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« S’il fallait tenir compte des services rendus à la science,

la grenouille occuperait la première place. » 

-Claude Bernard- 

J’aimerais associer les campagnols à cette citation,  
ayant joué le premier rôle dans cette thèse. 

Malheureusement pour eux…  
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Introduction





1. Influence des changements climatiques du Quaternaire sur l’évolution des espèces 

eurasiennes 

Le Quaternaire (environ 2.5 millions d’années – Présent) a été marqué par des 

fluctuations climatiques extrêmes, alternant entre périodes glaciaires et périodes 

interglaciaires. Ces alternances seraient liées à la quantité d’énergie reçue par la Terre au 

cours des saisons d’après la Théorie de Milankovitch (Milankovitch, 1941) suivant trois 

paramètres astronomiques : la précession (~23 000 ans), l’obliquité (~41 000 ans) et 

l’excentricité (~100 000 ans) (Imbrie, 1993).  

La dernière glaciation, dont le maximum glaciaire s’est terminé il y a environ 19 000 

ans (Yokoyama et al., 2000), a vu l’Europe et l’Amérique du Nord être recouvertes d’une 

couche de glace de 2 à 3km d’épaisseur, descendant respectivement jusqu’au nord de 

l’Allemagne, des Pays-Bas et de l’Angleterre ainsi que jusqu’à New York (Berger, 2005). 

Cette période, caractérisée par des fluctuations spectaculaires de température (pouvant 

atteindre des variations de 10-12°C en quelques années, Hewitt, 1996), a eu un impact 

déterminant sur les espèces végétales et animales en affectant d’une part la biodiversité 

(Walther et al., 2002 ; Qian & Ricklefs, 2008), et d’autre part leur distribution géographique 

(Taberlet et al., 1998 ; Hewitt, 2004). 

L’un des grands enjeux de ces dernières décennies pour les disciplines s’intéressant à 

l’histoire évolutive des espèces a été de mieux appréhender les mécanismes de mise en place 

et de maintien de la biodiversité dans un contexte où les contraintes imposées par les 

variations environnementales induisent des changements rapides. Pour ce faire diverses 

méthodes existent, notamment la phylogéographie qui permet comme nous allons le voir de 

retracer les processus de mise en place de la biodiversité des populations au cours du temps. 

1.1 La phylogénie moléculaire, un outil « classique »  des études biogéographiques 

 La phylogéographie est le champ d’étude étudiant les processus gouvernant les 

distributions géographiques de lignées généalogiques, principalement au niveau intra-

spécifique (Avise, 1998). Elle se situe au carrefour de nombreuses disciplines micro- et 

macro-évolutives (génétique moléculaire, génétique des populations, éthologie, démographie, 

paléontologie, géologie, géographie historique, etc.) (Avise, 2000). Depuis sa naissance en 

1987, des progrès fulgurants ont été réalisés tant au niveau des techniques d’analyse 

moléculaire qu’au niveau du traitement statistique de ces résultats, permettant ainsi la 
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considération de nouvelles hypothèses visant à comprendre comment les populations ont réagi 

et se sont adaptées aux bouleversements environnementaux du passé. 

La phylogéographie cherchant à caractériser la diversité génétique « intra-spécifique », elle 

permet de retracer les différents évènements évolutifs composant l’histoire d’une lignée 

(sélection, hybridation, flux géniques etc.) en se basant principalement sur deux marqueurs. 

Le premier et le plus couramment utilisé afin d’étudier le polymorphisme des populations est 

l’ADN mitochondrial (ADNmt), molécule circulaire de petite taille (15 à 20 kilobases) 

présentant de nombreux avantages pour les études phylogéographiques. Premièrement, 

l’ADNmt est présent en de multiples copies dans les cellules somatiques, facilitant son 

analyse. De plus le taux d’évolution des gènes mitochondriaux est rapide et particulièrement 

adapté à l’étude de différenciations s’étant déroulées au cours des derniers 5 à 10 millions 

d’années (Brown et al., 1979). Finalement, la transmission de l’ADNmt se faisant de façon 

maternelle, le taux de recombinaison est très faible et permet des reconstructions 

phylogénétiques fiables de la lignée maternelle (Bagley & Gall, 1998). Malgré ces nombreux 

avantages, l’ADNmt présente également des inconvénients comme la présence de copies de 

gènes non-fonctionnelles (Bensasson et al., 2001), ou encore de différents haplotypes 

mitochondriaux au sein des cellules (Rockas et al., 2003). De plus, des études ont montré que 

l’ADNmt pouvait être sous sélection (MacRae & Anderson, 1988) alors qu’il est 

généralement considéré comme un caractère à évolution neutre. Face à ces problèmes, 

l'utilisation en plus du marqueur mitochondrial de marqueurs nucléaires (ADNn) peut être 

intégrée aux études phylogéographiques (Steppan et al., 2005). Les microsatellites constituent 

les seconds marqueurs les plus utilisés pour l'étude de la structuration intra-spécifique des 

espèces.  Le choix du marqueur nucléaire est primordial et doit répondre à différents critères 

(être sélectivement neutre, polymorphe, déterminer la variation d'un seul locus etc.). 

Cependant, la considération de l'ADNn en parallèle de l'ADNmt présente aussi des 

inconvénients  comme l’augmentation non négligeable des coûts de manipulation ainsi que la 

nécessité de développer des marqueurs appropriés en fonction de la problématique. 

1.2 La morphologie, un objet d’étude complémentaire 

 Les caractères phénotypiques comme les dents ou le squelette sont particulièrement 

utiles lors d’études s’intéressant à l’histoire évolutive des espèces, apportant de nombreuses 

informations concernant les processus évolutifs affectant les organismes. De plus, il est 

possible de considérer les processus évolutifs et les facteurs agissant sur les espèces dans leur 
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dimension temporelle en intégrant du matériel fossile aux études faites dans l’actuel. Outre le 

phénomène de divergence neutre conduisant au fil du temps à des divergences entre 

populations et à des différenciations morphologiques, différents facteurs vont participer à la 

variation phénotypique. 

 Tout d’abord, des facteurs développementaux interviennent. Au cours des dernières 

années, différentes études ont montré qu'à partir d'un génotype, de fines modifications des 

voies développementales pouvaient engendrer différents patrons de forme. Cela a par exemple 

été montré pour les rides palatines de la souris, qui se mettent en place de façon séquentielle 

de l’avant vers l’arrière et dont le nombre peut varier selon de petites variations 

développementales (Pantalacci et al., 2008). Dans le cas des dents de mammifères des 

mécanismes similaires ont été mis en évidence concernant la taille et le nombre de cuspides 

qui pouvaient être profondément modifiés par de petites variations intervenant dans les 

paramètres développementaux déterminant l'espacement inter-cuspides (Jernvall, 2000). A 

une échelle développementale plus grande, c'est toute la taille de la rangée dentaire qui 

semble être fortement déterminée par une cascade développementale polarisée de la première 

molaire vers la dernière (Kavanagh et al., 2007; Renvoisé et al., 2009). 

 Outre le développement, que ce soit à l'échelle de l'organisme, des populations ou des 

espèces, l’environnement va jouer un rôle important en conditionnant les pressions de 

sélections auxquelles ils sont soumis. Ainsi des différences écologiques ou des phénomènes 

d’isolement géographique (du fait de barrières géographiques, de longues distances, etc.) vont 

participer à la variation phénotypique. 

L'une des problématiques de ma thèse sera ainsi d'essayer de comprendre comment 

émerge cette variation morphologique intra-spécifique en intégrant à la fois la différenciation 

génétique, le développement et l'environnement. Pour ce faire, le campagnol roussâtre a été 

choisi comme modèle d’étude pour les raisons énoncées ci-dessous. 
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2. Les campagnols comme modèle d'étude

2.1 La diversification des Arvicolinae au cours du Quaternaire 

 La sous-famille des Arvicolinae (Gray, 1821) incluant les campagnols et les lemmings 

est apparue il y a environ 5 millions d'années au Pliocène inférieur, dérivant des Cricetidae 

ancestraux même si leur origine phylogénétique précise reste mal connue (Chaline et al., 

1999). Ils se sont diversifiés durant ce laps de temps à travers tout l’hémisphère nord en 37 

genres, dont 28 existent encore de nos jours regroupant 126 espèces (McKenna & Bell, 1997; 

Carleton & Musser, 2005). Cette grande diversité actuelle et fossile (Kowalski, 2001 ; 

Carleston & Musser, 2005) en font des outils biostratigraphiques précis permettant de dater 

les sédiments quaternaires. 

 L’étude de l’histoire évolutive des Arvicolinae repose principalement sur deux piliers : 

la morphologie des molaires et la phylogénie moléculaire. Les dents correspondent aux restes 

les mieux conservés dans le registre fossile (l'émail étant le tissu le plus résistant du squelette) 

et les Arvicolinae présentent une grande diversité de patrons dentaires. De ce fait, les 

principaux critères diagnostiques entre genres reposent sur des critères comme l'épaisseur de 

l'émail, le nombre de cuspides (aussi appelés triangles), la présence ou non de racine dentaire 

etc. Au niveau des espèces les différences sont beaucoup plus ténues, leur temps de 

divergence étant souvent relativement récent. L’emploi de méthodes d’analyse plus fines 

comme la morphométrie (présentée dans la partie 3 de cette introduction) est donc nécessaire 

pour les discriminer précisément (Escudé et al., 2008). Outre la morphologie, l’étude de la 

diversification des Arvicolinae a aussi été réalisée d’un point de vue moléculaire en se basant 

sur l’ADN mitochondrial (Conroy & Cook, 1999 ; Jaarola et al., 2004 ; Tougard et al., 2008). 

Sur la base des données morphologiques et génétiques, deux périodes de radiation 

explosives ont été identifiées. La première se serait déroulée en Amérique du Nord et en 

Europe. Les estimations concernant la date de divergence sont cohérentes entre les analyses 

morphologiques (5-6 millions d’années, Chaline et al., 1999) et les analyses moléculaires (5.7 

± 0.6 millions d’années, Conroy & Cook, 1999). La seconde phase de radiation, ayant vu 

apparaître les campagnols modernes en Eurasie et Amérique du Nord, se serait quant à elle 

produite il y a 2 millions d’années selon le registre fossile (Chaline & Graf, 1988). Les 

estimations moléculaires sont elles moins précises, la datant entre 3.5 ± 0.95 et 1.6 millions 

d’années (Conroy & Cook ; 1999). 

16

Introduction



Finalement, outre leur utilité en biostratigraphie, l’extension holarctique des 

Arvicolinae et leur présence dans divers habitats les rendent très utiles dans des études visant 

à reconstituer les paléoenvironnements durant le Quaternaire (Montuire et al., 1997). En effet, 

la distribution des campagnols et lemmings est contrôlée par des paramètres 

environnementaux tels que la température, les précipitations ou la couverture végétale 

(Kowalski, 1971). En affectant ces paramètres, les fluctuations climatiques du Quaternaire ont 

engendré des vagues de migration et des alternances entre phases de fragmentation du milieu 

et phases de ré-expansion (Chaline et al., 1999). De ce fait, considérer la diversité des 

Arvicolinae dans le registre fossile a permis de mieux caractériser les variations climatiques 

passées en terme de température, de précipitation ou de couverture végétale comme ça a été le 

cas dans le karst de Gigny (Chaline et al., 1995). 

2.2 Le campagnol roussâtre Myodes glareolus comme modèle de réponse 

biogéographique aux fluctuations du Quaternaire 

 Le campagnol roussâtre appartient au genre Myodes, le terme Clethrionomys ayant été 

abandonné pour question d’antériorité dans la révision taxonomique de Wilson & Reeder 

(2005). Plusieurs aspects font du campagnol roussâtre un bon modèle dans une étude visant à 

caractériser à la fois l’impact que l’environnement peut avoir sur la biodiversité et les 

différentes sources de variations affectant la taille et la forme de caractères phénotypiques.  

 Cette espèce est tout d’abord commune et largement représentée en région 

paléarctique occidentale. Elle est trouvée majoritairement dans des habitats forestiers et 

possède un régime alimentaire à dominance végétarienne (feuilles vertes, bourgeons, glands, 

écorces, baies etc.) mais incluant également des champignons et des insectes (Le Louarn & 

Quéré, 2003). Le fait qu’il soit inféodé au milieu forestier implique que des variations 

climatiques comme celles observées durant le Quaternaire vont fortement perturber son aire 

de répartition (Gerlach & Musolf, 2000), une régression des milieux boisés étant observée en 

période de glaciation (Petit et al., 2001). Ceci a eu pour conséquence une histoire 

phylogéographique complexe de cette espèce comme le montre l’identification de plusieurs 

lignées méditerranéennes et continentales (Deffontaine et al., 2005). Le campagnol roussâtre 

offre donc un vaste champ d’étude permettant de tester si une différenciation phénotypique a 

accompagné la différenciation des populations suggérée par les analyses de l’ADNmt 

(Deffontaine et al., 2005). 
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 Cette espèce présente aussi des avantages « pratiques ». Puisqu’étant commune, sa 

capture est relativement facile dans le cadre de missions d’échantillonnage. De plus, il est 

l’hôte du virus Puumala (Hantavirus), qui provoque des milliers de cas de fièvre 

hémorragique à syndrome rénal chez l’homme (Sauvage et al., 2003). De nombreuses études 

traitant de son écologie sont ainsi disponibles, nous fournissant un bagage important de 

données au sujet de son comportement, sa reproduction, sa mobilité, etc. (Escutenaire et al., 

2002 ; Sauvage et al., 2003). 

 Finalement, depuis des décennies la présence de deux morphotypes a été décrite sur la 

troisième molaire supérieure du campagnol roussâtre, sans trouver d’explication à leur 

déterminisme (Bauchau & Chaline, 1987). Il s’agit des patrons simplex (présentant trois 

cuspides linguales) et complex (en présentant quatre). Les récents progrès réalisés concernant 

la compréhension du développement dentaire, dont certaines études réalisées sur le genre 

Microtus, proche de Myodes (Jernvall et al., 2000 ; Renvoisé et al., 2009), sont susceptibles de 

nous éclairer sur l’origine de ces deux patrons de forme. En effet l’étude des voies de 

développement conduisant à la mise en place de la rangée dentaire, et à plus petite échelle de 

la dent, a permis de montrer que de petites variations du système pouvaient engendrer 

l’addition ou la suppression de cuspides (Jernvall, 2000). 

3. Méthode d’étude de la forme : l’outil morphométrique 

Si la différenciation entre genres est relativement simple en se basant sur des 

caractères discrets et biométriques simples, différencier les espèces nécessite des méthodes 

d’analyse de la morphologie plus pointues visant à quantifier précisément la morphologie 

(Escudé et al., 2008). Ma thèse s’intéressant à des variations de forme à l’échelle intra-

spécifique, l’utilisation de telles méthodes s’est avérée primordiale. 

Les méthodes d’analyses morphométriques sont des outils d’analyse de forme 

puissants permettant de quantifier des différences très fines. Les deux méthodes les plus 

couramment employées sont la méthode des points repères (Bookstein, 1991) et l’analyse de 

contour (Kuhl & Giardina, 1982). Dans le cas de formes complexes où les points de repère 

potentiels sont situés sur le contour, comme la mandibule ou les molaires de campagnol, 

l’analyse de contour par la transformée de Fourier elliptique (TFE) apparaît comme 

particulièrement appropriée (Navarro et al., 2004).

Dans le cadre de ma thèse, je resterais dans le cas simple de contours bidimensionnels. 

Un tel contour est décrit empiriquement par les coordonnées cartésiennes de points 
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échantillonnés le long du contour. Le rôle de la transformée de Fourier est d’en offrir une 

approximation par une série de Fourier. Le contour des objets mesurés est défini comme une 

suite de fonctions trigonométriques de longueur d’onde décroissante, les harmoniques, 

pondérées par des coefficients de Fourier correspondant à des variables de forme. Il est 

possible, à condition d’ajouter suffisamment de termes, de décrire de manière exacte la 

fonction empirique de départ et par conséquent d’en avoir une description mathématique en 

terme de coefficients de Fourier (comparables de contour en contour). Ces coefficients de 

Fourier sont ensuite analysés grâce à des outils de statistiques multivariées (par exemple des 

analyses en composante principale, analyses discriminantes etc.). Ces analyses permettent de 

tester des différences, d’investiguer des facteurs possibles de différenciation et d’obtenir des 

représentations graphiques claires exprimant la variabilité morphologique sur quelques axes 

synthétiques. Ces mêmes axes peuvent ensuite être représentés en fonction de différents 

paramètres univariés (taille, poids, latitude, longitude etc.). 

3. Structure et objectifs de la thèse 

Trois chapitres structurent cette thèse.  

 Le premier chapitre a d’abord pour objectif de déterminer si la structuration intra-

spécifique mise en évidence par les études phylogéographiques chez le campagnol roussâtre 

(Deffontaine et al., 2005) s’est accompagnée d’une différenciation morphologique. Ceci 

permettrait d’une part d’estimer l’impact des variations climatiques du Quaternaire sur 

l’évolution des patrons de différenciation phénotypiques, et d’autre part de mieux caractériser 

les mécanismes de recolonisation du milieu lors des phases de déglaciation. 

 Afin d’aborder ces problématiques, le choix du caractère a d’abord été considéré, 

différentes possibilités pouvant être envisagées comme l’étude du crâne, de la mandibule et 

des molaires. Dans un premier temps j’ai choisi de m’intéresser aux dents car si un signal 

phylogéographique émerge de leur étude morphologique, une ouverture vers le registre fossile 

serait alors possible, introduisant la dimension temporelle aux études réalisées sur des 

spécimens actuels. Cependant, des différences pouvant aussi intervenir entre les dents, j’ai 

comparé à l’échelle de l’Europe les patrons de variations de trois molaires : les première et 

troisième molaires supérieures (UM1 et UM3) ainsi que la première molaire inférieure (LM1). 

La UM1 et la LM1 ont été choisies car elles sont couramment utilisées en paléontologie et 

biogéographie (Kitahara, 1995; Chaline et al., 1999; Luo et al., 2004; Martin et al., 2006 ; 

Tougard et al., 2008). La UM3 a de plus été considérée car quelques études systématiques et 
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évolutives l’ont précédemment utilisée (Kaneko, 1992 ; Barnosky, 1993). De plus, comme 

précédemment énoncé cette dent présente une variation intra-spécifique connue mais non 

expliquée (Bauchau & Chaline, 1987). 

 Lors des deux études suivantes, je me suis intéressé au cas particulier de deux 

populations de campagnol roussâtre situées dans le Pays-Basque (France) et au Mont Gargano 

(Italie), identifiées sur la base de l’ADN mitochondrial comme deux nouvelles lignées. 

L’étude de la morphologie permettra d’observer deux cas d’évolution rapide dans des 

contextes géographiques et historiques particuliers, mettant en évidence deux exemples où 

une sélection directionnelle associée à des phénomènes d’isolement engendre une importante 

divergence morphologique. 

 Finalement une dernière étude terminera ce chapitre en s’intéressant cette fois à une 

zone carrefour entre les lignées mitochondriales continentales, observée en Fennoscandinavie. 

L’étude de ces zones de contact du point de vue du phénotype dentaire permettra de nous 

donner une idée des processus agissant au niveau d’une zone de mélange entre lignées et de 

voir si une cohérence entre les résultats obtenus avec l’ADNmt et la morphologie émerge. 

 Le second chapitre a pour objectif de déterminer l’influence que peuvent avoir deux 

facteurs sur la variation de la morphologie dentaire. Une première étude traite de l’effet de 

l’usure sur le contour des dents, et par voie de conséquence de l’effet de la structure d’âge des 

populations qui entraîne selon la période de piégeage des assemblages de degrés d’usure 

différents. Ceci soulève le problème des méthodes d’échantillonnage des spécimens en 

conditions naturelles lors d’études biogéographiques. En effet le plus souvent chaque localité 

est échantillonnée une fois, à une période de l’année qui n’est pas forcément la même entre 

toutes les localités. Si des différences de structures d’âge comme celles observées chez le 

campagnol roussâtre (Tkadlec & Zejda, 1998) influencent l’analyse morphologique, alors il 

faudrait soit reconsidérer les méthodes de piégeage, soit trouver un proxy permettant de nous 

affranchir de cet effet dans les analyses. 

 Une seconde étude s’intéresse dans ce second chapitre à l’existence des différents 

morphotypes observés sur la troisième molaire supérieure et cités plus tôt (simplex-complex).

En m’appuyant sur de récentes avancées en biologie du développement j’essaierais de fournir 

une explication à ce patron dont le déterminisme n’a jusque là pas été expliqué. 

 Finalement, dans un troisième chapitre je reviendrais sur le cas de la mandibule mise 

de côté au premier abord. L’objectif de cette étude sera dans un premier temps d’essayer de 
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caractériser les variations morphologiques de la mandibule à l’échelle de l’Europe afin de 

regarder si une structure cohérente similaire à celle observée sur les molaires émerge des 

patrons de différenciation. Je testerais aussi l’existence de relations entre des variables telles 

que la latitude ou la longitude et la taille ou la forme afin de déterminer l’influence de 

paramètres environnementaux sur la mandibule. En effet, l’étude de la mandibule par rapport 

à celle des molaires peut nous renseigner sur des processus évolutifs différents puisqu’elle est 

sujette à un remodelage osseux permanent, modifiant sa morphologie en fonction des 

pressions de sélections liées à l’environnement et à l’écologie des organismes considérés. A 

l’aide d’un second jeu de données à l’échelle d’une population de Franche-Comté je 

m’intéresserais comme pour la UM3 à l’influence de la structure d’âge des populations. Suite 

au remodelage osseux ayant lieu tout au long de la vie des animaux, une différenciation entre 

jeunes et vieux individus est à attendre. Finalement, afin de voir si la variation intra-

population liée à la structure d’âge se retrouve à une échelle plus grande, j’ai combiné ce jeu 

de données à celui de l’Europe. 

 Le phénotype étant le résultat de l’influence combinée de différents facteurs, l’étude 

des variations morphométriques du campagnol roussâtre s’effectuera par conséquent grâce à 

une approche prenant en compte à la fois la différenciation génétique, le développement des 

organismes, le rôle de l’environnement et celui des traits d’histoire de vie. La mise en regard 

des différents paramètres permettra ainsi de mieux appréhender la dynamique évolutive du 

campagnol roussâtre. 
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Avant-propos 

Cette première étude a été possible grâce à une étroite collaboration avec Valérie 

Deffontaine Deurbroeck, qui a réalisé une thèse de doctorat sur la phylogéographie du 

campagnol roussâtre, et Johan R. Michaux, chercheur qualifié de l’Université de Liège en 

accueil au Centre de Biologie et de Gestion des Populations (CBGP). Ce dernier, en plus de 

l’encadrement de la thèse de Valérie a largement contribué à cette étude en apportant des 

idées et interprétations permettant de replacer mes résultats morphométriques dans un 

contexte plus global. Les données obtenues par l’étude de l’ADN mitochondrial permettant 

l’attribution des spécimens étudiés en morphométrie aux différentes lignées proviennent de la 

thèse de doctorat de Valérie Deffontaine Deurbroeck. Finalement, les spécimens provenant de 

Finlande nous ont été prêtés par Heikki Henttonen, Professeur au « Finnish Forest research 

Institute (Metla) ». 

 Dans cette étude la comparaison de plusieurs caractères morphologiques (première et 

troisième molaires supérieures, première molaire inférieure) a été réalisée. 

 L’influence de paramètres comme le dimorphisme sexuel ou la latitude a pu être 

testée. Outre l’influence possible de ces paramètres, la structuration biogéographique du 

campagnol roussâtre a ensuite été investiguée du point de vue de la différenciation 

phénotypique, permettant dans cette première approche de mieux comprendre les grands 

patrons de différenciation émergeant à l’échelle de l’Europe. Finalement, une lignée 

particulière issue de l’introgression de l’espèce M. rutilus au sein de populations de M.

glareolus a pu être caractérisée du point de vue du phénotype, ouvrant de nouvelles portes 

quant à l’étude des processus d’hybridation inter-spécifique. 
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Evolutionary history of the bank vole Myodes glareolus:

a morphometric perspective
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The bank vole experienced a complex history during the Quaternary. Repeated isolation in glacial refugia led to
the differentiation of several lineages in less than 300 000 years. We investigated if such a recent differentiation
led to a significant divergence of phenotypic characters between European lineages, which might provide insight
into processes of intraspecific differentiation. The size and shape of the first and third upper molars, and first lower
molar, of bank voles genetically attributed to different lineages were quantified using an outline analysis of their
occlusal surface. The three teeth present similar trends of decreasing size towards high latitudes. This trend, the
inverse of Bergmann’s rule, is interpreted as the result of a balance between metabolic efficiency and food
availability, favouring small body size in cold regions. Molar shape appeared to differ between lineages despite
genetic evidence of suture zones. A mosaic pattern of evolution between the different teeth was evidenced. The
analysis of such phenotypic features appears as a valuable complement to genetic analyses, providing a comple-
mentary insight into evolutionary processes, such as selective pressures, that have driven the differentiation of the
lineages. It may further allow the integration of the paleontological dimension of the bank vole phylogeographic
history. © 2010 The Linnean Society of London, Biological Journal of the Linnean Society, 2010, 100, 681–694.

ADDITIONAL KEYWORDS: biogeography – Clethrionomys – Fourier analysis – molars – shape – size.

INTRODUCTION

Most of the species from the Northern Palaearctic and
Nearctic regions have a complex genetic structure
shaped by repeated isolations of populations during
the Quaternary (e.g. Hadly et al., 1998; Barnes et al.,
2002). The accumulation of genetic divergence
through time between populations led to the differ-
entiation of lineages within species (Hewitt, 2000) if
the isolation was prolonged, and/or if the contraction

and expansion of populations were repeated in the
same regions through successive climatic stages
(Carstens & Knowles, 2007). Evidence of lineage dif-
ferentiation during the Quaternary period was found
in a wide range of species from large mammals like
the brown bear (Sommer & Benecke, 2005) to small
mammals like the field vole (Jaarola & Searle, 2004),
mostly using molecular analyses based on the varia-
tions in mitochondrial DNA (mtDNA) (e.g. Avise,
2000). Expectations regarding the phenotypic differ-
entiation among these phylogeographic lineages are
balanced. Significant phenotypic differences between
genetic lineages were found in a wide range of taxa
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from mammals to insects (Good et al., 2003; Garnier
et al., 2005). In contrast, many species present a
morphological homogeneity contrasting with a pro-
nounced intraspecific genetic divergence (e.g. Austin
et al., 2002; Jockusch & Wake, 2002). Such discrepant
patterns of genetic and phenotypic differentiation
might result from differences in selection regimes.
Genetic markers are often considered as neutral
regarding the differentiation of phylogeographic lin-
eages. In contrast, adaptation to similar environ-
ments can lead to phenotypic convergence or promote
stabilizing selection despite genetic divergence
(Rychlik, Ramalhinho & Polly, 2006), and inversely,
competition for resources or habitat shift may lead to
a significant phenotypic differentiation despite
reduced genetic differences (Caumul & Polly, 2005;
Renaud, Chevret & Michaux, 2007).

The present paper investigates if phenotypic char-
acters combined with genetic analyses might allow us
to decipher the evolutionary history of the bank vole
Myodes glareolus (Schreber, 1780), formerly known as
Clethrionomys glareolus (Wilson & Reeder, 2005).
This arvicoline rodent is associated with forest habi-
tats and suffered repeated isolation and expansion
phases during the Quaternary. This shaped a complex
intraspecific genetic structure (Kotlík et al., 2006;
Deffontaine et al., 2005, 2009). The first question to be
addressed is whether or not phenotypic characters
have diverged according to this genetic structure. If
such morphological differentiation is evidenced, then
questions about the processes of phenotypic differen-
tiation may be addressed: did the morphological
divergence between lineages occur as a result of the
accumulation of genetic differences, or did selective
processes contribute to the observed pattern of mor-
phological differentiation?

To answer these questions the size and shape of the
first upper molar (UM1), the third upper molar
(UM3), and the first lower molar (LM1) were selected
as relevant characters to be considered. These teeth
were chosen because UM1 and LM1 are the most
widely used teeth in paleontological and biogeo-
graphic studies (Kitahara, 1995; Chaline et al., 1999;
Luo et al., 2004; Martin, Crockett & Marcolini, 2006;
Tougard et al., 2008). We added UM3 because a few
studies have used it for systematic purposes (Kaneko,
1992) and evolutionary studies (Barnosky, 1993), and
because this tooth displays a large intraspecific varia-
tion (Bauchau & Chaline, 1987; Guérécheau et al.,
2010).

The patterns of morphological differentiation in the
bank vole molars were investigated based on speci-
mens from Europe and Russia, covering most of the
documented lineages. The shape of the teeth was
quantified by Fourier analyses of their occlusal
surface outline. The emerging pattern of morphologi-

cal differentiation was compared with the phylogeo-
graphic structure based on previous mtDNA analyses
(Deffontaine et al., 2005).

MATERIAL AND METHODS

MATERIAL

Molecular analyses

Among the published sequences in GenBank, we
selected specimens matching our own sampling
to provide a phylogenetic reconstruction to be com-
pared with the morphological data set. A total of
75 mitochondrial cytochrome b (cyt b) haplotype
sequences previously published were downloaded
from the GenBank database, and were used for the
genetic analyses (accession numbers: AJ867979,
AF367074, AF367079, AF367080, AF367081,
AF367082, AF367083, AF367084, AF429781,
AF429782, AF429783, AF429784, AF429785,
AF429786, AF429787, AF429788, AF429789,
AF429790, AJ639661, AJ639708, AY062900,
AY062901, AY062902, AY062903, AY062904,
AY062905, AY062906, AY062907, AY185786,
AY185800, VYD021, VYD023, VYD024, VYD029,
VYD033, VYD034, VYD041, VYD042, VYD043,
VYD051, VYD052, VYD053, VYD055, VYD057,
VYD058, VYD076, VYD077, VYD092, VYD123,
VYD124, VYD125, VYD128, VYD145, VYD146).

These haplotypes correspond to 154 M. glareolus

specimens (one sequence corresponding to one or more
specimens) from different European and Russian
regions (Fig. 1): Spain (Navarre, Granollers), France
(Py Mantet, Montpellier, Bourdeilles, St-Aignan),
Belgium (Dalhem, Liège), Italy (Pietraporzio, Tren-
tino, Chiusi della Verna, Lucretili Mountains),
Germany (Konstanz, Gera, Parchim), Sweden
(Batskarsnas), Austria (Titole, Ost Tirol, Karnten,
Salzburg), Hungary (Zala, Nagycsany), Romania
(Timisoara, Moneasa, Targu Mures, Zarnesti, Bacau,
Maramures), Lithuania (Alytus, Zemaitijos National
Park), Poland (Pulawy, Bialowieza), Russia (Novgorod,
Samara, Omsk, Novosibirsk), and Finland (Pal-
lasjärvi). These specimens are distributed into five M.

glareolus lineages (Ural, Western and Eastern Euro-
pean, Spanish, and Italian). Two northern red-backed
voles (Myodes rutilus Pallas, 1779) and two grey
red-backed voles (Myodes rufocanus Sundevall, 1846),
available in the GenBank database (respectively,
AB072223 and AB072224, and AF429815 and
AF429816), were used as out-groups in the phyloge-
netic reconstruction.

Morphometric analyses

A total of 145 bank voles (M. glareolus) were sampled
in 15 localities in Europe and Russia (Fig. 1; Table 1).
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A total of 79 specimens were genetically attributed to
a lineage, documenting five of the known mtDNA
phylogroups (Fig. 2): the Spanish, Italian, Western
European, Eastern European, and Ural lineages.
Localities where mtDNA analyses evidenced the
co-occurrence of several lineages were discarded from
our sampling to avoid mixing lineages that might blur
any morphometric differentiation between them. In
localities without evidences of mixing, all available
specimens were considered, including those that were
not genetically identified. For each animal three mor-
phological characters were considered, when intact:
UM1, UM3, and LM1. For comparison purposes, 31
specimens of the related red vole (M. rutilus Pallas,
1779) were included in the study.

PHYLOGENETIC RECONSTRUCTIONS

We used MODELTEST 3.0 (Posada & Crandall, 1998)
to determine the most suitable model of DNA substi-
tution for the cyt b data set studied. Phylogenetic
reconstructions were performed using the maximum
likelihood criterion (ML; Felsenstein, 1981) imple-
mented in PHYML (Guindon & Gascuel, 2003). Phy-
logenetic trees were rooted with cyt b sequences from
two northern red-backed voles (M. rutilus) and two
grey red-backed voles (M. rufocanus). The robustness
of the tree was assessed by bootstrap support (BP)
(1000 random pseudoreplicates).

Figure 1. Geographic distribution of the bank vole
(Myodes glareolus) samples and genetic lineages. This
study includes five bank vole mitochondrial lineages: the
Spanish, Italian, Western European, Eastern European,
and Ural groups. The symbols correspond to species and
lineages within M. glareolus.

Table 1. Sampling localities with their label and country of origin. The lineage of most specimens was genetically
identified, and the number of first upper (UM1), third upper (UM3), and first lower (LM1) molars measured is indicated

Species Country Locality Label Lineage

Number of measured features

UM1 UM3 LM1

Myodes

glareolus

Austria Pfunds, Ventetal, Zemmtal AUS W 11 16 13
Belgium Blégnie, Dahlem, Liège, Virelles BEL W 23 24 22
Finland Pallasjärvi FIN UR 11 12 12
France Loiret FR W 2 2 2
Germany Langenberg GER W 3 3 3
Hungary Bak HG W 4 4 3
Italy Tuscany IT IT 10 10 10
Lithuania Alytus LIT E 4 4 4
Poland Lublin POL E 3 9 5
Romania Sovata ROM E 9 9 9
Russia Bashkiria RS_BA UR 25 25 23
Russia Zhiguli RS_JU E 4 4 4
Russia Ozerki RS_SA E 7 8 7
Slovenia Delnice, Livek SLN W 3 3 2
Spain Asturias SP SP 12 12 12

Myodes

rutilus

Finland Pallasjärvi RUT_FIN – 24 27 24
Russia Shigaevo RUT_EK – 4 4 4

Total 159 176 173
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Mean sequence divergences among the four main
M. glareolus (Western, Eastern, Spanish, and Italian)
genetic lineages were calculated in MEGA v.4
(Tamura et al., 2007), using the corrected K2P dis-
tance matrix (Kimura, 1981), as proposed by MOD-
ELTEST 3.0. The Ural group was not considered in
this analysis as it displays M. rutilus mtDNA.

SHAPE ANALYSIS

Landmark-based morphometrics (Bookstein, 1991)
and outline analysis (Renaud et al., 1996) are among
the most widely used methods to quantify morpho-
logical divergence. For molars with complex shapes,
such as those of bank voles (Fig. 3), the elliptic
Fourier transform (EFT) appears to be the most
appropriate method to describe them (Navarro, Zat-
arain & Montuire, 2004). The occlusal surface of the
molars was considered with the labial side to the
right, for upper as well as lower molars. The starting
point was defined at the minimum of curvature
between the first and second anterior labial triangles
(Fig. 3). When a molar was damaged or missing, a
mirror image of the opposite tooth was measured.

For each molar, 64 points at equally spaced inter-
vals along the outline were sampled and analysed by
an EFT using EFAwin software (Ferson, Rohlf &
Koehn, 1985). This method is based on the separate
Fourier decomposition of the incremental changes of
the x and y coordinates as a function of the cumula-
tive length along the outline (Kuhl & Giardina, 1982).

Using this method the outline is approximated by a
sum of trigonometric functions of decreasing wave-
length: the harmonics. Each harmonic is weighted by
four Fourier coefficients defining an ellipse: An, Bn, Cn

and Dn. The first harmonic ellipse corresponds to the
best-fitting ellipse to the outline, and its area can be
considered as a reliable size estimator. It was used to
standardize the Fourier coefficients for size differ-
ences. The major axis of the first harmonic ellipse was
taken as new x-axis to adjust the orientation of the
outline (Rohlf, 1990). As coefficients A1, B1 and C1

correspond to residuals after standardization (Cramp-
ton, 1995), they were not included in the subsequent
statistical analysis. The coefficient D1 still retains
information about the elongation of the outline
(Michaux, Chevret & Renaud, 2007). Hence, it was
included in the statistical analyses.

Using a Fourier analysis, the higher the rank of the
threshold harmonic, the more detailed is the descrip-
tion of the outline. The number of harmonics selected
for the analysis should take into consideration the
level of measurement error occurring during the data
acquisition and the information content of each har-
monic. The shapes of the UM1 (Fig. 4A), UM3
(Fig. 4B), and LM1 (Fig. 4C) of one specimen were
measured ten times, and the measurement error was
calculated for each harmonic. The content of informa-
tion of each harmonic (Fig. 4) provides an estimation of
the amount of shape information described by that
harmonic (Crampton, 1995), calculated as follows: the

Figure 2. Simplified maximum-likelihood tree summariz-
ing the genetic relationships among the Myodes glareolus

studied, and based on 154 specimens coming from different
European and Russian regions.

Figure 3. Occlusal surface of the first upper molar
(UM1), third upper molar (UM3), and first lower molar
(LM1) of the bank vole (Myodes glareolus), represented
with the labial side to the right. The starting point of the
outline of each tooth is indicated by an arrow.
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amplitude of each harmonic n [= √(An
2
+ Bn

2
+ Cn

2
+

Dn
2)] is cumulated over the total range of harmonics,

and the information brought by each harmonic is then
estimated as the percentage of this sum represented by
the amplitude of rank n. For the three teeth used here,
more than 90% of the information content is reached
by considering the first ten harmonics, in agreement
with previous studies on arvicoline molars (Marcolini,
2006), showing that considering this set of harmonics
offers a good compromise between measurement error
(less than 15%), the number of variables, and informa-
tion content. Therefore, a data set of 37 variables (40
Fourier coefficients minus A1, B1, and C1) was retained
for subsequent analyses.

A visualization of shape changes can be provided by
the reconstruction of outlines using the inverse
Fourier method (Rohlf & Archie, 1984).

STATISTICAL ANALYSIS

The size of the three molars, estimated by the square
root of the 2D outline area, was investigated using
univariate statistics. Unfortunately the body size was
not available for comparison. Inter- and intraspecific
differences in size as well as the occurrence of sexual
dimorphism were tested by analyses of variance
(ANOVA) completed by Student’s t-tests for pairwise
differences.

Multivariate analyses were used to investigate the
shape of the molars, estimated by the set of 37
Fourier coefficients. Multivariate analyses of variance
(MANOVA) were performed on these variables to
minimize the influence of intragroup variation, and to
evidence the patterns of among-group differentiation
on a few synthetic canonical shape axes. Pairwise
comparisons between lineages were also performed

Figure 4. Measurement error (black diamonds) and information content (white diamonds) as a function of the harmonic
rank for (A) the first upper molar (UM1), (B) the third upper molar (UM3), and (C) the first lower molar (LM1). The
measurement error corresponds to the coefficient of variation of the harmonic amplitude for one specimen measured ten
times. The percentage of information corresponds to the contribution of each harmonic (amplitude %) to the total of
information (i.e. the sum of all harmonic amplitudes = 100%). For the three molars, considering the first ten harmonics
provides more than 90% of the information content (dotted lines), and a measurement error of less than 15%, which was
thus chosen as the common threshold.

MORPHOMETRICS OF BANK VOLE MOLARS 685

© 2010 The Linnean Society of London, Biological Journal of the Linnean Society, 2010, 100, 681–694

35



using a Hottelling T2 test (test considered: Wilks’
Lambda). Finally, multivariate regressions were per-
formed between size and shape to test for an allom-
etric effect.

Statistics were performed using Systat v.11 and
NTsys-pc 2.1 (Rohlf, 2000).

RESULTS

PHYLOGENETIC ANALYSES

The ML tree is presented Figure 2. The ML analyses
were performed using the K2P model estimated using
MODELTEST 3.0, with the proportion of invariable
sites set to 0.52 and with a gamma distribution shape
parameter of 0.69. As previously observed (Deffontaine
et al., 2005), the studied M. glareolus sequences are
divided into five main lineages. The Eastern and
Western European groups (bootstrap/BP values: 66
and 56%, respectively) associate animals from: (1)
Russia, Germany, Romania, Lithuania, and Poland;
and (2) Belgium, Austria, Switzerland, Germany, and
France, respectively. Two other groups correspond to
the Mediterranean peninsular lineages (Spanish and
Italian, BP values: 63 and 76%, respectively). Finally,
some bank vole sequences from Russia and Sweden are
closer to red-backed vole sequences than to other M.

glareolus sequences forming the previously described
bank vole ‘Ural group’ (Deffontaine et al., 2005). The
Western and Eastern European lineages seem to be
more closely related as compared with the two Medi-
terranean peninsular populations, which are associ-
ated together. However, these relationships do not
have strong support (BP < 50) and should be taken
with caution, as the four lineages are genetically so
close that it is difficult to precisely define their rela-
tionships. The levels of genetic divergence among the
four European lineages summarized in Table 2 evi-
dence such difficulties, as these results suggest the
Western European group is more closely related to the
Mediterranean peninsular populations (1.01% K2P
distance) than to the Eastern lineage (1.34%). A
similar result was already observed in Deffontaine
et al. (2005) on the basis of a more complete data set.

In contrast, the low levels of genetic divergence (0.73%)
between the Italian and Spanish groups tend to
confirm a close relationship between them.

SEXUAL DIMORPHISM IN MOLAR SIZE AND SHAPE

Molar size and shape differences between males and
females were tested in 25 specimens trapped in the
same Russian locality of Bashkiria (Table 1). No
sexual dimorphism was evident on UM1 (ANOVA:
P = 0.462), UM3 (P = 0.280), or LM1 size (P = 0.060).
No evidence of sexual dimorphism in molar shape
was found (MANOVA: PUM1 = 0.654, PUM3 = 0.748, and
PLM1 = 0.606). Therefore, males and females were
pooled together in the subsequent analyses.

INTERSPECIFIC MORPHOLOGICAL DIFFERENCES

Significant size differences between M. glareolus and
M. rutilus were found for the three molars (P < 0.001),
with the molars of M. rutilus being smaller than those
of M. glareolus (Fig. 5). The two species further differ
in shape (P < 0.001). The level of interspecific differ-
ence was compared with variation among M. glare-

olus specimens by performing an analysis including
the M. rutilus sample and the five M. glareolus lin-
eages as groups. In all cases, the two species differ
along the first axis (Fig. 6). The molars of M. rutilus

were characterized by a larger anterior part of UM1,
a more developed posterior lingual triangle on UM3,
and a shorter anterior part and less marked triangles
on LM1.

The intraspecific differences within M. glareolus

emerge along the second canonical axis, which repre-
sents from half to a third of the variation expressed
by the first axes (Fig. 6). The molar shape of the Ural
lineage is clearly associated with other M. glareolus

lineages, and is particularly close to the Eastern
European lineage.

To investigate the intraspecific differences that
emerged from this analysis in more detail, further
analyses were performed on bank vole samples alone.

INTRASPECIFIC DIFFERENTIATION OF M. GLAREOLUS

Size differences among lineages

Differences in molar size among lineages were in-
vestigated (Table 3). Size is significantly different
between lineages in most of the cases (P < 0.01). The
Eastern European and Ural lineages are the least
differentiated, only showing a weak size difference in
UM3 and LM1 (P = 0.012 and P = 0.020, respectively).
By contrast, the Western European and Spanish
groups show a high differentiation in UM3 size
(P = 0.003), but not in UM1 (P = 0.164) and LM1
(P = 0.474). These differences among lineages corre-

Table 2. Mean sequence divergence among genetic lin-
eages calculated in MEGA v.4 (Tamura et al., 2007), using
the corrected K2P distance matrix. The Ural group was
not considered in this analysis as it displays red vole
mitochondrial DNA

#WESTERN #ITALIAN #SPANISH

#ITALIAN 0.0101
#SPANISH 0.0105 0.0073
#EASTERN 0.0134 0.0155 0.0165
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spond to an overall decrease in molar size from Medi-
terranean peninsulas (Spanish or Italian groups) to
northernmost localities, where a convergence between
the Ural lineage and M. rutilus was observed
(ANOVA, UM1, P = 0.750; UM3, P = 0.760; LM1,
P = 0.236; Fig. 5). This is confirmed by a significant
and negative relationship between molar size and
latitude (P < 0.001).

Patterns of shape differentiation

Since interlineage differences are tenuous compared
with intragroup variability, a canonical analysis was

performed on the Fourier coefficients of each molar
to focus on differences among lineages that were
significant in the three molars (P < 0.001). The pat-
terns of differentiation were visualized on the first
three canonical axes (Fig. 7). Even if the grouping
variable corresponds to the lineages, the average
value per locality has been represented. Clear pat-
terns of shape differentiation emerge on the three
teeth, supported by two-by-two comparisons between
lineages (Table 4).

The analysis of UM1 evidenced a segregation of the
Spanish and Italian lineages from the other groups
(Fig. 7A) along the first and second shape axes,
respectively (CA1 = 45.6% and CA2 = 22.4% of the
among-group variance). The Italian lineage is close to
the Eastern European group along CA1, but is clearly
differentiated along CA2. The Spanish lineage differ-
entiates in the CA1–CA2 plane, with the shape
tending to be more similar to the Western European
group than to the others, but still with a significant
divergence (P = 0.008; Table 3). The Eastern Euro-
pean and Western European groups weakly differ-
entiate along the first and third shape axes
(CA3 = 19.2%) with a low level of divergence
(P = 0.012). The Ural group, being close to the
Eastern European lineage in morphospace, still dif-
ferentiates along CA1 from the other lineages, and is
significantly different from the other groups. Finally,
despite its extreme average position along CA2, the
Italian lineage is only weakly differentiated from the
other groups (P < 0.05 or non significant), possibly
because of its limited sample size. The differences
observed on the reconstructed outlines are tenuous.
The main regions of variation are the re-entrant

Figure 5. Geographical differences in the size of the
occlusal surface of (A) the first upper molar (UM1), (B) the
third upper molar (UM3), and (C) the first lower molar
(LM1). The square-root of the two-dimensional outline
area is used as the size estimator. Each dot corresponds to
the mean of a geographical group ± the confidence inter-
val. The symbols correspond to species and to lineages
within Myodes glareolus.

Table 3. Two-by-two tests (Student’s t-tests) of size differ-
ences between lineages for the first upper (UM1), third
upper (UM3), and first lower (LM1) molars

UM1 UM3 LM1

E_W 0.001*** 0.004** < 0.001***
E_IT < 0.001*** < 0.001*** < 0.001***
E_SP < 0.001*** < 0.001*** 0.001***
E_UR 0.146 0.012* 0.020*
W_IT < 0.001*** < 0.001*** < 0.001***
W_SP 0.164 0.003** 0.474
W_UR < 0.001*** < 0.001*** < 0.001***
IT_SP 0.030* 0.373 0.005**
IT_UR < 0.001*** < 0.001*** < 0.001***
SP_UR < 0.001*** < 0.001*** < 0.001***

Probabilities are given with significance thresholds
(***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05). E, Eastern European
group; W, Western European group; IT, Italian group; SP,
Spanish group; UR, Ural group.
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Figure 6. Shape differences between Myodes rutilus and Myodes glareolus. The variations are displayed on the first two
axes of a canonical analysis on the Fourier coefficients of the molar outline. The grouping variable used for the analysis
includes six groups: the five lineages of Myodes glareolus and the sample of Myodes rutilus. To have a better
representation of the intraspecific variability, each dot corresponds to the mean by localities. Reconstructed outlines
visualize the difference between the two species.

Table 4. Two-by-two tests of shape differences between lineages for the first upper (UM1), third upper (UM3), and first
lower (LM1) molars

UM1 UM3 LM1

FCs Res. FCs Res. FCs Res.

E_W 0.012* 0.027* < 0.001*** < 0.001*** 0.024* 0.503
E_IT 0.447 0.215 0.205 0.121 0.091 0.231
E_SP 0.005** 0.0002*** 0.066 0.028* 0.151 0.060
E_UR 0.006** 0.076 0.033* 0.111 0.098 0.247
W_IT 0.027* 0.040* 0.146 0.007** 0.036* 0.027*
W_SP 0.008** 0.004** 0.007** < 0.001*** < 0.001*** < 0.001***
W_UR < 0.001*** < 0.001*** < 0.001*** < 0.001*** < 0.001*** 0.018*
IT_SP 0.471 0.361 0.527 0.337 0.434 0.602
IT_UR 0.030* 0.072 0.017* 0.216 0.030* 0.430
SP_UR < 0.001*** 0.003** 0.003** 0.034* 0.029* 0.009**

Shape was estimated by the set of Fourier coefficients (FCs), and differences were tested using a Hottelling T2 test. To
test the occurrence of an allometric effect on the shape of the molars, a multivariate regression was performed. The
two-by-two tests were performed on the residuals (Res) and compared with the previous results. Probabilities are given
with significance thresholds (***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05). E, Eastern European group; W, Western European
group; IT, Italian group; SP, Spanish group; UR, Ural group.
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angles between each triangle, the size of the triangles
and the posterior part of the molar, which is more or
less rounded (Fig. 7A).

Compared with the results obtained from UM1,
similar patterns are observed in UM3 (Fig. 7B), but
the probabilities are in general less significant
(Table 4). The Mediterranean lineages also show the
most pronounced differentiation, but this time the
Spanish group segregates along the second shape axis
(CA2 = 30.6%), with a clear differentiation from the
Western European (P = 0.007) and Ural lineages
(P = 0.003), corresponding to a broader posterior part
of the Spanish UM3. The first axis (CA1 = 46.9%)
mainly represents the differentiation between the
Western and the Eastern European lineages (Table 4;
P < 0.001), which present a lengthened posterior part.

The Italian lineage has an intermediate position
between these two groups along CA1, but differenti-
ates along the third axis (CA3 = 14.6%). The Ural
lineage is close to the Eastern European lineage, but
slightly differentiates along the CA2–CA3 plane
(P = 0.033).

As for UM1 or UM3, LM1 shapes of the peninsular
lineages are the most differentiated (Fig. 7C). They
diverge along the first shape axis (CA1 = 46.2%) for
the Spanish lineage and along the second and third
shape axes (CA2 = 32.8% and CA3 = 14.2%) for the
Italian lineage. The Spanish LM1 is characterized by
a slight flattening of its anterolingual part, and the
Italian LM1 is characterized by a more rounded pos-
terior part. The Italian group is the closest to the
Western European lineage, but is still significantly

Figure 7. Shape variations of (A) the first upper molar (UM1), (B) the third upper molar (UM3), and (C) the first lower
molar (LM1) within Myodes glareolus, displayed on the first three axes of a canonical analysis of the Fourier coefficients,
the grouping variable being the five lineages of Myodes glareolus. Each symbol corresponds to the mean of a geographical
group. Reconstructed outlines visualize the mean shape of each lineage.
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different (Table 4; P = 0.036). The Eastern and
Western European lineages are weakly differentiated
(P = 0.024) on the CA1–CA2 plane. The Ural lineage
is close to the Eastern European lineage but slightly
shifted along CA1. Overall, the analysis of LM1
evidences weaker among-lineage differentiation than
in UM1 and UM3. However, LM1 is the only
tooth supporting the Western-Spanish differentiation
(P < 0.001).

Possible effect of an allometric component on the

size and shape differentiation patterns

Our results indicate that the Spanish, Italian, and
Ural lineages were clearly divergent from the other
lineages in shape, but were also the most divergent in
size. The possible influence of an allometric compo-
nent on the shape differentiation of these lineages
was tested using a multivariate regression between
size and shape variables. It was significant for the
three molars (P < 0.001). However, canonical analyses
performed on residuals showed very similar results to
those obtained on raw Fourier coefficients (Table 4).
Thus, the patterns of shape differentiation were not
attributable to allometric effects.

DISCUSSION

A GEOGRAPHICAL TREND IN SIZE

The best-known trend in biogeography is Berg-
mann’s rule (Bergmann, 1847) stating that warm-
blooded animals tend to increase in size in cold
environments, with larger animals obtaining a
smaller surface-to-volume ratio and thereby improv-
ing heat conservation in a cold climate. Yet, some
groups tend to depart from this general trend, espe-
cially carnivores (Meiri, Dayan & Simberloff, 2004)
and small mammals (Meiri & Dayan, 2003). Assum-
ing that molar size can be considered a proxy for
body size at the interpopulation scale of variation,
as suggested in wood mice (Renaud & Michaux,
2007), our data evidenced that the bank vole may be
a further exception to Bergmann’s rule. This trend
emerged between lineages, with Mediterranean
groups tending to be larger than northern ones.
Several factors may contribute to this apparently
surprising trend. First, predators such as stoats
(Erlinge, 1987) and pine martens (Zalewski, 2005)
also tend to become smaller towards high latitudes,
possibly as an adaptation to winter conditions
including snow cover. Being one of the main prey of
these predators, the concomitant decrease in size of
bank voles may be an adaptive response to preda-
tion pressure, with bank voles finding shelters in
burrows narrower than their predators (Sundell &
Norrdahl, 2002). The size decrease is particularly

marked in the Ural lineage, strikingly converging
towards the size of the northern red-backed vole M.

rutilus. High-latitude environments are character-
ized by low primary production and low food avail-
ability, especially in winter (Yom-Tov & Geffen,
2006), so a smaller body size may represent an
adaptation to reduce the total energy requirement
(Ellison et al., 1993). Furthermore, as mtDNA is
involved in metabolic activity, the introgression of
M. rutilus mtDNA in the Ural lineage might be of
selective advantage, by allowing bank voles to
display a metabolism similar to that of their cold-
adapted relative. An association between the occur-
rence of M. rutilus mitochondrial DNA, smaller body
size, and reduced basal metabolic rate has been
recently evidenced in Finnish bank voles (Boratyn-
ski, Koskela & Mappes, 2009), supporting the inter-
pretation of a complex adaptation to cold conditions
in the Ural lineages through evolutionary trade-offs
between metabolic rate and body size.

INTER- AND INTRASPECIFIC DIFFERENTIATION

Molars of arvicoline rodents have long been recog-
nized for their taxonomic value at the interspecific
level (e.g. Kaneko, 1992; Kitahara, 1995; Chaline
et al., 1999). In the arvicoline genus Myodes, 12
species are currently recognized (Wilson & Reeder,
2005) in which differentiation occurred during the
second pulse of the arvicoline radiation, around
2.6 Mya (Chaline et al., 1999; Conroy & Cook, 1999).
The obvious morphological differentiation observed in
the present study between M. glareolus and M.

rutilus confirms that this time span has been long
enough for important differences in molar shape to
accumulate between species (e.g. Renvoisé et al.,
2009). The existence of intraspecific differences
among lineages of M. glareolus was less expected
because of their recent divergence time, estimated to
250–300 Kya (Deffontaine et al., 2005). Furthermore,
genetic analyses pointed to a low divergence of the
lineages (maximum 1.6% genetic differentiation;
Table 2). Cases of morphological differentiation in an
even shorter time span are known, but they usually
correspond to peculiar conditions such as small, iso-
lated populations in insular conditions (Renaud &
Millien, 2001) or fragmented populations as a result
of anthropization (Mikulová & Frynta, 2001). The
context of divergence between bank vole lineages is
very different, as they came into contact regularly
during interglacial periods, allowing for significant
gene flow between large populations. In a similar
context, evidences of molar shape differentiation
among wood mice (Apodemus sylvaticus) lineages
were found, with the level of differentiation being low,
however, despite a date of divergence of around 1 Mya
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(Renaud & Michaux, 2007). Compared with the wood
mouse, the bank vole lineages present an even more
recent date of divergence, and it is thus remarkable
that we evidenced a significant difference between
lineages in the shape of all molars considered. Yet in
agreement with the low genetic divergence, the mor-
phological differentiation is tenuous and of the same
order of magnitude than local sources of variation
within populations (Guérécheau et al., 2010). The
question of the processes leading to this differentia-
tion will be addressed in the following sections.

MOSAIC EVOLUTION BETWEEN MORPHOLOGICAL

CHARACTERS

Many studies have considered patterns of differentia-
tion in arvicoline molars, but usually each study
focused on a single tooth (e.g. Marcolini, 2006;
Tougard et al., 2008). An originality of this study was
to consider several teeth, and compare their patterns
of differentiation. As the different molars share a
similar genetic background involved in the dental row
development (Kavanagh, Evans & Jernvall, 2007),
they cannot be considered as independent characters,
and a concerted evolution among molars is expected.
Accordingly, many similarities were observed between
the patterns of shape differentiation among teeth.
The Spanish and Italian lineages were always the
most divergent groups. The Eastern and Western
European groups were generally close to each other at
the centre of the morphological space, and finally the
Ural lineage was closely related to the Eastern Euro-
pean lineage. These results complement our inter-
pretation of the phylogenetic reconstructions that
present relatively low bootstraps.

However, even if common features emerged from
the patterns of shape differentiation of the three
teeth, some discrepancies also occurred. Depending
on the molar, the Italian lineage appeared to be
close either to the Eastern European group (UM1),
the Western European group (LM1), or intermediate
between the two groups (UM3). The differentiation
between the Western and Eastern European lin-
eages was most pronounced on the UM3. These dis-
crepancies between the patterns of differentiation of
the three teeth suggest that a mosaic evolution
occurred, despite the overall concerted evolution.
This may be because of slightly different evolution-
ary rates for the different characters, as previously
observed in rodent teeth (Barnosky, 1993). It sug-
gests a more pronounced divergence of UM1, mainly
during the Ural lineage differentiation, whereas
UM3 diverged faster than the other teeth between
Western and Eastern European groups, and LM1
diverged faster than the other teeth between
Western and Spanish lineages.

MOLAR SHAPE PROVIDING HINTS ABOUT BANK

VOLE PHYLOGEOGRAPHIC HISTORY

The Mediterranean lineages as sources of endemism

For a long time the Mediterranean peninsulas were
considered as the main refugia and sources of north-
ward recolonization for temperate forest species
during the Quaternary period (Lugon-Moulin &
Hausser, 2002; Sommer & Benecke, 2005). An alter-
native view is to consider these regions as zones of
endemism (Bilton et al., 1998). Considering the Medi-
terranean peninsulas as sources of recolonization
would lead to the expectation of the Western and
Eastern European molar shapes being close to the
Italian and Spanish ones. On the contrary, our results
present a marked divergence of the peninsular
lineages from the Western and Eastern European
groups, thus bringing support to the second hypoth-
esis of Mediterranean endemism. In agreement,
genetic analyses showed that the two Mediterranean
lineages were independent compared with the other
populations from Western and Eastern Europe. Fur-
thermore, the lack of shape similarities between the
Italian and Spanish lineages, despite a low degree of
genetic divergence (0.73% K2P distance; Table 2), evi-
denced the absence of parallel evolution, even if they
share similar Mediterranean environments. It sug-
gests that molar shape in the two groups differed
rather by accumulation of neutral differences in iso-
lated populations than by parallel adaptation to their
environments.

Western and Eastern European lineages

During the Quaternary period, repeated cooling and
fluctuations of ice sheets caused shifts in species
distribution (Bilton et al., 1998; Hewitt, 2000).
Whereas bank vole populations were isolated in
refugia during glacial periods, leading to a differen-
tiation between lineages, the deglaciation phases
induced an expansion with two possible scenarios.
The lineages might have been isolated by geographi-
cal barriers, decreasing their dispersal ability and
leading to endemism, as illustrated by the Mediter-
ranean lineages. Alternatively, lineages might have
come into contact, with gene flow in suture zones
swamping out the differentiation accumulated during
glaciation phases. The Western and Eastern lineages
in bank voles appear to be relevant to this last case.
Given the genetic evidence, their suture zone ranges
over a thousand kilometres in Central Europe, with
the occurrence of Eastern mtDNA in Germany and
the occurrence of Western mtDNA as far as Romania
(Deffontaine et al., 2005). The morphometric results,
however, point to a weak but significant differentia-
tion between the two lineages, in agreement with the
level of genetic divergence larger than between the
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endemic Mediterranean lineages (1.34% K2P distance
between Eastern and Western lineages vs. 0.73%
between Spanish and Italian lineages). This suggests
that despite extensive mixing nowadays, the repeated
isolations during glaciation periods were important
enough to shape the pattern of differentiation still
observed today.

Ural lineage

The distinctiveness of the Ural lineage is that it has
M. rutilus mtDNA despite the fact that its overall
morphology, and all nuclear markers investigated so
far, are typical of the bank vole (Tegelström, 1987;
Potapov et al., 2007; Henttonen & Kaikusalo, pers.
com.). In agreement, the molar shape of the Ural
group is clearly related to other bank voles. Moreover,
the Eastern European lineage is morphologically
close to the Ural group, supporting the Eastern Euro-
pean group as the closest relative of the Ural lineage,
as suggested on the basis of molecular analyses (Def-
fontaine et al., 2005). The introgression of M. rutilus

mtDNA within a bank vole lineage is likely to have
resulted from hybridization between the two species,
a process that can still occur in natura and in labo-
ratory experiments (Osipova & Soktin, 2006; Potapov
et al., 2007). Despite the possibility of hybridization
between the two species, hybrids were not evidenced
in our data: all specimens clearly shared typical bank
vole morphology, whereas modern hybrids would have
been expected to be morphologically intermediate
between parental forms (e.g. Albertson & Kocher,
2005). The absence of such intermediate hybrid
shapes suggests that either hybridization is very rare
in the wild, or that hybrids are strongly counter-
selected compared with parental species (Arnold &
Hodges, 1995). Hence, the occurrence of M. rutilus

mtDNA within the Ural bank vole might be the result
of an ancient hybridization process, as observed in the
mountain hare (Melo-Ferreira et al., 2005). Our data
on size suggest another, non-exclusive scenario. The
convergence in size between Ural M. glareolus and M.

rutilus was interpreted to be the result of a selective
advantage of an M. rutilus-like size together with M.

rutilus mtDNA in a northern environment. This does
not exclude the occurrence of a disruptive selection
favouring either the M. rutilus or the M. glareolus

phenotype for features coded by nuclear DNA. A selec-
tion of the red vole mtDNA might therefore occur
without much introgression of the nuclear genome
(Potapov et al., 2007).

As a conclusion, morphometric analyses can
complement phylogenetic analyses. Two scenarios of
post-glacial expansion were evidenced depending on
the lineage: endemism of the Mediterranean lineages,
characterized by a high morphological interlineages
divergence, and a differentiation between the Western

and Eastern European lineages despite a low genetic
divergence and a large area of sympatry.

Moreover, if the Ural lineage was defined on the
basis of mtDNA, molecular analyses based on mtDNA
were not able to describe its history because of an
introgression from M. rutilus to M. glareolus. In this
context, morphological data efficiently complemented
genetic data, and confirmed the introgression of M.

rutilus mtDNA into an otherwise M. glareolus

genome. They also suggested the Eastern group as its
closest relative and hence provide insight into the
temporal dynamics that led to the emergence of the
complex Ural lineage.
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Chapitre 1



Avant-propos 

 L’article présenté dans cette partie est à nouveau le résultat d’une collaboration avec 

Valérie Deffontaine Deurbroeck et Johan R. Michaux, qui ont initié cette étude et réalisé les 

analyses moléculaires. Le matériel en provenance du Pays-Basque a été piégé et préparé par 

Jean-Pierre Quéré, ingénieur de recherche et responsable des collections au Centre de 

Biologie et de Gestion des Populations (CBGP, Montpellier).

 Au cours de cette étude j’ai réalisé l’analyse morphométrique des spécimens du Pays-

Basque et les ai replacés dans un contexte européen en prenant comme jeu de données de 

référence les individus appartenant aux différentes lignées mitochondriales présentées dans la 

première publication (Chapitre 1.1). 

 Cela a permis de mettre en évidence la particularité morphologique de cette population 

endémique qui est apparue suite à des phases d’isolations successives au cours du 

Quaternaire. Les données acquises sur la UM3 associées à l’étude moléculaire basée sur 

l’ADNmt supporteraient ainsi l’hypothèse de l’occurrence d’un refuge glaciaire très localisé, 

situé au niveau du Pays-Basque. Cependant, en dépit de la nette différenciation de la dent, 

celle-ci présente une forme intermédiaire entre les individus appartenant aux lignées 

mitochondriales Espagnole et Ouest européenne ce qui traduirait l’existence d’échanges entre 

ces différentes populations. 
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Abstract

The Pyrenean region exhibits high levels of endemism suggesting a major contribution to the

phylogeography of European species. But, to date, the role of the Pyrenees and surrounding

areas as a glacial refugium for temperate species remains poorly explored. In the current

study, we investigated the biogeographic role of the Pyrenean region through the analyses

of genetic polymorphism and morphology of a typical forest-dwelling small mammal, the

bank vole (Myodes glareolus). Analyses of the mitochondrial cytochrome b gene and the

third upper molar (M3) show a complex phylogeographic structure in the Pyrenean region

with at least three distinct lineages: the Western European, Spanish and Basque lineages.

The Basque lineage in the northwestern (NW) Pyrenees was identified as a new clearly

differentiated and geographically localized bank vole lineage in Europe. The average M3

shape of Basque bank voles suggests morphological differentiation but also restricted

genetic exchanges with other populations. Our genetic and morphological results as well as

palaeo-environmental and fossils records support the hypothesis of a new glacial refugium

in Europe situated in the NW Pyrenees. The permissive microclimatic conditions that

prevailed for a long time in this region may have allowed the survival of temperate species,

including humans. Moreover, local differentiation around the Pyrenees is favoured by the

opportunity for populations to track the shift of the vegetation belt in altitude rather than

in latitude. The finding of the Basque lineage is in agreement with the high level of

endemic taxa reported in the NW Pyrenees.

Keywords: bank vole, Basque country, glacial refugia, mitochondrial DNA, molar morphology,
phylogeography, Pyrenees
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Introduction

Survival of European temperate species during the glacial
periods of the Pleistocene was conditioned by the ability of
populations to track favourable habitats. Southern Europe
and its three Mediterranean peninsulas have thus been

traditionally considered as core areas for the survival of
temperate plants and animals, by offering a southern way
to escape to from the prevailing steppic and cold conditions
(Taberlet et al. 1998). Southern differentiation of temperate
but also cold-adapted species were driven by the presence
of major geographic barriers (Mediterranean sea, Pyrenees,
Alps), environmental heterogeneities and fragmentation of
temperate forests and shrubby ecosystems during glacial
and interglacial events (Blondel 1995; García-Barros et al.
2002). It is now well established that each Mediterranean
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peninsula formed multiple glacial refugia instead of a
single broad one (the concept of ‘refugia within refugia’,
Gómez & Lunt 2007). This idea is consistent with the
identification of multiple mitochondrial DNA (mtDNA)
lineages evidenced for many Iberian and Italian species
(Paulo et al. 2001; Allegrucci et al. 2005; Vila et al. 2005; Bella
et al. 2007; Terrab et al. 2008). Many lineages have been
described in the Iberian peninsula, and the location of the
corresponding glacial refugia was recently reviewed by
Gómez & Lunt (2007). These authors compared the phylo-
geographic patterns of Iberian species and reported seven
putative Iberian glacial refugia for terrestrial taxa: in southern
Spain, along the Spanish Mediterranean coast, in central
Spain, in central Portugal and also in mountain areas such
as in the Cantabrians and in the Pyrenees.

Phylogeographic studies, palaeontological and palyno-
logical records have provided compelling evidences that
mountain areas such as the Carpathians and Pindus
mountains in the Balkan region served as glacial refugia
for temperate species and cold-tolerant species (Willis et al.
2000; Tzedakis et al. 2002; Babik et al. 2004; Deffontaine et al.
2005; Kotlík et al. 2006; Sommer & Nadachowski 2006;
Schmitt & Haubrich 2008). However, the role of the Pyrenees
and surrounding areas as a glacial refugium for temperate
species remains poorly explored to date, despite its classi-
fication as a major regional unit of endemism (García-Barros
et al. 2002). This mountain range has an east–west orientation
and peaks at around 2000 m. It is mostly regarded as a barrier
to postglacial re-colonization or as a postglacial contact
zone of lineages rather than as a glacial refugium (see
reviews by Hewitt 1999 and Guillaume et al. 2000, as well
as Hewitt 2000). The Pyrenees were logically designed as a
putative refugium region for cold-adapted species such as
the bird Tetrao urogallus (Duriez et al. 2006), the plants Pinus
sylvestris and Plantago media (Sinclair et al. 1999 and Soranzo

et al. 2000, both as cited by Gómez & Lunt 2007) and the
mountain-forest butterfly Erebia euryale (Schmitt & Haubrich
2008). However, only two mammalian phylogeographic
studies have addressed this issue. In humans, González
et al. (2006) demonstrated an ancestral mitochondrial
subhaplogroup inside the Basque population located in the
northwestern (NW) Pyrenees. Another study conducted
on Iberian populations of the field vole (Microtus agrestis)
using the mtDNA cytochrome b (cyt b) marker evidenced
two southern, highly differentiated phylogroups related to
central Portugal and northern Spain glacial refugia (Jaarola
& Searle 2004). More surprising was the Pyrenean phylo-
geography of the bushcricket (Ephippiger ephippiger). This
species is locally distributed in Western Europe, and the
examination of mitochondrial gene polymorphisms
suggested that some populations could have survived the
glacial stages in the lower regions of the Pyrenean valleys
(Spooner & Ritchie 2007). In this framework, what was the
biogeographic role of the Pyrenean area for other temperate
species during the climatic fluctuations of the Pleistocene?
Was the mountain range predominantly a geographic
barrier for re-colonizing lineages isolated in other refugia,
or was it a zone of survival in a mosaic landscape, leading
to a high local endemism today?

We addressed this question by more thoroughly investi-
gating bank vole populations in this area. This species is
particularly well appropriate to disentangling the role of
Pyrenean mountains in this context by being a typical
temperate forest species. The rodent has a wide distribution
range in Europe and Russia and is currently found in the
northern part of the Iberian, Italian and Balkan peninsulas
(Shenbrot & Krasnov 2005). Its distribution range in the
Iberian peninsula encompasses the northern and southern
parts of the Pyrenees as well as the Cantabrians, but it does
not spread farther to the south (Blanco 1998; Fig. 1a). In the

Fig. 1 (A) Distribution of the bank vole
(Myodes glareolus) sampled around the
Pyrenees and the groups revealed by
the genetic and morphological analyses. The
numbers refer to the localities analysed:
1, Spain, Asturias; 2, Spain, Navarre; 3, France,
Armendarits; 4, France, Lantabat; 5, France,
Ponson de Bat; 6, France, Néouvielle; 7,
Spain, Granollers; 8, France, Py Mantet; 9,
France, Hérépian 10. France, Montpellier 11.
France, Saint Aignan 12. France, Cadouin
13. France, Paussac 14. France, Bourdeilles 15.
Italy, Pietraporzio.  (B) Palaeo-environmental
reconstruction of the Pyrenean region during
the last glacial maximum (18 000 years ago)
(adapted from Antoine et al. 1999). See text
for details and references.
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past, the species was classified under the genus Clethrionomys,
but more recently it has been argued that Myodes should
take precedence (Wilson & Reeder 2005). Previous phylo-
geographic studies have shown a high level of polymorphism
in mtDNA genome in Europe for this species, with the
presence of four continental lineages (Western European,
Eastern European, Ural and Carpathian) and three Medi-
terranean lineages (Iberian, Italian and Balkan) (Deffontaine
et al. 2005; Kotlík et al. 2006). These bank vole lineages started
to diverge during the Upper Pleistocene (∼300 000 years
ago) inside several glacial refugia. The present study focuses
on the bank vole populations associated with the Iberian
region and investigates the biogeographic role of the
Pyrenean region in the complex phylogeographic history
of this species.

Materials and methods

Samples

The genetic polymorphism of the mtDNA cyt b gene was
analysed for 292 bank voles sampled throughout Europe
(Supporting information, Table S1). Two hundred and thirty-
eight sequences were obtained from previous published
studies (Conroy & Cook 1999; Dekonenko et al. 2003; Cook
et al. 2004; Deffontaine et al. 2005; Essbauer et al. 2006;
Kotlík et al. 2006). We did not include in the analyses partial
published sequences of cyt b. The 54 new sequences of bank
voles cyt b used here originated from 17 localities including
five sampling points in the Pyrenean massif or its foothills
(Armendarits, Ponson de Bat, Py Mantet, Navarre, Néou-
vielle; Fig. 1a), six in surrounding regions of the Pyrenees
(Asturias, Granollers, Montpellier, Herepian, Cadouin,
Saint Aignan; Fig. 1a) and six in several regions of the
eastern part of the bank vole distribution range (Romania,
Russia). The morphological analyses were conducted on
113 bank vole skulls from 15 Eurasian localities including
Pyrenean and Iberian localities (Supporting information,
Table S2).

Laboratory procedures

Total genomic DNA was extracted from ethanol-preserved
tissues using the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). The
cyt b gene was analysed using the primers and protocols
published in Deffontaine et al. (2005) that produced
unambiguous results. A single strand was sequenced on ABI
3700 automated DNA sequencer (PE, Applied Biosystems,
CA) using the manufacturer’s protocol. The sequences were
aligned using the Clustal W algorithm (Thompson et al.
1994) in bioedit 7.0.5.2 (Hall 1999). We have checked the
dataset for pseudogenes by looking for stop codons in
the translated cyt b sequences using dnasp 4.0 (Rozas
et al. 2003).

Phylogenetic and phylogeographic analyses

First, a haplotype data file was generated using macclade

3.07 (Maddison & Maddison 1992). Phylogenetic reconstruc-
tions were performed by a distance method using the
neighbour-joining algorithm (NJ, Saitou & Nei 1987) in paup

4.0b10 (Swofford 2000) and by the maximum-likelihood
criterion (ML & Felsenstein 1981) implemented in the phyml

program (Guindon & Gascuel 2003). Three northern red-
backed vole sequences (Myodes rutilus, GenBank Accession
nos AB072224, AF272638, AY309428, Cook et al. 2001, 2004;
Iwasa et al. 2002) and two grey red-backed vole sequences
(M. rufocanus, GenBank Accession nos AF429815, AF429816;
Dekonenko et al. 2003) were also included in the dataset.
M. rufocanus was used as outgroup in the phylogenetic
reconstructions. Using alternative outgroups (Kotlík et al.
2006; Lebedev et al. 2007) did not improve the results shown
here. The program modeltest 3.0 (Posada & Crandall 1998)
was used to determine the most suitable substitution model
for the cyt b dataset studied. The robustness of the trees was
assessed by bootstrap re-sampling (BS) (10 000 random
replications for NJ and ML analyses; Felsenstein 1985).
A Bayesian phylogeny reconstruction approach (Yang &
Rannala 1997; Huelsenbeck et al. 2001) was also used,
implemented in mrbayes 2.01 (Huelsenbeck et al. 2001).
Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo (MCMC)
sampling was performed with five chains run for 1 000 000
iterations, using default model parameters as starting
values. Bayesian posterior probabilities (BPP) were obtained
from the 50% majority rule consensus of trees sampled every
20 generations, discarding the trees obtained before the
chains reached stationary distribution (‘burn-in’, empirically
determined by checking of likelihood values). We used the
approximate likelihood-ratio test (aLRT) implemented in
alrt phyml to test the branches support (Guindon & Gascuel
2003; Anisimova & Gascuel 2006). The aLRT statistics
assesses whether a branch provides a significant gain in
likelihood, in comparison with the hypothesis corresponding
to the second-best nearest-neighbour interchange (NNI)
configuration around the branch of interest. We examined
two support options [Shimodaira Hasegawa (SH)-like
support and Chi-squared-based support] and analysed
100 data sets using the TN93 model of evolution. We chose
the tree with the higher log-likelihood value.

Second, and for the sake of clarity, the genetic structure
of Pyrenean populations was examined using a smaller
dataset (49 individuals) that encompassed samples from the
localities underlined in bold in the Supporting information,
Table S1. A spatial analysis of molecular variance was
conducted using the program samova 1.0 (Dupanloup et al.
2002) for two to five groups. The two localities Pietraporzio
and Cadouin were left out of the samova analyses because
these regions were represented only by a single specimen. We
selected the partition that maximized the among-group
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genetic variance (φCT). A network of haplotypes was con-
structed using the median-joining method (MJ, network

4.5 program; Bandelt et al. 1999). A post-processing calcula-
tion (the ‘MP’ calculation option) was applied in network

4.5 to eliminate superfluous (non-parsimonious) links of
the network (Polzin & Daneshmand 2003). The demographic
history of the newly defined bank vole lineage was inferred
using a pairwise mismatch distribution analysis between
individuals in arlequin 3.1. The mismatch distribution
was calculated under a model of population growth–
decline: multimodal distributions would be consistent
with demographic stability while sudden expansion would
generate a unimodal pattern (Slatkin & Hudson 1991). We
tested the smoothness of the observed pairwise differences
distribution with the null hypothesis of population expan-
sion using the sum of squared deviation (SSD) (Excoffier
et al. 2005) and the raggedness statistic (r) (Harpending
1994). We also calculated Fu’s Fs statistic (Fu 1997),
which is considered as a powerful statistical test to detect
the population demographic expansion. These statistical
tests and their significance were evaluated by 1000 random
permutations in arlequin 3.1. Haplotype (h) and nucleotide
(π) diversities (Nei 1987) and their standard deviations
(± SD;Tajima 1993) were estimated using dnasp 4.0. We
specifically carried out these analyses on the lineages
defined around the Pyrenees.

We used the McDonald–Kreitman test (McDonald &
Kreitman 1991) in dnasp 4.0 to test whether our cyt b dataset
departed significantly from neutral expectations. A Fisher’s
exact test was conducted to determine whether the ratio of
synonymous to non-synonymous substitutions differed
between two categories: polymorphisms that are variable
within bank vole species and a Tien Shan red-backed vole
(Myodes centralis) species and polymorphisms that distin-
guish these two species (i.e. fixed differences). We chose
M. centralis instead of M. rutilus or M. rufocanus because this
species displayed a sufficient amount of non-synonymous
substitutions compared to the bank vole to perform the
exact test (Kotlík et al. 2006).

Molecular clock analyses

We conducted a likelihood-ratio test (LRT) in paup 4.0b10 to
test if the data violate the assumption of a constant molecular
clock. We also used the program rrtree to test if different
substitution rates are present among phylogenetically
defined cyt b lineages (Robinson et al. 1998). Under the
assumption of a molecular clock, the times of bank vole
lineage differentiation were estimated using the genetic
divergences among lineages. An individual matrix of
genetic distances (in percentage K3P) was calculated in
paup 4.0b10. The within- and between-lineage divergences
and their SDs were calculated in Microsoft Office Excel
2003. We used the formula of Edwards (1997) to correct the

K3P genetic divergences for ancestral polymorphism. As
calibration point, we used the separation time between
M. glareolus and M. rutilus estimated at 2.5 million years
ago (Mya) based on palaeontological records (Lebedev
et al. 2007).

Morphological analyses

A morphological marker was also used as an alternative
means to evidence a possible phenotypic variation in the
bank vole populations. Bank vole skulls were analysed for
the third upper molar (M3) that varies within M. glareolus
(Bauchau & Chaline 1987).

For each animal, the two-dimensional outline of the
left M3 (or the mirror image of the right M3) was digitized,
sampling the coordinates of 64 points at equal curvilinear
distance using the image analysing software optimas

6.5. Only mature specimens with complete eruption of the
M3 were considered.

The molars of the arvicoline rodents are composed of
successive triangles leading to a complex shape. The Elliptic
Fourier transform is an adequate method to describe such
outlines (Navarro et al. 2004). This method is based on
the separate Fourier decompositions of the incremental
changes of the x- and y-coordinates as a function of the
cumulative length along the outline (Kuhl & Giardina
1982). Any harmonic corresponds to four coefficients: An

and Bn for x, and Cn and Dn for y, defining an ellipse in the
xy-plane. The coefficients of the first harmonic, describing
the best-fitting ellipse of any outline, are used to standardize
the size and orientation of the object. These coefficients
therefore correspond to residuals after standardization and
should not be included in following statistical analyses
(Crampton 1995; Renaud et al. 1996). However, the infor-
mation about the minor axis of the ellipse, corresponding
to its elongation and hence to the general elongation of the
object, should still be contained in the residuals coefficients,
namely the coefficient D1.

A visual inspection showed that the overall shape of the
M3 was adequately described retaining the coefficients of
the first 10 harmonics, in agreement with previous studies
on arvicoline teeth (Navarro et al. 2004). The shape of each
M3 was thus described by 37 variables: nine harmonics
(10 retained minus the first) per four coefficients, plus the
coefficients D1.

These variables were standardized for size variation and
contained shape information only. Due to their large number,
a multivariate analysis was necessary to reveal the main
patterns of morphological differentiation to emerge.
A principal component analysis (PCA), including all the
specimens, was performed on the variance–covariance
matrix of the 37 Fourier coefficients in order to evidence
the patterns of morphological differentiation without using
the information about mtDNA lineages or populations.
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The significance of the difference among the Western
European, Eastern European, Spanish and Basque lineages
was further tested using a multivariate analysis of variance
(Manova). Using a discriminant analysis on the same data
set, the specimens from the Basque locality Lantabat and
those from the bank vole from Armendarits displaying a
Spanish mtDNA have been attributed to one of the four
documented lineages. This attribution is based on the
Mahalanobis distance of each specimen to the group mean
of each lineage that allows the calculation of probabilities
for group membership.

Results

Phylogenetic and phylogeographic analyses

A total of 239 cyt b haplotypes (including 25 new haplotypes)
was identified among the 294 Myodes sp. specimens. Some
sequences published in GenBank were found to be identical
to others. Out of the 994 base pairs (bp), 243 were variable
and 175 parsimony-informative. The average transitions/
transversions ratio was equal to 8.16 and the base
composition was of 25% of T, 30% of C, 31% of A and 14%
of G. No stop codons were found in the translation of the
cyt b sequences used in this study supporting the absence
of pseudogenes in our dataset.

Phylogenetic trees were rooted with cyt b sequences of
Myodes rufocanus that provided the best supported phylo-
genies for the present bank vole cyt b dataset. By choosing a
more distant monophyletic outgroup, we ensured that basal
clades of Myodes glareolus phylogeography were resolved.
The hierarchical likelihood ratio tests (HLRTS) and the
Akaike information criterion (AIC) conducted in modeltest

3.0 respectively pointed the K3P (K81) model of substitution
(Kimura 1981) and the transitional model (TIM) of sub-
stitution as the best suited model for the present dataset.
The TIM model is not an available option for model sub-
stitution in the available programs of phylogenetic recon-
structions, and the K3P model (already used in previous
publications) was preferred for this reason. The proportion of
invariable sites was equal to 0.49 and the gamma distribution
shape parameter to 0.74. The Bayesian tree presents the
relationship between the bank vole haplotypes (Fig. 2). We
did not observed any differences in the clades’ support
values using another model of evolution (Hasegawa–
Kishino–Yano model from Hasegawa et al. 1985, suggested
in Kotlík et al. 2006). The bank vole lineages previously
described by Deffontaine et al. 2005 (Spanish, Italian,
Balkan, Western European, Eastern European) and by Kotlík
et al. 2006 (Carpathian) were grouped together in a major
monophyletic clade (BS: 71, 62 and BPP: 0.78). These
lineages have delimited distribution range in Spain and
southern France (Spanish lineage), in Italy (Italian lineage),
in the Balkan and Turkey (Balkan lineage), in Western

Europe, Eastern Europe and in northern Italy (Western
lineage), in Eastern Europe and Russia (Eastern lineage),
and in the Carpathians (Carpathian lineage). The bank
voles from the Ural lineage clustered together with the
haplotypes of M. rutilus. This particularity was described
by Tegelström (1987) and Deffontaine et al. (2005) as a case
of unidirectional introgression of the northern red-backed
vole mtDNA into bank voles from northern Europe and
the Ural mountains. A new lineage clustered apart from
the others and included bank voles from the French Basque
country and surrounding regions (Fig. 2). This lineage, called
‘Basque’ lineage, had a basal position in the phylogenetic
trees compared to other bank vole lineages and was highly
supported (BS: 92, 76 and BPP: 0.88). The aLRT analysis
supported the monophyly of the Basque lineage and its
basal position in the phylogenetic tree (support values for
the SH and χ2 ≥ 0.95). The position of the Basque lineage in
the different tree reconstructions was stable (basal to other
bank vole lineages) unlike the other bank vole lineages
(Spanish, Italian, Balkan, Western European, Eastern Euro-
pean). The support values for these lineages were slightly
lower than those previously reported in Deffontaine et al.
(2005). This may have resulted from the higher number of
sequences used in this study, which introduced a lot of
polymorphisms and hid the synapomorphies, especially
in a shallow phylogeny. The absence of strong monophyly
of the Carpathian lineage and its inclusion in the Eastern
European lineage was an unexpected result in our analysis.
Kotlík et al. (2006) defined this lineage as monophyletic and
close to the Western European lineage. But these authors
used a sample that mainly focused on the Carpathians. It
might be possible that some genetic relationships between
the bank voles from the Carpathians and those from the
other parts of the distribution range in Europe and Russia
were missed in their study.

Population structure and diversity in the Pyrenean region

Only samples from the Pyrenean region were considered
for population structure analysis and haplotype network
reconstructions. The samova analysis evidenced three
populations around the Pyrenean region (φCT = 84,26%)
corresponding to the clustering of the following localites:
[Armendarits, Ponson de Bat], [Néouvielle, Py Mantet,
Montpellier, Navarre, Asturias, Granollers] and [Bourdeilles].
The locality of Armendarits (see Fig. 1a) carries animals
with haplotypes from the Basque and Spanish lineages
and might correspond to the contact zone between the two
lineages. The MJ analysis evidenced three differentiated
groups (separated by at least eight mutations) around the
Pyrenees. They correspond to the Basque, Spanish and
Western European lineages (Fig. 3).

The genetic features of the new bank vole Basque lineage
were compared to those previously identified in Deffontaine
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Fig. 2 Bayesian phylogenetic tree of the 239 Myodes mtDNA haplotypes. Bootstrap values (BS, in %) obtained using the neighbour-joining
(NJ) and maximum-likelihood (ML) analyses, as well as Bayesian posterior probabilities (BPP) are shown for the major phylogroups. See
Supporting information, Table S1, for the haplotype designations.
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et al. (2005). The mismatch distribution analysis, with
unimodal distributions, supported the hypothesis of popu-
lation expansion for the Western European, Eastern European
and Italian lineages. The Balkan, Spanish and Basque
lineages, on the other hand, displayed multimodal distribu-
tions suggesting long-term population stability (Fig. 4, in
Deffontaine et al. 2005). In parallel, the raggedness index
r of the Basque lineage was greater than 0.05 which is con-
sistent with constant population size (r = 0.098, probability =
0.69; Harpending et al. 1993). The SSD calculation was not
very informative and did not support any departure from
the null hypothesis of a population in expansion (SSD =
0.03, probability = 0.45). The Fu’s Fs statistic, which is
sensitive to demographic expansion, showed no negative
values for the Basque lineage, similarly suggesting
demographic stability (Fu’s F = 0.72, probability = 0.68).
The Basque lineage displayed a nucleotide genetic diversity
of π = 0.24 ± 0.16% and a haplotype genetic diversity of h =
0.705 ± 0.112. These values are similar to those reported in
Deffontaine et al. (2005) for the Spanish (π = 0.21 ± 0.05%,
h = 0.758 ± 0.08) and the Italian lineages (π = 0.18 ± 0.04%,
h = 0.786 ± 0.110). The mean genetic distance of the Basque
lineage to the other lineages (0.92% ± 0.30) highlighted a
rather large genetic divergence inside the shallow phylogeny
of the species, which was of the same order of magnitude
as those of the other bank vole lineages (Deffontaine et al.

2005). This would correspond to a time of genetic differen-
tiation not later than during the late Pleistocene. Finally,
the McDonald–Kreitman test showed no significant
departure of the present bank vole cyt b dataset to the neu-
tral expectation.

Time of lineages differentiation

The LRT showed no significant differences between the
likelihoods of the models with and without molecular
clock constraints (χ2 = 0.0212, d.f. = 1, probability = 0.884).
The rrtree test was also not significant for all pairs of

Fig. 3 Median Joining Tree of the bank vole
haplotypes (Myodes glareolus) from the
Pyrenean region. Numbers of mutations
between haplotypes are indicated on
branches. The median vectors are indicated
by black dots. See Supporting information,
Table S1, for the haplotypes designations.

Fig. 4 Mismatch distribution analysis of the bank vole (Myodes
glareolus) Basque lineage.
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lineages compared (P > 0.2), suggesting the absence of rate
heterogeneity among them and the clock-like evolution of
the present dataset. The molecular clock was estimated at
4.3 ± 0.24% [4.54–4.06] K3P distance per million years (My).
This estimate made use of the most recent calibration date
in the Myodes phylogeny and is higher than those reported
in Deffontaine et al. (2005), which was 3.6% K3P distance
per My. Times of lineage differentiation were calculated on
the basis of this new evolution rate. Therefore, the separation
time between all lineages and between the Basque lineage
and the other bank vole lineages were estimated to have
been during the Upper Pleistocene (between 0.19 and 0.56
Mya, excluding the Ural lineage, and between 0.46 and 0.56
Mya, respectively).

Morphological analyses

A first morphometric analysis relied on descriptive
multivariate statistics, using a PCA to display the principal
axes of morphological variation of the M3. Fig. 5 shows the
morphospace corresponding to the first three principal
components of a PCA on the Fourier coefficients (accounting
for 74% of the total morphological variance). The intra-
populational morphological variance was important and,
for visualization purpose, only average values per locality
were displayed. Localities containing the Western European
and Eastern European lineages scattered over a large range
of variation but shared similar values along PC1 and PC2
while being differentiated along PC3 (the Eastern lineage
corresponding to lower scores on PC3). The Spanish lineage,
sampled at a single locality (Asturias) was isolated on the
plane defined by PC1 and PC2. It was characterized by

high PC1 and PC2 scores. Two localities were sampled in the
Basque area (Armendarits and Landabat). In Armendarits,
genetic analyses revealed that most specimens (6/7) shared
a Basque mtDNA haplotype, whereas one single specimen
displayed a Spanish mtDNA. The average M3 shape from
this locality appeared as intermediate between the one
from the Spanish locality, from Asturias, and the one from
the Western group. The average value from the other
Basque locality, Landabat, was very close to Armendarits,
suggesting that both are dominated by the Basque lineage,
although no suitable materials were available to allow for
genetic identification of the specimens of Landabat and
some specimens of Armendarits.

Moving beyond descriptive approach, the morphometric
difference between lineages was tested using a manova.
The sample included 49 specimens from the Western
European groups, 33 from the Eastern European group, 12
from the Spanish locality (Asturias) and the 12 specimens
from Armendarits expected to belong to the Basque lineage.
The difference in M3 between lineages was highly significant
(Wilks’ Lambda P < 0.0001). The robustness of the result
was confirmed by high percentages of correct reattribution,
using a discriminant analysis of the specimens, to the initial
groups (82% for the Western European group; 96% for the
Eastern European group; 92% for the Spanish locality;
100% for the Basque sample).

Using this data set and the discriminant analysis, the
specimens from Landabat and the ‘Spanish’ specimen from
Armendarits were attributed to the reference groups, in
order to get an individual-based estimate of their relatedness
based on M3 morphology. Five out of seven specimens from
Landabat were attributed to the Basque group, one to the

Fig. 5 Morphological variation of the third
upper molar (M3) of the bank vole (Myodes
glareolus) in Europe, estimated by the first
three principal components of a principal
component analysis on the Elliptic Fourier
coefficients of the outline of the third upper
molars (M3). Average values per locality are
represented, with symbols indicating the
genetic lineage dominating this locality. No
mixing has been evidenced in the selected
western, eastern and Spanish localities, but
the Basque locality Armendarits [PB_LA],
dominated by the Basque lineage, includes a
‘Spanish’ specimen. No genetic identification
is available for the specimens of the other
Basque locality Landabat [PB_LA]. Recon-
structed outlines on the top visualize the
average shape of the main groups. See
Supporting information, Table S2, for samples
designations.
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Spanish and one to the Western European group. In most
of the cases (6/7), this attribution relied on a high probability
(> 0.85). Furthermore, the Armendarits individual with
a Spanish mtDNA was attributed to the Basque group
(probability = 0.96).

Discussion

The bank vole phylogeography in the Pyrenees and 
surrounding regions

The present phylogenetic and morphological results demon-
strate the existence of a new, well-differentiated bank
vole population, geographically localized in the French
Basque country (Armendarits and Lantabat localities) and
in the French department of the Atlantic Pyrenees (Ponson
de Bat locality): the ‘Basque’ lineage. According to this new
finding, the Pyrenean region and central France house at
least three bank vole lineages: (i) the Western European
lineage that currently extends in northern and central
parts of France but does not reach the Pyrenees; (ii) the
Spanish lineage that currently encompasses the Cantabrian
mountains, the southern part of the Pyrenees, the eastern
Pyrenees and southern France and NW Italy along the
Mediterranean coast; and (iii) the new Basque lineage that
is currently surrounded by the Atlantic Ocean and the
Western European and Spanish lineages (Fig. 1a). Although
these lineages cover different geographic areas, they cannot
be considered completely allopatric. First, one mtDNA contact
zone was found in the Basque locality of Armendarits.
Second, the M3 shape of Basque bank voles appears as
intermediate between the Spanish and the Western European
ones, suggesting morphological differentiation but also
genetic exchanges between populations.

These lineages seem to have different demographic
histories. The Western European lineage differentiated 0.25–
0.30 Mya and re-colonized Western Europe at the end of the
last glaciation from a refugium situated in central Europe.
This scenario was suggested on the basis of the decreasing
nucleotide diversity gradient from central European
populations to more northern populations (Deffontaine et al.
2005). On the other hand, the Spanish and Basque lineages
display low values of haplotype and nucleotide diversity.
These results contrast with the high genetic diversity of
the Balkan lineage reported in Deffontaine et al. (2005). The
low levels of genetic diversity of the former lineages can
be explained by the small effective population sizes of
these geographically restricted lineages and/or by severe
population bottlenecks during the glaciations (Avise
2000). Indeed, during the glaciations, the Spanish peninsula
underwent more arid and cold climatic events than the
Balkan peninsula (Petit et al. 2003; Pinho et al. 2007), leading
to the disappearance of many forest habitats suitable for
the bank vole. Other temperate species, like the lizard

Podarcis bocagei, also showed a loss of genetic diversity in
northern Spain (Pinho et al. 2007). Despite its low levels of
genetic diversity, the Basque lineage represents the most
differentiated bank vole mtDNA lineage described to date.
These results are reminiscent of a previous study on human
populations that identified a Basque mtDNA lineage as the
oldest lineage in Europe (González et al. 2006). 

What can the history of this bank vole Basque lineage tell
us about the survival of temperate species during past
climatic changes?

Insight into the Basque lineage’s phylogeographic history

A previous phylogeographic study on bank voles has
shown that globally shallow gene trees are likely the result
of strong population bottlenecks during the Quaternary
glaciations (Deffontaine et al. 2005). The bank vole phylo-
geography is associated with ‘Category III’ as defined
by Avise (2000), which corresponds to closely related but
geographically localized haplotypes. The multiple modes
of the mismatch distribution and other statistics regarding
demographic history suggest that the Basque population size
would have remained stable for a long time compared to
the Spanish and ‘continental’ lineages during these strong
climatic fluctuations. Moreover, the complete lineage sorting
of a maternal germ line and the emergence of reciprocal
monophyly suggest a long-term isolation of populations
(Avise 2004). However this hypothesis must be confirmed
by other genetic markers. The basal position of the Basque
lineage may suggest that it could be at the source of the
radiation of all other bank vole lineages in Europe. However,
this is not very likely given that the Basque haplotypes
are geographically restricted to one area and are not
paraphyletic in the different phylogeographic reconstructions
(Parker & Kornfield 1997). It is also unlikely that the
Basque lineage was a remainder of an old extinct lineage in
Western Europe with a formerly larger distribution area,
because Basque-like haplotypes were only found in the
western part of the Pyrenees.

Hypothesis of a glacial refugium in the NW Pyrenees

The discovery of a bank vole lineage in the Basque region
supports the hypothesis of glacial refugia for temperate
species around the Pyrenees. We cannot totally rule out
that the Basque individuals could be migrants from another
glacial refugium where populations subsequently went
extinct or that were not sampled in the present study.
However, several arguments support the hypothesis of a
glacial refugium in the NW Pyrenees where this lineage is
currently distributed.

First, palaeo-environmental studies document that forest
habitats were available for bank voles during the glacia-
tions in the vicinity of the Pyrenees (Fig. 1b). Flint (1971)
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and Brown & Gibson (1983) reported the presence of steppe-
tundra in the northern part of the Pyrenees during the
Quaternary glaciations, whereas Williams et al. (1998)
indicated that the southern boundary of permafrost was in
southern France. In the Aquitaine basin, in southwestern
France, tundra formation was reported during the last
glacial maximum (LGM, Drucker et al. 2003). In another
study, Antoine et al. (1999) showed that the region situated
between the Aquitaine basin and the French Basque country
(to the southwestern of the ‘Landes’) was covered by aeolian
sand and thus was inappropriate for forest-dwelling species
(Fig. 1b). In the Pyrenees, the geological records of the last
glaciation showed that piedmont glaciers reached the
Aquitaine basin in the Pau and Ossau valleys, thus at
c. 60 km west to Basque locality of Armendarits (Fig. 1b)
(Pallás et al. 2006). The retreat of these Pyrenean ice sheets
began before the LGMs (24 400 years before present for the
Ossau glacier). The re-colonization of pine and temperate
forests, however, was reduced by a phase of climate aridity
during the following 14 000 years (Andrieu 1987). On the
basis of this information and despite the lack of palaeo-
environmental data for the French Basque country, we can
hypothesize that this region was likely sand- and ice-free
during the LGMs and that the proximity with the Atlantic
Ocean would have brought a certain amount of humidity
during the aridity phase mentioned above. Indeed, the
French Basque country has an ideal geographic position in
Europe to allow the development of a mosaic of habitats
comprising forests.

Second, the NW Pyrenees are considered as a refuge
region for many plants and animals species (García-Barros
et al. 2002). For example, this region contains many archae-
ological records which highlight the presence of humans
for at least the last 28 000 years (González et al. 2006). The
current oldest European deciduous forests (like the Iraty
forest and the Sare forest) are situated in the NW Pyrenees
(Bourquin-Mignot & Girardclos 2001). These forests are
known to shelter relict populations of species commonly
found in central European deciduous forests, such as the
woodpecker Dendrocopos leucotos lilfordi and the beetle
Eledonoprius armatus (Kompantseva & Tschigel 2000; Grangé
2001; Gorman 2004). However, it is clear that the old
deciduous and coniferous forests observed nowadays in
the NW Pyrenees do not correspond to the location of the
forested glacial refugia. Indeed, during the LGM, several
valleys at the east of the French Basque country were
glaciated (see above). Vegetation records indicated that the
major part of the Pyrenean massif was covered by steppic
vegetation at an altitude of approximately 400 m (Antoine
et al. 1999). Most of our study sites in the mountain were
situated at an altitude between 900 m and 1500 m and was
likely glaciated or steppic during the LGM. The major part
of the Pyrenean mountains were thus not suitable habitat
for temperate species during glaciations. In the case of

Pyrenean mountains and bank voles, the glacial refugia
would not have been situated at fairly high altitude but in
the Basque foothills, close to the Atlantic ocean, at an alti-
tude below 400 meters. This hypothesis is supported by the
discovery of bank vole fossils dated back to the LGM (radi-
ocarbon datings from 12 310 to 16 200 years ago (Peman
1985) in the Basque country near the Atlantic shoreline and
at an altitude of only 230 meters (Fig. 1b). A recent study on
the Pyrenean lineages of the bushcricket and of the mountain
forest butterfly arrived at the same conclusion, that popu-
lations would have survived in the lower regions of the
valleys during recent glaciations (Spooner & Ritchie 2007;
Schmitt & Haubrich 2008). The valley systems offer a diversity
of persisting, local, favourable microclimatic conditions
and habitats and provide the populations with the
opportunity to track the shift of the vegetation in altitude.
Those factors would have enhanced the local survival and
differentiation of lineages and populations. The phylo-
geography of the bank vole includes at least three examples
of this: the Ural, Carpathian and Basque lineages are
distributed in the vicinity of, respectively, the Urals, the
Carpathians and the western Pyrenean region.

Post-glacial expansion through the Pyrenees

Previous demographic analyses showed that several bank
vole lineages (Western European, Eastern European, Spanish
and Italian) experienced post-glacial expansion after the
LGM (Deffontaine et al. 2005). The lineages meet in suture
zones where, generally, gene flow occurs. The average
M3 shape of Basque bank voles appears as intermediate
between the Spanish lineage and that of the Western
European group, suggesting restricted genetic exchanges
between populations. In the reviews by Hewitt (1999, 2000),
the Pyrenees are considered as one of the main suture
zones in Europe. In the western part of the Pyrenees, two
bank vole lineages were identified: the Basque lineage on
the northern slope and the Spanish lineage on the southern
slope. We hypothesize that the growth of the ice cap and
steppe during glaciations has decreased the gene flow
between the two lineages, promoting their differentiation.

The geographic distribution of the Basque lineage suggests
that it did not contribute to the recolonization of the entire
Pyrenees and of northern Europe. One possible explanation
is that the north–south orientation of the Pyrenean ridges
may have blocked the expansion of the Basque vole popu-
lation to the east. Alternatively, it is possible that the
development of marshes after the deposits of aeolian sand
in the southwestern Landes region could have blocked the
northward expansion of the Basque vole population during
the warming in the Holocene. These marshes were drained
by humans in the 18th century by extensive planting of
maritime pines (Pinus pinaster) (Sargos 2004). A third
possible explanation is that the local adaptation of Basque
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vole population to the Basque foothills environment may
have prevented their expansion in less suitable habitats.
Further studies using a larger sampling from the French
Basque country and surrounding populations will provide
a more detailed picture of the expansion processes of the
Basque lineage and gene flow with other populations.

Conclusions

Our study strongly suggests a differentiated bank vole
population in Europe, geographically localized in the NW
part of the Pyrenean region. Genetic methods (mtDNA
polymorphism) and morphological analyses (M3 shape
differentiation) highlight the singular phylogeographic
history of the bank vole Basque population. Many phylo-
geographic studies assume that glacial refugia for temperate
forest species were mainly located in southern Mediterranean
peninsulas. Our study suggests a potential glacial refugium
for a temperate forest species in mountain foothills and points
to the biogeographic importance of the NW Pyrenees. Our
results also provide another piece in the puzzle regarding
the palaeo-environments of Western Europe during cold
climatic phases by suggesting that the French Basque
country was situated in the transition area between the
steppe-tundra and mixed coniferous-deciduous biotopes,
where forest-dwelling species were able to survive.

Finally, we hope that the discovery of this Basque lineage
will draw close attention to the potential phylogeographic
significance of this area. Other lineages may be discovered
in the future inside the phylogeography of relict forest
species of the Basque area (woodpeckers, beetles). This source
of genetic diversity may be important for the conservation
of species biodiversity in Europe.
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1.2.2 Le cas particulier de deux lignées du pourtour méditerranéen 

Etude de cas 1 

Identification d’une population de campagnol roussâtre 
endémique du promontoire du Gargano (Italie) 
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Avant-propos 

Comme dans les cas précédents, cette étude résulte à nouveau d’une collaboration avec 

Valérie Deffontaine Deurbroeck et Johan R. Michaux qui l’ont initié. Michaël Fontaine 

(Université Paris-Sud, Laboratoire Ecologie, Systématique et Evolution) a de plus contribué aux 

analyses génétiques. L’idée de l’analyse morphométrique des campagnols roussâtre du Gargano a 

été initiée en 2005 dans le cadre du Master de Bruno Dumont, encadré par Johan R. Michaux et 

Roland Libois (Université de Liège, Unité de recherches zoogéographiques). Cependant, 

l’analyse n’a pas pu aboutir pour des raisons techniques. Au cours de ma thèse j’ai donc pris 

les mesures et effectué les analyses afin de poursuivre cette étude qui a été présentée dans la 

thèse de Valérie Deffontaine Deurbroeck (2008). Cette étude est actuellement en cours de 

rédaction, Valérie Deffontaine Deurbroeck en étant le premier auteur. La partie présentée 

dans ma thèse reprend des parties de ce manuscrit, mais axe l’étude sur les résultats que j’ai 

obtenus sur la morphologie. La rédaction est en anglais puisque mes résultats doivent être 

intégrés à l’article en cours de préparation. 

L’objectif de cette étude est de caractériser une population de campagnol roussâtre 

endémique au promontoire du Gargano, identifiée d’après l’ADN mitochondrial comme une 

nouvelle lignée. Ce promontoire est situé en Italie du sud-est et abrite une forêt tempérée 

décidue qui s’est retrouvée par le passé isolée du continent. Je vais présenter ici l’étude de la 

forme de la troisième molaire supérieure, utilisée comme marqueur de différenciation intra-M.

glareolus. Dans la partie précédente nous avons vu qu’elle permettait de différencier une 

population locale de campagnol roussâtre dans le Pays-Basque, caractérisée par une signature 

morphologique particulière résultant de son histoire évolutive comprenant des phases 

d’isolation prolongées au cours du Quaternaire. Dans le cas du Gargano l’échelle 

géographique est encore plus locale et la date de divergence estimée de cette population 

semble être quatre fois plus récente que celle du Pays-basque. L’étude de cette lignée 

mitochondriale du point de vu morphométrique constitue donc un challenge visant à 

déterminer si une différenciation morphologique a pu se mettre en place durant ce laps de 

temps suite aux conditions géographiques et historiques particulières observées dans cette 

région.
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Introduction 

 

In this study, we investigated the phylogeographic history of the bank vole (Myodes

glareolus) in Italy. The distribution range of the bank vole is largely homogenous from 

Western Europe to Russia except in the Italian peninsula, where bank vole populations are 

currently fragmented in three areas corresponding to the Central Apennines, the Southern 

Apennines, and the Gargano promontory (Fig. 1). Bank voles from Gargano live in an 

unfragmented decidious forest of 11 000 hectares (between 270m and 830m of altitude) 

located on the Eastern-North part of the Gargano promontory (max. altitude of 1055 m). This 

forest called the ‘foresta umbra’ is considered as a relict place for deciduous trees in the arid 

regions of Southern Italy and constitutes a spot in the distribution range of the bank vole (Fig. 

1). The Gargano promontory is inserted between the Adriatic Sea and the Apulian plain and is 

characterised by a very complex paleogeographic history. This mountainous area was 

transformed in a true island during the marine transgression at the beginning of the Pliocene 

(5.3 Mya; Freudenthal, 1976). During that time of isolation many species evidenced extreme 

evolution of their phenotype, making the Pliocene endemic fauna of Gargano a typical 

example of evolution in a context of insularity. For example, the biggest insectivora of the 

world (the giant hedgehog Deinogalerix, Freudenthal, 1972) and a representative of a new 

family of ruminants (Hoplitomerys, Leinders, 1984) were both found in Gargano. Regarding 

rodents species, the genus Microtia also displayed insular gigantism (Parra-Millien et al., 

1999). 

The marine regression of the Pleistocene allowed the colonisation of continental 

species in the Gargano promontory and led to the extinction of most of the insular endemics. 

However, a peculiar geodynamic situation maintained the Gargano promontory in a relative 

isolation since it is surrounded by the Bradanic Trough, a basin formed by the flexural 

subsidence of a subducting plate. During the Middle and Late Pleistocene, sediments 

progressively invaded the Bradanic Trough, indicating the presence of water masses that 

probably isolated the Gargano forest from the Apennines forests (Tropeano et al., 2002). The 

Gargano promontory has thus a long history of isolation of its small deciduous forest, the 

typical habitat of the bank vole. Populations in the vicinity of the Gargano promontory 

constitute good candidates to point out and scale a mainland local glacial refuge.  
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Figure 1. Map of Italy showing the sampling locations of the bank voles (the symbols in 

colour indicating localities included in the morphometric analysis), the 

mountainous areas and the distribution of the Western European lineage, Italian 

lineage and Gargano population. The insert focuses on the Gargano promontory 

area in Southern Italy. It shows the location of the Foresta umbra and relief in that 

area. The grey zone corresponds to the bank vole distribution range following 

Shenbrot & Krasnov (2005). 1. Arolla. 2. Pfunds. 3. Ventetal. 4. Trento. 5. 

Oberhaus. 6. Heiligenblut. 7. Livek. 8. Delnice (Slovenia). 9. Ljubjana. 10. 

Gotenisk mountains. 11. Pohorje mountains. 12. Zala. 13. Pecs. 14. Delnice 

(Croatia). 15. Gra7ac. 16. Chiusi della Verna. 17. Roma region. 18. Lucretili 

mountains. 19. Abruzzi. 20. Gargano. 21. Vulture mountains. 
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Material and Methods 

Sampling of the morphometric study 

Morphometric analyses were performed on 132 bank voles (Table 1). Twenty-two bank 

voles were sampled from four localities in Italy including the Gargano promontory (N = 12; 

Fig. 1). All specimens were also analysed genetically. While several prospects were realized in 

the Gargano region, M. glareolus was only found in the foresta umbra. 

 

Country Locality 
Code on Fig. 

1 

Code on Fig. 

6 
Genetic lineage 

Number of 

measured 

UM3 

Austria Pfunds, 2 AUS_PF Western 4 

 Zemmtal (Tirol)  AUS_TI Western 8 

 Ventetal 3 AUS_VE Western 4 

Belgium Virelles, Liège  BELG Western 24 

Slovenia Rut  SLOVEN Western 3 

Hungary Zala (Bak)  HG_BA Western 4 

France Loiret  FR_LO Western 2 

 Lantabat  PB_LA Basque 7 

 Armendarits  PB_AR Basque 11 

Poland Pulawy (Lublin)  POL_LU Eastern 9 

Romania Targu Mures (Sovata)  ROM Eastern 9 

Russia Samara  RS_SA Eastern 6 

 Ekaterinburg  RS_EK Eastern 7 

Italy Tuscany (Chiusi della Verna) 16 IT_TO Mediterranean 6 

 Vulture mountains 21 IT_VU Mediterranean 2 

 Abbruzes 19 IT_AB Mediterranean 2 

 Gargano 20 GARG Gargano 12 

Spain Asturia  SP_AS Mediterranean 12 

Table1. Sampling localities with their labels and country of origin. The lineage 

evidenced in each locality is indicated for morphometric study as well as the 

number of specimens measured (UM3). 

Morphometric analysis 

The third upper molar (UM3) was used to evidence a possible phenotypic variation 

between bank vole populations. The outline analysis is described in the Chapter 1.1 (Ledevin 

et al., 2010). Due to the large number of variables resulting of the outline analysis, a 

multivariate analysis was necessary to evidence the main patterns of morphological 

differentiation.  

A canonical analysis (CA) was performed on this data set in order to display inter-

group differences on a few synthetic axes. The grouping variable considered was the locality 

of trapping, hence not including any a priori information about membership to a genetic 

lineage. The significance of the differences between groups was tested using a multivariate 

analysis of variance (MANOVA). Finally, the area of the molar outline provided a size 

estimate. Differences among groups were tested using an analysis of variance. 
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Results

Summary of the phylogeographic analysis 

A maximum likelihood phylogenetic tree based on the mitochondrial DNA cyt b was 

generated to present the relationships between the bank vole cyt b haplotypes (Fig. 2, method 

detailed in Deffontaine et al., 2005). Most of the previous lineages described were recovered: 

the Basque lineage, the Balkan lineage, the Western and Eastern European lineages and the 

Ural lineage (Deffontaine et al., 2005, 2009). The only discrepancy with previous studies 

arises from the Spanish and Italian lineages which group together in a single Western 

Mediterranean lineage. This can be explained by the low level of genetic differences between 

these two lineages and indicate the need of more variable genetic markers to decipher the 

lineages structure in that area. The new samples from Italy carried haplotypes that belong to 

the Western Mediterranean lineage, except those from the Gargano promontory (foresta 

umbra). Haplotypes from these voles all grouped together into a highly supported 

monophyletic lineage named ‘Gargano’ which divergence was estimated during the last glacial 

periods of the Quaternary (70 000 years). 
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Figure 2. Maximum likelihood (ML) tree of the 144 Myodes cyt b haplotypes. Bayesian 

analysis gave the same haplotypes connections (data not shown). Bootstrap values 

(%) of the ML analyses and Posterior Probabilities of the Bayesian analysis are 

shown on the branches of the tree. Slash marks mean that the branch was middle 

cut. 
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Patterns of UM3 morphological differentiation 

The pattern of morphological differentiation was globally congruent with the 

differentiation observed on the genetic data. The UM3 shape showed a significant 

differentiation between geographic groups (MANOVA: P < 0.001) that can be displayed on 

the first three canonical axes totalising 51.8% of the inter-group variance (Fig. 3A). Groups 

corresponding to the Western and European lineages tended to segregate along the first axis. A 

pole emerged along the second axis, isolating Italian and Basque samples, and the Gargano 

promontory as the most divergent along this axis. Noteworthy, the Spanish group strongly 

departs from this group and isolates along the first axis, in discrepancy with the clustering of 

Italian and Spanish samples into a Western Mediterranean clade based on genetic data. 

Spanish and Basque samples share low scores along the third axis, while the Italian samples 

are characterized by a large variability along this axis. Overall, the Gargano sample appears as 

one of the most divergent in this morphospace.  

The molars from Gargano are characterised by a wide occlusal surface with deeply 

indented triangles; the anterior lobe is particularly well developed (Fig. 3B). Italian, Iberian 

and Basque samples also share relatively wide molars, whereas the Eastern European group is 

characterised by slender, smoothly undulating molars.  

This morphometric analysis was completed by considering variations in molar size 

(Fig. 3C). All Mediterranean samples, including Gargano, share a large UM3 size compared 

with Western and Eastern European samples. Gargano teeth are not significantly different in 

molar size from other Italian samples (Gargano vs. Italy: P = 0.280) and are only slightly 

smaller than Iberian molars (P = 0.012). In contrast Gargano molars are markedly larger than 

those from the continental lineages (Gargano vs. Western European P = 0.008; Gargano vs. 

Eastern European P < 0.001). Central and Southern Italy are not significantly different in size 

(P = 0.456) and differences in shape could not be tested because of the limited sample size. 
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Figure 3. Morphological variation of the third upper molar (UM3) of the bank vole 

(Myodes glareolus). (A) Shape differentiation on the first three canonical axes 

(CA) based on the coefficients of the outline analysis of the occlusal surface. Each 

dot corresponds to an average value per geographic group; symbols correspond to 

larger geographic grouping largely corresponding to the genetic lineages. (B) 

Reconstructed outlines visualizing the average UM3 shape of the different 

geographic groups. Anterior part up, labial side to the right, lingual side to the left. 

(C) Variation in molar size, estimated by the area of the 2D outline of the occlusal 

surface. Each dot corresponds to an average value per group. 
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Discussion

 

Gargano as a refuge in refuge 

The classic view in biogeography is that European temperate mammals adapted and 

survived to the Quaternary glaciations inside the Mediterranean peninsulas where favourable 

habitat persisted throughout the Pleistocene climatic variations (Hewitt, 1999). The Italian 

peninsula is one of this supposed major refuge zone. This interpretation is corroborated by 

fossil records from the last glacial maximum indicating the persistence there of temperate 

species (Sommer & Nadachowski, 2006) and by the evidence of Italian phylogeographic 

lineages for several species (Hewitt, 1999; Nieberding et al., 2004; Vettori et al., 2004; 

Canestrelli et al., 2008; Ursenbacher et al., 2008).  

The present study showed however that the Italian peninsula harboured complex and 

structured glacial refugia at least for some forest dwelling species like the bank vole. At least 

two distinct bank vole lineages were recorded in Italy, as evidenced by the differentiation in 

molar shape and the complete lineage sorting of mtDNA haplotypes. A further population 

structure might exist in bank voles from Italy as suggested by the differentiation of the molar 

shape between Central and Southern Italy (Fig. 3). This structure might correspond to the 

disconnected forest blocks on the two mountain ranges of Central and Southern Apennines.  

Further testing this Italian structure would require additional samples for both genetic and 

morphometric analyses. 

 

Microevolutionary processes in an island-like refuge 

The molecular analyses estimated the Gargano lineage divergence during the last 

glacial periods of the Quaternary (70 000 years). On such insular-like conditions, 

microevolutionary processes are known to occur faster than on mainland (Millien, 2006). Both 

chance and adaptation participate to the insular divergence (Berry, 1973; 1996). Chance 

includes founder effect and subsequent small population size and possible bottlenecks. On the 

other hand, insular conditions often trigger ecological shifts that in turn select for divergent 

morphologies compared with the continent (e.g. Renaud & Auffray, 2010). Both ranges of 

processes are not mutually exclusive and the gene flow breakdown characteristics of insular 

conditions may favour adaptation to local conditions (Lenormand, 2002). Hence, we wondered 

what microevolutionary processes actually characterised the history of the Gargano bank vole 

populations in its island-like conditions. 
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Random processes including founder effect and drift likely occurred, as documented by 

the low genetic diversity (data not shown). The corresponding morphological divergence 

indeed occurred quite fast and markedly, bank voles from Gargano being characterized by an 

important morphological differentiation of their molar shape. The divergence of the Gargano 

population however occurred in a time span three time shorter than the Basque lineage 

(Deffontaine et al., 2009) whose molars are included within the range of the mainland 

morphospace (Fig. 3A). This points indeed to an accelerated morphological evolution, 

although it remains of moderate importance compared with other cases of rodent evolution in 

true islands in even shorter time span (e.g. Berry, 1964; Davis, 1983; Renaud & Auffray, 

2010).  

The most marked accelerations of morphological evolution are often related to 

directional selection driving a rapid divergence (Renaud et al., 2007). Considering the molars 

as the morphological feature of interest, the occurrence of such directional selection should 

involve a shift in diet of the animals. Despite the uniqueness of the foresta umbra, it seems 

unlikely that the bank voles underwent there a profound shift in their habitat, remaining 

associated to a forest environment similar to the one experienced in Italian mainland. 

Accordingly, Gargano’s molars do not display an extreme divergence and despite their typical 

features, they share many traits in size and shape with other Mediterranean groups rather 

suggesting a common adaptation to these climatic conditions. 

 As a conclusion, using morphometrics we characterized an endemic population which 

is of importance in the understanding of the processes shaping the intra-specific variation. 

Furthermore, this study challenges the common view in conservation biology of habitat 

fragmentation as a factor of risk for a population. The example of Gargano’s bank voles 

carries a more positive view for long-time survival of small populations, even in mammals. 
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1.3 Etude d’un carrefour majeur inter- et intra-spécifique : la Fennoscandinavie 

Etude de cas 2 

Etude d’un carrefour majeur inter- et intra- 
spécifique : la Fennoscandinavie 
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Avant-propos 

 Cette étude s’intègre dans un réseau de collaborations internationales. Les spécimens 

piégés en Suède ont été fournis par Gert Olsson, chercheur associé à l’Université suédoise des 

Sciences Agricoles. Ceux de Finlande ont été fournis par Heikki Henttonen, Professeur au 

« Finnish Forest research Institute (Metla) ». Les analyses moléculaires (ADN mitochondrial 

et ADN nucléaire) ont été réalisées par Bernard Lehanse, étudiant de Master à l’Université de 

Liège, en accueil au Centre de Biologie et de Gestion des Populations (CBGP) de 

Montpellier. Ses travaux ont été encadrés par Johan R. Michaux qui a initié l’étude. Le détail 

des résultats génétiques et des interprétations est disponible dans son mémoire, Lehanse 

(2010).

 L’analyse des populations de Fennoscandinavie présentée ici va d’abord s’intéresser à 

deux zones de contact entre lignées mitochondriales, l’une située en Finlande entre la lignée 

Oural et la lignée Est européenne, et l’autre située en Suède entre la lignée Oural et la lignée 

Ouest européenne. Jusqu’à maintenant j’ai réalisé les études morphométriques sur des 

localités ne présentant pas d’évidences de contact. Cette étude permettra donc premièrement 

de voir si les zones de contact se traduisent par une différence morphologique, et 

deuxièmement d’avoir accès à de nouvelles informations qui fourniront un aperçu de la 

dynamique des lignées mitochondriales au niveau d’une zone de mélange. 

 Finalement, si la Fennoscandinavie représente un carrefour entre différentes lignées 

mitochondriales de campagnol roussâtre, il s’agit aussi d’un point de rencontre entre cette 

espèce et une espèce nordique, le campagnol de la taïga M. rutilus. La lignée Oural se 

caractérise d’ailleurs par la présence de l’ADN mitochondrial de M. rutilus au sein de 

populations de campagnol roussâtre, issue de phénomènes d’hybridation entre les deux 

espèces.

L’étude morphométrique permettra donc d’étudier deux types de zones de contact : (1) 

entre lignées définies sur la base de leur ADN mitochondrial et (2) entre deux espèces de 

campagnols. 
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Introduction 

 Dans cette partie, nous allons voir un autre aspect des études phylogéographiques 

s'intéressant d’une part aux mélanges entre lignées pouvant exister au sein d'une espèce et 

d’autre part aux phénomènes d'hybridation entre espèces proches. 

 Comme cela a été présenté dans les parties précédentes, différentes lignées ont été 

définies sur la base de l’ADN mitochondrial chez le campagnol roussâtre (Deffontaine et al., 

2005) et une signature morphologique a pu être retrouvée pour ces lignées permettant 

d’étudier leur structuration biogéographique à l’échelle de l’Europe (Chapitre 1 - Publication 

1, Ledevin et al., 2010). 

Dans ces précédentes études aucune zone de contact entre les lignées mitochondriales 

n’a été prise en considération afin de ne pas augmenter la variabilité au sein du jeu de 

données morphologique. Il n’était donc jusque là pas possible d’accéder à la dynamique de 

ces lignées au niveau des zones de mélange. Cette étude va dans un premier temps 

s’intéresser à des populations de Myodes glareolus piégées en Fennoscandinavie où deux 

zones de contact entre lignées mitochondriales ont été identifiées en Suède et en Finlande 

(Fig. 1 ; Jaarola et al., 1999 ; Deffontaine et al. 2005). La zone située en Suède correspond à 

une zone de contact entre les lignées mitochondriales Ouest européenne (au sud) et Oural (au 

nord), tandis que la zone située en Finlande correspond à une zone de contact entre les 

lignées Est européenne (au sud) et Oural (au nord). En étudiant la forme de la troisième 

molaire supérieure, il sera donc possible de voir si les zones de contact entre lignées définies 

sur la base de l’ADNmt sont retrouvées d’un point de vue morphologique ou si la relative 

simplicité des patrons de différenciation inter-lignées observée grâce à l’étude de l’ADNmt 

masque une réalité plus complexe. L’utilisation d’un marqueur phénotypique permettra en 

effet de détecter des phénomènes de mélange non observables d’après l’étude de l’ADNmt, 

où aucune recombinaison n’est possible. 

Outre deux exemples de mélange entre lignées mitochondriales, la Suède et la 

Finlande présentent au nord un deuxième type de zone de contact, mettant cette fois deux 

espèces en contact: M. glareolus au sud, et M. rutilus au nord (Fig. 1). Les cas d'hybridations 

naturelles, bien que désormais considérés comme communs chez de nombreux organismes 

(10% des espèces animales semblant être impliquées dans des cas d'hybridation inter-

spécifique, Mallet et al., 2005), ont été historiquement largement sous-estimés et mis à l'écart 

des études évolutives car remettant en question le concept d' « espèce biologique ». Ainsi les 

populations hybrides étaient considérées comme des impasses évolutives pour les espèces et 

il n'était par conséquent pas nécessaire de les considérer lors des études traitant de la 

Chapitre 1

81



conservation de la biodiversité (O'Brien & Mayr, 1991; Rhymer & Simberloff, 1996). 

Figure 1. Carte de la Fennoscandinavie présentant les quatre zones 
d’échantillonnage suédoises (Nord, Zone de contact, Centre-sud et Sud) 
ainsi que les deux localités de Finlande ajoutées à l’analyse. Les deux 
zones de contact entre les trois lignées mitochondriales sont représentées 
ainsi que la zone de contact entre l’espèce M. glareolus et l’espèce M.

rutilus.

Malgré tout un nombre croissant d'études a montré ces dernières années que les 

processus d'hybridation devaient être considérés comme une force évolutive importante. 

Entre autre, les  hybrides étant caractérisés par des recombinaisons d'allèles issus des deux 

espèces parentales (Rieseberg et al., 1999), il est possible qu'ils succèdent aux espèces 

parentales dans le cas de changements environnementaux entraînant des processus de 

sélection en leur faveur (Harrison, 1993). D’autre part, si l’ADNmt ne se recombine pas, des 

transferts peuvent s’effectuer d’une espèce à l’autre. Des cas d'introgression du génome 

mitochondrial d’une espèce arctique au sein d’une espèce tempérée chez le saumon (Doiron 

et al., 2002) et le lièvre (Melo-Ferreira et al., 2005) ont ainsi été observés. Le génome 

mitochondrial contribuant à la production énergétique des cellules (Gerber et al., 2001; 

Ballard & Whitlock, 2004), ce type d'hybridation favoriserait l'adaptation de l'espèce 

tempérée à des milieux plus froids. 

 Chez le campagnol roussâtre, il a été montré que des populations nordiques de 

campagnol roussâtre portaient l'ADNmt de l'autre espèce (Tegelström et al., 1987 ; 

Deffontaine et al., 2005) malgré le fait que leur morphologie dentaire (Chapitre 1.1 - Ledevin 

et al., 2010) soit clairement du type Myodes glareolus. L’étude de Deffontaine et al. (2005) a 
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permis de mieux caractériser ce phénomène en introduisant le terme de « lignée Oural », 

s'étendant du nord de la Fennoscandinavie jusqu'au sud de l'Oural. Actuellement l'origine de 

cette lignée reste encore incertaine et deux hypothèses ont été proposées par Deffontaine-

Deurbroeck (2008) dans sa thèse de doctorat. (1) Elle pourrait être issue d'un cas 

d'hybridation ponctuelle ayant eu lieu au sein d’un refuge situé au sud de l’Oural, expliquant 

son nom actuel de « lignée Oural » (Abramson et al., 2009). (2) Le phénomène d’hybridation 

entre les deux espèces serait plus fréquent et se produirait régulièrement au niveau de la zone 

de contact existant entre les deux espèces. 

 Cette étude présente deux objectifs. Le premier est d’étudier les patrons de 

différenciation morphologique du campagnol roussâtre en Suède afin de déterminer si la zone 

de contact identifiée dans le centre du pays par l’ADNmt trouve une expression 

phénotypique. Le second objectif est d’essayer d’éclaircir la question de l’origine de la lignée 

Oural en se penchant sur le cas de l’hybridation entre les deux espèces. Quatre populations 

suédoises et une finlandaise ont été considérées (Fig. 1) d’un point de vue morphométrique et 

moléculaire. L’analyse d’un marqueur nucléaire (microsatellites) a été intégrée à cette étude 

afin d’établir une comparaison avec les résultats de l’analyse morphologique. Je présenterais 

donc une brève synthèse des résultats génétiques obtenus par Lehanse (2010) sur l’ADNmt 

(cyt. b) et l’ADNn (microsatellites). L'étude morphométrique, mise en regard des analyses 

génétiques, nous offre ainsi l'opportunité de mieux comprendre la structuration du campagnol 

roussâtre en Scandinavie et d'essayer de déterminer si l'introgression entre Myodes glareolus 

et Myodes rutilus est le résultat d'une hybridation ponctuelle passée, où si ce phénomène se 

produit régulièrement au niveau de la zone de contact entre les deux espèces. 

Matériel et Méthodes 

Échantillonnage 

 Pour cette étude un total de 192 campagnols roussâtres et de 25 campagnols de la 

taïga ont été considérés. Parmi les 192 spécimens, 70 ont été piégés dans quatre régions 

différentes de Suède: Sud (Skane, N=10), Centre-sud (Limes Norrlandicus, N=20), zone de 

contact entre lignées mitochondriales Ouest européenne et Oural (N=20) et Nord 

(Norrbotten, N=20) (Fig. 1). Au niveau de la zone de contact, le piégeage a été réalisé sous 

forme de deux transects perpendiculaires à la zone de contact en question. Dans le but de 

replacer ces échantillons dans un contexte biogéographique plus global et de considérer 

toutes les lignées mitochondriales susceptibles de se rencontrer au niveau de la 
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Fennoscandinavie, 112 spécimens analysés dans l'étude des lignées à l’échelle européenne 

(Chapitre 1.1 - Ledevin et al., 2010) et identifiés comme appartenant aux lignées Est (N=33) 

et Ouest (N=52) européennes ainsi qu'à la lignée Oural de Finlande (N=12) et de Russie 

(N=25) ont été intégrés au jeu de données. 

 Dans le cas des analyses moléculaires réalisées sur le matériel suédois, Lehanse 

(2010) a considéré les mêmes spécimens que pour l'analyse morphologique (N=70) en 

ajoutant cependant des spécimens au niveau de la zone de contact (N=132). De plus cinq 

spécimens supplémentaires provenant de la région de Konnevesi en Finlande ont également 

été intégrés. 

Analyse de forme de la UM3 et traitement statistique des données 

 Pour chaque spécimen le contour 2D de la UM3 gauche a été numérisé et une analyse 

de contour (TFE) a été réalisée comme décrite dans le Chapitre 1.1 (Ledevin et al., 2010). 

 Des analyses multivariées ont été utilisées pour l'étude de forme de la molaire, chaque 

contour étant décrit par un jeu de 37 variables. Une analyse en composante principale (ACP) 

basée sur une matrice de corrélation a été réalisée. Les deux premiers axes synthétiques 

résultant de cette analyse ont été représentés afin d'étudier les patrons de différenciation inter- 

et intra-spécifique.  

En complément, une analyse de variance multivariée (MANOVA) a été réalisée sur 

les mêmes variables afin de minimiser l'influence de la variation intra-groupe et de mettre en 

évidence les patrons de différenciation inter-groupes sur des axes synthétiques canoniques de 

forme. Les différences de forme ont été testées statistiquement en utilisant le test Hottelling 

T² (test considéré: Wilks' Lambda). Les individus testés ont été de plus réattribués aux 

différentes lignées mitochondriales selon la matrice de reclassification afin de déterminer la 

ou les lignées dominantes au sein de chaque localité. Les traitements statistiques ont été 

réalisés sur le logiciel Systat 11.  

Résultats

Analyse morphométrique

 Différenciation inter-spécifique et identification des individus suédois

Dans un premier temps une ACP a été réalisée et la totalité des individus Myodes
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glareolus et Myodes rutilus a été représentée sur les deux premiers axes principaux (PC1= 

34.4% et PC2= 15.0% de la variance totale) (Fig. 2A). Une nette opposition est observée 

entre les deux espèces le long de l'axe 1, l'axe 2 représentant plutôt la variation intra-

spécifique de chaque espèce. Si l'on s'intéresse aux populations suédoises, les spécimens 

appartiennent majoritairement au nuage de variabilité du campagnol roussâtre. Seul un 

individu appartenant à la localité nordique de Norrbotten ne s'intègre pas au nuage et tend à 

se rapprocher légèrement des Myodes rutilus le long de l'axe 1.  

 Une analyse discriminante réalisée sur les deux espèces à l'exception des individus 

suédois confirme la différenciation entre Myodes glareolus et Myodes rutilus (test du Wilks' 

Lambda, P < 0.001). Afin de déterminer statistiquement l'espèce à laquelle sont réattribués 

les spécimens suédois, ceux-ci n'ont pas été intégrés à l'analyse discriminante, permettant de 

les réattribuer a posteriori à l'une ou l'autre des espèces. 100% des individus suédois ont été 

attribués au campagnol roussâtre. 

Figure 2. Différences de forme de la UM3 entre Myodes glareolus et Myodes 

rutilus représentée sur les deux premiers axes d’une analyse en composante 
principale réalisée sur les coefficients de Fourier. Le nuage de variation des 
trois lignées continentales de Myodes glareolus (Est/Ouest européennes et 
Oural) est représenté en grisé. Chaque point représenté correspond à un 
individu suédois (losanges) ou à un Myodes rutilus (triangle). 

Patrons de différenciation morphologique des spécimens suédois 

Les spécimens suédois étant identifiés comme appartenant au campagnol roussâtre, je 

suis ensuite passé à l'échelle intra-spécifique afin d’étudier la structuration morphologique 

des populations suédoises. 

 A une échelle si fine, la variation intra-spécifique est trop importante pour permettre 

l'émergence d'un patron de différenciation clair sur la base d'une ACP. Par conséquent, dans 
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cette partie je me suis basé uniquement sur l'interprétation de résultats obtenus grâce à une 

analyse canonique qui permet de se concentrer sur l’étude de différences entre groupes. 

Malgré tout, même dans ce cas la variation intra-population est assez importante par rapport 

à la différenciation  inter-population. Par souci de lisibilité, les graphiques présentés dans 

cette partie ne représenteront pas la totalité des individus, mais les moyennes par groupe. 

 Une analyse discriminante a été réalisée avec pour variable de groupement les lignées 

validées précédemment (Chapitre 1.1 - Ledevin et al., 2010), sans prise en compte des 

individus suédois dans le calcul. Une différence significative existe entre les lignées Est 

européenne, Ouest européenne et Oural (Wilks' Lambda, P < 0.001), ce qui est en accord 

avec les résultats précédemment présentés dans cette thèse. Visuellement cette différenciation 

entre les lignées ressort dans l'espace morphologique composé des deux premiers axes 

canoniques (Fig. 3, CA1 = 75,2% et CA2 = 24,8% de la variance totale), la lignée Ouest 

européenne se différenciant des deux autres lignées le long de l'axe 1. Les lignées Est 

européenne et Oural se différencient quant à elle le long de l'axe 2. Les individus suédois 

n'ayant pas participé au calcul des axes, ils ont été projetés dans l'espace morphologique. Les 

trois populations du sud de la Suède (Skane), du centre-sud (Limes Norrlandicus) et de la 

zone de contact présentent clairement une morphologie proche des spécimens de la lignée 

Ouest européenne avec de plus une importante ressemblance de forme entre les deux 

premières, situées les plus au sud de la Suède. La population la plus nordique présente elle 

une morphologie intermédiaire entre la lignée Oural et la lignée Est européenne, en étant 

toutefois plus proche de cette dernière.

Figure 3. Variations de forme de la troisième molaire supérieure au sein de 
Myodes glareolus représentées sur les deux premiers axes d’une analyse 
canonique des coefficients de Fourier. La variable de groupement 
correspond aux lignées mitochondriales. Les individus suédois n’ont pas 
participé au calcul et ont été projetés a posteriori sur les axes. Chaque 
point correspond à la moyenne d’une localité. 
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 Si on s'intéresse maintenant aux résultats de la reclassification des individus suédois 

au sein des trois lignées mitochondriales (Tableau 1), on se rend compte qu'une majorité 

d'individus est attribuée à la lignée Ouest européenne au sud (70% et 85% au sud et centre-

sud respectivement) et au niveau de la zone de contact (75%). La population nordique 

présente des résultats plus balancés et serait dominée par des individus de la lignée Est 

européenne (40%) avec une part non négligeable d'individus associés aux lignées Ouest 

européenne (35%) et Oural (25%). 

Régions 

suédoises 

Total

individus/région

Réattributions au sein

des lignées continentales 

Ouest Eur. Est Eur. Oural

Sud 10 7 (=70%) 2 (=20%) 1 (=10%) 

Centre-sud 20 17 (=85%) 2 (=10%) 1 (=5%) 

Contact 20 15 (=75%) 2 (=10%) 3 (=15%) 

Nord 20 7 (=35%) 8 (=40%) 5 (=25%) 

Tableau 1. Attributions des individus suédois à l’une des trois lignées 
continentales (Ouest et Est européenne et Oural) suite à une analyse 
discriminante réalisée avec comme variable de groupement les lignées 
mitochondriales (individus suédois non inclus dans le calcul). Le nombre 
d’individu par région est indiqué. Pour chaque région, le pourcentage de 
spécimens suédois attribués aux trois lignées est donné. 

 Sur la base de la morphologie, les populations suédoises présentent donc une 

structuration mettant en évidence une dominante de la lignée Ouest européenne dans le sud 

du pays mais aussi au niveau de la zone de contact. Au nord la situation semble plus 

complexe, un mélange entre les lignées Est et Ouest européennes et Oural semblant 

intervenir en proportions relativement similaires. Concernant la lignée Oural, celle-ci ne 

domine aucune des populations étudiées malgré une présence de plus en plus marquée du sud 

vers le nord (Passant de 5 à 10% au sud, à 25% au nord). 

Comparaison avec les analyses moléculaires : résumé des résultats de Lehanse (2010) 

 Les données génétiques basées sur l’ADNmt différencient bien les lignées Est et 

Ouest européennes et la lignée Oural (Fig. 4A). Les spécimens du nord de la Suède 

présentent clairement un ADNmt du type M. rutilus alors que ceux de la zone de contact et 

des deux localités du sud se regroupent avec les spécimens présentant un ADNmt de type 

Ouest européen. Concernant la localité du sud de la Finlande, les spécimens présentent un 

ADNmt de type Est européen. 
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 L’étude de l’ADNn (microsatellites) met en évidence quatre groupes géographiques 

distincts (Fig. 4B). Une bonne résolution est observée, les spécimens appartenant à la lignée 

mitochondriale Est européenne (spécimens finlandais de référence) se groupant ensembles, 

de même que ceux de la lignée Ouest européenne (localité sud et centre-sud de Suède). La 

zone de contact présente quant à elle un patron particulier, qui est interprété comme un 

mélange au niveau du génome entre lignées Est et Ouest européennes. 

Finalement, des résultats plus contrastés sont observés pour les spécimens identifiés 

comme appartenant à la lignée mitochondriale Oural trouvée au nord de la Suède 

(Norrbotten). Ils se répartissent entre deux groupes distincts : le premier correspondrait à la 

lignée Est européenne alors que le second présente une signature inédite qui correspondrait à 

des exemples d’hybrides interspécifiques M. glareolus/M. rutilus.

Discussion

Mise en évidence d'une structure complexe des populations suédoises

L’étude de l’ADNmt a mis en évidence un patron de différenciation des lignées Est 

européenne, Ouest européenne et Oural très clair (Fig. 4A), avec la confirmation de 

l’existence de deux zones de contact : la première localisée en Suède entre la lignée Ouest 

européenne et la lignée Oural (Jaarola et al. 1999, Abramson et al. 2009), et la seconde en 

Finlande entre la lignée Est européenne et la lignée Oural (Tegelström, 1987 ; Deffontaine et 

al., 2005). 

Figure 4. Résumé des résultats obtenus sur les différents marqueurs. Les lignées 
continentales sont représentées en couleur (Ouest européenne = vert ; Est 
européenne = bleu ; Oural = rouge). La lignée non-déterminée par les 
microsatellites au niveau de la zone de contact est représentée en jaune. 
L’aire de répartition de M. rutilus est indiquée au nord en gris. 
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 Cependant, la considération de deux nouveaux marqueurs complexifie ce patron. 

L’étude de la forme de la UM3 et des microsatellites concorde dans un premier temps avec 

les résultats de l’ADNmt, les lignées Est et Ouest européennes étant bien différenciées 

notamment dans les zones méridionales de la Fennoscandinavie (Fig. 4B et C). La présence 

de la lignée Ouest européenne dans le sud de la Suède peut ainsi s’expliquer par des facteurs 

historiques. En effet, suite au dernier maximum glaciaire qui s'est terminé il y a environ 19 

000 ans (Yokoyama et al., 2000), la recolonisation de la Fennoscandinavie par le campagnol 

roussâtre s'est effectuée par deux routes spécifiques dont la première à s’ouvrir fut celle 

passant par le sud (Jaarola et al., 1999). La mise en place de ponts successifs a permis le 

passage de populations provenant d’Europe de l’ouest, expliquant ainsi l’occurrence de cette 

lignée au sud de la Suède. 

 A l’opposé, la congruence des trois marqueurs est nettement moins évidente au niveau 

de la zone de contact située en Suède ainsi qu’au nord. Concernant les spécimens de la zone 

de contact, ils présentent un génome nucléaire résultant possiblement d’un mélange très 

localisé entre les lignées Est et Ouest européennes (Fig. 4B). Cependant, les résultats 

morphologiques ne fournissent pas d’argument en faveur de cette hypothèse, cette population 

présentant une signature de type Ouest européenne. Concernant le nord de la Suède 

(Norrbotten), cette région est dominée exclusivement par la lignée mitochondriale Oural. Or, 

les microsatellites comme la morphologie de la UM3 on mis en évidence une structure plus 

complexe de cette région. Ainsi, les microsatellites identifieraient une partie des spécimens 

comme similaires à ceux de la lignée mitochondriale Est européenne tandis que les autres 

présenteraient une signature inédite. Dans le cas de la UM3 des spécimens présentant des 

morphologies de type lignées mitochondriales Ouest européenne, Est européenne et Oural y 

sont observés. D’après ces résultats, cette région correspondrait donc à un carrefour intra-

spécifique important où des phénotypes et des génomes appartenant aux trois « lignées 

mitochondriales continentales » se rencontrent. Cette zone de contact était masquée sur 

l’ADNmt par le fait que l’haplotype rutilus semble fortement sélectionné dans les 

environnements nordiques car susceptible de donner un avantage aux spécimens le 

comportant. Au final, les patrons de différenciation observés sur les différents marqueurs ne 

sont pas si différents mais expriment une contribution variable des génomes de différentes 

origines. Par exemple, la morphologie favorise l’idée d’une forte contribution de la lignée 

Ouest européenne jusqu’au nord de la Suède, bien au-delà de la zone de contact mise en 

évidence sur l’ADNmt. 

 Finalement nos résultats mettant en avant une zone de contact au nord de la 

Fennoscandinavie chez le campagnol roussâtre sont cohérents avec des études similaires 
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réalisées sur d’autres types d’organismes comme le chabot commun (Kontula & Väinölä, 

2004) ou la vipère berus (Carlsson et al., 2004). Il s’agirait donc bien d’une région charnière 

pour l’étude des processus de recolonisation de la Fennoscandinavie en période de 

recouvrement postglaciaire, faisant la jonction entre les deux routes de recolonisation du 

nord, l’une passant par le Danemark (sud), l’autre passant par la Russie et la Finlande (nord-

est).

Dynamique temporelle et origine de la lignée Oural

 En regard de la complexité observée dans le nord sur la base de la morphologie et des 

microsatellites, et sachant qu’à Norrbotten tous les spécimens présentaient le même ADNmt 

de type M. rutilus (Fig. 4A), la définition de la lignée Oural comme proposée par Deffontaine 

et al. (2005) n’apparaît plus adaptée puisque visiblement paraphylétique (issue de 

l’hybridation de M. rutilus avec la lignée Ouest européenne d’une part et Est européenne 

d’autre part). 

 Cependant, l’existence d’une lignée hybride M. glareolus/M. rutilus (terminologie 

proposée par Lehanse, 2010) n’en est pas obligatoirement remise en question. En effet que ce 

soit sur le marqueur morphologique et possiblement les microsatellites, une signature 

particulière de cette lignée émerge. Les microsatellites ont mis en évidence dans la localité de 

Norrbotten un patron inédit ne correspondant à aucune autre population. L’hypothèse la plus 

probable serait d’expliquer cette observation par l’introgression d’une faible part du génome 

nucléaire de M. rutilus au sein de M. glareolus (Lehanse, 2010). Cette hypothèse est pour 

l'instant impossible à confirmer sans analyses moléculaires complémentaires sur des 

individus identifiés comme de « purs » Myodes rutilus, mais les résultats obtenus sur la 

forme de la UM3 permettent de fournir un argument supplémentaire en ce sens. En effet, 

l'étude qui a été réalisée a montré qu'un individu se démarquait du nuage de variation de M.

glareolus, se décalant vers le nuage de variation de Myodes rutilus. Cet individu provenait 

justement de la localité de Norrbotten et malgré le fait qu'il soit tout de même attribué à 

l'espèce Myodes glareolus, l’écart vers l'autre espèce pourrait traduire ce phénomène 

d'hybridation actuelle suspectée par l'analyse des microsatellites. Si des cas d’hybridation 

inter-spécifique ont déjà été observés dans des populations en conditions contrôlées (Osipova 

& Soktin, 2006, 2008), mon étude mettrait ici en évidence un cas rare d’hybridation in

natura. Ceci invaliderait donc l’hypothèse d’une hybridation inter-spécifique qui se serait 

passée ponctuellement dans un refuge au sud de l’Oural (Deffontaine Deurbroeck, 2008).
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Conclusion

Mes résultats, combinés à l’analyse de marqueurs nucléaires, ont permis de mettre en 

évidence une structure complexe au sein des populations suédoises de campagnol roussâtre 

non détectée par l’ADNmt (Deffontaine et al., 2005). Cette structure s’explique par le 

processus de recolonisation de la Fennoscandinavie qui s’est effectué par le sud et le nord-est 

(Jaarola et al., 1999), aboutissant notamment à la mise en contact au nord de la Suède de : (1) 

deux espèces de campagnol, et (2) trois lignées de campagnol roussâtre (Est et Ouest 

européennes et Oural). 

Cette étude ouvre de nouvelles portes quant à l’explication de l’origine de la troisième 

lignée observée en Suède, la lignée Oural. Jusque là considérée comme le résultat d’une 

hybridation ancienne et ponctuelle au sein d’un refuge glaciaire situé dans le sud de l’Oural 

(Deffontaine Deurbroeck, 2008 ; Osipova & Soktin, 2006, 2008), l'identification d'un 

individu présentant un patron dentaire intermédiaire entre M. glareolus et Myodes rutilus

laisse penser que des phénomènes d'hybridation inter-spécifique actuels ont  lieu le long de la 

zone de contact entre les deux espèces. Suite à ces observations, Lehanse (2010) propose de 

renommer la lignée Oural en « Lignée hybride M. glareolus/M. rutilus », correspondant 

mieux à son histoire évolutive. La redéfinition de cette lignée ne remet pas en question les 

études que j’ai réalisées au cours de cette thèse puisque cette lignée hybride présente une 

signature retrouvée grâce à l’étude morphologique. 
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Résumé du Chapitre 1 

 Le premier chapitre de cette thèse s’est intéressé à la structuration intra-spécifique 

mise en évidence chez le campagnol roussâtre à l’échelle de l’Europe en se basant sur l’étude 

des molaires. 

 Deux faits marquants en lien avec la dynamique de recolonisation postglaciaire du 

milieu ont dans un premier temps été mis en évidence : (1) l’endémisme des lignées 

méditerranéennes, caractérisé par une forte différenciation morphologique des lignées 

Espagnole et Italienne, (2) la différenciation des lignées continentales Ouest et Est 

européennes malgré une faible divergence génétique (ADNmt) et un fort recouvrement entre 

leurs aires de répartitions. Une signature particulière de la lignée Oural (issue de l’hybridation 

de M. glareolus avec M. rutilus) a de plus été observée.

 Les deux études suivantes de ce chapitre m’ont permis de caractériser 

morphologiquement deux nouvelles lignées de campagnol roussâtre identifiées sur la base de 

l’ADN mitochondrial: la lignée Basque et la lignée Gargano. Ces deux études mettent en 

avant l’existence de micro-zones refuges à proximité de la péninsule espagnole et au sein 

même de la péninsule italienne, montrant qu’une complexité importante existe au sein des 

classiques refuges glaciaires méditerranéens. D’un point de vue phénotypique cela se traduit 

par des divergences marquées de ces populations, liées à leur histoire évolutive ponctuée de 

phases d’isolement. 

 Finalement, dans une troisième partie je me suis intéressé à des populations de 

Fennoscandinavie, véritable carrefour de voies de recolonisation au nord de l’Europe. Deux 

zones de contact entre lignées mitochondriales ont été étudiées et ont permis de mettre en 

évidence une complexité non détectée par l’ADNmt. Finalement, l’origine de la lignée Oural 

définie à l’origine sur la base de l’ADNmt a été précisée grâce aux analyses de forme et aux 

analyses moléculaires (microsatellites) réalisées par Bernard Lehanse (mémoire de Master). 

L’occurrence d’un individu présentant une morphologie intermédiaire entre les deux espèces 

ayant été observée soutient l’hypothèse que cette lignée serait le résultat de phénomènes 

d’hybridation actuels ayant lieu le long de la zone de contact entre M.glareolus et M. rutilus. 

 Malgré un signal de différenciation inter-lignées relativement robuste, mes résultats 

ont révélé une variabilité intra-spécifique importante qui participe à brouiller les patrons de 

différenciation biogéographique. Le chapitre suivant a pour objectif de déterminer l’origine de 

cette variabilité. 
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Chapitre 2 

Pourquoi une telle variabilité du patron 
dentaire chez Myodes glareolus ?





2.1.1 L’influence considérable de l’effet d’usure 

Publication 3 

Variations saisonnières du contour de la molaire:
Un effet de l’usure? 

Aurélie Guérécheau, Ronan Ledevin, Heikki Henttonen, Valérie 
Deffontaine, Johan R. Michaux, Pascale Chevret et Sabrina Renaud 

Mammalian Biology 

Vol. 75, 311-319 (2010) 
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Avant-propos 

 Cette étude a été réalisée dans le cadre du Master d’Aurélie Guérécheau (Ecole 

Normale Supérieure de Lyon), sous la supervision de Pascale Chevret (Institut de Génomique 

Fonctionnelle de Lyon / Université de Lyon 1, Laboratoire de Biométrie et de Biologie 

Evolutive) et de Sabrina Renaud. Les individus considérés correspondent à ceux du jeu de 

données européen de référence que j’ai utilisé lors des précédentes études de ce chapitre, ils 

sont donc tous génotypés. De nouveaux spécimens de Finlande ont été fournis  par Heikki 

Henttonen.

 Les individus finlandais considérés dans cette analyse ont été piégés dans la même 

localité à des périodes de temps différentes, au printemps et à l’automne, offrant l’opportunité 

dans cette analyse préliminaire de tester l’influence de la période de capture sur les études 

morphométriques. En effet le campagnol roussâtre présente une dynamique démographique 

saisonnière marquée, entraînant des fluctuations démographiques au cours de l’année. Ainsi 

selon la période de piégeage, la structure d’âge des populations va changer et induire des 

assemblages de dents de degrés d’usure différents qui peuvent perturber les patrons de 

différenciation morphologique des dents. 

 L’influence de la structure d’âge, si elle s’avère importante lors d’études à l’échelle 

européenne, serait donc une source de variabilité non négligeable des études 

biogéographiques. Lors des campagnes de piégeage, l’échantillonnage est en effet basé en 

général sur une seule capture par localité à un instant « t », qui n’est pas forcément 

comparable entre localités. 
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Aurélie Guérécheaua,b, Ronan Ledevina, Heikki Henttonenc, Valérie Deffontained,e,
Johan R. Michauxd,e, Pascale Chevretb, Sabrina Renauda,�
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Abstract

Morphometric characters can be of use for elucidating the evolutionary history of species by providing an insight

into the selective pressure related to the character of interest, and by allowing integration of fossil specimens. This

potential interest of phenotypic characters, however, depends on how much other sources of variation, such as the life-

history of the animal, may blur an evolutionary signal. For instance, age structure varies along the year, causing in turn

various assemblages of wear stages in the teeth sampled at a given place and time. In this context, we investigated the

season of trapping as potential source of variation in the size and shape of the molar occlusal surface of the bank vole,

Clethrionomys glareolus.

The size and shape of the occlusal surface of the third upper molar was quantified using outline analysis in 60 bank

voles from Finland, trapped at the same study site in successive spring and autumn. The occlusal surface clearly

differed in size and shape between the two seasons of trapping. Using 3D imaging as a visual support, we interpret this

difference as the result of differential wear. The population in autumn is dominated by young specimens with unworn

teeth whereas spring populations are composed of old animals with worn down molars. The range of seasonal

variation in tooth size and shape appears to be of the same order of magnitude as biogeographic variation,

demonstrating that differential wear may have a strong impact on biogeographic and evolutionary studies. Yet,

beyond the effect of trapping season, a biogeographic signal still emerged, related to the genetic lineages evidenced in

other studies. In consequence, morphometric characters such as size and shape of molar occlusal surfaces appear as

valuable tracers of biogeographic differentiation, but future studies should take seasonal variations into account for

more robust interpretation.
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Introduction

Bank voles (Clethrionomys [proposed to be renamed

as Myodes; Wilson and Reeder, 2005; however, this

change being so far not widely established we kept the

former name in the subsequent text] glareolus; Arvico-

linae, Rodentia) are forest rodents present in all Europe,

extending eastwards as far as Siberia. Genetic studies

based on mitochondrial DNA showed the existence of

several phylogeographic groups (Deffontaine et al.

2005) including Mediterranean lineages (Italy and

Spain), and several lineages in central, western and

northern Europe (Fig. 1). The differentiation of these

phylogroups is the consequence of successive fragmen-

tation of their habitats during glacial cycles, leading to

repeated isolation of populations in various refugia

(Deffontaine et al. 2005; Kotlı́k et al. 2006). Among

these lineages, the Ural group is characterised by a

mitochondrial DNA (mtDNA) similar to the mtDNA of

the congeneric vole species, the red vole Clethrionomys

rutilus (Fig. 1B) despite a glareolus nuclear DNA

(Tegelström 1987; Deffontaine et al. 2005). The occur-

rence of a rutilus mtDNA within a glareolus lineage has

been attributed to an introgression of red vole mtDNA

into bank vole, probably due to a hybridization event

(Tegelström 1987; Deffontaine et al. 2005; Potapov et al.

2007).

The differentiation of these lineages occurred during

the Pleistocene glacial cycles and molecular clock

analyses estimate the time of this divergence as

�300 000 yrs. This is recent regarding the geological

time scale. Ongoing morphometric studies nevertheless

suggest that this phylogeographic differentiation may

already have lead to significant phenotypic expression

on the occlusal shape of upper molars (Ledevin et al.

2007). Such a result is promising for integrating

paleontological data into phylogeographic studies, since

teeth are the best conserved material in fossil deposits

for small mammals such as voles. Another striking

feature of these analyses, however, was the importance

of the within-lineage variation. This raised the question

of the source of such a variability interfering with the

signal of phylogeographic differentiation.

Phylogeographic studies are based on samples

trapped at various periods over the distribution area

of the species, each locality being usually sampled once

at a given date depending on trapping campaigns.

Hence, seasonal and interannual variations in the

population structure might underlie the important

within-lineage variation observed on the third upper

molar occlusal shape. As a first step to assess the sources

of phenotypic variation, we focused on differences that

may occur depending on the season of trapping and

hence, on the age of the voles. First, differential

reproduction success during summer and/or survival

during harsh winter periods may constitute selective

events shifting the composition of the population.

Second, the age structure of the populations changes

through the year, due to the seasonal reproduction

periods (Tkadlec and Zejda 1998). In northern bank

voles, breeding lasts from spring to autumn; hence

animals trapped in spring are old, overwintered animals

whereas trapping in autumn samples a variety of age

classes, from relatively old to young animals born in

summer.

Teeth get worn with the increasing age of the animal.

The associated shape change of the 2D crown outline

has been shown to be limited to old age classes in the

wood mouse (Renaud 2005). However, wood mice are

characterized by low-crowned molars, whereas voles

display high-crowned, hypsodont teeth (Tesakov 1996).

Many voles even display ever-growing teeth, although

Clethrionomys presents an intermediate stage: molars

are first unrooted at the beginning of the post-natal

ontogeny, with subsequent apparition of oral and aboral

roots that will grow all along the life of the animal

(Lowe 1971). It seems that wear, and hence indirectly

ARTICLE IN PRESS

Fig. 1. Geographic sampling and phylogeographic back-

groung in bank voles. (A) Geographic localization and lineage

attribution of the bank voles considered in the present study.

The FIN_PJ locality corresponds to the studied area (Pallas-

järvi, Finland). (B) Simplified tree representing the relation-

ships among the Western, Eastern and Ural lineages, based on

a neighbour-joining analysis of mtDNA haplotypes. Note that

the Ural mtDNA is similar to the mtDNA of Clethrionomys

rutilus. (after Deffontaine et al. 2005).

A. Guérécheau et al. / Mamm. biol. 75 (2010) 311–319312
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age, may affect the shape of the occlusal surface in bank

voles (Borodin et al. 2006), and such an effect has been

further proven to be of significant importance in some

hypsodont mammals (Bair 2007).

As a first attempt to evaluate the occurrence of

morphological difference in M3 occlusal shape due to

season of trapping, samples composed of animals

trapped at three successive time periods (spring 2000,

spring 2001 and autumn 2001) in the same locality

(Pallasjärvi, Finland) were considered. Using 2D outline

analysis, the size and shape of the occlusal surface were

quantified and compared among these samples. Finally,

to evaluate how much such difference might interfere

with geographic patterns, the amount of morphological

variance caused by seasonal differences was compared

with the range of phylogeographic variation (Ledevin et

al. 2007).

Material and methods

Material

Bank voles were snap-trapped at Pallasjärvi, Finland

(Fig. 1A), at three different periods: spring 2000, spring

2001 and autumn 2001. Sex was known for all spring

animals. Autumn animals were non-breeding sub-adults

for which sexual differences should not appear. Heads

were preserved in 95%-ethanol and manually cleaned

before the morphometric analysis. 20 individuals from

each group were analysed (10 males and 10 females

when the sex was known).

In order to compare the seasonal variation of

morphology with the phylogeographic signal, these

animals were compared with bank voles from different

European localities sampling most of the known

lineages (Table 1; Fig. 1A), including a further sample

from Pallasjärvi (12 specimens from autumn 2001).

Bank voles at Pallasjärvi belong to Ural mtDNA clade,

and the contact zone with the Eastern lineage in Finland

and Western lineage in Sweden is more than 400 km

south from Pallasjärvi.

All adult and sub-adult animals with completely

erupted third molar were considered.

Data acquisition

Two kinds of morphometric analyses can be used to

compare tooth shape: landmark-based methods and

outline analysis. In bank voles, most landmarks would

correspond to maxima and minima of curvature,

whereas the outline of the occlusal surface efficiently

describes the complex shape composed of neighbouring

triangles (Navarro et al. 2004). For this analysis, the

occlusal surface of the left third upper molar (M3), or a

mirrored image of the right M3 if the left molar was

damaged, was considered for each animal. The 2D

outline of the occlusal surface was digitized as the

external outline of the enamel ridge delimiting the

crown. This 2D outline provided a good description of

the occlusal surface of the molar since it was nearly flat

ARTICLE IN PRESS

Table 1. Groups considered for seasonal differences at Pallasjärvi (Season) and geographic variations (Geography), with the

number of specimens measured for the M3 occlusal surface (Nb.).

Label Country Locality Lineage Nb.

Season Spring 00 Finland Pallasjärvi Ural 10 ~+10 #

Spring 01 Finland Pallasjärvi Ural 10 ~+10 #

Autumn 01 Finland Pallasjärvi Ural 20

Geography LIT Lithuania Alytus East 4

POL Poland Lublin East 8

ROM Romania Sovata East 9

RUS_JU (1) Russia Zhiguli mountains East 4

RUS_SA (2) Russia Ozerki East 8

RUS_BA Russia Bashkiria Ural 25

FIN_PJ Finland Pallasjärvi Ural 12

IT Italy Tuscany Italy 10

SP Spain Asturias Spain 12

AUS Austria Pfunds, Ventetal, Zemmtal West 16

BEL Belgium Blégnie, Dalhem, Liège, Virelles West 24

FR France Loiret West 2

GER Germany Langenberg West 3

HG Hungary Bak West 4

SLN Slovenia Delnice, Livek West 3

‘‘Label’’ indicates the abbreviation used on the Figures; country and locality of trapping are mentioned as well as the phylogeographic lineage the

specimens belong to.

A. Guérécheau et al. / Mamm. biol. 75 (2010) 311–319 313
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in bank voles. A drawback is that the occlusal surface is

directly affected by wear along the life of the animal.

Unfortunately the vertical sides of the Arvicoline tooth

prevent focusing at the base of the crown, a procedure

that allows limiting the effect of wear in morphometric

analyses of murine teeth (Renaud 2005).

The starting point was defined at the minimum

between the first and the second anterior labial triangles.

The OPTIMAS software (version 6.5) was used to

extract the area enclosed by the outline, considered as an

estimate of the tooth size, and the coordinates of 64

points at equal curvilinear distance on the outline.

Outline analyses

In order to quantify the shape of the molar, the

64 points along the outline were analysed by an Elliptic

Fourier Transform (EFT), using the EFAwin software

(Ferson et al. 1985). Such an analysis has been shown to

efficiently describe variation in molar shape of Arvico-

line rodents (Navarro et al. 2004).

Using this method, the outline is approximated by a

sum of trigonometric functions of decreasing wave-

length, the harmonics. Each harmonic is weighted by

4 coefficients An, Bn, Cn, Dn, and corresponds to an

ellipse in the x,y plane. The first ellipse (defined by the

coefficients A1, B1, C1, and D1) contains information

about the size, position and rotation of the molar, and

has been used to standardize the outline data. Hence,

the first three coefficients were not retained for the

statistical analysis, as they correspond to residuals after

standardization (Crampton 1995; Renaud et al. 1996).

The fourth one, D1, corresponding to the minor axis of

the ellipse, contains information about the elongation of

the molar and was conserved in the analysis (Michaux

et al. 2007).

Two different criteria are important to determine the

rank of the last harmonic to be considered: the

measurement error and the information content of each

harmonic. A study on Arvicoline teeth suggested

retaining 10 harmonics (Marcolini 2006).

In order to visualize the morphological changes

between groups, average Fourier coefficients for each

group were calculated, and the corresponding outline

was reconstructed using an inverse Fourier method

(Rohlf and Archie 1984) and the NTSYS software.

Statistical analyses

The differences in molar area between groups were

tested by an analysis of variance (ANOVA). The shape

of each molar was described by 37 Fourier coefficients

(the last coefficient of the first harmonic, and

4 coefficients for each of the 9 subsequent harmonics).

The difference in molar shape between seasonal groups

was tested by a MANOVA performed on the Fourier

coefficients, and the associated Wilks’ Lambda test.

The main patterns of shape variation among the three

Pallasjärvi samples were expressed on synthetic shape

axes obtained by a principal component analysis (PCA)

on the Fourier coefficients. A PCA can be computed

based on two different matrices: correlation or variance-

covariance matrix. The analysis of the correlation

matrix was used here because it is more sensitive

to localized changes in the outline, as the Fourier

coefficients are weighted for the analysis. A PCA on

the variance-covariance matrix would have given

more importance to the information of the first

harmonics and to global shape differences (Michaux

et al. 2007).

To further evaluate the importance of the seasonal

differences compared with geographic differentiation, a

PCA including both the seasonal samples from Pallas-

järvi and the localities documenting geographic varia-

tion was performed. The existence of differences among

lineages on the principal axes was tested by ANOVA on

the principal scores.

Statistical analyses were performed using SYSTAT

v.11 software and the R software ({R Development

Core Team} 2008).

3D imaging

In order to further investigate the impact of progres-

sive wear on the shape of the M3 occlusal surface, 3D

images of the molar row were acquired for one specimen

showing limited wear (PJS01-34, trapped in spring

2001). Data acquisition was performed using a mCT-

scanner, with slices spaced from 20 mm and a final pixel

size of 45 mm (tomography performed by Voxcan, Lyon,

France). Based on the 3D reconstruction, successive

slices of the upper molar row were performed parallel to

the occlusal surface, providing a visual approximation

of the effect of progressive wear on the 2D shape of the

occlusal surface.

Results

Influence of the trapping season on the size of the M3

occlusal surface

A possible sexual dimorphism of the molar area was

tested and showed no difference between males and

females in the pooled sample of springs 2000 and 2001

(ANOVA: P ¼ 0.964), allowing to pool males and

females together for subsequent analyses.

A significant difference in molar size between the

three trapping seasons at Pallasjärvi was evidenced

(ANOVA: Po0.001). Animals trapped in spring 2000
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and in spring 2001 have M3 occlusal surface of similar

size (spring 2000 vs. spring 2001: P ¼ 0.912), covering

the same range of variation, in contrast to animals

trapped in autumn 2001 (Fig. 2A) when smaller M3

occlusal surfaces occur in the population (spring vs.

autumn animals: Po0.001). Hence, the spring groups

are not a mere sub-sample of the autumn one, despite an

overlap in the size distribution.

Influence of the trapping season on the shape of the

M3 occlusal surface

A test of sexual dimorphism of the molar shape

showed no difference between males and females in

springs 2000 and 2001 (MANOVA on the Fourier

coefficients, Wilks’ lambda P ¼ 0.100). Males and

females of each season were thus considered together.

A significant difference exists between the three

groups of Pallasjärvi (MANOVA on the Fourier

coefficients, Wilks’ Lambda P ¼ 0.008), showing that

the M3 shape depends on the trapping season. The two

spring samples display similar M3 shape (P ¼ 0.597),

differing from the autumn sample (P ¼ 0.003). Accord-

ingly, in the first principal plane of the PCA on the

Fourier coefficients (PC1, 36.2% of the total variance,

and PC2, 20.4%) the two spring populations overlap

whereas they segregate from the autumn group (Fig.

2B). The average reconstructed outlines (Fig. 2C) show

that the M3 occlusal surface in spring populations

(composed of old, overwintered animals) has larger

triangles in its foremost part, the posterior lobe being

apparently shortened because of a backwards shift of

the lingual posterior triangle. The labial posterior zone

in contrast appears as straighter and longer, providing

an elongated impression. In contrast the average outline

corresponding to the autumn group (dominated by
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young animals born in the summer) has compact, acute

triangles in the foremost part of the tooth, but a short,

ondulated back-part.

Finally, an overall relationship seems to exist between

the size and the shape of the M3 occlusal surface (Fig.

2D). Both spring samples cluster together towards large

size and high PC1 scores without displaying a clear size/

shape trend. In contrast the autumn group displays a

wider size and shape distribution and hence, a size/shape

relationship seems to emerge within this sample. The few

autumn specimens with the largest occlusal surface

cluster within the range of the spring samples, pointing

to a common size/shape relationship in all the three

Pallasjärvi samples (Fig. 2D).

3D imaging

The 3D image of a relatively unworn upper molar row

(Fig. 3A) clearly shows that the posterior border of the

tooth is not straight but tilted. Hence, progressive wear

will affect the 2D outline of the occlusal surface by

moving along this curved surface. This is exemplified by

three successive slides mimicking progressive wear down

the crown (Fig. 3B). The occlusal plane indeed shows

a shortened and roundish back-part of the M3 typical

of the autumn outline. By going down from 120 and

then 320 mm, the back-part of the M3 extends and

becomes more elongated in its labial posterior part,

corresponding to the reconstructed average outlines and

to the observed increasing size of the occlusal surface of

the spring populations.

Phylogeographic versus seasonal variability in M3

occlusal surface size and shape

The difference due to seasonal variation in the area of

M3 occlusal surface is of the same order of magnitude as

differences observed between distant localities in the

Western lineage or between lineages such as Ural and

Eastern lineages (Fig. 4A). Only the Italian and Spanish

groups display a size clearly outside the range of

variation covered by the seasonal variations at Pallas-

järvi.

Regarding the shape of the M3 occlusal surface, the

first principal plane of the PCA including all localities

and the seasonal groups at Pallasjärvi expresses a large

within-lineage variation without clear biogeographic

structure (Fig. 4B). Except for the Spanish lineage

shifted towards negative PC1 values (PC1: 29% of the

total variance), the range of the different lineages

overlap, leading to a weak inter-lineage differentiation

on this axis (ANOVA among lineages on PC1:

P ¼ 0.036; without the Spanish lineage P ¼ 0.781).

Along the same PC1 axis, the seasonal groups at

Pallasjärvi are dramatically opposed, with spring sam-

ples plotting towards positive values whereas autumn
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Fig. 3. 3D Image of an upper molar row and slices down the occlusal surfaces mimicking progressive wear. Left, a specimen from

the autumn population 2001 with a high crown was selected for a mCT-scan, with slices spaced from 20 mm and a final pixel size of

45 mm (tomography performed by Voxcan, Lyon, France). Right, based on the 3D reconstruction, successive slices of the upper

molar row were performed parallel to the occlusal surface, providing a visual approximation of the effect of progressive wear on the

2D shape of the occlusal surface.
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samples plots towards negative scores. This suggests

that this axis is heavily influenced by temporal

variability occurring within a given area, corresponding

at Pallasjärvi to a difference between spring and autumn

populations.

No phylogeographic structure emerge on the subse-

quent second axis (PC2, 19% of variance; ANOVA

among lineages: P ¼ 0.773) but geographic differences

are displayed on the third axis (PC3, 13% of variance;

ANOVA among lineages: Po0.001). This corresponds

mainly to a segregation of the Eastern lineage vs. all

other groups along this axis (Fig. 4C). Noteworthy, the

different seasonal samples of Pallasjärvi cluster together,

and are close to the other Ural samples along this axis.

Thus, inter-lineage differences emerge on this morpho-

space, by discarding the large intra-group variability

characteristic of the first principal axis.

Discussion

Our study demonstrated that the size and shape of the

molar occlusal surface, here the third upper molar,

varies significantly in a given population of bank voles

depending on the trapping season. Such an effect is not

negligible compared with biogeographic differences and

may thus interfere with the attempt of tracing short-

term evolutionary processes based on such phenotypic

characters.
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Several, non-mutually exclusive hypotheses may

contribute to explain such seasonal variations in the

estimate of size and shape of the M3 occlusal surface.

First, this may be a mere consequence of differences in

age structure documented in a population at different

times of the year, leading to measures of the occlusal

surface on teeth worn at a different degree. The

difference observed between spring and autumn samples

at the same location would correspond to a difference

between worn teeth observed in spring samples,

composed of old, overwintered animals, and less worn

teeth in autumn samples, when young animals born

during summer dominate. Several evidences support this

hypothesis. In the size/shape morphospace (Fig. 2C), a

gradient seems to lead from small, variable autumn M3

samples to larger, less variable spring samples. This may

correspond to mixed autumn populations composed of

rather young animals with unworn teeth, and some

older animals that overlap with the spring population

exclusively composed of old, overwintered animals with

worn teeth. In agreement, the tentative attempt to mimic

progressive wear by successive slides down the crown on

a 3D model of an unworn M3 provided significant size

and shape variation of the occlusal surface that match

the expected pattern based on seasonal differences.

These variations would be due to a pyramidal backpart

of the M3, leading to an increased occlusal surface and a

change in its shape when the tooth crown is worn down.

The second hypothesis to explain seasonal differences

in a population involves differential selection along the

seasonal life cycle. For some reason, directly related or

not to the morphology of the occlusal surface, specimens

with a larger occlusal surface and larger foremost

triangles on the M3 might better survive winter, whereas

specimens with a reduced occlusal surface might better

reproduce in summer. Only population genetics analyses

may validate or discard this hypothesis (Ishibashi et al.

1997) and such a study is currently under way.

Considering, however, the importance of variation in

the occlusal surface only related to different degree of

wear, makes the first hypothesis the most straightfor-

ward candidate to explain the seasonal differences

observed.

Our results suggest that wear, and hence indirectly

age, affect the outline of the occlusal surface. This

variation is far from negligible compared with differ-

entiation among lineages, being of the same order of

magnitude and even emerging as the first order signal of

a multivariate analysis including samples covering both

seasonal and geographic variations. It may therefore

interfere with tracing biogeographic history from teeth

remains. Taking wear into consideration, however, may

allow discarding this effect and improve the value of

teeth as phylogeographic markers. Further effects may

contribute to the important phenotypic variation in

bank voles. We considered seasonal variations, but this

species is characterised by important multi-annual fluctua-

tions in population density (at Pallasjärvi Henttonen 2000;

Tkadlec and Stenseth 2001). These fluctuations have been

attributed to various factors including predation (at

Pallasjärvi Henttonen et al. 1987; Lambin et al. 2000;

Hanski et al. 2001; Korpimäki et al. 2005), competition

(Hansen et al. 1999), or seasonality (Tkadlec and Zejda

1998; Saitoh et al. 2003). All might influence the

phenotypic characteristics of the population, directly

through differential selection or indirectly through changes

in the age structure and the related wear stages. Further

studies are required to evaluate the importance of these

sources of variation compared with geographic patterns.
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Pierre Quéré for stimulating discussions, as well as A.V.

Borodin and an anonymous reviewer for their helpful

comments. This study has been supported by the ANR

‘‘Quenottes’’ and GDR 2474 ‘‘Morphométrie et Evolu-

tion des Formes’’.

References

Bair, A.R., 2007. A model of wear in curved mammal teeth:

controls on occlusal morphology and the evolution of

hypsodonty in lagomorphs. Paleobiology 33, 53–75.

Borodin, A.V., Davydova Yu, A., Elkina, M.A., 2006. Dental

characters in voles of the genus Clethrionomys Tilesius,

1850 in Visimsky Natural Reserve. Ecological Studies in

Visimsky Natural Reserve, Ekaterinburg 1, 77–85 (in

Russian).

Crampton, J.S., 1995. Elliptic Fourier shape analysis of fossil

bivalves: some practical considerations. Lethaia 28,

179–186.

Deffontaine, V., Libois, R., Kotlı́k, P., Sommer, R., Nieberd-

ing, C., Paradis, E., Searle, J.B., Michaux, J.R., 2005.

Beyond the Mediterranean peninsulas: evidence of central

European glacial refugia for a temperate forest mammal

species, the bank vole (Clethrionomys glareolus). Molecular

Ecology 14, 1727–1739.

Ferson, S., Rohlf, J.F., Koehn, R.K., 1985. Measuring shape

variation of two-dimensional outlines. Systematic Zoology

34, 59–68.

Hansen, T., Stenseth, N., Henttonen, H., Tast, J., 1999.

Interspecific and intraspecific competition as causes of

direct and delayed density dependence in a fluctuating vole

population. Proceedings of the National Academy of

Sciences of the United States of America 96, 986–991.

Hanski, I., Henttonen, H., Korpimäki, E., Oksanen, L.,
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Avant-propos 

 Cette étude a pu être réalisée grâce à plusieurs campagnes de piégeage réalisées par 

Jean-Pierre Quéré en Franche-Comté, à des années différentes ainsi qu’à des saisons 

différentes (Printemps et Automne). 

 Dans cet article, je me suis dans un premier temps intéressé plus en détail à la 

variabilité de la UM3 liée à des effets de structure d’âge de population. Le poids du cristallin 

(meilleur estimateur d’âge connu chez les campagnols) étant disponible pour chaque individu, 

des informations directes concernant la structure d’âge de la population étaient accessibles. 

J’ai ainsi pu aller plus loin dans les observations et interprétations relatives à la question de 

l’âge.

 Dans un second temps, je me suis penché sur un second type de variation apparaissant 

lors de l’analyse de forme : le polymorphisme de forme de la UM3 de Myodes glareolus avec

la présence des patrons simplex et complex. L’étude de forme de la dent, couplée à l’étude de 

taille, a permis de proposer un modèle expliquant ces patrons dentaires en se basant sur les 

dernières avancées réalisées en biologie du développement. En effet, il s’avère que de fines 

modulations des séquences développementales peuvent produire d’importants changements 

morphologiques sans impliquer pour autant de modifications génotypiques notables.

 Les conséquences de ce résultat concernant les processus d’évolution à long terme ont 

ensuite été investiguées en considérant l’échelle inter-spécifique en plus de l’échelle intra-

spécifique.
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Abstract

Phenotype variation is a key feature in evolution, being produced by development and 

the target of the screening by selection. We focus here on a variable morphological feature: 

the third upper molar (UM3) of the bank vole, aiming at identifying the sources of this 

variation. Size and shape of the UM3 occlusal surface was quantified in successive samples of 

a bank vole population. The first source of variation was the season of trapping, due to 

differences in the age structure of the population in turn affecting the wear of the teeth. The 

second direction of variation corresponded to the occurrence, or not, of an additional triangle 

on the tooth. This intra-specific variation was attributed to the space available at the posterior 

end of the UM3, allowing or not the addition of a further triangle.

This size variation triggering the shape polymorphism is not controlled by the 

developmental cascade along the molar row. This suggests that other sources of size variation, 

possibly epigenetic, might be involved. They would trigger an important shape variation as 

side-effect by affecting the termination of the sequential addition of triangles on the tooth.

Keywords : evo-devo, molar, evolution, Myodes glareolus, Clethrionomys, Arvicolidae. 
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Introduction

Genetic networks, developmental pathways and environmental influences interact to 

produce, from a set of genotypes in a population, a phenotypic variation that is the target of 

the screening by natural selection. The variation in a population can therefore increase or 

impede response to selection, depending on whether or not it is correlated to the change under 

selection (Steppan et al., 2005). How development might channel variations from genetic or 

environmental origin into a preferred direction of phenotypic variation will therefore 

condition the capacity of a population to evolve, or evolvability (Jernvall, 2000; Beldade et 

al., 2002). Analysing the patterns of phenotypic variation in a population may bring light onto 

the developmental constraints underlying this variation (e.g. Renaud et al., 2009), and in turn 

on the role that such processes might play over evolutionary time scale.  

The dentition of the bank vole, Myodes glareolus (formerly known as Clethrionomys

glareolus) offers a challenging case to apply such quantitative methods to unravel the 

processes underlying phenotypic variation. This arvicoline species is known to display an 

important variation regarding the morphology of its third upper molar (UM3) (Bauchau & 

Chaline, 1987; Guérécheau et al., 2006). In arvicoline teeth, cusps correspond to successive 

triangles (Fig. 1) which number varied along the evolution of the group (Kaneko et al., 1998; 

Chaline et al., 1999). In some species the number of cusps is fixed whereas in other a 

polymorphism exists regarding the number of cusps on certain molars (e.g. Markova et al., 

2010). Exemplifying this case, the UM3 of M. glareolus displays from three to four triangles 

on its lingual side (Fig. 1A, B) whereas close relatives such as M. rufocanus and M.rutilus

display three or four triangles, respectively. We therefore quantified size and shape of the 

UM3 in a population of Myodes glareolus documenting the tooth polymorphism, and 

attempted to identify the processes involved in this variation by mobilising the recent 

breakthroughs regarding dental development (e.g. Jernvall, 2000; Salazar-Ciudad & Jernvall, 

2004; Kassai et al., 2005; Kavanagh et al., 2007).

117

Chapitre 2



Figure 1. Examples of extreme morphologies of bank vole third upper molars in 
occlusal view. Measurements collected for this study are also presented. (A) A 
simplex molar characterised by three lingual triangles. (B) A complex tooth with 
four lingual triangles. Univariate measurements are: D1, the distance from the tips 
of the first to the second triangles; D2, the distance from the second to the third 
triangle; D3, the distance from the tip of the third triangle to the posterior end of 
the tooth; Infra-occlusal length, the total length of the tooth measured two 
millimetres under the occlusal surface on the labial side of the tooth; the last re-
entrant angle, angle measuring the degree of indentation of the posterior part of the 
tooth. The overall shape of the tooth is quantified by the 2D outline of the occlusal 
surface, schematically represented here for each of the tooth. The starting point 
(black dot) is located at the most re-entrant point between the first and second 
anterior labial triangles. 

Material and Methods

Study approval 

This experimentation was supported by an authorization given by the French 

government to the co-author JPQ (n° 34-107). It allows the experimentation on living 

vertebrates (rodents). 

Material

A total of 103 bank voles were trapped in the same locality of Franche-Comté 

(surroundings of Levier, France, 6°12E, 46°58N), sampled at four successive periods of time: 

spring 1986 (14 specimens), autumn 1989 (27 specimens), spring 1995 (33 specimens) and 
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autumn 1995 (29 specimens) (Giraudoux et al., 1994). The dry eye lens was weighted for 

each specimen and used as age estimator (Kozakiewicz, 1976).  

In order to compare the pattern of variation of the UM3 of M. glareolus with species 

that do not display a dental polymorphism for this tooth, 15 specimens of M. rutilus from 

Pallasjärvi (Finland, 24°11E, 68°01N) and 11 specimens of M. rufocanus from the Altaï 

(Baihaba, Xinjiang, China, 86°78E, 48°69N; Giraudoux et al., 2008) were further considered. 

The specimens of M. glareolus and M. rufocanus are housed at the CBGP (Montpellier, 

France). The specimens of M. rutilus are part of the collection of H. Henttonen (Finnish 

Forest Research Institut, Vantaa, Finland). 

"

Size and shape univariate measurements 

The length of the UM3 was measured on the labial side two millimetres below the 

occlusal surface in order to minimize wear effect (Fig. 1B). In order to investigate how the 

variation of the UM3 is conditioned by the previous teeth, the length of the first (UM1) and 

second (UM2) upper molars was measured as well. 

The occurrence or not of an additional triangle on the lingual side of the tooth was 

quantified by the last re-entrant angle (Fig. 1A). To identify how much the anterior triangles 

influenced the polymorphism of the posterior part of the tooth, the distance from the first to 

the second (D1) and from the second to the third triangles (D2) were measured. The posterior 

part, with or without an additional triangle, was measured as the distance from the third 

triangle to the posterior end of the tooth (D3) (Fig. 1B).

Outline analysis of the UM3 occlusal surface 

In order to quantify the overall variation in tooth shape, the 2D outline of the UM3 

occlusal surface was investigated. The elliptic Fourier transform (EFT) appears as appropriate 

to describe such complex shape characteristics of arvicoline teeth (Navarro et al., 2004).

For each molar, 64 points at equally spaced intervals along the outline were sampled 

using Optimas v.6.5 and analyzed by an EFT using the EFAwin software (Ferson et al., 

1985). This method is based on the separate Fourier decompositions of the incremental 

changes of the x-y coordinates as a function of the cumulative length along the outline (Kuhl 

& Giardina, 1982). The outline is approximated by a sum of trigonometric functions of 

decreasing wavelength, the harmonics. Each harmonic is weighted by four Fourier 
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coefficients (FCs) defining an ellipse in the x, y plane: An, Bn, Cn and Dn. The first harmonic 

ellipse corresponds to the best-fitting ellipse to the outline and its area was used to standardize 

the FCs for size differences. The major axis of the first harmonic ellipse was taken as new x-

axis to adjust the orientation of the outline (Rohlf, 1990). Since the coefficients A1, B1 and C1

correspond to residuals after standardization (Crampton, 1995; Renaud et al., 1996), they 

were not included in the subsequent statistical analysis. The coefficient D1 still retains 

information about the elongation of the outline (Renaud et al., 2007). Hence, it was included 

in the statistical analyses. Ten harmonics were considered in this study, being the best 

compromise between the amount of measurement error and the information content of each 

harmonic (Ledevin et al., 2010). Therefore a dataset of 37 variables (40 FCs minus A1, B1 and 

C1) was retained for subsequent analyses. 

A visualization of shape changes of the molar occlusal surface was provided by 

reconstruction of outlines using the inverse Fourier method (Rohlf & Archie, 1984). 

Statistical analyses 

Differences in univariate parameters were tested using analyses of variance 

(ANOVA); their relationships with each other were investigated using linear univariate and 

multivariate regressions.  

The set of shape variables (FCs) describing the occlusal surface of the UM3 was 

investigated using multivariate statistics. A Principal Component Analysis (PCA) on the 37 

FCs allowed expressing the main directions of variation on synthetic shape axes. It was 

performed on the correlation matrix in order to balance the importance given to the FCs of the 

successive harmonics. These synthetic shape axes summarizing the main patterns of 

variations, and they were investigated using the same protocols as the other univariate 

parameters. Two PCAs were performed, one focusing on the intra-population variation of M.

glareolus, and the other including specimens of the related species M. rutilus and M.

rufocanus.
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Results and Discussion

Wear effect as primary source of variation of the molar occlusal surface 

The analysis of the UM3 shape variation provided a balanced contribution on the first 

two principal axes (PC1 = 27.0% of total variance and PC2 = 22.7%). The first axis clearly 

opposes spring to autumn samples (Fig. 2A). This trend was further confirmed by two-by-two 

tests on scores along PC1, showing that no difference separates either spring or autumn 

samples along PC1 (ANOVA: Sp86 vs. Sp95: P = 0.079; Au89 vs. Au95: P = 0.079). In 

contrast spring and autumn populations are significantly different along PC1 (Sp86-Au89; 

Sp86-Au95; Sp95-Au89: P < 0.001; Sp95-Au95: P = 0.022). The reconstructed outlines (Fig. 

2B) show that this trend opposes teeth with a large and round forepart, characteristic of spring 

populations, to teeth with a straight and compressed forepart and a straight and long posterior 

part, typical of autumn populations.  

Figure 2. Shape variation of the third upper molar in the bank vole. (A) Shape variation 
of the third upper molar in the bank vole, represented on the first two principal 
axes of a PCA on the Fourier coefficients of the molar outline. Each grey dot 
corresponds to a specimen; the mean (+/- the confidence interval) of the four 
successive periods of trapping have been superimposed to the total variation (red 
triangles = Autumn, blue triangles = Spring). (B) Reconstructed outlines 
visualising shape variations along the first and second axes.  
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These results are in agreement with previous data on a Finnish bank vole population 

that evidenced an important effect of the trapping season (Guérécheau et al., 2010). The 

reason of this effect was hypothesized to be due to different age structure in spring and 

autumn populations, leading to different wear stages of the tooth dominating at different time 

periods of the year. Progressive wear down the crown was shown to impact the shape of the 

occlusal surface (Guérécheau et al., 2010) in a similar way to the one characterizing the 

present trend along PC1. Our data set allows testing this hypothesis in a more direct way: eye 

lenses were weighted in our populations and provide a direct estimate of the age of each 

animal (Kozakiewicz, 1976). This age estimator shows dramatic variations from autumn to 

spring (Fig. 3). Autumn populations are dominated by young animals born in spring and 

summer (Liénard, 2003) whereas spring populations are exclusively composed of old, 

overwintered animals. The significant relationship between this age estimator and the shape of 

the UM3 occlusal surface, estimated by scores on PC1 (R2 = 0.277, P = 0.001) further 

validates the hypothesis that population dynamics, by affecting the wear stage dominating 

each sample, heavily contributes to the variation in occlusal shape in this species.  

Figure 3. Differences in age distribution. Dot density diagram representing differences 
in age distribution between the successive periods of trapping. The eye lens weight 
(mg) was used as age estimator. Symbols correspond to the season of trapping (red 
triangles = Autumn, blue triangles = Spring). 
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This result may appear surprising since wear has been demonstrated of little 

importance on 2D outline of the tooth in other rodents such as mice (e.g. Renaud, 2005; 

Renaud et al., 2009). This discrepancy regarding sensitivity of the outline shape to wear is due 

to the different geometry of the cusps. The bulged cusps in murine teeth allow focusing down 

the crown when analyzing its 2D outline, a place affected by wear only late in life; in contrast 

the vertical sides of the triangles on the arvicoline teeth force to consider the shape of the 

occlusal surface, directly affected by wear.  

This source of variance related to population dynamics may appear as both an 

advantage and a drawback, depending on the scopes of morphometric analysis of tooth shape. 

It is a drawback if trying to analyze evolutionary or biogeographic patterns, by introducing a 

contingent factor related to the time of trapping for each sample (e.g. Ledevin et al., 2010). It 

is challenging, on the other hand, by opening the way to study some aspects of population 

dynamics on past samples. Regarding this perspective, the morphological closeness of the two 

samples from 1995 challenges some further analyses. It may either be due to a genetic 

relatedness, sampling two directly successive generations of bank voles, and this would 

suggest the occurrence of a dynamics of genetic changes through time, either due to drift or 

selective effects. Alternatively, being so close in time, the two generations documented in 

Sp95 and Au95 might have experienced related environmental and/or demographic conditions 

during growth (Tkadlec & Zejda, 1998), leading to a close morphological signature.

To conclude on this first-order morphological signal, it appears as related to intra-

annual, and possibly inter-annual, population dynamics. As such, it is not directly relevant 

either to genetic variations or developmental processes during the formation of the tooth. It 

rather corresponds to a superimposed signature of wear during late life that may blur other, 

more intrinsic sources of variations.

Intra-population variation in UM3 shape: modulation of an unchanged developmental 

pathway? 

Focusing on the second axis of variation (PC2) allows discarding the variation of the 

tooth superimposed by wear during late life. This axis opposes teeth with three lingual 

triangles to teeth with an additional triangle, suggesting that this axis may correspond to the 

polymorphism described in the bank vole (Bauchau & Chaline, 1987). We confirmed this 

interpretation by evidencing a correlation between scores on PC2 and the re-entrant angle on 

the posterior part of the tooth quantifying the occurrence of a fourth lingual indentation (R2 = 
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0.525, P < 0.001). This polymorphism was first described by its two end-members, the morph 

with three triangles being named simplex and the morph with four triangles complex (Jeannet, 

1978; Bauchau & Chaline, 1978); considering the occurrence or not of a triangle, together 

with this clear-cut terminology, suggested a discrete variation (Contoli et al., 1992). Our 

results rather show a continuous range of variation between the two characteristic end-

members. They further suggest that the typical and most obvious polymorphism, 

corresponding to the fourth lingual indentation, may go together with other concerted changes 

of the occlusal surface, since the reconstructed outlines point to other morphological trends 

along PC2 such as a broader vs. narrower anterior part of the tooth (Fig. 2B). 

Developmental data have shown that triangles in arvicoline teeth, in the same way 

than cusps in murine molars (Jernvall et al., 2000), are sequentially determined along a mesio-

distal and temporal sequence. Activation-inhibition mechanisms control spacing and timing in 

such a sequential addition (Jernvall, 2000). The first cusp to develop, corresponding at this 

ontogenetic stage to an epithelial signaling center (a.k.a enamel knot), is surrounded by an 

inhibitory field and the next cusp will only develop outside this field. The spacing of the 

cusps, here the triangles, are thus likely determined by the range of this inhibitory field; the 

phenotypic output on the adult tooth can be estimated as the distance between successive 

triangles. The first way to achieve an additional triangle on the UM3 would thus involve an 

alteration of the inhibitory field: the shorter the spacing between successive triangles, the 

more triangles are likely to develop for a tooth of equivalent size. An alternative is to vary the 

posterior termination of the sequential addition, without changing the spacing between 

triangles.

A change of the spacing would affect the distance between the first triangles, hence 

D1+D2. A change in the termination of the sequential addition would lead to a variation in the 

posterior part of the tooth, hence D3. Therefore, the chance to develop an additional lingual 

triangle (quantified by lower scores on PC2) would increase with a decrease of (D1+D2), or 

an increase of D3. Whatever the process, PC2 should thus be related to (D1+D2)-D3 and this 

is indeed the case (R2 = 0.303, P < 0.001; Fig. 4A). Yet, PC2 is not related to D1+D2 (R2 = 

0.003; P = 0.561) but is related to D3 (R2 = 0.355, P < 0.001).
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Figure 4. Relationship between overall shape of the tooth and local variations in tooth 
dimensions. At the intraspecific (A) and interspecific (B) scale. The second 
synthetic shape axis PC2 is taken as an estimator of the simplex-complex variation. 
It is compared to a combination of the inter-triangles distances (D1+D2)-D3: the 
smaller (D1+D2), the shorter the spacing between the first triangles; the higher 
D3, the longer the posterior part of the tooth. Both mechanisms can contribute to 
the formation of the additional triangle typical of complex teeth, leading to a 
correlation between PC2 and (D1+D2)-D3.
(A) Variation within the bank vole M. glareolus. (B) To include variation at a 
higher evolutionary scale, specimens of M. rufocanus (simplex UM3) and of the 
M. rutilus (complex UM3) have been added to the intra-specific variation of the 
bank vole. The shape axis PC2 was recalculated on the basis of the new dataset.  

This suggests that the mechanism involved in the occurrence of an additional triangle 

is not related to a change in the spacing of the triangles, but rather to a change in the 

termination of the process of sequential addition of the triangles (Fig. 5A). Such a mechanism 

is known to produce intra-specific variation in other morphological features, e.g. the number 

of palatal ridges in some muroid rodents (Pantalacci et al., 2009). A slight change in the 

timing of the termination or in the size of the field where the sequential addition takes place 

(here the dental lamina) can easily achieve a marked phenotypic output by overriding the 

threshold necessary to the formation of an additional sequential feature. Interestingly, such a 

variation can occur without changing the basic properties of the developmental process, by 

slight modulations of the developmental pathway that might even be of epigenetic origin. This 

challenges the traditional view of the simplex-complex polymorphism as due to a supposed, if 

not identified, genetic variation (Bauchau & Chaline, 1987). 
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Figure 5. Schematic representation of the evo-devo model proposed to explain 
the polymorphism in the UM3 shape. The formation of each triangle is 
controlled by a signalling centre (coloured circle) surrounded by an 
inhibitory field (black circle); the subsequent triangle can only develop 
outside this inhibitory field. (A) Intra-population variation in the bank vole 
is not related to a change in the spacing of the triangles (hypothesized as 
related to a change in the dimension of the inhibitory field during the tooth 
development), but to the termination of the process towards the posterior 
end of the tooth: an additional triangle will form if enough space is 
available. (B) In contrast, differences between species such as M. rufocanus

and M. rutilus are related to a change in the spacing of the triangles. 

Different processes at work on different evolutionary scales? 

The simplex-complex variation of the UM3 also occurs at a higher taxonomic level 

between related species. Whereas this feature is variable in the bank vole, it is fixed in other 

species. We wondered if this inter-specific variation occurred without change in the 

underlying developmental process, as in the case of the intra-specific variation within the 

bank vole, or if the developmental process itself could be affected at this evolutionary scale.

We thus performed another analysis of the tooth shape variation (Fig. 4B), including together 

with the bank vole samples a set of Northern red-backed voles (M. rutilus) displaying a 

complex morphology with four lingual triangles, and of Grey red-backed voles (M. rufocanus)

displaying a simplex morphology (Fig. 5B). The scores of the bank voles on this new “inter-

specific” PC2 are highly correlated to their scores on the former “intra-specific” PC2 (R2 = 

0.951, P < 0.001) showing that direction of PC2 is comparable in the two analyses. This 

“inter-specific” PC2 is, as previously, related to either a shortening of the spacing between 

successive cusps, or a lengthening of the posterior part (correlation with (D1+D2)-D3: R2 = 

0.431, P < 0.001). The balance between the two processes, however, is changed when 

compared with the intra-specific variation of the bank vole alone. PC2 is still related to D3 (R2

= 0.329, P < 0.001) due to the massive sampling of the intra-population variation of the bank 
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vole. Newly, however, PC2 is also related to a change in the spacing of the triangles 

(correlation with D1+D2: R2 = 0.199, P < 0.001).

These results point to the fact that different mechanism may underlie a similar 

phenotypic variation, depending on the evolutionary scale considered (Fig. 5). A change in 

the spacing of the successive triangle is involved in the inter-specific variation that is not 

involved in the intra-specific variation. Changing the spacing of the triangles requires 

changing the intrinsic properties of the sequential development of the cusps, probably 

underlain by some genetic differences. The three species of bank voles diverged a few million 

years ago (~4 My for M. rufocanus and ~3 My for M. glareolus – M. rutilus; Matson & 

Baker, 2001; Deffontaine et al., 2005), a time span long enough to accumulate such 

differences in the basic properties of the sequential development of the triangles.  

In contrast, the intra-specific variation in the bank vole seems rather to depend on 

modulation of an unchanged developmental process. The process could be related either to a 

postponing the termination of the sequential addition of the cusps, or a more elongated dental 

lamina without changes in the developmental timing. Both are hardly distinguishable based on 

their phenotypic output on the formed tooth: they both correspond to a slightly longer 

posterior part of the UM3 (here quantified by D3). We attempted to investigate, as the next 

step, the possible cause of this variation triggering the simplex-complex polymorphism, by 

investigating patterns of UM3 size variation. 

UM3 size weakly canalised by the cascade along the tooth row 

Teeth do not develop independently along the tooth row. Another process of 

sequential addition, controlled by a balance of activation and inhibition, is at work in the 

development of the successive molars. Developmental evidences on murine rodents suggested 

a cascade where the first molar inhibits the second and the second the third, the activation-

inhibition balance remaining stable at each step of the process. This leads to a cascade mainly 

controlled by the size of the first molar (Kavanagh et al., 2007). This cascade seems to control 

molar proportions in many taxa (Polly, 2007), although arvicantine rodents emerge as an 

exception. The pattern of sequential addition in this group seems to be modified from the 

second to the third tooth, leading to a third molar both controlled by the first and second teeth 

(Renvoisé et al., 2009).

According to these models of development, the crucial variation at the posterior end of 

the UM3 in the bank voles might be triggered by changes much earlier in the development 
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and involving the size of the first and/or second molars. We thus tested this hypothesis by 

considering how the sizes of the different teeth were related (Fig. 6). 

Figure 6. Relationships between upper molar size. Schematic representation of the 
relationships between the size of the molars along the upper molar row of the bank 
vole. Relationships are represented as arrows, the thickness of the arrow being 
proportional to the strength of the relationship indicated by R² coefficients. 

As expected in both models, the sizes of the three teeth are correlated with each other 

(P < 0.001). The strength of the relationship, however, varies greatly depending on the teeth. 

The first and second molars appear to be highly correlated, their relationship explaining 

almost 50% of the UM2 variation (UM1-UM2: R2 = 0.466). In contrast, the size of the UM3 

is much less strongly related to the other teeth; its relationship with UM2 explains only about 

20% of its variation and even less regarding its relationship with UM1 (UM2-UM3: R
2 = 

0.207; UM1-UM3: R2 = 0.117). This weak relationship to the UM1 is confirmed by a multiple 

regression model showing a significant relationship of UM3 size with UM2 but not with UM1 

(UM3 vs. UM1 and UM2: R
2 = 0.209, UM1: P = 0.662, UM2: P = 0.001). This is in 

agreement with the cascade model specific to arvicoline rodents (Renvoisé et al., 2009) but 

this raises a few comments.  

First, the model was based on inter-specific relationships and we evidence here that a 

similar process seems at work on an intra-specific scale. The percentage of variance 

explained, however, is much less for intra- than inter-specific variation: more that 90% of 

UM3 size variation is explained by the inter-teeth cascade at the inter-specific scale (Renvoisé 

et al., 2009), whereas only 20% are explained regarding intra-specific variation in the bank 

vole. This suggests that considering inter-specific variation probably buffers other sources of 

variation occurring at an intra-specific scale.  
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Second, both cascade models were developed based on data on the lower molar row. 

We provide here evidences that similar processes are at work on the upper molar row. This 

undermines the argument for a specific model for arvicolines: the predominant role of the 

second molar was attributed to the hypermolarization of the first lower molar (Jernvall et al., 

2000; Salazar-Ciudad & Jernvall, 2002). Our results rather suggest that the pivotal role of the 

UM2 in the cascade might characterise the developmental pathway of arvicolines 

independently of the hypermolarisation of the first lower molars. By conferring a certain 

independence for the evolution of the first molar, this change in the cascade might have been 

the key, rather than the consequence, of the hypermolarisation process.

Regarding the mechanisms controlling the size of the UM3, our results provide 

balanced evidences. The size of the UM3 is partly controlled by a developmental cascade 

along the tooth row, but this cascade explains only a minor proportion of the UM3 size 

variation, and hence presumably not the variation triggering the simplex-complex

polymorphism. This evidences a lower canalisation of the third molar compared to the first 

teeth of the molar row, a result repeatedly found in rodents, arvicolines (Laffont et al., 2009) 

as well as murines (Renaud et al., 2009), and up to large mammals (Natsume et al., 2008). 

The position of the third molars at the end of the molar row makes it prone to cumulate any 

changes, genetic or epigenetic, occurring former in the development of the molar row. 

Developing later, it might also vary in response to other cues than the former teeth, including 

non-genetic influences. The marked phenotypic polymorphism might hence be the by-product 

of another variation, determining the size of the molar row and/or the timing of termination of 

the sequential addition of cusps. The range of candidate factors includes epigenetic factors, 

such as maternal health, that have been documented to affect tooth size (Garn & Osborne, 

1979; Cowley et al., 1989). Maternal health and body size may in turn be affected by many 

factors according to the complex bank vole ecology: variations in abiotic environment and 

nutritional quality (Dempsey & Townsend, 2001), population dynamics and density-

dependent factors (Koskela, 1998; ,Oksanen et al., 2007). Such a complex and subtle interplay 

of mechanisms underlying the variation in the shape of the third upper molar of the bank vole 

may explain why no clear geographic pattern emerges regarding this variation (Ledevin et al., 

2010). It also provides a challenging scenario explaining the evolvability of this tooth through 

evolution, although the developmental processes at work may vary depending on the 

evolutionary scale considered. 
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Concluding remarks

Main directions of phenotypic variance are suggested to constitute “lines of least 

resistance” to evolution (Schluter, 1996), by representing morphologies more frequently 

produced in a population due to genetic or developmental factors, and hence more easy to 

screen by selection or to randomly sample by drift. Yet, their meaning for long-term evolution 

depends on the degree of heritability of the phenotypic variation.

The present study provides contrasted evidences in this respect. The first direction of 

variance corresponds to the degree of wear of the tooth, and hence appears as a signal 

superimposed to the intrinsic variance by contingent factors during the late life of the animals. 

These factors are likely conditioned by local life-history traits.   

The second direction of intra-population variance seems to be produced by variation 

during the development. Yet, the developmental process, corresponding to a sequential 

addition of triangles, is not modified; rather, the variation in tooth shape seems to be due to 

variations in the termination of the process. The shape polymorphism would thus occur as a 

side-effect of variation in the posterior elongation of the tooth.  Such a feature may be 

heritable, and possibly itself under selective pressure, or be of epigenetic origin and related to 

life-history traits. The frequent interpretation of dental variation as a result of selection for 

efficient food processing (e.g. Guthrie, 1971; Markova et al., 2010) would be dramatically 

challenged if the tooth polymorphism would be of epigenetic origin.   

Yet, the processes involved may be different at a higher evolutionary level. Inter-

specific differences in tooth shape seem related to a change in developmental process, namely 

in the spacing between successive triangles. Such a modification is likely heritable and 

supports adaptive scenarios of dental shape evolution.

The combination of several processes generating a similar direction of morphological 

variation might be a key of the remarkable evolvability of tooth shape among population and 

species in arvicoline rodents (Chaline et al., 1999).
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Résumé du Chapitre 2 

 Le second chapitre a tout d’abord mis en évidence l’influence considérable de l’effet 

d’usure sur les patrons de différenciation de forme de la troisième molaire supérieure. En 

effet, il a été montré qu’une population échantillonnée à des périodes différentes présentait 

des différences de forme de même ampleur que les patrons de divergence biogéographiques. 

Ces variations traduisent des assemblages de dents de degrés d’usure différents liés à des 

différences de structure d’âge entre les populations de printemps et les populations 

d’automne. 

 Dans une seconde partie je me suis intéressé à l’origine des formes complex/simplex

décrites sur la UM3 depuis des années mais jamais expliquées, participant à la grande 

variabilité de cette dent. En m’appuyant sur les dernières avancées en biologie du 

développement, j’ai pu proposer un modèle expliquant comment le polymorphisme de formes 

observé sur la UM3 peut être produit par de fines modulations des séquences 

développementales sans modification majeure de ces séquences. 

 Finalement, si jusqu’à maintenant ce sont les dents qui ont été le centre d’intérêt de ma 

thèse, dans le Chapitre 3 je me suis intéressé à un caractère connu comme étant soumis à de 

fortes pressions de sélection liées au régime alimentaire, la mandibule. J’essaierais de 

déterminer le ou les facteurs participant à la variation de taille et de forme de ce caractère très 

variable.
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Chapitre 3 

Patron de variation de la mandibule : 
signature de l’environnement, des
lignées ou de la structure d’âge ? 





3.1 Structure d’âge des populations et patron de variation de la mandibule 

Etude de cas 3 

Patron de variation de la mandibule : signature de 
l’environnement, des lignées ou de la structure d’âge ? 
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Avant-propos 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec Jean-Pierre Quéré. La capture des 

spécimens en Franche-Comté ainsi que la préparation du matériel ostéologique ont été 

réalisées par ses soins comme énoncé dans le Chapitre 2.2. 

L’intérêt de cette étude, composant le Chapitre 3, est de se pencher sur le cas d’un 

autre caractère impliqué dans la mastication, la mandibule. Deux échelles de variations ont été 

considérées : celle de l’Europe, et celle d’une population de Franche-Comté. Il a donc été 

possible dans un premier temps de déterminer si un patron de structuration biogéographique 

émergeait. Ensuite, grâce au second jeu de données le changement d’échelle permettra de 

tester en intra-population la possible influence d’un facteur s’étant avéré important lors de 

l’étude de la molaire : la structure d’âge des populations. En effet, la mandibule est soumise à 

des variations de formes liées à des phénomènes de remodelage osseux intervenant tout au 

long de la vie des animaux. Il est donc possible que les vieux individus présentent une 

morphologie différente des jeunes. Finalement l’intégration du jeu de données de Franche-

Comté au jeu de données européen permettra de voir si cet effet d’âge participe à la variation 

observée dans l’étude réalisée à grande échelle. 

Comme dans le cas de la molaire, la prise en compte de la structure d’âge dans les 

études biogéographiques apparaît comme importante malgré le fait qu’elle soit en général 

négligée. Comme expliqué dans le Chapitre 2.1, lors des campagnes de piégeage la capture 

des spécimens s’effectue en général une seule fois par localité, échantillonnant une seule 

période de l’année qui n’est pas forcément comparable de localité en localité. 
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Introduction

Au cours des travaux présentés dans cette thèse les dents on été jusque là privilégiées. 

Cependant, un autre caractère lié à la mastication pourrait être pertinent dans l’étude des 

processus évolutifs affectant le phénotype : la mandibule. 

Ce caractère est soumis à de fortes pressions de sélection liées au régime alimentaire, 

et plus que l’histoire phylogénétique, c’est cet aspect qui va structurer la différenciation de 

forme de la mandibule au sein d’un groupe écologiquement diversifié comme les rongeurs 

murinés (Michaux et al., 2007). A l’opposé, dans le cas de groupes présentant des préférences 

écologiques similaires la mandibule aura tendance à se différencier entre les espèces 

parallèlement à la différenciation génétique neutre (Renaud et al., 2007). Ces deux 

phénomènes peuvent ainsi contribuer à faire de la mandibule un marqueur de différenciation 

inter-genres (Cardini, 2003) voir inter-spécifique (Taylor & Groves, 2003 ; Gündüz et al., 

2007). La différenciation de la mandibule en fonction de l’alimentation peut aussi en faire un 

marqueur de l’écologie du groupe étudié. En effet, des études sur le rat géant fossile 

Canariomys (Firmat et al., 2010) ou sur les singes Cebus (Daegling, 1992) ont montré tout 

l’intérêt de la mandibule dans des études s’intéressant au régime alimentaire, sa forme 

générale et sa structure osseuse étant largement influencées par le type de nourriture ingéré. 

Ces patrons de différenciation résultent de processus sélectifs qui se sont produits à l’échelle 

de multiples générations, sur plusieurs millions d’années d’évolution.  

Même si l’on se place à une échelle intra-spécifique, différentes échelles de temps sont 

à considérer. Des processus évolutifs impliquant une pression de sélection sur les populations 

en fonction de leur écologie existent (Ozaki et al., 2007 ; Renaud & Auffray, 2010), mais des 

phénomènes agissant à l’échelle même des individus sont aussi à prendre en considération, 

comme le remodelage osseux agissant tout au long de la vie de l’animal en fonction de son 

âge et de sa nutrition. 

Dans cette étude, je vais étudier les variations de taille et de forme de la mandibule du 

campagnol roussâtre afin de déterminer l’influence que peuvent avoir des variations de la 

structure d’âge des populations sur le patron biogéographique. Deux jeux de données seront 

présentés. Le premier traitera des variations morphologiques de la mandibule à l’échelle de 

l’Europe et le second à l’échelle d’une population de Franche-Comté en s’intéressant 

particulièrement à la structure d’âge des populations. Dans un troisième temps ces deux jeux 
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de données seront considérés ensemble afin de déterminer l’influence des variations intra-

population sur un jeu de données plus vaste, celui de l’Europe. 

Matériel et Méthodes 

Matériel étudié 

Un total de 327 campagnols roussâtres a été considéré dans cette étude, regroupés en 

deux jeux de données. Le premier, à l’échelle de l’Europe, regroupe 133 spécimens présentés 

dans la publication 1 (Fig. 1, Ledevin et al., 2010) et échantillonnant les lignées 

mitochondriales majeures : Espagnole (N = 9), Italienne (N = 10), Ouest européenne (N = 48), 

Est européenne (N = 32) et Oural (N = 34). Les lignées secondaires (Gargano et Basque) 

n’ont pas été considérées.

Le second jeu de données regroupe 194 spécimens piégés en Franche-Comté (France, 

Fig. 1), des collections du CBGP de Montpellier et capturés par Jean-Pierre Quéré. Ils ont été 

échantillonnés au cours de quatre périodes différentes : Printemps et Automne 1995 (Pr95 et 

Au95), Printemps 1986 (Pr86) et Automne 1989 (Au89). Pour chacun de ces spécimens le 

poids du cristallin est disponible, fournissant un critère d’estimation de l’âge. De plus, chaque 

spécimen considéré présentait une troisième molaire supérieure émergée, indiquant que tous 

étaient sevrés. 

 Finalement une analyse globale intègre les deux jeux de données précédents, et 

regroupe donc un total de 327 spécimens. 
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Figure 1. Distribution géographique des localités de piégeage. Les symboles 
correspondent aux cinq lignées génétiques échantillonnées (Espagnole, Italienne, 
Ouest et Est européennes, Oural). 

Etude du contour de la mandibule 

Comme la forme de la molaire, la morphologie de la mandibule peut être approximée 

par son contour 2D, fournissant des informations sur la forme des processus impliqués dans 

l’insertion des muscles et de la région alvéolaire portant les incisives et molaires. L’étude du 

contour apparaît appropriée pour décrire les différences morphologiques intra-spécifiques 

chez le campagnol roussâtre. Le contour de la mandibule correspond à sa projection, posée à 

plat côté labial vers l’opérateur lors de la prise de vue. Les dents pouvant manquer, seul l’os 

est considéré. La mandibule gauche a été mesurée, ou une image miroir de la droite si la 

gauche était manquante ou cassée. Le point de départ du contour a été défini à la jonction 

supérieure entre l’incisive et l’os (partie antérieure du diastème). Comme pour les dents, la 

méthode de la transformée de Fourier elliptique a été appliquée (détail dans le Chapitre 1.1, 

Ledevin et al., 2010), la seule différence étant la réduction du nombre d’harmoniques à 7 au 

lieu de 10 pour les molaires. Cela a pour avantage de diminuer le nombre de variables à 25 au 

lieu de 37, tout en conservant une bonne approximation du contour (estimation visuelle). 
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Finalement, comme pour la molaire des contours moyens ont été reconstitués en 

utilisant la transformée de Fourier inverse (Rohlf and Archie, 1984). 

Analyses statistiques 

Les variations de taille de la mandibule ont été étudiées en utilisant la racine carrée de 

l’aire du contour de la mandibule comme estimateur. Des statistiques univariées ont été 

réalisées afin de tester l’existence de différences de taille entre lignées ou classes d’âge 

différentes. Des régressions linéaires simples ont de plus été réalisées afin de tester les 

relations existantes entre la taille et des facteurs comme la latitude ou la longitude. 

Des analyses multivariées ont ensuite été utilisées afin d’analyser les variations de 

forme. Des analyses en composantes principales ont été réalisées afin de résumer 

l’information sur quelques axes synthétiques permettant d’observer les patrons de 

différenciation morphologique. Afin de tester statistiquement l’existence de différences de 

forme entre groupe, des analyses discriminantes ont été effectuées (test considéré : Wilks’ 

Lambda). Ce type d’analyse fourni de plus deux types de reclassifications permettant 

d’estimer la robustesse des groupes testés : une matrice de reclassification classique et une 

matrice de reclassification Jackknifed permettant de générer des sous-échantillonnages 

artificiels à partir de l’échantillonnage complet. 

Finalement, afin de tester l’existence d’une relation entre taille et forme (allométrie) 

une régression multiple multivariée a été réalisée (Monteiro, 1999). Les coefficients de 

Fourier ont ainsi été considérés comme des variables dépendantes et comparés à la variable de 

taille considérée indépendante. Les résidus après régression peuvent ensuite être considérés 

comme de nouvelles variables d’où l’information relative à la taille a été ôtée. De nouvelles 

reclassifications ont ainsi pu être réalisées sur la base de ces variables exemptes de la taille. 
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Résultats et Discussion

La mandibule, témoin de la structure biogéographique du campagnol roussâtre ? 

L’environnement, un facteur majeur de variation de la taille 

Les variations de taille de la mandibule, estimée par la racine carrée de l’aire, ont été 

étudiées à l’échelle de l’Europe entre les cinq lignées majeures identifiées au sein du 

campagnol roussâtre (Italienne, Espagnole, Ouest et Est européennes et Oural) (Fig. 2A). Une 

différence significative est observée (ANOVA : P < 0.001). Les différences de taille ont 

ensuite été testées deux à deux entre les lignées (test t de Student). Des différences inter-

lignées significatives sont globalement observées (Tableau 1) excepté entre les lignées Oural 

et Est européenne (P = 0.078). Les lignées méditerranéennes sont peu différenciées (P = 

0.019).

IT ESP O E

ESP P = 0.019

O P < 0.001 P < 0.001

E P < 0.001 P < 0.001 P = 0.001

OUR P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P = 0.078

Tableau 1 : Différences de taille testées deux à deux entre les lignées génétiques. Test 
considéré : analyse de variance (ANOVA). Seuils de significativité : P < 0.001, P
< 0.01, P < 0.05. 

 Une diminution de taille étant observée des lignées du sud de l’Europe vers les 

lignées du nord, j’ai donc testé l’existence d’une relation entre la taille de la mandibule et la 

latitude à l’aide d’une régression linéaire sur l’ensemble des individus (Fig. 2B). Une 

probabilité significative a été obtenue (P < 0.001 ; R² = 0.403) confirmant une décroissance 

de taille vers les hautes latitudes. Cette relation pourrait être tirée par la position extrême de la 

localité finlandaise. Si ces spécimens sont retirés de l’analyse, la probabilité obtenue est 

toujours significative (P < 0.001 ; R² = 0.387). 

La taille de la mandibule a ensuite été considérée en relation avec la longitude 

(graphique non présenté). Une relation significative est à nouveau obtenue (P < 0.001 ; R² = 

0.152), même si le R² est largement inférieur à celui obtenu pour la latitude. Lorsqu’une 

régression à deux facteurs est réalisée, on obtient un R² = 0.409, P < 0.001 pour la latitude et 
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P = 0.236 pour la longitude, indiquant une influence majeure de la latitude dans ce jeu de 

données.

Figure 2. (A) Différences de tailles entre les moyennes des lignées mitochondriales 
échantillonnées en Europe. La taille est estimée par la racine de l’aire de la 
mandibule. Test réalisé : analyse de variance (ANOVA) sur l’ensemble des 
individus. (B) Variations de taille en fonction de la latitude, test considéré : 
régression linéaire. Chaque point correspond à la moyenne d’une localité. Pour les 
deux graphiques, les symboles correspondent aux lignées mitochondriales et 
l’intervalle de confiance autour de la moyenne est représenté. 

 La taille de la mandibule (Renaud & Michaux, 2007) ou d’une partie de la mandibule 

comme la longueur du diastème (Blois et al., 2008) est fréquemment utilisée comme proxy de 

la taille corporelle des animaux, souvent non disponible. Mes résultats sur ce caractère 

suggèrent donc une décroissance de la taille des basses vers les hautes latitudes à l’inverse de 

la règle de Bergman (Bergman, 1847). Ce patron est concordant avec celui observé dans le 

Chapitre 1.1 (Ledevin et al., 2010) où les variations de taille de la dent avaient été 

investiguées. Par conséquent, les explications avancées, interprétant la taille de la dent comme 

indicative de la taille corporelle, se trouvent corroborées ici par un patron congruent observé 

sur la taille de la mandibule. Cette baisse de taille avait été attribuée à une adaptation du 

campagnol roussâtre vers les hautes latitudes selon différents facteurs possibles : diminution 

de la pression de prédation en circulant dans des galeries inaccessibles aux prédateurs plus 

gros (Sundell & Norrdhal, 2002), diminution des besoins énergétiques dans des 

environnements plus pauvres en nourriture (Ellison et al., 1993) ou encore une diminution du 

taux métabolique basal (Boratinsky et al., 2009). 
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Analyse de forme 

Une analyse en composante principale a été réalisée sur l’ensemble du jeu de données 

européen. Une très grande variabilité étant observée, les moyennes par localités ont été 

représentées plutôt que la totalité des individus afin d’améliorer la lisibilité (Fig. 3). Malgré 

un fort chevauchement toujours observé, une analyse discriminante réalisée sur les lignées 

mitochondriales confirme qu’une différence significative existe (Wilks’ Lambda : P < 0.001). 

On retrouve ainsi visuellement les deux localités de la lignée Oural proches à la fois dans le 

plan PC1-PC2 (Fig. 3A) et dans le plan PC2-PC3 (Fig. 3B). L’Espagne et l’Italie sont 

toujours divergentes mais dans des directions opposées le long de l’axe 2. Les lignées Est et 

Ouest quant à elle présentent une variation très importante, masquant l’émergence d’un patron 

de différenciation clair (Fig. 3A). 

Figure 3. Variations de forme de la mandibule du campagnol roussâtre à l’échelle 
européenne, représentées sur les trois premiers axes principaux d’une ACP réalisée 
sur les coefficients de Fourier. Chaque point correspond à la moyenne d’une 
localité (± l’intervalle de confiance autour de la moyenne) et le symbole à la lignée 
génétique représentée. (A) Différenciation de forme dans le plan PC1- PC2. (B) 
Différenciation de forme dans le plan PC2- PC3. 

Afin de tester la robustesse de cette différenciation deux types de reclassifications ont 

été réalisés (Tableau 2), permettant d’estimer le degré d’erreur de reclassification des 

individus au sein des lignées sur la base de la forme de la mandibule. Les meilleures 

Chapitre 3

149



reclassifications d’après la première matrice concernent les trois lignées extrêmes : Espagnole 

(100%), Italienne (90%) et Oural (78%). Lorsque la méthode de classification Jackknifed est 

considérée les résultats apparaissent comme moins robustes, la lignée Italienne tombant à 

40% et la lignée Oural passant à 74%. Seule la lignée Espagnole présente un pourcentage 

élevé de 100%. Finalement, concernant les lignées Est et Ouest européennes les pourcentages 

sont faibles quelque soit le type de reclassification utilisé. 

Classification matrix Jackknifed classification matrix 

Lignées %correct   Lignées %correct 

E 69 E 47

IT 90 IT 40

OUR 78 OUR 74

SP 100 SP 100

W 69   W 48

Total 75   Total 56

Tableau 2. Pourcentages de reclassifications correctes des individus au sein des lignées 
génétiques. Le calcul est réalisé sur les coefficients de Fourier issus de l’analyse 
de contour. Deux méthodes sont présentées, la reclassification classique et la 
reclassification Jackknifed. 

D’après ces reclassifications, les lignées extrêmes d’un point de vue taille sont les 

mieux reclassifiées. Nous avons donc testé si un effet allométrique existait à l’aide d’une 

régression multiple multivariée entre la taille de la mandibule et les coefficients de Fourier. 

Une relation significative a été observée (P < 0.001 ; R² = 0.609) témoignant effectivement 

d’un effet allométrique. Pour essayer de s’affranchir de cet effet, les résidus après régression 

ont été considérés comme nouvelles variables et de nouvelles reclassifications ont été 

réalisées (Tableau 3). Seule l’Espagne conserve son taux de 100% de reclassifications 

correctes, indiquant que sa divergence de forme n’est pas uniquement due à un effet 

allométrique. Les autres lignées ne présentent pas de résultats plus robustes. 
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Classification matrix Jackknifed classification matrix 

Lignées %correct   Lignées %correct 

E 69 E 44

IT 90 IT 40

OUR 76 OUR 56

SP 100 SP 100

W 71   W 52

Total 75   Total 53

Tableau 3. Pourcentages de reclassifications correctes des individus au sein des lignées 
génétiques. Le calcul est réalisé sur les résidus calculés après régression multiple 
multivariée entre la variable de taille de la mandibule et les variables de forme. 
Deux méthodes sont présentées, la reclassification classique et la reclassification 
Jackknifed.

Finalement, comme pour la taille l’influence de la latitude et de la longitude sur les 

deux premiers axes ont été testées (graphiques non présentés). Seul PC1 présente une relation 

significative avec la latitude (P = 0.001) avec cependant une forte dispersion (R² = 0.084). 

PC2 n’est pas corrélé significativement à la latitude (P = 0.210). Concernant la longitude, les 

deux axes présentent une corrélation significative (PC1 : P = 0.006, R² = 0.057 ; PC2 : P = 

0.004, R² = 0.061), avec toujours une forte dispersion. Afin de prendre en compte l’ensemble 

des dimensions composant l’espace des formes défini par les coefficients de Fourier, une 

régression multiple multivariée a été réalisée entre les 25 coefficients et la latitude (P <

0.001 ; R² = 0.458) ainsi que la longitude (P < 0.001 ; R² = 0.588). Il en résulte cette fois deux 

relations significatives avec des R² beaucoup plus élevés que dans le cas de régressions 

linéaires simples. La longitude semble de plus avoir une influence plus importante que la 

latitude au contraire des résultats obtenus sur la taille. Cependant, leur influence reste peu 

marquée sur les premiers axes de l’analyse en composante principale et doit probablement 

s’exprimer sur des axes supportant un plus faible pourcentage de la variance totale. 

 La mandibule a largement été utilisée dans le cas d’études réalisées à l’échelle inter-

spécifique, témoignant de nets signaux de différenciation (Cardini, 2003, Monteiro et al., 

2005, Caumul & Polly, 2005). La variation intra-spécifique a aussi été abordée (Racz et al., 

2005 ; Ozaki et al., 2007). Nos résultats montrent que les patrons de différenciation 

biogéographiques au sein du campagnol roussâtre n’émergent que très peu de l’étude de 

forme de la mandibule. Les pourcentages de reclassification sont bas et ni la divergence inter-

lignées, ni des gradients géographiques n’apparaissent clairement dans l’espace 
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morphologique, masqués par la variation intra-groupe. Seule la divergence de la population 

espagnole semble particulièrement robuste, les individus étant parfaitement identifiés de part 

leur forme. Cette observation pourrait s’expliquer par des conditions climatiques et 

géographiques locales particulières. En effet, la région des Asturies où les spécimens ont été 

piégés est connue pour présenter un relief escarpé avec des altitudes variant entre le niveau de 

la mer et 2640 m sur une distance de 40 km seulement (Benavides et al., 2007). Cette région, 

cernée par l’océan Atlantique au nord et la cordillère Cantabrique au sud présente de ce fait 

des fluctuations saisonnières très marquées du taux de précipitations (Marquínez et al., 2003), 

offrant des conditions propices au développement de la végétation et des faunes associées. La 

région des Asturies serait de plus au même titre que le Pays Basque un exemple de refuge 

glaciaire très localisé au sein de la péninsule Ibérique (Vialatte et al., 2008). La forte 

différenciation de la population espagnole au sein de mon jeu de données pourrait de ce fait 

être un témoin de l’histoire complexe de cette région malgré la faible différenciation observée 

entre lignées mitochondriales, mettant en avant un cas d’évolution rapide non détectée par les 

analyses moléculaires. 

 Suite à cette étude visant à analyser les patrons de différenciation morphologiques de 

la mandibule à l’échelle de l’Europe, je vais considérer un second jeu de données qui 

s’intéressera aux variations de la mandibule à l’échelle intra-population.

La structure d’âge, facteur majeur de variation intra-populations 

Le poids du cristallin étant disponible, et correspondant au meilleur indicateur d’âge 

connu, des classes d’âge ont été définies arbitrairement sur la base de ce paramètre. Les poids 

des cristallins mesurés vont de 17 mg pour le plus jeune spécimen à 74 mg pour le plus vieux, 

et cinq classes ont été définies (A < 35 mg, B < 45mg, C < 55mg, D < 65mg et E < 75mg). 

Tous les individus considérés sont sevrés (dernière molaire émergée). Les variations de taille 

et de forme ont été investiguées selon ces classes d’âges. 

 Variations morphologiques de la mandibule 

La taille de la mandibule a été représentée en fonction des différentes classes d’âge 

(Fig. 4). Une croissance rapide est observée entre les classes A et C (classes A et B étant 

significativement différentes, P < 0.001 ainsi que B et C, P < 0.001). Un pallier est ensuite 

152

Chapitre 3



atteint (classes C et D non différentes, P = 0.437). Suite à ce pallier une légère augmentation 

de taille est observée (classes D et E légèrement différentes, P = 0.012). 

Figure 4. Représentation des variations de taille de la mandibule en fonction des cinq 
classes d’âge. Chaque point représente un individu et chaque symbole correspond 
à sa période de piégeage. 

 Mes résultats mettent donc en évidence le fait que la taille définitive de la mandibule 

est loin d’être atteinte au moment du sevrage puisqu’elle continue d’augmenter de façon 

conséquente dans des assemblages d’individus tous sevrés (c'est-à-dire ayant au minimum 28 

à 30 jours, période où les molaires sont toutes émergées, Liénard, 2003). Cela suggère que le 

campagnol roussâtre présente un mode de croissance différent de celui observé chez d’autres 

rongeurs comme les murinés dont par exemple la souris (Zelditch et al., 2003), qui atteint 

80% de sa taille définitive à la fin du sevrage (20ième jour de croissance) et 95% lors de la 

maturité sexuelle (45ième jour). Dans certains cas extrêmes de mammifères précoces comme 

Trichomys aperoides (Monteiro et al., 1999), la stabilisation intervient même au moment de la 

naissance si ce n’est avant. Dans le cas du campagnol roussâtre, le sevrage intervient plus tard 

que pour la souris (28-30ième jour de croissance), ce qui n’affecte cependant pas mon étude qui 

ne considère que la période post-sevrage. Concernant par contre l’âge de la maturité sexuelle 

chez le campagnol roussâtre, celle-ci n’est pas fixe et des phénomènes de décalage de 

l’arrivée à maturité peuvent avoir lieu en fonction de différents paramètres comme la densité 

de population ou la période de naissance (printemps ou automne) (Prévot-Julliard et al., 

1999). Dans le premier cas, des densités trop importantes entraîneraient un manque de 
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territoires libres pour les jeunes sub-adultes, paramètre nécessaire à l’initiation de la 

reproduction et entraînant par conséquent un décalage de la maturité sexuelle. Dans le second 

cas, la gestation demandant beaucoup d’énergie, certains individus choisiraient à l’approche 

de l’hiver de retarder l’arrivée de la maturité sexuelle afin d’avoir des chances de survie plus 

importantes au cours des périodes froides de l’année. Dans les deux cas, un décalage de la 

maturité sexuelle pourrait ainsi expliquer la croissance prolongée du campagnol roussâtre par 

rapport à la souris, conduisant à une poursuite plus marquée de l’augmentation de la taille 

après le sevrage. 

 Outre l’influence de la dynamique de croissance sur la taille de la mandibule, les 

variations de forme ont été étudiées. Une analyse en composante principale a été réalisée et 

les deux premiers axes principaux ont été représentés (PC1 = 40.8% et PC2 = 19.8%, Fig. 

5A). Contrairement à l’Europe j’ai choisi de représenter la totalité des individus dans l’espace 

morphologique. Une importante variabilité étant à nouveau observée, les ellipsoïdes de 

confiance (95%) ont été représentés pour chacune des cinq classes d’âge. Il apparaît une nette 

différenciation des classes d’âge le long de l’axe 1 malgré un chevauchement entre les classes 

A et B (ANOVA : P = 0.824) et entre les classes D et E (P = 0.474). La classe C est 

intermédiaire et se différencie significativement de B (P < 0.001) et de D (P = 0.006).

Figure 5. (A) Variations de forme de la mandibule du campagnol roussâtre à l’échelle 
d’une population de Franche-Comté. Les deux premiers axes d’une analyse en 
composante principale (ACP) réalisée sur les coefficients de Fourier sont 
représentés. Chaque point correspond à un individu et chaque symbole à la classe 
d’âge à laquelle il est attribué. Les ellipsoïdes de confiance (95%) sont représentés 
pour chaque classe. 
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Afin de visualiser les changements de forme sur la mandibule les contours reconstitués 

ont été réalisés le long des axes. Le long de l’axe 1 on observe des apophyses plus marquées 

chez les vieux individus (Fig. 5B, valeurs positives de l’axe). La partie alvéolaire semble se 

modifier aussi en se creusant chez les individus plus âgés, mais la comparaison visuelle entre 

deux mandibules réelles (Fig. 6) tendrait plutôt à montrer qu’il s’agirait d’un allongement de 

la partie postérieure de la mandibule, donnant l’impression de creusement. Finalement, la 

variabilité expliquée par l’axe 2 est commune à toutes les classes d’âge et implique aussi des 

modifications des apophyses (Fig. 5B). Elle reste cependant non identifiée pour l’instant. 

Figure 6. Photo représentant les mandibules 
gauches d’un individu jeune (en haut) et 
d’un individu vieux (en bas). La partie 
alvéolaire et les apophyses (zones 
d’insertions musculaires) sont indiquées par 
des flèches. 

Dans l’étude sur la variation morphologique de la souris Mus musculus domesticus,

Renaud & Auffray (2010) ont proposé que la structure d’âge des populations pouvait être un 

facteur contribuant à la variation de forme au même titre que le type de nourriture ingéré. 

L’analyse de la population de campagnol roussâtre de Franche-Comté confirme cette 

hypothèse, la différenciation entre classes d’âge se retrouvant clairement le long de l’axe 1 de 

l’ACP.

La forme de la mandibule changerait donc bien avec l’âge (Huja & Beck, 2007), ce qui 

n’est pas surprenant au regard des nombreuses études qui ont mis en avant une relation 

importante entre la croissance osseuse de la mandibule et le remodelage qui intervient tout au 

long de la vie de l’animal (Lightfoot & German, 1998 ; Bresin et al., 1999 ; Renaud et al., 

2010). Cependant, l’étude de Zelditch et al. (2003) a montré chez les murinés que les 

changements liés à l’âge étaient importants durant les premières semaines de vie des animaux, 

mais tendaient à se stabiliser assez rapidement (95% de la forme adulte étant atteints au 

moment de la maturité sexuelle chez la souris). Des rythmes de croissance différents entre les 

souris et les campagnols pourraient expliquer que dans ce dernier cas des modifications de 
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formes notoires soient observées au cours de la croissance tardive alors que les modifications 

post-sevrage semblent plus limitées chez les murinés (Zelditch et al., 2003 ; Renaud, 2005). 

Importance de la période de capture pour les études biogéographiques 

 Afin de mieux comprendre l’influence que peuvent avoir ces résultats pour les études 

s’intéressant à des campagnols piégés in natura, la répartition des classes d’âge en fonction 

des périodes de capture ont été étudiées (Fig. 7). En effet il a été observé que la structure 

d’âge des populations changeait au cours de l’année en fonction des périodes de reproduction 

saisonnières (Tkadlec & Zejda, 1998). 

J’ai ainsi observé une majorité de campagnols appartenant aux classes d’âge D et E au 

sein des populations de printemps (88% pour Pr95 et 80% pour P86) alors que les populations 

d’automne apparaissent plus hétérogènes. Au95 présente ainsi une majorité d’individus 

appartenant à la classe C (37%), puis 31% à la classe D et 24% de jeunes (classes A et B). Les 

très vieux (classe E) sont représentés à hauteur de 8%. La population Au89 présente quant à 

elle une majorité de jeunes (classes A et B, 62%). La classe C est représentée à hauteur de 

25% et les classes D et E de 11% et 2% respectivement. 

Les résultats obtenus sur la mandibule concordent donc avec ce qui avait été mis en 

évidence sur la molaire (Chapitre 2.1 – Guérécheau et al., 2010), montrant que les populations 

de printemps présentaient une majorité de vieux individus alors que les populations 

automnales étaient composées d’une majorité de jeunes. D’importantes variations de taille et 

de forme de la mandibule ayant été observées selon les classes d’âges, qui elles-mêmes 

varient en fonction des périodes d’échantillonnage, la prise en compte de ce paramètre lors 

des campagnes de capture apparaît comme primordiale.  
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Figure 7. Pourcentage des 
différentes classes d’âges au 
sein des quatre périodes de 
piégeage : Printemps 1995 
(Pr95), Printemps 1986 (Pr86), 
Automne 1995 (Au95) et 
Automne 1989 (Au89). 

La structure d’âge des populations, une composante non négligeable de la variation à 

l’échelle biogéographique 

Afin de déterminer si la variabilité liée à la structure d’âge des populations pouvait 

contribuer à la forte variation observée à une échelle géographique plus grande, les spécimens 

de Franche-Comté on été ajoutés aux spécimens européens (Fig. 8). Les spécimens de 

Franche-Comté ont été moyennés pour chaque classe d’âge. 

On observe ainsi qu’une nette différenciation des classes existe le long de l’axe 1 (PC1 

= 39.8% de la variance totale), avec à nouveau les deux classes A et B superposées et D et E 

très proches également (Fig. 8A). Dans le plan composé de l’axe 2 (PC2 = 19.7%) et de l’axe 

3 (PC3 = 11.7%) (Fig. 8B), les classes d’âge ont tendance à se regrouper à l’exception de E 

qui se différencie le long de l’axe 3. La différenciation entre classes d’âges apparaît comme 

étant d’un ordre de grandeur similaire à la différenciation observée entre les lignées 

mitochondriales sur l’axe 1. Un effet allométrique étant à nouveau observé ici, les résidus 

issus d’une régression multiple multivariée entre la taille et la forme de la mandibule ont à 

nouveau été calculés et analysés. Malgré cela la séparation des classes d’âge le long de PC1 

est toujours observée (graphique non présenté). Ce serait donc bien lié à des changements de 

forme au cours de la vie de l’animal et pas directement à une augmentation de la taille. 
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La structure d’âge des populations participe donc largement à la variation même à une 

échelle aussi vaste que celle de l’Europe. Le patron de différenciation observé à l’échelle 

européenne sur la mandibule est ainsi très similaire avec ce qui a été précédemment observé 

sur la molaire (Chapitre 2.2 - Guérécheau et al., 2010) où une nette opposition entre 

populations de printemps et d’automne était observée. Cependant, en comparaison de la dent 

(Chapitre 1.1 - Ledevin et al., 2010), le signal phylogénétique sous-jacent apparaît comme 

complètement brouillé sur la mandibule. 

Figure 8. Variations de forme de la mandibule du campagnol roussâtre à l’échelle 
européenne et incluant les spécimens de Franche-Comté. Les trois premiers axes 
principaux d’une ACP réalisée sur les coefficients de Fourier sont représentés. 
Chaque point correspond à la moyenne d’une localité (± l’intervalle de confiance 
autour de la moyenne) et le symbole à la lignée mitochondriale représentée (pour 
le jeu de donnée européen) ou à une classe d’âge (pour le jeu de données Franche-
Comté). (A) Différenciation de forme dans le plan PC1-PC2. (B) Différenciation 
de forme dans le plan PC2-PC3. 

Conclusion

Cette étude a permis de mieux caractériser la variation morphologique de la mandibule 

du campagnol roussâtre, montrant dans un premier temps que contrairement à la molaire 

(Deffontaine et al., 2009 ; Ledevin et al., 2010) il ne s’agissait pas d’un marqueur pertinent 

dans le cas d’études visant à étudier la structuration biogéographique de cette espèce. En effet, 
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nous avons pu mettre en évidence le fait que la structure d’âge des populations influence 

considérablement à la fois la taille et la forme de la mandibule, masquant presque 

complètement le signal phylogénétique. 

 Cependant, si ce résultat s’applique dans le cas du campagnol roussâtre, il ne peut pas 

être généralisé à d’autres modèles sans connaître au préalable leur mode de croissance. En 

effet Zelditch et al. (2003) ont montré en comparant deux rongeurs présentant des rythmes de 

croissance différents que l’impact de la croissance tardive sur la morphologie allait varier 

selon le mode de croissance. Ainsi dans certains cas comme la souris ou le mulot, qui 

présentent un taux de croissance rapide, les modifications associées à des phénomènes de 

croissance tardive liés à l’âge influeront peu la mandibule (Renaud, 2005) alors que dans le 

cas du campagnol elles semblent largement non négligeables. 
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Conclusion

Au cours de cette thèse je me suis intéressé à l’étude des variations morphométriques 

chez un rongeur forestier, le campagnol roussâtre Myodes glareolus. Différentes échelle de 

variation ont été considérées, allant de l’échelle de l’Europe à l’échelle de populations. De 

plus, grâce à l’intégration à l’analyse morphologique de méthodes et de concepts 

complémentaires issus de la génétique moléculaire (ADN mitochondrial : Valérie Deffontaine 

Deurbroeck, ADN nucléaire : Bernard Lehanse. Analyses réalisées sous la supervision de 

Johan R. Michaux au CBGP de Montpellier) et des dernières avancées en biologie du 

développement, les différents processus évolutifs intervenant dans la variation phénotypique 

ont pu être étudiés. 

L’histoire évolutive du campagnol roussâtre 

Différents caractères ont été analysés dans le premier chapitre (premières molaires 

supérieure et inférieure, troisième molaire supérieure), et des résultats contrastés ont été 

obtenus. Si la mandibule s’est avérée être un caractère très variable, l’analyse comparée de 

forme des trois molaires a permis de reconstituer un patron de différenciation 

biogéographique cohérent au sein du campagnol roussâtre (Chapitre 1.1), nous offrant 

l’opportunité d’étudier les processus de différenciation intra-spécifique. Ainsi l’existence de 

groupes géographiques précédemment mis en évidence par les analyses phylogéographiques a 

pu être déterminée sur la base du phénotype, traduisant l’influence des derniers cycles 

glaciaires sur la divergence intra-M. glareolus. Concernant la taille, une décroissance vers les 

hautes latitudes a été observée, faisant exception à la règle de Bergmann. Des processus 

écologiques peuvent expliquer cette tendance (une plus petite taille permettant de diminuer la 

pression de prédation par exemple). Dans le cas des plus hautes latitudes, un autre phénomène 

peut intervenir, celui de l’hybridation avec une espèce nordique de campagnol, M. rutilus,

plus petite et mieux adaptée à des environnements froids et plus pauvres en nourriture. 

 Dans une seconde sous-partie, deux études se sont intéressées au cas particulier de 

lignées mitochondriales du pourtour méditerranéen (Chapitre 1.2.1 et 1.2.2) : la lignée Basque 

et la lignée Gargano. Ces lignées ont été identifiées grâce à l’étude de l’ADNmt, et la 

morphométrie a permis de caractériser ces populations sur la base du phénotype, apportant 

des informations concernant les processus de sélection ayant conduit à la différenciation de 
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ces lignées. La UM3 étant le meilleur marqueur de différenciation entre les lignées du 

pourtour méditerranéen sur à la fois la taille et la forme, c’est ce caractère qui a été choisi. Il 

s’est ainsi avéré qu’une bonne cohérence existait entre la date de divergence de la lignée 

Basque (similaire à celle des autres lignées, soit environ 270 000 ans) et sa différenciation 

morphologique, similaire à celle observée entre les autres lignées. Ceci était moins évident 

dans le cas du Gargano dont le temps de divergence a été estimé à environ 70 000 ans, soit 

presque quatre fois moins que les autres lignées. Malgré tout, cette lignée s’est très nettement 

différenciée, mettant en évidence un cas d’évolution rapide en contexte proche de l’insularité 

(le promontoire du Gargano présentant une longue histoire d’isolement au cours du 

Quaternaire).

 Finalement, la dernière partie du Chapitre 1 s’est intéressée à des populations de 

Fennoscandinavie mettant tout d’abord en évidence deux zones de contact entre lignées 

mitochondriales (Oural et Ouest européenne en Suède, Oural et Est européenne en Finlande). 

L’analyse morphologique, mise en regard d’analyses portant sur l’ADN nucléaire 

(microsatellites, étude réalisée par Bernard Lehanse sous la supervision de Johan R. 

Michaux), a révélé des patrons cohérents à ceux de l’ADNmt dans le sud de la 

Fennoscandinavie, mais une structuration beaucoup plus complexe a été révélée dans le nord. 

D’un point de vue morphologique, la lignée Oural est effectivement retrouvée dans cette 

région, mais en proportion réduite. Les lignées Ouest et Est européennes remontent en effet 

beaucoup plus haut au nord que ce qui était prédit par l’ADNmt, mettant en évidence une 

zone de contact correspondant globalement à la frontière Suède-Finlande. Pour finir, la région 

nord témoigne aussi de la mise en contact de l’espèce M. glareolus avec l’espèce M. rutilus,

offrant l’opportunité d’éclaircir l’origine de la lignée Oural issue de l’hybridation entre ces 

deux espèces. La découverte d’un spécimen intermédiaire entre les deux espèces a ainsi 

permis d’argumenter en faveur d’une hybridation toujours en cours actuellement entre les 

deux espèces, rejetant l’hypothèse d’une hybridation ponctuelle qui se serait passée au sein 

d’un refuge glaciaire au sud de l’Oural.

 L’analyse des molaires, et plus particulièrement de la troisième molaire supérieure, a 

permis de mieux appréhender la structuration biogéographique du campagnol roussâtre et les 

processus conduisant à des différenciations intra-spécifiques. Cependant, mes résultats ont 

mis en évidence une importante variabilité lors de l’étude du contour, que j’ai cherché à 

expliquer dans le Chapitre 2. 
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Variabilité du patron dentaire chez Myodes glareolus

 Parmi les facteurs susceptibles de se superposer au patron de différenciation 

biogéographique, j’ai participé dans un premier temps au test de l’influence de la structure 

d’âge de populations en Finlande (Chapitre 2.1), puis en Franche-Comté (Chapitre 2.2). Il 

s’est avéré que l’effet de l’âge avait une influence considérable lors des études 

morphométriques en générant des assemblages de degrés d’usure différents entre populations. 

De ce fait, une très nette différenciation entre les individus piégés au printemps et à l’automne 

a été observée. J’ai de plus pu montrer qu’outre un impact important à l’échelle intra-

population, cet effet expliquait une grande partie du signal de forme lors d’études réalisées à 

l’échelle européenne. Les traits d'histoire de vie participent donc largement à la variation par 

l’intermédiaire de différences dans les structures d'âge des populations au cours de l'année. Un 

tel facteur devrait être pris en considération dans les études biogéographiques qui piègent le 

plus souvent une fois par localité, et à un instant « t » de l’année. Cependant, cela n’est pas 

forcément possible, des phénomènes de cyclicités démographiques inter-annuels pouvant 

venir s’ajouter aux cyclicités saisonnières. Piéger uniquement au cours d’une saison ne 

garantirait donc pas l’absence de l’influence de la structure d’âge dans les études 

biogéographiques. Ce facteur reste de plus difficile à prendre en considération en absence de 

critères de l’âge des spécimens étudiés comme le poids du cristallin ou à défaut les racines 

dentaires.

 Finalement, une seconde étude s’est intéressé à une autre source de variation observée 

sur la troisième molaire supérieure (Chapitre 2.2) : l’occurrence de deux morphotypes simplex

et complex au sein du campagnol roussâtre, correspondant respectivement à la présence ou 

l’absence d’un quatrième triangle lingual au niveau de la partie postérieure de la dent. D’après 

mes résultats, l’existence de ces morphotypes serait produite par des variations intervenant au 

cours du développement. L’addition séquentielle de triangles se déroulant au cours du 

processus de développement de la dent ne semble pas modifiée, et le polymorphisme de la 

UM3 résulterait plutôt de variations ayant lieu dans sa partie postérieure, correspondant à un 

allongement plus ou moins important. Mes résultats ont pu finalement montrer que le 

déterminisme de la longueur de la dent n’était lié au développement de la rangée dentaire qu’à 

hauteur de 20%. De plus amples investigations sont donc nécessaires pour déterminer les 

facteurs expliquant les 80% de variation restants. Une des pistes envisagées étant que les 

conditions maternelles (poids, nutrition, santé etc.) influencent de façon significative la 

croissance des jeunes et par conséquent leur développement dentaire. 
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 Si au cours des deux premiers chapitres, l’étude des molaires a été privilégiée, dans le 

troisième chapitre je me suis intéressé à la variation de la mandibule afin d’établir une 

comparaison avec les résultats obtenus sur les dents. 

Variations morphologiques de la mandibule 

L'étude de la mandibule a mis en évidence une importante variabilité. Le remodelage 

osseux intervenant tout au long de la vie de l'animal peut expliquer les différences de forme et 

de taille marquées observées entre individus appartenant à des classes d’âge différentes au 

sein d’une population de Franche-Comté. Cette différenciation est du même ordre de grandeur 

que celle observée entre populations à l’échelle de l’Europe, masquant en grande partie la 

structuration biogéographique de l’espèce. L’influence de la structure d’âge chez le 

campagnol roussâtre est vraisemblablement intimement liée à son rythme de croissance. Les 

spécimens considérés pouvaient tous être considérés comme sub-adultes ou adultes (étant tous 

sevrés comme en témoigne la présence de la dernière molaire), et pourtant ils ont montré une 

croissance encore importante de la mandibule, localisée dans sa partie postérieure. A l’inverse 

dans le cas des souris une croissance rapide est observée, se stabilisant en grande partie 

lorsque la maturité sexuelle est atteinte autour du 45ième jour de croissance (Zelditch et al., 

2003). Des phénomènes de retardement de la maturité sexuelle observés chez le campagnol 

roussâtre pourraient expliquer cette période de croissance plus longue. Mes résultats mettent 

donc en avant l’importance de considérer la dynamique de croissance du taxon étudié lorsque 

la mandibule est l’objet d’intérêt. 

Perspectives

 L'étude dans l'actuel des variations de taille et de forme des molaires et mandibules du 

campagnol roussâtre Myodes glareolus a nécessité l'intégration de concepts touchant a des 

thématiques aussi variées que le développement des organismes, les traits d'histoire de vie, 

l'environnement, la différenciation génétique, etc. C'est cette intégration qui a permis au cours 

de cette thèse de mieux appréhender la complexité des mécanismes conduisant à la grande 

diversité des patrons de forme observés chez le campagnol roussâtre (cas par exemple de 

l’isolement répété des individus Basques et Gargano, ou au contraire de la mise en contact de 

spécimens appartenant à différentes lignées mitochondriales, voir même à différentes 

espèces). 
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 Par la suite, un couplage des données biologiques récoltées durant cette thèse avec des 

données paléontologiques permettra d'intégrer la dimension temporelle à la dimension 

spatiale, poussant encore plus loin la compréhension de la dynamique évolutive du campagnol 

roussâtre. Des fouilles réalisées dans les Hautes-Pyrénées sous la responsabilité de Vincent 

Mourre (La Grotte du Noisetier à Fréchet-Aure) ont notamment mis à jour des restes de 

Myodes glareolus antérieurs au dernier maximum glaciaire (Moustérien). En intégrant les 

fossiles au jeu de données actuel il pourrait être possible de les attribuer à l’un des groupes 

géographiques identifiés au cours de cette thèse. Le même type d’étude pourrait aussi être 

réalisé sur des fossiles provenant de Slovaquie (collection de Peter Klepsatel). 

 L’intégration de fossiles provenant de différentes régions d’Europe pourrait ainsi 

permettre de déterminer si au fil des cycles glaciaires-interglaciaires la recolonisation du 

milieu à partir des zones refuges s’est systématiquement effectuée de la même façon, ou si 

différents scénarios ont eu lieu. Il est par exemple possible d’envisager une recolonisation de 

l’Europe de l’Ouest dominée par les lignées méditerranéennes dans le cas d’une glaciation 

peu importante, impliquant une faible couche de glace sur les Pyrénées et les Alpes et 

autorisant une recolonisation précoce. Au contraire, une glaciation de grande ampleur comme 

celle du dernier maximum glaciaire a pu favoriser la recolonisation de l’Europe de l’Ouest par 

les lignées d’Europe centrale, les lignées méditerranéennes ne pouvant franchir rapidement les 

barrières montagneuses lors de la période de déglaciation. Ce type de scénario aurait conduit à 

l’établissement des lignées géographiques observées dans l’actuel. 
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Résumé 

 
Pour mieux comprendre l’impact du changement climatique actuel sur la 

biodiversité, les fluctuations du climat au Quaternaire (~2.5 Ma – Présent) offrent un 
contexte particulièrement approprié. La succession de cycles glaciaires-interglaciaires 
a en effet eu un impact majeur sur la répartition des espèces végétales et animales en 
provoquant une alternance entre les phases de fragmentation des milieux et les 
phases de recolonisation. La dernière glaciation, dont le maximum glaciaire s'est 
terminé il y a environ 19 000 ans, a ainsi largement participé à la distribution des 
espèces actuelles. Les derniers milliers d'années constituent donc une période de 
choix pour l'étude de la mise en place et du maintient de la biodiversité. 
 L'objectif de ma thèse a ainsi été de mieux comprendre comment une espèce de 
rongeur forestier apparue il y a environ 2 millions d’années, le campagnol roussâtre 
(Myodes glareolus), avait répondu à ces cycles du Quaternaire. Mon étude s’est basée 
sur une approche morphométrique de plusieurs caractères impliqués dans la 
mastication (mandibule et molaires), visant à quantifier la différenciation de forme 
associée à l’influence de différents facteurs. 
 Des résultats contrastés ont été obtenus selon le caractère considéré, la 
mandibule montrant une importante variabilité liée aux variations de la structure 
d’âge des populations.  
 Au contraire, les molaires ont pu être utilisées comme marqueur de la 
structuration biogéographique du campagnol roussâtre. Malgré des résultats 
concluants avec notamment la caractérisation morphologique de deux nouvelles 
lignées dans le Pays Basque (France) et au Mont Gargano (Italie), et la remise en 
question de l’origine de la lignée Oural (Nord de l’Europe), l’influence de plusieurs 
facteurs brouillant le signal biogéographique a pu être étudiée. Ainsi le 
développement participe largement à la variation, de même que la structure d’âge 
des populations qui comme pour la mandibule s’est avérée être un facteur de 
variation majeur. 
 Finalement, l'étude dans l'actuel des variations de taille et de forme des 
molaires et mandibules du campagnol roussâtre Myodes glareolus a nécessité 
l'intégration de thématiques variées touchant au patrimoine génétique des 
organismes, à leur développement, aux traits d'histoire de vie, à l'environnement, 
etc.. C'est cette intégration qui a permis au cours de cette thèse de mieux 
appréhender la complexité des processus conduisant à la grande diversité des 
patrons de forme observés chez le campagnol roussâtre. Par la suite, un couplage de 
ces données biologiques récoltées avec des données paléontologiques permettrait 
d'intégrer la dimension temporelle à la dimension spatiale offrant ainsi l’opportunité 
d'aller encore plus loin dans la compréhension de la dynamique évolutive du 
campagnol roussâtre et de l’impact des changements climatiques passés sur cette 
espèce.


