the
TVR+I+y model was chosen. However, because MrBayes ddeallow this model to be
specified and to avoid potential parameter intévastby modeling among-site rate variation
with two parameters (Moore, B.R., pers. comm.)used the GTRymodel for all analyses.
Phylogenetic Inference. —For analyses of thenak, ndhF, and all concatenated
matrices, separate partitions were defined for attar type (DNA or indel), coding/non-
coding sequence, codon position and gene regiorapgdicable. Maximum likelihood
estimation (MLE) of phylogeny and model parametees performed using the program
RAXML v. 7.2.8 (Stamatakis, 2006). Where applicalddé model parameters except for
branch lengths were estimated separately for eadhipn. Branch lengths were estimated as
the average across partitions. Matrices were aedlyasing the rapid bootstrap (1000
pseudoreplications) plus thorough MLE search opfidna]. Bayesian inference (BI) of
phylogeny and model parameters was performed oopbB&A-min and 3-gene-min matrices
using MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Rosig&i Huelsenbeck). Six independent
MCMC runs of 4 chains each were run for 14.8 X @@nerations sampling every “10
generations. Stationarity and convergence of theM@Cruns was assessed using the
programs Tracer (Rambaut & Drummond, 2007) and AWWilgenbusch & al., 2004).
Preliminary analyses were used to determine theopppte parameters for the MCMC runs
with the following results. To achieve swap freqties of 20—60% between adjacent heated
chains, the temperature parameter was set to DTdrevent unrealistically long tree length
estimates, the mean of the prior distribution efettengths was adjusted as suggested by
Marshall & al. (2010) to a final value of 250 [bmpr = unconstrained: exponential (250)].
Reduced taxa matrices were used because originaicesafailed to converge on a single
posterior distribution of tree and model parametBexent studies have found that Bayesian
analyses can be biased by missing data, potentia#yto improper branch length estimation,
and this seemed to be the case for concatenatadsetst with all taxa included (Marshall &
al., 2006; Lemmon, 2009; Marshall, 2010). Thesericed contained approximately 30%
missing data due to variation in sequencing sucfmsgegions among taxa. In preliminary
analyses of both the cpDNA matrix and the 3-gendrirgaeach with all taxa included,
multiple independent runs appeared to converge partecular log likelihood (LnL) and tree
length (TL) distribution while other runs converged a markedly different distribution of
each parameter. In these cases a higher mean Lalcovesistently associated with a lower



mean TL. When the proportion of missing data inrarices was reduced to approximately
10% (including gaps) by removing most taxa withallithree regions sequenced, much better
performance of the MCMC chains was achieved in seofnchain swap frequencies, mixing
of chains, and convergence of all parameters.

Assessment of clade membership. -Morphological and geographic distribution
data were compiled from herbarium collections élisin Appendix 1), live collections, field
observations, and the literature for all specietutied in our molecular data sets as well as
any that were previously classified as closelytegldo these species or suspected to belong in
subg.Euphorbia These data were used to determine whei@horbiaspecies not sampled
for molecular sequence data sets belong in sibghorbiaand to assign these species to
clades within the subgenus.

RESULTS

Congruence of individual data sets.—Summary statistics for each dataset are given
in Table 1. ThanaK data provided the greatest information acrosteatls of the subgenus,
while ndhF was less informative, although it did provide poip for major clades. The ITS
data provided support for the monophyly of someamajades but provided very little
resolution regarding relationships among them aad most informative at the individual
clade and species level (Fig. S1). The ML analydesdividual data sets resulted in trees
with some topological incongruence but no instarafesell-supported conflict between the
chloroplast regions (trees not shown) so these waneatenated for the cpDNA analyses. We
found nine instances of topological incongruencéwben the ITS phylogeny and the
concatenated cpDNA phylogeny (Figs. S1 and S2) evheth of the alternate topologies had
bootstrap support (BS) over 80%. Eight of theselved the placement of one of several
accessions of the same species or the positiorpedies within well-supported clades.
Notable among these is the placementEofabdelkuriand E. lacei In the ITS treeE.
abdelkuriis sister to the rest of se&uphorbiaandE. laceiis the next to diverge, while in
the cpDNA tree these species are nested withisékhBon close to a group of Indian species
which includesE. antiquorumandE. lactea The other instance concerns s@uniostemaln
the ITS tree, all members of se@oniostemaas circumscribed here) form a monophyletic
group (though with low BS) (Fig. S1), while in tbpDNA tree seven species fall outside a
well-supported sectGoniostemaFig. S2). As we discuss later, relationshipshis part of
the tree are not well resolved by the cpDNA in gahésiven the overall congruence of data
sets and the fact that the few instances of canflexe among closely related species, all data
sets were concatenated for the 3-gene analysis.

Phylogenetic results.—Figure 2 shows the ML tree from the 3-gene data Hat
phylogeny is largely congruent with the cpDNA tredth a few exceptions noted below, and
includes the largest taxon sample, so we chosesdothis tree as the best estimate of the
phylogeny of subgEuphorbia (Fig. 2, S2). All data sets recovered a monopitylstibg.
Euphorbia consisting of four major lineages (Figs. 2, S1):SBhese clades can be
distinguished by their geographic distributions avelrefer to them as the Pacific Clade, the
New World Clade, Old World Clade I, and Old Worlta@e Il (Fig. 2). Support for each of
the major lineages is high (BS >99%, PP>0.95) fedhdata sets, with the exception of the
ITS support for the New World Clade and Old World2 Il, but the relationships among



these clades are not well-supported (Figs. 2, S)--Sne species from Madagascar in our
sample E. madraviokywhich represents se®achysanthaa newly defined section in subg.
Euphorbig is not well-supported as part of any of the fmajor clades by any data set. It is
sister to the rest of the subgenus in the 3-geses sister to Old World Clade Il in the ITS
tree, and sister to Old World Clade | in the cpDNée (Figs. 2, S1, S2). The positionEf
mandraviokyas sister to Old World Clade | has the highest(B®%0) and makes the most
sense geographically given that Old World Claderhainly a Madagascan clade.

Two more topological incongruencies exist betwdendpDNA and 3-gene trees. As
in the ITS treeE. abdelkuriandE. laceiare inferred as sister to the rest of seaphorbiain
the 3-gene tree. This position has BS of 93% beit thested position in the cpDNA tree is
well-supported as well. The second group whosetipasiis incongruent between the
concatenated data sets is sdRtibellaefrom northeast Africa. In the 3-gene tree sect.
Rubellaeis sister to the rest of Old World Clade Il thougith BS of only 68%. In the
cpDNA tree this section is nested within Old Wo@thde Il (BS = 83%) and sister to the
clade of sectMonadeniumand sectEuphorbia(BS = 86%). We note that while we chose the
3-gene tree to represent our best estimate of iggeny of subgEuphorbig the cpDNA
data resolve the relationships within Old World d&all with higher support. However,
because thenalk matrix did not include secRubellae,its position in the cpDNA tree is
determined mainly by thedhF data.

The outputs from the AWTY Compare analysis of tirdbution of trees obtained
from the Bayesian analysis of the cpDNA-min ande®&rmin data sets indicated that there
was some variation among the distributions of tfeesd in independent runs. However, for
each data set there were two runs from which théoPPBlades were very close to the unity
line, and these runs were used to determine supmodiades. The Cumulative analyses in
AWTY for both the cpDNA-min and 3-gene-min datassiidicated that runs that had likely
converged reached stationarity by generation 1.2st0all prior trees were discarded as
burn-in. Although the difference in taxon samplemgong inference methods does not allow
for detailed comparisons between the Bayesian ahdtigles, the topology of the 50%
majority-rule consensus tree from the Bayesianyaimalvas generally congruent with the ML
tree, and the same major clades were recoveredpdsterior probabilities of major clades
and sections in subguphorbiaare summarized in Fig. S3.

Taxonomic results.— The phylogenetic hypothesis presented here aloily &
review of morphological and geographic distributtata allowed us to assign approximately
661 species to subduphorbiaand place nearly all of these species to cladeshwive
designate below as sections. These sections acatied on Fig. 2 and detailed below in the
taxonomic treatment where we newly define or sigaiftly recircumscribe 11 sections,
resulting in a total of 21 sections within sulkgiphorbia The new sections are concentrated
in the New World and in the Madagascar clades.

DISCUSSION

With our greatly increased sampling effort, we @onéd the results of several
previous studies which found th&uphorbia subg. Euphorbia is a strongly supported
monophyletic group (Steinmann & Porter, 2002; Haeans & al., 2004; Bruyns & al.,
2006; Zimmermann & al., 2010). Our analyses alsmasthat the subgenus is comprised of



four strongly supported clades: the New World Clalle Pacific Clade (sed®acificag, Old
World Clade I, and Old World Clade Il (Fig. 2). \ihieach of these clades is highly
supported as monophyletic in all our analyses,rdiationships among them are not well
supported. The lack of resolution along the backbointhe subgenus in this and all previous
studies and the very short branch lengths infefrech all markers at this level of the tree
(Figs. S1, S2) suggest that this is not an artidéeharker choice but rather a true signal that
may reflect a rapid radiation early in the evolo&oy history of the subgenus. In addition, by
comparing our results with those of Horn & al. (2Rlwe do not see an improvement of the
support values in this part of the phylogeny thitoag increase in taxon sampling.

The geographic distribution of each species is show Fig. 2. These data suggest
that there has been a split between New World/Otdli\clades early in the history of subg.
Euphorbiag although confidence in this interpretation isited by the lack of support for the
relationships among the Old World clades and theerain position of secPachysantha
Within these two regions there is a mixture of eldhat are restricted and widespread. For
example, in Old World Clade Il, seduphorbiaranges from southern Africa to Indonesia
while a clade comprised of sectior@oniostema, Denisophorhiaand Deuterocalli is
restricted to Madagascar. In fact, we recover twal-supported Madagascan clades that
suggest at least two radiations on the islandréstangly, the species in Old World Clade Il
are completely restricted to Madagascar, while aptbose that comprise Old World Clade |
there has apparently been a dispersal to Africdn 8itbsequent spread to the Arabian
Peninsula early in the history of setirucalli (Fig. 2).

Fig. 2 also shows the growth form of each specigbe 3-gene ML tree. From this it
is clear that growth form is highly homoplasioussirbg.Euphorbia.Below we comment on
significant morphological characters within eachjonalade and then discuss more general
patterns of morphological evolution within the sabgs.

New World Clade. —All species from the New World shown here to bgltm subg.
Euphorbiaare included in a single clade which is highlymonped in all but the ITS analysis
(Fig 2, S1—S3). New World species have been platsdbg.Euphorbiain previous studies
(Steinmann & Porter, 2002; Bruyns & al., 2006; ZietTmann & al., 2010), but our sampling
and sequence data are the first to show the eatehe New World lineage and to show that
it is monophyletic. The New World Clade consists f highly supported clades or
monotypic lineages which we treat here as sectibhgy range in size from a single species
in sect.Lactifluaeto 36 species in sedllummulariopsisThe branches that connect the New
World sections are very short relative to thosd #ubtend each of them, and accordingly
there is poor resolution of the sectional relatiops within the New World Clade. As with
the backbone of the subgenus, this pattern isahe ss that found by Horn & al. (2012) and
so is not likely to be an artifact of taxon samglor marker choice but rather a reflection of
the history of this group. The New World Clade isere our results differ most from previous
work. Five of the 11 sections that we recognizeeheave been previously described and
remain largely unchanged in our circumscriptiont the remaining six are new sections or
are recircumscriptions of previously named growgfecting our phylogenetic results.

A notable section we recognize among the New Woslgecies is sect.
Euphorbiastrum which is circumscribed here as an unusually diregroup of species in
terms of their growth forms. At the base of thiadd are two speciek. laurifolia andE.



cestrifolia, which are both small trees that occur in open, shrubland in the northern to
central Andes. The next diverging speciek.isveberbaueriwhich is very different from the
previous two in being a pencil-stem shrub growingcactus-shrub vegetation of Peru and
Ecuador. This is followed bk. dussij which is a rare shrub from moist forests of Madgue
and St. Lucia in the Lesser Antilles. Steinmannl&(2007) hypothesized th&. dussiiwas
part of sectCubanthusbut our data place it instead well nested wiggnt.Euphorbiastrum
This indicates thaE. dussiiand sectCubanthugepresent two separate introductions of subg.
Euphorbiainto the West IndiesEuphorbia pteroneuras another semi-succulent species in
this clade, with green stems resembling thosdc.ofveberbaueribut it is an herb from
southern Mexico with fully developed, drought-demds leaves. Sister . pteroneurdsE.
hoffmannianaa large shrub from Costa Rica. Despite the hg&reous morphology of these
species, their monophyly is highly supported by ouolecular sequence data. The
relat