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Abstract. — We have sequenced 965 base pairs of the
mitochondrial DNA cytochrome b (mtDNA cyt &) from
102 woodmice (Apodemus sylvaticus) samples collected
from 40 European localities The aims of the study were
to answer the following questions: i) Did the Mediter-
ranean peninsulas play a role as a refuge for small
mammals? ii) Is the genetic variability of a small
mammal like A. sylvaticus higher in the Mediterranean
regions as compared with northern Europe? iii) Is it
possible to find patterns of postglacial colonisation of
Europe other than those presently recognised?

Sequence data were analysed using Distance and
Maximum Parsimony phylogenetic reconstruction
methods. A minimum spanning network was also calcu-
lated. Population genetic structure was determined
by analysis of molecular variance (AMOVA). A
«mismatch distribution » analysis was also performed
to estimate the patterns of expansion.

The results provide a clear picture of the impact of
Quaternary glaciations on the genetic and geographic
structure of the woodmouse. Analyses indicate a higher
genetic variability for the woodmouse in the Mediter-
ranean peninsulas as compared to northern Europe and
the role of these peninsulas as refuge regions for small
mammals. A new pattern of postglacial colonisation is
also proposed where the Iberian and southern France
refuge populations colonised almost all the European
regions. The Sicilian population appears to be highly
differentiated and highly variable. This result empha-
sises the importance of this island as a «hot spot» for
the intraspecific genetic diversity of the woodmouse.
Finally, populations of this species in North Africa orig-

inated from south-western Europe and are probably the
result of a recent anthropogenic introduction.

INTRODUCTION

Depuis quelques années, le nombre d’études phylo-
géographiques a littéralement explosé, particuliére-
ment au niveau de I’Europe (TABERLET ez al., 1998 ;
AVISE, 2000 ; HEwrTT, 2001). Ces études ont été
effectuées chez une grande variété d’especes incluant
des plantes et différents groupes d’animaux (insectes,
amphibiens, poissons, oiseaux et quelques mammi-
feres) (e.g. BILTON er al., 1998 ; LuCCHINI & RANDI,
1998 ; LUNT et al., 1998 ; SANTUCCI et al., 1998;
ALEXANDRINO et al., 2000 ; ENGELBRECHT et al.,
2000; Mac HORDON et al., 2000; PrrrA et al., 2000,
SHARBLE et al., 2000 ; SZIMURA et al., 2000 ;
MARDULYN, 2001 ; SEDDON et al., 2001 ; WIDMER
& LEXER, 2001). Elles ont montré 1’intérét des
méthodes de biologie moléculaire pour mieux
comprendre I’impact des glaciations du Pléistocéne
sur la diversité génétique des especes européennes.

Tout au long des derniers 2,4 millions d’années,
suivant des fluctuations climatiques cycliques d’en-
viron 100000 ans, les espéces adaptées aux climats
tempérés ont en effet subi de nombreuses contrac-
tions et expansions de leurs aires de répartition.
Celles-ci donnérent lieu 4 Iextinction réguliére des
populations du Nord de 1’Europe pendant les ages
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glaciaires. Lors des interglaciaires, ces extinctions
furent chaque fois suivies par des expansions rapides
de populations a partir de régions refuges situées
principalement dans les péninsules méditerranéennes
(Espagne-Portugal, Italie, Balkans) (TABERLET et al.,
1998). Ce processus impliqua de nombreux étran-
glements génétiques ayant probablement eu pour
conséquence une perte importante de la variabilité
génétique intraspécifique des especes dans le Nord
de I’Europe (HEWITT, 1996; 1999 ; 2001). Au
contraire, les populations vivant dans le Sud de
I’Europe furent moins affectées par de telles fluc-
tuations climatiques et devraient présenter une diver-
sité génétique plus importante.

L’isolement de populations de nombreuses
especes dans les péninsules méditerranéennes au
plus fort des périodes glaciaires a également conduit
a Iapparition de groupes génétiquement différen-
ciés. C’est a partir de ces différents groupes géné-
tiques que les espéces recolonisérent 1’ensemble de
I’Europe au terme de la derniére glaciation, il y a
environ 16 000 ans. En fonction de la distribution
spatiale actuelle de ces groupes au travers de
I’Europe, HEWITT (1996, 1999) a reconnu trois
grands schémas de recolonisation de cette région :
dans le premier (schéma Chorthippus parallelus),
I’expansion postglaciaire est apparue uniquement 3
partir de la région balkanique ; dans le second
(schéma Erinaceus europaeus), les espéces ont reco-
lonisé I’Europe du Nord 2 partir de trois régions
refuges (péninsule Ibérique, Italie-Balkans) ; enfin,
selon le troisieme (schéma Ursus arctos) les espéces
ont recolonisé 1’ensemble de 1’Europe a partir de
deux refuges (péninsule Ibérique et région du
Caucase).

Si ces études ont donné de nombreuses informa-
tions en ce qui concerne la phylogéographie des
especes européennes, I’influence des fluctuations
climatiques du quaternaire sur leur diversité géné-
" tique apparait encore obscure sous plusieurs aspects,
particuli¢rement pour certains groupes d’animaux.
Ainsi, a ’exception de I’étude effectuée sur le héris-
son (Erinaceus spp.) (SEDDON et al., 2001) et de
quelques données sur le criquet Chorthippus spp.

(HewitT, 1999), trés peu de données sont actuelle-
ment disponibles chez les animaux pour confirmer
que le degré de diversité génétique est plus impor-
tant chez les populations des péninsules méditerra-
néennes. Ce type d’information est pourtant parti-
culitrement important pour les études en biologie
de la conservation. Par ailleurs, les esp&ces étudiées
actuellement se caractérisent par un des schémas de
recolonisation postglaciaire décrits par HEWITT
(1999). Est-il néanmoins possible de trouver d’autres
schémas de recolonisation chez de nouvelles espéces
étudiées ? Enfin, 4 I’exception de I’étude de SEDDON
et al. (2001) sur le hérisson, toutes les études effec-
tuées sur les micromammiferes européens n’ont été
basées que sur un échantillonnage restreint ne repre-
nant qu’une partie de 1’aire de répartition des especes.
Ce manque d’information ne permet pas de déter-
miner le r6le exact des péninsules méditerranéennes
en tant que zones refuges pour ce groupe d’animaux.
En effet, BILTON et al. (1998) ont émis I"hypothése
que les espéces de micromammiféres n’ont pas reco-
lonisé la région Paléarctique occidentale 3 partir des
régions refuges du Sud de I’Europe, celles-ci ne
représentant que des «usines» & spéciation allopa-
trique, mais bien qu’elles proviendraient de régions
plus orientales comme le Nord du Caucase.

Dans I’ objectif de répondre 2 ces questions, nous
avons étudié une petite espeéce de rongeur, le mulot
sylvestre (Apodemus sylvaticus). Celui-ci présente
en effet de nombreux avantages pour une étude
phylogéographique : 1) il est inféodé au milieu fores-
tier et est présent depuis au moins trois millions d’an-
nées en Europe (MICHAUX & PASQUIER, 1974).
Ainsi, au méme titre que les foréts qu’il habite, son
aire de répartition a trés probablement fluctué tout
au long des changements climatiques du Pléistocene ;
2) il est relativement commun, facile 2 piéger et
largement distribué sur I’ensemble de la région
Paléarctique occidentale ; 3) I’histoire évolutive de
cette espece est bien CONNUE (MICHAUX &
PASQUIER, 1974 ; MICHAUX et al., 1997 ; SERizAWA
et al., 2000; SUuzUKI et al., 2001 ; MICHAUX et al.,
2001) et ce genre est bien représenté dans les données
fossiles. Une calibration de son horloge moléculaire
est ainsi possible.
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MATERIEL ET METHODES

Cent deux Apodemus sylvaticus provenant de
40 localités distribuées sur I’ensemble de son aire
de répartition ont été utilisés dans les analyses
(tableau 1, fig. 1).

L’ADN a été extrait a partir de tissus préservés
en éthanol (SAMBROOK er al., 1989). Ces tissus
proviennent de la collection d’Apodemus de J.R.
Michaux (annotés JRM) et de 1a collection de tissus
de mammiferes déposée a 1'Institut des Sciences de
I’Evolution de Montpellier (CATZEFLIS, 1991 ;
annotés T).
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Une large portion du géne mitochondrial cyto-
chrome b (965 pb) a été amplifiée a 1’aide des
amorces L7 (5’-ACCAATGACATGAAAAAT-
CATCGTT -3’) et H16 (5’-ACATGAATYGGAG-
GYCAACCWG-3). Les réactions d’amplification
ont été effectuées dans des volumes de 2X50 pul
incluant 25 pl de chaque amorce 4 2 uM, 20 pul de
1 dNTP 1 mM, 10 pl de tampon 10X de réaction,
10 pl d’eau purifiée et 0,2 pl de Tag DNA polymé-
rase Promega & 5 U/ul. Environs 200 ng d’extrait
d’ADN (10 1) ont été utilisés pour chaque réaction
d’amplification, effectuée par un thermocycleur

Grigine géographiaue: Nombra  Symboles des localltes ‘Numéros des 6chantilons ou RUMEros
total {voir Figs. 1,2 et 3) d'accession GenBank
dindiv i i {pour les Individus déjh sdquencés)
Espsgne Eugi (Navarre) 4 E1 V2941, 12142, T-2143, T-2744
Torla 1 E2 JRAE100
Figueras. (Catalogne) 1 E3 JRM-5T8
Muitia 4 €4 JRM-5R4,-IRM-506, JRMET14, JRM-T15
Portugal Murtal ] P JRM-583, JRM-504
France Py Mantet (Pyrénées oriantales) 7 F1 JRM-289, JRM-ZT0. JRVEZTH, JRM-2T2, JRM-274, JRMITT. JAM-278
Murviel (Hérault) 3 F2 JRNVST4, JRM-S7S, JRM-STT
Cap Lardier{Var) 4 F3 JRM-142 10.JRM: 145
Sérandon (Corréze) 1 F4 JRM:396
Alfier 1 F5 T-885
Morvan 1 F§ JRAM-589
Alpes Maritimes 1 F? JRMES584
Italis Penne (Abruzzes) 4 H URM-163, JRM- 184, JRM-185. JRM- 187
Rome (Latium) 1 R JRM-168
Grosseto (Toscane) 1 13 JRMTTS
San Polo {Latksm) 1 “ JRME1T1
Tarquinia (Toscane) 3 15 JRMAT2, IRM-173, JRM-174
Aspromonte {Calabre) 4 6 JRM-158 10 JRMEAGZ, JRM85T:10. JRM-B60
Siclle Alla (Centra Sicile) 3 81 JRM-3D4 1o JRM-306
Madonia Forest (Nord Sicile) 12 82 JRM-EBB W JRM-ATS
Belgique Ardennes 7 B JRM-101, JRM- 102, JRM-103, JRM-104, JRM-105, JRM-108, JRM-107
Peys-Bas 1 NL ABOSISHS
Aligmagne Dresde (Saxe) 2 At JRM-515, JAM-519
Leip2ig (Saxs) 1 A2 JRM-514
Bielefeld 1 A3 SRM-187
République Kasperske 3 [s74] JRM-3T2 %0 JRMETH
Tchégue Klinec filoviste 1 cz2 IRMITS
Subde Uppsala 3 Su JRM-452, JRM-453, JAM-ASE
Yougosiavie Susarra {Viojvodine) 3 Y IRM-Z10 b JRM-212
Slovénie Skofia 1 sh JRM-AST
Liubkana (Vecnapot) 2 s JRM-434, JRME-436
Ukraine Tohermobyl 4 3] AF127538,37, 38,43
Grics Macedoine 1 Gr1 JRM-181
Péloponnése 1 Gr2 JRM-183
Grirce Contrale 1 Gr3 JRMTOS,
Roumanie Cheile Garfistel 1 Rt JRM-5T0
constanta county 1 R2 JRM:5T1
Turguie Caycuma (Zonjdak) 1 Tor IRM-184
Tunisie Ain Dram 4 Tun JRM-138.30 JRM. 144
Maroc Ketama 4 M JRMA38 0 JRM-141
Avodemis Favicolis
Halie Abruzzes 1 AJ311150
France Alligr 1 AJI1115
Apodeniis mysiacinus
Syrie 1 AJIN1148
Gréce L 31147
Anodomus A arkis
Estonia 1 AJdt1rae
République Tehégue 1 AdST1148

Tableau 1. Distribution géographique et références des échantillons d’ Apodemus utilisés lors des analyses.
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Figure 1. Distribution géographique des échantillons d’Apodemus sylvaticus étudiés. La zone grisée correspond
a ’aire de distribution de I’espéce (comme décrit par Schilling et al., 1986 ; Zagorodnyuk, 1996 & Mezhzherin, 1997).
Les lignes en gras correspondant aux principales barriéres biogéographiques européennes, i savoir les Alpes et les Pyrénées.
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Labover PTC100 (33 cycles - 20s 494 °C, 30 s
450 °C et 1 min 30s a 68 °C —, cycle final d’exten-
sion de 10 min & 68 °C). Les produits de PCR ont
été purifiés avec des colonnes Ultra-free DA Amicon
(Millipore), et les deux brins d’ADN séquencés
directement avec le kit de séquengage Bigdye termi-
nator (Applied Biosystems) et un séquenceur auto-
matique ABI 310 (Applied Biosystems).

Alignement des séquences
et analyses de saturation

Les séquences de cytochrome b d’Apodemus sylva-
ticus, d’A. flavicollis et d’A. mystacinus, issues de
GenBank (tableau 1) ont été alignées aux nouvelles
séquences en utilisant I’éditeur ED du programme
MUST (PHILIPPE, 1993). Une analyse de saturation
des données de cytochrome b a été effectuée selon
la méthode de PHILIPPE & DOUZERY (1994) et
HASSANIN et al. (1998).

Analyses

Les séquences alignées ont été analysées selon des
méthodes de distance (Neighbor Joining, NJ; SArrou
& NEl1, 1987) et de maximum de parcimonie (MP
FiTCH, 1971) avec le programme PAUP 4.0b8
(SWOFFORD, 1998 ; NJ : critéere ME, estimateur de
distance de Kimura 2 deux paramétres K2P; MP :
recherche heuristique, option TBR branch swapping,
Maxtrees = 1000). L’analyse NJ a été effectuée selon
une distribution gamma pour les taux de substitu-
tion entre les sites. Le parameétres alpha (YANG, 1996)
et la proportion de sites invaniables (1) ont été esti-
més par la méthode du maximum de vraisemblance
en tenant compte de la phylogénie obtenue par I’ana-
~ lyse de distance (programme PAUP 4.0b8). La robus-
tesse des nceuds a été€ estimée par la méthode du
booistrap (BP) (FELSENSTEIN, 1985) (1000 et
100 répétitions aléatoires pour I’analyse de distance
et de MP, respectivement).

Une analyse en réseau a également été effectuée
en utilisant le programme MINSPNET disponible
dans le programme Arlequin 2.0 (SCHNEIDER et al.,
2000). Les diversités nucléotidique T et haplo-
typique A, ont été estimées en utilisant le programme

DNASP (Rozas & Rozas, 1997). L’histoire démo-
graphique des lignées génétiques mises en évidence
a été estimée par une analyse de « mismatch distri-
bution » des différentes substitutions entre paires
d’haplotypes en utilisant le programme DNASP
(Rozas & Rozas, 1997),

La structure génétique populationnelle a été déter-
minée par une analyse de variance moléculaire
(AMOVA) et en calculant ¢, avec le programme
Arlequin 2.0 (SCHNEIDER et al., 2000). Cette analyse
a été effectuée a différents niveaux hiérarchiques :
entre groupes (correspondant aux sous clades obser-
vés), entre populations au sein de chacun de ces sous
clades (17 populations ont été définies en fonction
de données géographiques, écologiques et géolo-
giques), et enfin au sein de chacune des populations.

Un test de Mantel (MANTEL, 1967) a été effec-
tué pour déterminer une association possible entre
les distances génétiques et géographiques séparant
tous les échantillons analysés. Seules les popula-
tions de Sicile et du Nord de 1’ Afrique séparées de
I’Europe par la mer Méditerranée n’ont pas été prises
en compte pour cette analyse. Les distances géné-
tiques entre les échantillons ont été obtenues en effec-
tuant une analyse de distance (estimateur de Kimura
a 2 parametres). Les distances géographiques ont
été calcuiées en utilisant le programme « Encarta
World Atlas » (Microsoft Office, 1993-1996).

Les époques de séparation des différentes lignées
génétiques observées ont été estimées sur base du
pourcentage de divergence génétique obtenu lors
d’une analyse de distance (estimateur K2P). Comme
proposé par AVISE (2000), la distance génétique entre
les différentes lignées a été corrigée en fonction du
polymorphisme ancestral en utilisant la formule :

Pt =Pap—0.35 (Ps + Pp)

ot P, est 1a distance corrigée entre les lignées A et
B, P4p est la distance génétique moyenne obtenue
entre les lignées A et B, et P, et Pp correspondent
aux distances génétiques moyennes entre individus
au sein de chacune de ces lignées. Deux points de
calibration dérivant de données paléontologiques
ont été utilisés pour cette analyse : 1) 1’époque de
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Figure 2. Arbre Neighbour-joining reprenant les 99 haplotypes de mulots sylvestre (désignés de 1 4 99).
Les origines géographiques (voir tableau 1 et figure 1) sont donnés en parenthése. Les chiffres en-dessous des branches

indiquent les valeurs de bootstrap au dessus de 50 % obtenues lors

des anlayses de distance et de maximum de parcimonie.
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divergence entre A. mystacinus et toutes les petites
especes de Sylvaemus estimée a approximativement
4 7 millions d’années (AGUILAR & MICHAUX, 1996;
MICHAUX et al., 1997); 2. la divergence entre
A. sylvaticus et A. flavicollis estimée 4 4 millions
d’années (MICHAUX & PASQUIER, 1974 ; MICHAUX,
Comm. Pers.).

RESULTATS

Variations des haplotypes
et analyses de saturation

Un total de 99 haplotypes différents a ét€ identifié au
sein des 102 séquences de cytochrome b d’A. sylva-
ticus analysées. La matrice de données complete
comprend ces 99 haplotypes ainsi que deux séquences
d’A. flavicollis et d’A. mystacinus utilisées comme
groupes externes. Cette matrice contient 965 paires
de bases, dont 282 sites (29 %) sont variables et 226
(23 %) sont informatifs pour les analyses de parci-
monie. Le ratio moyen entre transitions et transver-
sions est de 2,29. Les fréquences en nucléotides sont :
C 26,3 %, T 30,5 %,A30,7%,G 12,5 %.

L’analyse de saturation a montré qu’aucun des
événements n’est affecté par de I’homoplasie, méme
au niveau des transitions aux troisi¢mes positions
du codon (S = 0.76) généralement saturées dans les
études phylogénétiques basée sur le cytochrome b
(MICHAUKX et al., 2002).

Analyses phylogénétiques

L’analyse de distance (fig. 2) a montré que les
99 haplotypes d’A. sylvaticus sont divisés en deux
grands clades : le premier correspondant aux
animaux d’Italie, des Balkans et de Sicile (clade 1),
le second reprenant toutes les populations d’Europe
de 1’Ouest, Centrale et du Nord ainsi que du Nord
de 1’ Afrique (clade 2). Ces clades sont fortement
soutenus (valeurs de bootstrap BP de 97 % et 88 %,
respectivement) et séparés par un grand degré de
divergence génétique (5,4 %). Le premier clade est
lui-m€me divisé en deux sous groupes fortement
différenciés (BP 100 %, 3.6 % de divergence géné-
tique). Le premier comprend les animaux de Sicile
(sous clade 1b); le deuxieme correspond aux

animaux italo-balkaniques (sous clade 1a). Le groupe
nord-africain (sous clade 2a) apparait également
nettement divergent (BP 100 %, distance K2P 1,9 %)
de toutes les populations d’ Europe de I’ Ouest (sous
clade 2b). Aucune autre structuration géographique
nette n’est observée.

L analyse de parcimonie est caractérisée par un
seul arbre le plus parcimonieux (L = 582 pas évolu-
tifs, CI = 0.53, RI = 0.89) identique 2 celui obtenu
lors de I’analyse de distance (valeurs de BP en fig. 2).

L’analyse en réseau (fig. 3) montre également une
forte différenciation entre les clades 1 et 2 (22 pas
mutationnels). Les populations sicilienne et nord
africaine apparaissent également bien séparées des
animaux italiens et ouest-européens, avec 17 et 9
pas mutationnels, respectivement. Les sous clades
1a et 2a présentent une topologie «en étoile » suggé-
rant une expansion récente a partir d’un faible
nombre d’animaux (AVISE, 2000) alors que les sous
clades 1b et 2b apparaissent plus hétérogénes.

Diversité nucléotidique et haplotypique,
structure populationnelle

Le degré de diversité nucléotidique et haplotypique
a été calculé pour chaque sous clade. Par ailleurs,
dans le but de vérifier si la diversité nucléotidique
est bien plus importante au sein des régions refuges
potentielles en comparaison des populations du Nord
de I’Europe, le sous clade 2b a été divisé en deux
sous groupes : le premier correspondant aux popu-
lations ibériques et du Sud de la France; le second
correspondant a toutes les autres populations. Le
résultat de ces analyses est résumé au tableau 2. Il
indique que les animaux siciliens présentent le plus
haut niveau de diversité nucléotidique. Au sein des
populations continentales, le groupe correspondant
aux populations du sud-ouest de 1’Europe (sous
clade 2b1) est caractérisé par un niveau significati-
vement (p < 0.05) plus important de diversité nucléo-
tidique par rapport aux populations nord-curo-
péennes (2b2) ou aux autres sous clades. Au sein de
ces derniers (clades 1a et b, 2a), les animaux nord-
africains présentent un tres faible degré de diversité
nucléotidique.
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Taile Nombre d  Divergence génalque Diversits Ereur Divarsie Ereur
Clade 1 des échantifions.__t % distance K2P)___riuciéotidique (P} Slandard e () Standerd
Sous clade 1a {italis + Balkans) 26 25 1,22 0,0084 0,0008 0,0068 0,022
Sous clade 1b (Sicls) 15 15 1,33 0,013 0,001 1 0.024
Clade 2
Sous clade.2a (Afrique du Nord) 8 8 0.28 06,0029 0,0005 1 0063
Sous clade 2b1* (Sud Ouest de IEurope) 27 23 1.4 0,0087 06,0007 0,981 0,023
Sous clade.2b2* (Europe du Nord) 2 20 1,08 0.0052 0,001 0,965 0,028

* Les sous clade 2b est divis€ en deux groupes différents correspondant aux populations du Sud et du Nord de 1’Europe, respectivement.

Tableau 2. Variabilité génétique observée au sein des quatre groupes génétiques d’A. sylvaticus.

Sous clade 2a

Sous
clade
2b

Sous
clade
1a

Sous clade 1b

Figure 3. Analyse en réseau construit sur base des séquences de cytochrome b d’ Apodemus sylvaticus obtenues. Les origines
géographiques (voir tableau 1 et figure 1) sont indiquées. Pour simplifier la figure, les haplotypes séparés par seulement un pas
mutationnel ont été associés. Les nombres en italique correspondent aux pas mutationnels observés entre haplotypes.
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Le test de Mantel effectué sur 1’ensemble des
échantillons continentaux européens n’a pas montré
de relation significative entre distance génétique et
distance géographique (p = 0,34). Ainsi, la structure
génétique observée entre les populations de mulots
étudiées ne peut s’expliquer par un simple isolement
par la distance.

L’analyse de variance moléculaire AMOVA a
montré que la majorité (76,2 %) de la variabilité
observée au niveau des séquences d’ ADN mito-
chondrial est distribuée entre les quatre grands
groupes génétique. Au contraire, un tres faible pour-
centage de cette variabilité (3,8 %) est observée au
sein de chacun de ces groupes.

Comme il pouvait étre espéré pour des popula-
tions s’ étant répandues au terme de la derniere glacia-
tion 2 partir d’un nombre relativement faible d’ani-
maux, 1’analyse de « mismatch distribution » a
montré une signature de population en croissance
(distribution en « cloche ») pour les sous clades 1a,
2a et 2b. Au contraire, une distribution plus hétéro-
gene caractérise le sous clade sicilien (1b) suggé-
rant une population plus stable moins sujette & une
expansion récente.

ANALYSE DE DATATION

La distance K2P moyenne entre A. mystacinus et le
groupe A. flavicollis-A. sylvaticus, qui divergérent
il y a 7 millions d’années (Ma), est de 18,4 %. Celle
entre A. flavicollis et A. sylvaticus, qui se séparérent
ily a4 Ma, estde 11,4 %. Ces valeurs donnent ainsi
un taux de 2,6/2,85 % de divergence génétique par
million d’année. Quand ce taux est appliqué aux
différentes dichotomies observées au sein d’A. sylva-
ticus, et en tenant compte du polymorphisme ances-
tral de I’ ADN mitochondrial, les datations suivantes
sont obtenues : 1,5/1,6 Ma pour la séparation entre
les clades 1 et 2, 0,8/0,9 Ma pour la séparation entre
les sous clades 1a et 1b (tableau 4) et 0,4 Ma pour
la séparation des animaux nord africains avec ceux
d’Europe de I’Quest.

DISCUSSION

Deux grands groupes génétiques de mulots
en Europe continentale

Les analyses en réseaux, de distance et de maximum
de parcimonie montrent clairement que les popula-
tions d’Apodemus sylvaticus européennes sont sépa-
rées en quatre grands groupes génétiquement bien
différenciés ne se recouvrant pas géographiquement.
Ces résultats rejoignent ceux obtenus par les
méthodes de RFLP (MICHAUX et al., 1996a & b;
1998a & b; LIBOIS et al., 2001). Cette structuration
géographique est trés fortement soutenue, 76,2 %
de la variabilité totale de I’ADN mitochondrial
(analyse AMOVA, tableau 3) étant distribuée entre
ces quatre groupes génétiques. Au contraire, une
faible variabilité existe entre les populations
présentes au sein de chacun de ces groupes (3,8 %
de la variabilité totale).

L'Europe continentale est séparée en deux grandes
lignées : la premiere se distribue du Sud de I’Espagne
au sud, 2 la Suéde au nord et 2 I’Ukraine a I'est; la
seconde est limitée & 1’Italie, les Balkans et 1’Ouest
de la Turquie. Cette forte structuration géographique
correspond 2 la premiere catégorie phylogéogra-
phique décrite par AVISE (2000). Comme déja
proposé pour quelques autres especes européennes
(TABERLET et al., 1998 ; HEWITT et al., 2001 ;
SEDDON et al., 2001), cette structuration peut s’ex-
pliquer par un isolement de deux groupes de mulots
au sein de deux refuges méditerranéens (péninsule
ibérique et Italie-Balkans) durant un des pics
glaciaires du Pléistocéne. Cet isolement a proba-
blement été favorisé par la présence des Alpes qui
jouerent et jouent probablement encore le réle de
barriere biogéographique pour cette espéce
(MICHAUX et al., 1996b). Ces deux facteurs empé-
cherent les échanges génétiques entre les deux
groupes de mulots pendant de longues périodes,
provoquant 1I’apparition de fortes différences géné-
tiques entre ceux-ci. Au contraire, les baisses
fréquentes du niveau de la mer Adriatique durant les
pléniglaciaires du Pléistocéne (STRAHLER &
STRAHLER, 1989) favorisérent des contacts entre les
populations italiennes et balkaniques, ce qui empé-
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cha leur isolement génétique. De maniére similaire,
la population de mulot sylvestre de 1I’Ouest de la
Turquie est trés proche génétiquement du groupe
italo-balkanique, suggérant des contacts récents entre
eux. Ceux-ci ont pu avoir lieu durant un des dernier
dges glaciaires quand 1a mer de Marmara f{it rempla-
cée par des terres émergées.

L’époque de séparation entre les haplotypes
ancestraux a la base des deux lignées génétiques
européennes est estimée a 1,5/1,6 Ma. Il apparait
ainsi que la structuration génétique intraspécifique
du mulot sylvestre est le résultat des fluctuations
climatiques du quaternaire. Ce résultat est en accord
avec les hypothéses proposées par AVISE (2000),
SEDDON et al. (2001) et HEwrTT (2001).

Régions refuges
et recolonisations postglaciaires

Comme prédit par le modele d’expansion/contrac-
tion (NICHOLS & HEWITT, 1994 ; IBRAHIM et al.,
1996 ; SANTUCCI et al., 1998), I’analyse de 1a diver-
sité nucléotidique (tableau 2) confirme que le Sud-
Ouest de I’Europe (péninsule ibérique et Sud de la
France) a représenté une région refuge pour A. sylva-
ticus. En effet, ces populations se caractérisent par
un degré de diversité génétique significativement plus
important (p < 0.05) que celui observé en Europe du
Nord. Ainsj, il est trés probable que le mulot sylvestre
a recolonisé et s’est répandu dans la plupart des
régions du Nord et du centre de I’Europe a partir de
la péninsule ibérique et du Sud de 1a France au terme
de la demniére glaciation. Ce scénario d’expansion
est corroboré par la distribution «en cloche » du
groupe ouest-européen lors de 1’analyse de
«mismatch distribution » (LUIKART et al., 2001).
Ainsi, les Pyrénées semblent ne pas avoir représenté
un obstacle pour la recolonisation postglaciaire du
mulot sylvestre (MICHAUX et al., 1998), Ce résultat
va & I'encontre de 1’hypothése émise par BILTON et
al. (1998) proposant que la majorité des micro-
mammiferes n’ont pas recolonisé le Nord de I’Europe
a partir des péninsules méditerranéennes. Cependant,
cette dernieére étude ayant été basée sur un échan-
tillonnage trés limité (n = 1 pour chaque péninsule),
elle doit étre interprétée avec beaucoup de prudence.

Au contraire des populations du Sud-Ouest de
I’Europe, le groupe italo-balkanique est caractérisé
par un faible niveau de diversité nucléotidique. Ce
résultat est surprenant si I’on sait que les données
paléontologiques (AGUILAR & MICHAUX, comm,
pers.) et paléoclimatologiques (REILLE & DE
BEAULIEU, 1995 ; TZEDAKIS et al., 1997) attestent
du réle de I’Italie et des Balkans en tant que refuges
pour A. sylvaticus durant les glaciations du quater-
naire. Ce faible niveau de variabilité génétique pour-
rait s’expliquer par un étranglement génétique impor-
tant ayant touché ce groupe de mulot lors d'un des
derniers pics glaciaires. Cette hypothese est corro-
borée par : 1) les longueurs de branches trés petites
observées chez cette lignée sur 1’arbre phylogéné-
tique obtenus lors de I’analyse de distance ; 2) la topo-
logie «en étoile » obtenue lors de 1’analyse en réseau
et caractéristique d’une expansion rapide & partir d’un
petit nombre d’animaux fondateurs; 3) une faible
valeur de la diversité haplotypique (%) et nucléoti-
dique (Pi) (tableau 2) comme suggéré par AVISE
(2000). Cet étranglement génétique pourrait étre le
résultat de plusieurs facteurs environnementaux :

— les données paléoclimatologiques (TZEDAKIS,
1994) ont montré qu’une grande partie des
Balkans était plus aride que les autres régions
européennes lors des pics glaciaires du Pléisto-
cene. Ce climat a probablement influencé 1a distri-
bution des habitats du mulot (foréts), ce qui a pu
conduire a une fragmentation de ses populations ;

— le nombre d’especes d’Apodemus (A. flavicollis,
A. uralensis, A. agrarius, A. mystacinus) est nette-
ment plus important en Europe centrale et dans
les Balkans qu’en Europe de I’Ouest (A. flavicol-
lis et A. alpicola uniquement dans les Alpes)
(SCHILLING et al., 1986 ; WILSON & REEDER,
1993). Ainsi, étant donné que ces espéces vivent
souvent dans le méme habitat, une compétition
interspécifique a pu aussi jouer un rle dans la
diminution de variabilité génétique du groupe
italo-balkanique, particuliérement lors des derniers
pics glaciaires ou les ressources alimentaires et
les niches écologiques pour ce groupe d’animaux
étaient probablement plus limitées.
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Cet étranglement génétique pourrait aussi
expliquer pourquoi les populations du groupe
italo-balkanique n’ont pas contribué aux reco-
lonisations postglaciaires du Nord de I’ Europe.
Avant de recoloniser cette région, elles ont proba-
blement di reconstituer leurs effectifs. Durant
ce temps, le groupe ouest-européen a pu se
répandre trés rapidement a travers 1’ensemble
de 1a région Paléarctique occidentale empéchant
par 12 une colonisation plus tardive des animaux
italo-balkaniques. En effet, une fois établis, les
rongeurs peuvent présenter un comportement de
rejet et d’agressivité important envers tout nouvel
envahisseur (GRANION & CHEYLAN, 1989). Par
ailleurs, la présence d’obstacles topographiques
importants comme les Alpes ou les Carpates ont
pu aussi empécher une recolonisation rapide du
groupe italo-balkanique. Ce schéma de recolo-
nisation postglaciaire n’avait jusqu’a présent pas
encore été mis évidence (TABERLET et al., 1998,
HewirT, 1999, 2001).

Colonisation de P’ Afrique du Nord

Comme déja proposé par LIBOIS et al. (2001)
sur base de méthodes de RFLP, les analyses
phylogénétiques montrent clairement que les
mulots nord africains sont regroupés dans un
sous clade bien spécifique (100 % BP), lui-méme
niché au sein du principal groupe européen (clade
2). Cette observation suggere fortement que les
animaux nord africains ont une origine ouest-
européenne plutdt qu’italienne, sicilienne ou
balkanique. L’haplotype le plus proche (45)
correspond A un animal portugais. Ceci tend a
montrer que leur introduction s’est effectuée via

Figure 4. Analyse de « mismatch distribution »
effectuée chez les quatre grandes lignées
mitochondriales d’Apodemus sylvaticus obtenues. La
fréquence espérées est basée sur un modele de

«croissance-déclin » (theta initiales =0, 2,4, O et 0,

theta finales = 1000, tau = 4,4, 9.4, 2,7 and 1,6 pour les
groupes italo-balkaniques, siciliens, nord-fricains et
ouest européens, respectivement), déterminée par le
programme DNASP v 3.5 (Rozas & Rozas, 1997).

125
Groupe ltalo-Balkanique (sous clade 1a)
— espéré
-- o observé
8
c
E)
£
[
k) 10 2 0
Differences deux & deux
Sicile (sous clade 1b)
012 ! P o @5péré
;" o ObsEIVé
8 -'
g
£
'Y
omy
0. Ppy-Te
o 10 2 E]
Differences deux a deux
—. 88péré
g --o- observé
=
2
‘3
w
" o 10 20 0
Differences deux & deux
rin sous ¢ b
"‘.‘ —  85péré
--o- observé
:
g
$
w

10 2 £
Differences deux & deux




126 JOBAN RENE MICHAUX, ELODIE MAGNANOU, CAROLINE NIEBERDING, ROLAND LIBOIS

le détroit de Gibraltar. La grande valeur de k et la
faible valeur de Pi (tableau 2), la courbe «en cloche »
obtenue lors de I’analyse de « mismatch distribu-
tion » (fig. 4) et 1a topologie en étoile observée dans
I’analyse en réseau (fig. 3) suggeérent que cette intro-
duction §’est effectuée trés récemment a partir d’un
petit nombre d’individus et que celle-ci a été suivie
d’une expansion rapide (AVISE, 2000; LUIKART et
al, 2001). L’analyse de datation suggere une sépa-
ration entre les populations nord africaines et ouest
européennes il y a environ 0,4 Ma (Pleistoceéne
Moyen). Cette estimation rejoint les résultats obte-
nus par LIBOIS et al. (2001) sur base de méthodes
de RFLP mais ne correspond pas du tout aux données
paléontologiques. Celles-ci suggerent en effet une
colonisation récente (Holocéne) du mulot en Afrique
du Nord (JAEGER, 1975 ; BURGIO, 1998). Cette diffé-
rence peut étre expliquée selon deux hypotheses :

— Une colonisation récente a pu s’effectuer & partir
d’une petit nombre d’individus lors d’une introduc-
tion anthropogénique (MICHAUX et al., 1996b, 1998 ;
DossoN & WRIGHT, 2000). Dans ce cas, le grand
degré de divergence génétique observé entre les
animaux européens et nord africains pourrait s’ex-
pliquer par le fait que les quelques mulots coloni-
sateurs présentaient déja une différence génétique
par rapport aux autres animaux européens étudiés.
En effet, comme observé dans ce travail (tableau 2),
le refuge ibérique est caractérisé par une grande
diversité de types mitochondriaux qui ont pu évoluer
séparément quelquefois depuis de longues périodes.

— Une expansion s’est effectuée récemment a partir
d’une petite population «d’inoculation » qui était
présente en Afrique du Nord depuis le Pléistocéne
Moyen. Néanmoins, il est difficile d’expliquer pour-
quoi cette population fondatrice n’aurait pas pu enva-
hir I’ensemble de 1’ Afrique du Nord tout au long des
derniers 400000 ans, surtout si 1’on sait que durant
cette période, les conditions éco-climatiques de cette
région ont été favorables pour le mulot (JAEGER,
1975; BLONDEL, 1995). Par ailleurs, cette hypotheése
ne rejoint pas du tout les données paléontologiques
(JAEGER, 1975).

En conclusion, le mulot sylvestre d’ Afrique du
Nord est originaire d’Europe de 1’Ouest et sa colo-
nisation est probablement le résultat d’introductions
anthropogéniques récentes comme suggéré par
DoBsON (1998) et DoBSON & WRIGHT (2000).

«L’énigme sicilienne »

Jusqu’a cette étude, 1’origine des mulots de Sicile
était encore inconnue (MICHAUX et al., 1998). Nos
données phylogénétiques indiquent maintenant clai-
rement qu’ils sont reliés a la lignée italo-balkanique.
Cependant, au contraire des populations des autres
fles méditerranéennes ot le mulot a €té introduit
récemment et est génétiquement similaire aux popu-
lations continentales (MICHAUX et al., 1996a & b,
1998), 1a population sicilienne apparait trés diffé-
renciée (distance K2P 3,2 %) et séparée des animaux
italiens depuis 0,8/0,9 Ma. Le grand taux de varia-
bilité génétique (fig. 3 et tableau 2) observé au sein
de cette population et les résultats obtenus par la
méthode de RFLP (MICHAUX et al., 1998) confir-
ment cette observation.

Par ailleurs, I’analyse de « mismatch distribu-
tion» semble montrer que cette population n’a pas
subi une expansion récente mais apparait plutdt
comme relativement stable, et une forte valeur de #
et de Pi corrobore cette observation (AVISE, 2000).
Deux hypotheéses peuvent expliquer cela :

— Lapopulation sicilienne a été isolée du continent
depuis au moins 0,8 Ma permettant & des haplotypes
ancestraux de survivre et de diverger alors que ceux-
ci disparurent dans les régions continentales pour
une série de raisons (par ex. étranglements géné-
tiques associés aux dges glaciaires, compétition inter-
spécifique...). Cependant, cette hypothese ne corres-
pond pas aux données paléontologiques qui attestent
d’une part, de la présence du mulot sylvestre en Sicile
depuis seulement 70 000-50 000 ans (SARA, comm.
pers.), et d’autre part, de I’existence de plusieurs
connections entre la Sicile et I’Italie tout au long du
dernier million d’années (THALER, 1973 ; JAEGER,
comm. pers.).

— Une lignée génétique ancienne aurait pu survivre
quelque part dans le Sud de I’Italie et entrer en Sicile
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durant la dernicre glaciation, il y a 70000 ans. Cet
ancien stock aurait pu rester isolé sur I'ile jusqu’a
I’époque actuelle et étre protégé des dernieres fluc-
tuations climatiques du Pléistocene. Au contraire,
les populations continentales ont pu étre remplacées
par un « stock moderne » s’étant dispersé a partir du
refuge italo-balkanique au terme de la derniére
glaciation.

Quelle que soit I’hypothese expliquant la différen-
ciation génétique de la population sicilienne, cette
fle apparait comme un véritable « point chaud » de
diversité génétique pour le mulot sylvestre. Ce
phénomene a déja été observé chez la perdrix
Alectoris graeca (LUCCHINI & RANDI, 1998).
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