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RESUME

L’Asie du Sud-Est est un point chaud de la biodiversité et, dans le méme temps, cette
région est un foyer actif d’émergence ou de réémergence de zoonoses (SRAS, grippes
aviaires, leptospirose, roboviroses etc..). Le développement économique sans précédent et la
croissance démographique humaine que connait la zone biogéographique indochinoise sont
un moteur de changements considérables des écosystémes. Dans le contexte du changement
global, il est primordial de comprendre comment ces modifications environnementales
modifient les interactions entre les communautés d’hétes et leurs communautés de
parasites/pathogenes afin d’appréhender les transformations du paysage épidémiologique.
Certaines especes, qui sont des réservoirs de zoonoses constituent, de par leur mode de vie et
leur statut de gibier des modeles particulierement intéressants a étudier dans ce cadre. C’est le
cas, pour la zone étudiée, des rongeurs et plus particulierement des représentants de deux
tribus de la sous-famille des Murinae : les Rattini et les Murini. La premiere partie de ce
mémoire porte sur ces deux tribus, particulierement diversifiés en Asie du Sud-Est. L’objectif
a été d’etudier la faisabilité d’un outil d’identification web-service innovant basé sur la
morphométrie. Cet outil viendra compléter des réalisations qui lui sont antérieures a savoir :
un guide d’identification de terrain et un premier outil web-service basé sur I’identification
moléculaire. Ces productions formeront un ensemble cohérent d’outils d’identification
permettant d’offrir & la communauté des personnes désireuses d’étudier les rongeurs de la
zone des accés multiples et adaptés a une identification de qualité. Pour la réalisation de cet
outil d’identification morphométrique, nous avons tout d’abord étudié quels sont les facteurs
intra et inter-spécifiques qui influencent la variation morphologique des espéces de rongeurs.
Cette étude, au travers d’une approche de systématique intégrative a ainsi contribué a la
stabilisation de la taxonomie des Rattini. L’étude morphométrique est entierement basée sur
un jeu de données de six cent soixante individus qui appartiennent a dix-sept especes.
L’ensemble des individus a fait au préalable I’objet d’une identification moléculaire réalisée a
I’aide d’un géne mitochondrial. Dans le cadre de la création du web-service morphométrigue,
les sources d’erreurs relatives a la comparaison de jeux de données produits par des
opérateurs différents sont identifiees et encadrées car elles pourraient compromettre
I’identification des individus. Des seuils d’assignation sont également définis pour permettre a
I’outil de gérer la confrontation avec des espéces qui ne sont pas représentées dans le jeu de
données de réference. Dans un second temps nous avons souhaité replacer la disparité
morphologique observée chez les espéces actuelles dans un contexte évolutif. L’objectif était
de comprendre les patrons macro-évolutifs qui ont potentiellement gouverné la mise en place
de la variation morphologique et ainsi d’évaluer le réle de I’environnement sur celle-ci.

MOTS-CLES : Rattini, Murini, taxonomie intégrative, code barre moléculaire,
analyse Procrustes, identification, web-service.
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1. Contexte genéral

1.1- Maladies zoonotiques et communautés rongeurs/parasites en Asie
du Sud-Est

L’Asie du Sud-Est est I’'une des zones de notre planete qui accueille la plus
grande richesse biologique (Myers et al., 2000). Cette région abrite donc
potentiellement un grand nombre d’espéces réservoir de maladies infectieuses. Ce
travail s’inscrit dans le cadre de programmes de recherches scientifiques initiés en
Asie du Sud-Est depuis 2006 (ANR Roboviroses a Hantavirus ("Biodiversité des
roboviroses a hantavirus en Europe et en Asie du sud-est" dir. J.P. Hugot) et ANR
CERoPath ("Community Ecology of Rodents and their Pathogens in South-east Asia"
dir. S. Morand). L’objectif de ces projets est de comprendre la structuration des
communautés de rongeurs et de leurs communautés de parasites et de pathogenes dans
le contexte des changements globaux qui affectent les milieux naturels en Asie du
Sud-Est. En effet, 1’ordre des Rongeurs, qui comprend 2277 espéces valides, est le
plus diversifié au sein de la classe des Mammiféeres (Carleton et Musser, 2005). Ce
taxon a lui seul représente environ 42% de la diversité spécifigue mammalienne totale
(Wilson et Reeder, 2005) et est un groupe impliqué dans la transmission des zoonoses
(Kruse et al., 2004). Les rongeurs sont en effet connus pour étre le réservoir d’au
moins soixante maladies zoonotiques (Meerburg et al., 2009).

L’homme et les rongeurs entretiennent des relations particulieérement étroites
dans la mesure ou un certain nombre d’especes de rongeurs ont adopté un mode de vie
commensal qui se traduit par ’occupation et 1’utilisation des espaces agricoles, des
moyens de transport de marchandises ainsi que des villes et des habitations. De plus en
Asie du Sud-Est la pratique de la chasse aux rongeurs champétres et forestiers
constitue un apport protéique non négligeable pour les populations rurales lorsque les
grands ongulés deviennent rares. Dans certaines régions, ils font également 1’objet
d’¢levage et de vente a grande échelle sur les marchés et figurent méme a la carte des
restaurants. La promiscuité et le contact avec les fluides corporels lors de la
préparation des animaux pour la consommation favorisent la transmission a I’homme
de pathogénes portés par les rongeurs. D’autre part le mode de vie commensal a
permis aux especes s’y étant adaptées d’étendre leur aire de répartition a 1’échelle de
plusieurs continents et parfois a la planete entiere (Schwarz, 1960 ; Aplin et al., 2011 ;
Suzuki et al. ; 2013). Cette expansion de ’aire géographique des hotes s’est parfois
accompagnée de celle de leurs parasites et pathogénes favorisant 1’émergence de
pandémies a des endroits ou elles étaient jusqu’alors inconnues. On peut citer a titre
d’exemple le cas de la peste véhiculée par le rat noir, Rattus rattus Linnaeus, 1758, le
long des voies maritimes (Gauthier-Clerc et Thomas, 2010).

Les changements globaux incluent a la fois des changements biotiques
(mouvement des espéces animales et végeétales et de leurs pathogenes) et abiotiques
(changement climatique, changement d’usage des sols, pollutions chimiques) dont
I’homme est la composante principale (Lorius et Carpentier, 2011). L’ Asie du Sud-Est
est un territoire en mutation rapide dont le développement économique fulgurant porte
des atteintes importantes et sans précédent a 1’environnement (Fahn, 2003 ; Sodhi et
al., 2004). Les perturbations anthropiques bouleversent les relations au sein des
communautés de rongeurs, affectent les relations hotes/parasites/pathogenes et
modifient le paysage épidémiologique (Thomas et al., 2009). En conséquence 1’Asie
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du Sud-Est est considérée aujourd’hui comme un point chaud de 1’émergence des
maladies infectieuses (Jones et al., 2008 ; Coker et al., 2011). La modification des
communautés d’hotes, de parasites et pathogénes associés, est en effet susceptible de
conduire a I’émergence ou a la réémergence de zoonoses. Ainsi 75 % des maladies qui
ont émergé dans les deux dernieres décades ont pour origine la faune sauvage
(Woolhouse, 2002). Les zoonoses constituent donc un sérieux défi pour la santé
publique (Daszak et al. 2000). La finalité des programmes de recherche est, a plus
longue échéance, de comprendre les facteurs qui sont responsables des phénomeénes
d’émergence ou de réémergence de zoonoses liées aux rongeurs afin d’ceuvrer a la
prévention des risques sanitaires qu’ils engendrent.

1.2. Caracteéristiques des sites d’étude

Les projets Robovirose a Hantavirus et CERoPath concernent la sous-région
indochinoise de la région biogéographique Orientale (Marshall, 1977a). Cette derniére
reprend dans les grandes lignes les limites de la zone indo-malayenne (Corbet et Hill,
1992). Les deux programmes couvrent trois pays: la Thailande, le Laos et le
Cambodge (Figure 1). Différentes collaborations offrent également un accés a des
échantillons de rongeurs de la sous-région sundaique (Figure 2). La sous-région
indochinoise inclut la partie sub-tropicale de 1’Asie du Sud-Est. Elle se caractérise par
des volumes de précipitations compris entre 1000 et 2000 mm par an. Au sud de la
Thailande, la ligne Kangar-Pattani (Figure 2), marque la transition avec la zone
sundaique, au climat tropical qui recueille 2000 a 4000 mm d’eau par an. Les
températures moyennes oscillent entre des valeurs inférieures a 25 °C au nord de la
zone indochinoise a 29 °C pour le nord de la zone sundaique. Le climat du sud au nord
est caractérisé par des saisonnalités de plus en plus marquées. Si I’on ne considére que
la partie nord de la Thailande, qui est la seule partie de ce pays a avoir été
échantillonnée par le programme CERoPath (Figure 1), on peut considérer que les
trois pays étudiés présentent une situation climatique comparable et peuvent donc, a
cet égard, étre considérés comme des réplications spatiales. Le climat de la zone
étudiée se caractérise par un régime de mousson empreint d’une saisonnalité marquée.
L’année se divise en trois saisons : la saison froide (novembre-janvier) ; la saison
chaude (février-juin) et la saison des pluies (juillet-octobre).

Les milieux naturels rencontrés sont principalement forestiers, entrecoupés de
zones plus ouvertes couvertes de savanes arborées. Celles-ci se maintiennent
naturellement par 1’action des grands herbivores, du feu omniprésent en saison seche
et par le faible pouvoir colonisateur de la forét en climat sub-tropical. Les différents
types forestiers rencontrés sont trés corrélés au volume et au régime des précipitations
ainsi qu’a Dlaltitude (Gardner et al., 2000). Du sud au nord, on observe un gradient
caractérisé par des types forestiers au feuillage de plus en plus caduc, la perte des
feuilles étant en effet une réponse aux secheresses provoquees par la diminution et le
changement du régime des précipitations. Ainsi les foréts a feuillage persistant et
mixte sont majoritaires dans la partie sundaique alors que les foréts seches
sempervirentes, mixte semi-décidue et finalement séche caducifoliée a diptérocarpes
se rencontrent plus au nord, dans la zone indochinoise (Marshall, 1977a, Gardner et
al., 2000).

Au niveau du développement humain et de son impact sur I’environnement, les
trois pays concernés ont été sélectionnés pour le projet CERoPath car ils affichent des
profils éeconomiques et environnementaux fort différents. La Figure 3 en présente une
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synthése partielle. Les trois pays sont classés dans la catégorie des pays émergents. En
terme de géographie et de peuplement humain, la Thailande arrive au premier rang
avec environ 69 millions d’habitants (+8 % pour la période considérée) pour une
surface de 513 120 km?. Le Laos est quasiment deux fois plus petit, il s’étend sur 236
800 km?. Sa population est plus faible, avec 6 millions d’habitants seulement mais une
progression plus forte (13 % sur la méme période). Le Cambodge, quant a lui, est le
plus petit des trois pays, avec une surface de 181 035 km?, mais compte une
population plus de deux fois plus importante que celle du Laos (14 millions
d’habitants). La croissance de la population est de 11 % pour la période considérée et
est intermédiaire par rapport aux deux autres pays. Le niveau de développement de ces
trois pays est également contrasté. En effet, d’aprés le Programme des Nations Unies
pour le Développement (données 2009), la Thailande a un indice de développement
humain (IDH voir Figure3) nettement plus élevé que ceux du Cambodge et du Laos,
qui sont tous les deux quasiment équivalents. L’évolution de I’IDH pour la période
2000/2009 est cependant plus lente en Thailande qu’au Cambodge et au Laos (Figure
3). En Thailande, les surfaces agricoles et forestiéres estimées en pourcentage de la
surface totale sont relativement stables pour cette période. Cette stabilité est a porter
au crédit de la loi de 1989, ambitieuse mais partiellement respectée, qui banni toute
coupe commerciale de forét naturelle ainsi que le changement d’usage des sols
forestiers dans le pays (Usher, 2009). Les surfaces agricoles occupent un peu moins de
40 % de la surface totale et la surface forestiére 37 %. Cependant la densité de la
population rurale en Thailande avoisine 131 habitants/km? (CIA, 2012). Cette densité
est élevée en comparaison des deux autres pays étudiés. Le Cambodge est un pays en
mutation profonde qui connait une expansion rapide de ses surfaces agricoles. Celles-
ci sont passees de 27 a 31,5 % de la surface totale entre 2000 et 2009, et ce, au dépend
de sa surface forestiére (65,4 a 57,9 % sur la méme période). La densité de population
rurale est moins élevée qu’en Thailande mais reste importante avec 83 habitants/km?.
Enfin le Laos, pays plus boisé et moins peuplé, connait également une dynamique de
déforestation (la forét couvrait 71,6 % en 2000 et 68,5 % en 2009) au profit des terres
agricoles (dont la couverture évolue de 8 a 10,2 % de la surface totale sur la méme
période). Cependant, d’aprés les statistiques officielles, la déforestation au Laos reste
plus modérée qu’au Cambodge et la densité de population rurale est nettement
inférieure a celle de ses deux pays voisins, avec 28 habitants/km2. Les transformations
environnementales subies par les sites d’étude ou les rongeurs ont été échantillonnés
ont été intégrées dans le cadre du programme CERoPath, sur une période de vingt ans,
et ce, au travers de I’analyse de séries d’images haute résolution (Dupuy et al., 2012).

Pour résumé, les localités échantillonnées dans les trois pays durant les
programmes de recherche Robovirose a Hantavirus et CERoPath (Figure 1) affichent
donc un profil climatique comparable mais avec un taux de pression humaine croissant
du Laos a la Thailande avec une situation intermeédiaire au Cambodge. Ils constituent
de ce fait un cadre idéal pour les programmes de recherche dont I’objectif est de
documenter la transformation du paysage épidémiologique et des risques associés a
I’émergence des zoonoses liées aux rongeurs en fonction des changements du milieu
naturel engendrés par les pressions humaines.






2. Objectifs de mon travail dans le cadre des programmes de recherche

La description des communautés de rongeurs ne peut se faire que sur la base
d’une systématique claire et robuste a 1’aide d’outils d’identification fiables et adaptés
(Chaval et al., 2010). Dans le cadre des travaux initiés en Asie du Sud-Est par mon
équipe de recherche et dans la mouvance des outils développés au sein de mon unité
pour I’identification par barre-code moléculaire des organismes d’intérét, mes
missions étaient :

- d’apporter une expertise en matiere d’identification des rongeurs Murinés pouvant
servir de référence fiable aux travaux d’assemblage des communautés d’hotes et de
parasites;

- de fournir des outils d’identification spécifiques fiables et automatisés permettant
d’offrir a des utilisateurs non spécialistes un diagnostic fiable tout en intégrant les
dernieres avancées taxonomiques.

Le cadre méthodologique choisi pour accomplir ces objectifs a été celui de la
systématique intégrative (Denys et al., 2003 ; Chaval et al., 2010) intégrant de ce fait
différentes techniques allant de la biologie moléculaire a la morphologie et la
morphométrie. Cette étude a pour finalité d’aider a la révision taxonomique et
permettre le développement d’outils d’identification des rongeurs d’Asie du Sud-Est.
Dans ce cadre général, j’ai ainsi pu développer un guide de terrain des murinés d’Asie
du Sud-Est accessible en ligne (voir paragraphe 3.1), un outil web service
d’identification moléculaire (RodentSEA ; paragraphe 3.2 et 3.3) ainsi qu’un muséum
virtuel (centre d’information sur les rongeurs et les parasites ; voir paragraphe 3.4).

3. Outils d’identifications

La revision de la systématique des murinés conduite au cours des programmes
de recherche m’a permis de mettre au point des outils adaptés a la fois a
I’identification de terrain (http://www.ceropath.org/references/rodent field guide et
voir paragraphe 3.1) et au laboratoire (voir paragraphe 3.2). L’ensemble des
échantillons qui ont fait ’objet des études morphométriques présentées dans ce
mémoire ont été identifiés via ces outils. L’annexe | présente 1’état actuel des
connaissances sur la systematique des taxons étudiés, la systématique suivie dans ce
travail, ainsi que I’histoire biogéographique des tribus auxquelles ils appartiennent.

3.1. Le guide de terrain des murinés d’Asie du Sud-Est

Jai réalis€ un guide actualis¢ pour [D’identification de terrain
(http://www.ceropath.org/references/rodent_field guide). Ce guide permet de
répondre aux besoins propres de nos recherches mais aussi d’appuyer le travail de nos
partenaires en Asie. Il correspond a une synthése de la littérature disponible et
comprend les données de morphomeétrie externe collectées durant nos programmes de
recherche. La validité de cet ouvrage a été étendue a une zone géographique plus vaste
que les trois pays considérés dans le présent travail. Il couvre 1’Asie du Sud-Est
continentale afin de répondre aux besoins de nouveaux programmes de recherche et de
préparer 1’édition d’un livre de synthése sur les rongeurs de la zone. Il permet d’avoir
une vision compléte et a jour de la taxonomie des Murinés dans un format richement
illustré et directement utilisable sur le terrain.
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Figure 4: Schéma de fonctionnement de I’outil web service d’identification

RODENTSEA et de son muséum virtuel associé.



3.2. L outil web service d’identification moléculaire RodentSEA

Une seconde réalisation en réponse aux objectifs qui m’étaient fixés est 1’outil
d’identification RodentSEA. J’ai imaginé et développé cet outil en amont du travail
réalisé durant mon cursus a ’EPHE. Sa réalisation est le fruit d’une collaboration avec
un informaticien, Nicolas Clairon. Il a été¢ mis en ligne en 2010 sous la forme d’un
outil web-service. RodentSEA (http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea,
Figure 4) est un outil évolutif dédié a 1’identification des rongeurs sauvages de la sous-
région biogéographique indochinoise. Il est aisément adaptable a d’autres groupes de
mammifeéres et/ou régions géographiques. Il permet a un utilisateur d’identifier
specifiguement un animal en soumettant en ligne sa séquence du géne mitochondrial
COl. La comparaison de cette information avec une banque de données de séquences
de référence permet de positionner cet individu parmi les 28 especes Murines les plus
communes de la zone (voir plus haut). Les individus a partir desquels les séquences de
référence ont été produites font 1’objet d’un travail de révision systématique intégratif,
récent et toujours en cours (Pageés et al., 2010, 2013 ; Chaval et al., 2010, en prép. ;
Bandenhorst et al., 2009, 2011, 2012, Latinne 2012a, Latinne et al., 2013b). Ainsi, les
informations fournies par 1’investigation du statut spécifique des taxons au travers de
divers champs disciplinaires de la biologie sont recoupées et actualisées afin d’offrir
en permanence a l’utilisateur I’expertise taxonomique la plus fiable possible. Un
muséum virtuel (http://www.ceropath.org/virtual_museum) est lié a cet outil et permet
un acces a la base de données (RDBSEA) du programme CERoPath. Ce muséum est
divisé en deux centres d’informations. Le premier est dédi¢ a la présentation de
I’ensemble des données ‘rongeurs’ (http://www.ceropath.org/rdbsea/species) relatives
aux espéces et individus collectés (6496 individus a ce jour) et parmi lesquelles
figurent les référents morphologiques des séquences diagnostiques de 1 outil
d’identification. Le second présente les parasites
(http://www.ceropath.org/rdbsea/parasites) portés par les rongeurs et dont certains sont
susceptibles d’infecter ’Homme.

3.3. Fonctionnement de [’outil RodentSEA
Le schéma de fonctionnement de I’outil est présenté dans la figure 4.
RodentSEA est constitué :

- d’une interface permettant la soumission de séquences;

- d’une suite de procédures (pipeline) permettant de réaliser toutes les étapes de
I’assignation d’une séquence inconnue a un jeu de séquences de référence;

- d’une interface interactive d’affichage des résultats qui prend la forme d’un
phénogramme de distances génétiques et assure un acces aux données
concernant les espéces et les individus de référence ;

- d’une base et d’une banque de données qui permettent, par I’intermédiaire d’un
code en langage Python, I’affichage d’informations relatives aux especes de
rongeurs et de parasites ainsi que sur les individus constituant
I’échantillonnage de référence de 1’outil d’identification.

L’interface de soumission se présente sous la forme d’une fenétre permettant a
I’utilisateur de coller une ou plusieurs séquences du gene COI dans un format
standard, le format fasta. Elle permet également le téléchargement des séquences a
partir d’un fichier au méme format. Une fois cette étape réalisée, 1’utilisateur peut
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choisir un jeu de données de reférence. Ces jeux de données sont des fichiers de
séquences au format fasta générés a partir d’individus ayant fait ’objet d’une expertise
taxonomique. Par défaut, le fichier utilis¢é par 1’outil est celui qui contient
I’échantillonnage de référence du programme de recherche CERoPath. Il est constitué
de séquences de référence provenant de I’ensemble des sites échantillonnés pour tenir
compte de la variabilité intra-spécifique des espéces ainsi que des séquences produites
par Pageés et al. (2010). Il est augmenté de séquences de rongeurs fournis par des
partenaires et dont I’identification a été confirmée avant d’étre intégrées a la base de
données de référence. Un second ‘pipeline” permet d’intégrer des séquences produites
lors d’un travail réalisé a plus large échelle, du Sri Lanka aux iles Marquises (Robins
et al., 2007). Ce dernier ne concerne que le genre Rattus dont I’identification
morphologique est souvent délicate sur le terrain. Une fois les séquences soumises a
RodentSEA, celles-ci sont insérées dans le ‘pipeline’ d’identification. La premiére
étape de traitement est I’alignement des séquences utilisateurs a I’aide du programme
MUSCLE (Edgar, 2004). L’alignement des séquences est le pré-requis a toute analyse
phylogénétique pour s’assurer que les caractéres comparés soient bien des homologies
et non des analogies. L’alignement obtenu est ensuite aligné sur le jeu de données de
référence qui a fait 1’objet d’un pré-alignement. Cet alignement par bloc permet un
gain de temps important. Une matrice de distance K2P (Kimura, 1980) est alors
calculée a I’aide du logiciel DNAdist version 3.67 (Felsenstein, 2007). Cette matrice
de distance est traduite en phénogramme par le logiciel Bionj (Gascuel, 1997) qui est
affich¢ a l’aide du logiciel R (R Development Core Team, 2009). Des liens
dynamiques permettent 1’acces a diverses informations (voir chapitre suivant).

La technique d’identification phylogénétique incrémentée dans RodentSEA est
basée sur I’utilisation du COI en tant que code-barre moléculaire des especes (Hebert
et al., 2003a, 2003b). Suite aux réflexions sur ses inconvénients et ses limites (Moritz
et Cicero, 2005 ; Meyer et Paulay, 2005), la méthode d’identification moléculaire mise
au point par Moritz et al. (1987) repose désormais sur un cadre méthodologique
rigoureux. Le cadre proposé par Hebert a en effet évolué devant 1I’impossibilité
d’identifier certaines parties de 1’arbre du vivant avec un geéne unique (Seberg et
Petersen, 2009) et la faiblesse de la méthode en alpha taxonomie (Will et al., 2005).
Ainsi d’autres genes, qu’ils soient chloroplastiques (Rbcl, Matk) ou nucléaires (ITS)
sont aujourd’hui utilisés (Kress, 2005 ; Kress et Erickson, 2008). Cependant pour les
rongeurs murinés dont ’appartenance a une espece peut €tre définie par d’autres
criteres morphologiques ou cytogénétiques clairement définis, le géne historique du
code-barres moléculaire (COI) donne généralement des résultats d’assignation
satisfaisants (Robins et al., 2007 ; Pages et al., 2010 ; Lu et al., 2012). Toutefois, on
sait aujourd’hui que des phénoménes tel que I’introgression ou le polymorphisme
ancestral (voir partie 2 paragraphe 1.4) peuvent obscurcir le signal et 1’arbre du COI
peut alors ne pas correspondre a celui des especes. Aussi le code-barres moléculaire
devrait se limiter, lorsque d’autres informations sont disponibles pour parvenir a une
expertise taxonomique intégrative (Chaval et al., 2010), a I’identification de taxons et
non a la délimitation des espéces.

Lors de la création de I’outil RodentSEA, I’affichage du résultat sous la forme
d’une représentation en arbre phylogénétique a été privilégié pour deux raisons. D’une
part son interprétation est plus intuitive pour des utilisateurs sans compétence en
biologie moléculaire et d’autre part elle est bien adaptée a un jeu de données réduit en
nombre d’espéces.

Une seconde méthode qui est régulierement utilisée pour 1’identification de
taxons, est fournie par 1’algorithme Blastn (Basic Local Alignment Search Tool for






nucleotides, Altschul et al., 1997). Blastn est un algorithme heuristique ce qui lui
confere une grande rapidité. Le principe est de découper la séquence inconnue en
¢léments de base d’une longueur de trois nucléotides et d’assembler ces éléments sur
les séquences contenues dans les bases de données de référence (BOLD, NCBI).
L’algorithme crée alors une matrice de score (cout a la similarité/dissimilarité). Le
résultat est affiché sous la forme d’un taux de recouvrement et d’un pourcentage de
similarité de la séquence inconnue aux séquences de la base de données de référence.
Un score de 100% d’identité correspond a I’identité totale. Cette méthode rapide est
bien adaptée a des jeux de données importants, elle est cependant plus difficile a lire
par un public novice en biologie moléculaire.

3.4. Le muséum virtuel accessible depuis RodentSEA

Le Museum virtuel (http://www.ceropath.org/virtual museum) connecté a
RodentSEA est un outil qui permet, pour les rongeurs, d’assurer le lien entre 1’outil
d’identification et les référents morphologiques des séquences de référence. Ce lien
autorise 1’utilisateur a porter un regard critique sur le résultat qu’il obtient en utilisant
I’outil d’identification. Chaque individu de référence posseéde sa page propre de
présentation (voir a titre d’exemple http://www.ceropath.org/rdbsea/individual/r4265)
ou sont répertoriés :

- I’age, le sexe, les mensurations externes et craniennes de 1’individu ainsi que
les mensurations de la littérature pour I’espece a laquelle il appartient ;

- sa séquence consensus de référence du gene COIl et éventuellement des
séquences consensus d’autres génes ainsi que les chromatogrammes des
séquences. Ces données sont téléchargeables ;

- toute autre information relative a I’individu et fournie aux formats image et
texte. 1l est ainsi possible de visualiser les photos du crane, des machoires, le
caryotype de I’individu etc...

Deux autres pages sont également générées pour chague individu. Elles sont
accessibles sous la forme d’onglets depuis la page principale. L’une présente les
informations géographiques et écologiques liées a la capture de I’individu, 1’autre liste
les échantillons biologiques prélevés sur I’animal et référence leur localisation dans les
collections, le responsable de celle-ci de méme que le mode de conservation des divers
échantillons.

Un second lien renvoie vers les informations concernant 1’espéce a laquelle
appartient I’individu de référence sélectionné (fiche espece). L’outil dans sa forme
actuelle est capable de générer une page pour chaque espéce de mammiferes décrite
dans I’ouvrage de référence Wilson et Reeder (2005) mais seules les espéces de
rongeurs étudiées dans nos programmes de recherche sont aujourd’hui documentées et
accessibles. Une page espéce présente typiquement des photos de ses représentants
vivants, son nom vernaculaire traduit en plusieurs langues, sa systématique, sa carte de
répartition fournie par I'UICN ou par nos soins, les noms des especes mis en
synonymie (Musser et Carleton, 2005), une fiche de description de I’espéce, une liste
de publications s’y rapportant. D’autre part, un menu nommé ‘disciplines
scientifiques’ offre un accés vers des données de morphologie, de cytogénétique, de
muséologie, de phylogénie ou de tout autre champ disciplinaire renseigné pour
I’espéce concernée dans la banque de données. Une section ‘mensurations’ permet de
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visualiser les statistiques basiques calculées a partir des individus adultes identifiés
moléculairement comme appartenant a cette espece et référencés dans la base de
données RDBSEA. Ces mesures peuvent étre comparées avec celles des principales
publications décrivant 1’espéce. Une section échantillonnage recense la localisation et
les données écologiques relatives a chaque capture d’individus appartenant a I’espece.
Une section dresse la liste des individus de référence de l’outil d’identification
RodentSEA et permet un acces a leur page spécifique (page individu). Enfin une partie
restreinte aux membres du projet donne un acceés a un moteur d’interrogation de la
base de données ainsi qu’aux pages web de I’ensemble des individus.

4. Limites des travaux réalisés en amont du présent travail

Concernant les programmes de recherche Robovirose a Hantavirus et
CERoPath, les travaux réalisés s’appuient jusqu’alors sur la base de I’identification de
terrain et de la délimitation d’espéces sur la base de caractéres moléculaires et
cytogénetiques. La morphologie des especes et leurs mensurations sont prises en
compte sur le terrain mais sans analyses permettant 1’utilisation des outils modernes de
la morphométrie. Cependant, I’incertitude sur la systématique des tribus étudiées et le
souhait d’ceuvrer dans une démarche de systématique intégrative rendent impérieuses
la réalisation de telles analyses morphométriques. D’autre part RodentSEA est adapté
a I’identification de tissus frais contenant de I’ADN non dégradé¢, cependant la plupart
des collections de référence mammalogiques a ce jour sont constituées sur la seule
base de matériel ostéologique. Il serait donc pertinent de pouvoir actualiser ces
derniéres a 1’aide d’un jeu de données étalonnée a la fois sur des bases moléculaires et
morphométriques.

L’objectif du travail réalisé durant le diplome EPHE était double :

1- Etudier la faisabilit¢ de la mise au point d’un outil d’identification
complémentaire de RodentSEA utilisant la forme des cranes comme variable
d’assignation a des groupes de référence définis sur des bases moléculaires
(voir Partie 1);

2- Renforcer D’expertise taxonomique de RodentSEA par le croisement des
approches moléculaire, cytogénétique, écologique, morphologique et
morphométrique (voir Partie 2 chapitre 1);

La production d’un jeu de données morphométriques conséquent pour la
réalisation de ces deux objectifs et congruent avec les travaux phylogénétiques de
Pageés et al. (2010) ont permis d’étudier 1’évolution des conformations de cranes au
sein de la tribu des Rattini au regard de I’histoire évolutive des espéces qui la
compose. Il a ainsi été possible de tester la part de 1’adaptation a I’environnent et de la
dérive dans cette évolution (voir Partie 2 chapitre 2)
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Cette partie a pour objectif de décrire I’analyse morphométrique réalisée pour
¢tudier la faisabilit¢ de la mise en place d’un systeme d’identification semi-
automatisée des especes de rongeurs collectées en Asie du Sud-Est. L’identification
des especes a été réalisée en prenant comme base la trame systématique présentée en
Annexe |. Elle intégre I’identification de terrain, des résultats de cytogénétique et la
délimitation moléculaire des espéces. La morphométrie est un outil qui permet de
reconnaitre des entités taxonomiques. Cependant, 1’étude des formes est susceptible de
poser des problémes de délimitation des taxons dans certains cas (Mayr et Ashlock,
1969). En outre, certaines espéces, dont I’isolement reproducteur est pourtant avéreé,
peinent a étre discriminées morphologiquement. Ces espéces sont alors dites
cryptiques (Mayr, 1963 ; voir Dobigny et al. 2002 pour un exemple chez les rongeurs
ouest africains du genre Taterillus). De plus, la plasticité phénotypique des
organismes, peut augmenter la variance des traits morphologiques. Par ailleurs, chez
les mammiferes, la taille et les proportions relatives des ¢léments du squelette d’un
individu sont souvent variables au cours de son ontogenése et en fonction de son sexe.
Ces patrons de variation peuvent différer entre especes ce qui rend plus délicate
I’interprétation de la comparaison d’individus d'espéces, d’ages et de sexes différents
lorsqu’elle est réalisée par des techniques de morphométrie traditionnelle a des fins de
diagnose spécifique. Pour contourner ces difficultés, le systématicien se place parfois
dans un cadre d’étude regroupant des individus de méme age et parfois de méme sexe
pour étudier les especes (Marcus, 1990), ce qui, en retour, peut limiter la portée des
études.

La quantification de 1’anatomie par la morphométrie et I’étude des états de
caractéres discrets restent les outils historiques de la description, de la délimitation et
de I’identification des espéces (Adams et al., 2004). Ainsi, la majeure partie de la
biodiversité actuelle ou passée, conservée dans les collections des muséums d’histoire
naturelle, sont souvent décrites sur les seuls caracteres anatomiques. De plus, il est
notable que la morphologie est un marqueur spécifique totalement indépendant de
I’approche moléculaire portant sur des marqueurs mitochondriaux ou Supposés
neutres. Son étude est donc, dans la démarche de systématique intégrative que nous
souhaitons mener, un trés bon complément de la description moléculaire des taxons
(voir Partie 2). De nombreuses méthodes d’analyse pour le traitement des données
morphologiques sont aujourd’hui disponibles. Celles-ci vont de la représentation et de
I’analyse des mesures brutes aux approches permettant de dissocier les informations
de taille et de conformation contenues dans la forme des organismes. Ces méthodes
ont bénéfici¢é d’importants développements statistiques et techniques au cours du
vingtieme siécle (Pearson, 1901 ; Hotelling, 1933 ; Fisher, 1934; Gower, 1975;
Bookstein, 1998). Enfin, I’avénement depuis une trentaine d’années des méthodes de
morphométrie géométrique invite aujourd’hui, a la lumicre des données moléculaires,
a évaluer les méthodes de cette discipline pour I’identification des especes collectées
durant nos projets de recherche et la possibilité qu’elles pourraient offrir pour la mise
en place d’outils d’identification web service innovants pour rendre notre expertise
taxonomique accessible au plus grand nombre.

Dans cette partie, les méthodes de morphomeétrie qui ont été utilisées et leurs
erreurs associées sont présentées (section A). Leur application spécifique a 1’étude
morphométrique des rongeurs du sud-est asiatique est développée et des protocoles
permettant de minimiser I’erreur produite lors de [’acquisition des données sont
fournis (section B). L’analyse des données morphométriques et 1’impact de 1’erreur
sur ’assignation des individus est présentée a la section C. Enfin la mise en place de
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I’outil lui-méme, ’analyse de ses limites ainsi que les perspectives d’évolution sont
détaillées a la section D.

A- Méthodes de morphomeétrie utilisées dans ce travail

Al. Morphométrie traditionnelle et morphométrie geomeétrique

La morphométrie traditionnelle décrit et compare la forme des objets
biologiques a I’aide de mesures linéaires, de rapports de mesures ou encore de mesures
d’angles. La morphométrie géométrique est basée sur des points homologues. Elle
résume, a 1’aide d’une configuration de points la géométrie de la morphologie des
objets biologiques et cette information est préservée tout au long de son analyse
(Adams et al., 2004).

Al.1. La morphometrie basée sur les mesures brutes

La morphométrie basée sur des mesures non transformées peut étre suffisamment
informative pour distinguer des espéces trés différentes (Marcus, 1990). Par exemple,
dans notre cas, la mesure de la plus grande longueur du crane d’un animal de I’espéce
Bandicota indica (5 cm en moyenne) et celle d’un animal du genre Mus (2 cm en
moyenne) sont fort différentes et permettent d’assigner un individu inconnu a 1’un ou
I’autre de ces taxons. Pour des espéces de tailles plus proches comme B. indica et B.
savilei, la distinction ne pourra plus se faire que pour des individus adultes car leurs
gammes de variation respectives sont tres chevauchantes. Dans ce cas, des analyses bi-
variées peuvent parfois aider a assigner les animaux avec un pouvoir discriminant
satisfaisant pour nombre d’applications. Ainsi les individus appartenant aux especes B.
indica et B. savilei peuvent étre discriminés par le rapport de la longueur de leur corps
sur celle de leur patte arriere (Aplin et al., 2003b, voir également Chaval et al., 2010 et
Chaval et al., en prép). Cependant pour des especes morphologiquement plus proches
encore, comme celles du complexe Rattus (Musser et Carleton, 2005), la variance liée
a la plasticité phénotypique, associée par exemple a 1’age et au sexe des individus ou
encore a des conditions environnementales différenciées entre les populations est
souvent suffisante pour rendre 1’assignation d’individus a un groupe plus difficile a
partir de quelques mesures seulement.

D’une fagon plus générale, ’ensemble des mesures réalisées sur un objet
biologique capture une partie de 1’information relative a sa forme, qui est influencée
par des facteurs multiples. C’est la raison pour laquelle, dans un but de discrimination,
les morphométriciens utilisent souvent des techniques de transformation sur un
ensemble de variables plus conséquent afin que certaines associations de variables
soient les moins sensibles possibles aux sources de variation intra-spécifiques.
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Al.2. Forme, taille et conformation

La forme est une variable complexe qui peut étre décomposée en deux
variables qui sont parfois dépendantes: la taille (« size » en anglais) et la conformation
(« shape »). La distinction entre forme et conformation est importante car un abus de
langage répandu en francais consiste a confondre la forme (« form » = shape + size) et
la conformation. Lorsque la conformation se modifie avec la taille on parle alors de
relations d’allométrie. Lorsque la conformation est indépendante de la taille on parle
d’isométrie. L'influence de cette allométrie peut étre réduite par des procédures
comme celle de Burnaby (1966). Cette approche libre d’allométrie semble bénéfique
en termes d’identification lorsque la taille interagit avec un autre facteur affectant la
conformation des animaux (Claude, 2013, mais voir paragraphe C6.2.2 et C6.2.3).

Al.3. L’ analyse en « log shape-ratio »

Contrairement a ’analyse des données brutes, la transformation des données en
log shape-ratios (Mosimann, 1970; Claude, 2013) permet d’étudier la forme d’un objet
biologique en dissociant la variance associée a la taille de celle associée a la
conformation de 1’objet. Pour cela, un estimateur synthétique de taille doit étre créé
afin de transformer les variables de forme en variables de conformation.

Afin d’estimer la taille des individus, la moyenne géométrique des traits
étudiés est calculée pour chaque individu :

X est la moyenne géométrique d’un nombre n de traits de valeur x;.

Chaque trait mesuré est une variable de forme. Les variables de conformation
sont obtenues en divisant chaque trait par 1’estimateur synthétique de taille. On le
nomme rapport de conformation ou « shape-ratio » en anglais. Les relations entre ces
shape-ratios peuvent ne pas étre linéaires, aussi travaille-t-on souvent sur les
logarithmes des shape-ratios afin de linéariser leurs relations. Ces variables possedent
cependant certains inconvénients pour leur représentation. Elles n’ont pas de métrique
directement interprétable (Marcus, 1990) puisqu’il s’agit de transformations par les
logarithmes. De plus, leur représentation une & une ou multivariée ne permet pas de
visualiser simplement les composantes de variation de la morphologie des animaux car
les relations géométriques entre les variables ne sont pas conservees lors des analyses
(Adams et al., 2004).

Al.4. La morphométrie géometrique

D’autres méthodes de morphométrie appréhendant la morphologie des
animaux indépendamment de leur taille (Bookstein, 1981, 1982) permettent de pallier
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les inconvénients des log shape-ratio. Il s’agit notamment des approches de
morphométrie géométrique qui analysent une configuration de points repéres qui sont
a priori considérés comme résumant la forme de 1’objet biologique étudié. Dans ce
travail, il sera essentiellement question de la méthode de superposition Procrustes qui
dissocie la forme d’un objet en ses composantes de taille et de conformation (voir
Adams et al., 2004). D'autres méthodes existent, comme les techniques d'analyses de
contour (analyses de Fourier, analyses de Bézier). Bien que ces méthodes soient
couramment utilisées pour décrire les contours de dents de rongeurs (Renaud et al.,
1999 ; Navarro et al., 2004 ; Claude, 2013) ou les hémi-mandibules (Michaux et al.,
2007), elles ne seront pas considérées dans ce travail car elles requiérent une étude
plus complexe de l'erreur et de la sélection des variables de forme que celle des
techniques Procrustes. De plus, la méthode de superposition Procrustes autorise
I’analyse de structures plus complexes et une meilleure prise en compte de
I’homologie des caractéres pour les structures étudiées (voir paragraphe Al.4.1 et
Al.4.2).

Al.4.1. Le principe de |'analyse Procrustes

La superposition Procrustes a pour objectif premier de rendre possible la
comparaison de deux objets. L’exemple le plus didactique est celui de la comparaison
de triangles (Annexe lla), qui different par leur taille, leur position et leur orientation.
Pour réaliser cette comparaison, I’information de forme doit étre résumée a 1’aide de
points repéres (Annexe ll1a). Dans le cadre d’objets biologiques ces points sont souvent
dit 'homologues', c’est-a-dire qu’ils doivent étre positionnés, chez deux individus
d’especes différentes, a des positions structurellement ou ontogéniquement identiques.
La notion d' homologie est ici relachée par rapport a sa signification biologique ou le
caractere homologue de filiation (Lecointre et Le Guyader, 2009) est un caractere
partagé par les descendants qui 1’héritent de leur ancétre commun. Ces points
homologues peuvent étre catégorisés en fonction de la maniere dont ils sont reconnus
anatomiquement (voir paragraphe suivant). Dans I’exemple de triangles, trois points
homologues peuvent étre positionnés (Annexe Ilb), un a chague sommet pour résumer
I’information de forme. Dans ce cas, I’ensemble de ’information de forme est ainsi
capturée puisqu’il est possible de reconstruire exactement 1’objet a partir des trois
sommets. Pour des structures plus complexes, telles que des cranes de rongeurs, le
choix des points homologues est d’une grande importance car la puissance de
I’analyse dépendra de I’information capturée par la position relative des points les uns
par rapport aux autres (la configuration). Ces points sont définis dans I’espace
cartésien directement a 1’aide de coordonnées, ce qui permet de les localiser les uns
par rapport aux autres dans un plan. Une troisieme coordonnée peut étre enregistrée
afin de travailler sur des volumes mais son acquisition nécessite I'utilisation d'outil
plus onéreux et engendre un temps de saisie qui peut étre beaucoup plus long (cas par
exemple de la technologie « ct-scan »). Cette deuxiéme approche moins économique
financierement et en terme de temps, n’est pas accessible au grand public
actuellement, et il n'en sera donc pas question dans ce mémoire dont la motivation est
de mettre les résultats a la disposition du plus grand nombre. Dans ce travail, les
coordonnées des points sont numérisées a partir de photographies numériques donc en
deux dimensions.
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La position relative des points homologues a la propriété de rester inchangée apres des
transformations telles que la translation, la mise a 1’échelle et la rotation. Ce sont ces
propriétés qui vont étre utilisées lors de la superposition Procrustes en vue de la
comparaison de deux formes. Une fois la superposition réalisée, les comparaisons
d’individus se font au travers d’analyses statistiques plus classiques, restant néanmoins
dédiées a I'analyse des formes.

Al.4.2. Les types de points homologues

Bookstein (1991) a défini trois types de points homologues, suivant
I’information biologique qu’ils portent. Les points homologues de type 1 sont
positionnés sur des juxtapositions discréetes de tissus (croisement de sutures entre des
plaques osseuses) et sont les seuls points homologues qui représentent de réelles
homologies structurales. Les points de type 2 sont localisés sur des maximums de
courbures. Ils correspondent a des similarités développementales entre individus mais
leur valeur en termes d’homologies est plus faible que les précédents. Enfin, les points
homologues de type 3 sont nommeés pseudo-points homologues ou points homologues
flous par Bookstein car ils résultent d’une construction géométrique a partir des deux
types précédents. Pour Bookstein (1991) les points homologues de type 1 doivent étre
considérés en priorité par rapport aux deux autres types. Cependant, lors de la
description des formes biologiques, certaines parties peuvent étre sous-échantillonnées
du fait de I’absence de juxtaposition de tissus dans certaines zones. Dans ce cas, les
points homologues de type 2 et 3 s’avérent utiles pour combler ce manque flagrant
d’information (Claude, 2008). Ainsi, leur utilisation est de plus en plus admise en
biologie.

Al.4.3. Les trois étapes de la superposition Procrustes

La superposition Procrustes se déroule en trois étapes : la translation, la mise
a I’échelle et la rotation.

Avant de procéder a la translation, les coordonnées du centre de gravité des
formes a comparer sont calculées de la maniere suivante (Annexe lIc) :

Aire d’un polygone irrégulier :
="
A= EZ(xinl — Xi41Yi)
i—0
Centre de gravité d’un polygone irrégulier :

n—-1

1
Xy = 672(%""95”1) * (XiYiv1 — Xig1Yi)
i—0

n-1

1
Vg = 672()’1‘"‘3’”1) * (X Vit1 — Xit1Yi)
i=0

La translation fait correspondre les centres de gravité de tous les objets a
superposer avec 1’origine (Annexe Ild). Cette transformation consomme deux degrés
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de liberté, car elle rend deux dimensions nulles a I'espace de variation de ces nouveaux
objets (celle du barycentre des formes). Pour la réaliser, on retranche les coordonnées
du centre de gravité a I'ensemble des coordonnées des points de chaque configuration :

X,Y)=(x—x5Y— ¥g)

La mise a I’échelle va permettre d'extraire I'information de taille a partir de la
forme de 1’objet étudié et de transformer toutes les configurations de points de sorte
qu'elles aient la méme taille. On appelle alors ces configurations mises a la méme
échelle des pré-conformations (Annexe lle). Cette transformation définit 1’espace de
pré-conformation et fait perdre egalement un degré de liberté (une dimension dans
I'espace de variation des objets).

Pour appliquer cette transformation, une variable synthétique de taille,
appelée la taille centroide est calculée (Bookstein, 1986) : elle correspond a la racine
carrée de la somme des carrés des distances entre chaque point et I’origine (i.e. le
centre de gravité).

S= J(xl - xg)z + (y1 - J’g)z + ot (x3 - xg)z + (v3 —}’g)z

Chaqgue coordonnée est alors divisée par cette valeur :

La derniére transformation (Annexe 1If) consiste a faire correspondre les pré-
conformations de points homologues entre elles. Pour cela on fixe une référence,
généralement la premiére pré-conformation et on lui superpose par rotation la seconde
de fagon a minimiser la somme des écarts aux carrés entre les points homologues.
Lorsque 1’on veut comparer plus de deux formes, une conformation moyenne, aussi
appelée consensus est calculée : il s’agit de la moyenne arithmétique des coordonnées
de chaque point pour I’ensemble du jeu de données. Les pré-conformations sont alors
superposées sur le consensus (voir Dryden et Mardia, 1998), qui devient la référence, a
I’aide d’un ajustement aux moindres carrés de fagcon a minimiser les résidus
Procrustes, c’est-a-dire la somme des carrés des distances entre les coordonnées des
points homologues et celles du consensus (Gower, 1975 ; Rohlf et Slice, 1990). Cette
superposition est appelée la superposition Procrustes genéralisée partielle. Cette
transformation définit I’espace des conformations de Kendall (Kendall, 1984, 1989) et
fait a nouveau perdre une dimension. Les superpositions Procrustes realisees dans
cette étude sont des pGLS (pour « partial Generalized Least-Squares Procrustes
Superimposition») qui permettent de conserver 1’indépendance des variables de taille
et de conformation contrairement aux superpositions Procrustes non partielles (GLS)
qui autorisent I’ajustement par la taille des conformations lors de la superposition.

Al.4.4. Les résultats de la superposition Procrustes
Pour resumer, la superposition Procrustes décompose la forme des objets en :

- une variable synthétique de taille, la taille centroide ;
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- une conformation définie par les coordonnées des points homologues superposés.
Elle produit :

- une conformation consensus qui est la moyenne arithmétique des coordonnées de
chaque point;

- les résidus Procrustes qui correspondent a la différence entre les coordonnées en
abscisse et en ordonnée de chague conformation avec le consensus. Ce sont les
variables de conformation initiale a partir desquelles est défini 1’espace des
conformations.

Malgré la réduction dimensionnelle de la variation des formes, les
statistiques classiques ne peuvent pas directement s’appliquer sur les résidus
Procrustes, car la superposition induit une métrique non euclidienne (Kendall, 1984,
1989). Pour contourner ce probléme, les coordonnées des objets de I'espace des formes
(ou espace de Kendall, Kendall, 1984, 1989) sont projetées dans un espace euclidien
qui est tangent a celui-ci. C’est donc la projection des conformations dans 1’espace
euclidien qui sera étudiée. Afin de minimiser les distorsions lors de la projection, le
consensus est généralement pris pour réference et placé au point tangent pour devenir
le centre de I’espace des conformations. Cette projection ne peut s‘opérer sans
distorsion excessive que lorsque la variation entre objets est relativement faible par
rapport a toutes les variations possibles. Il semble tout a fait raisonnable de supposer
cette condition remplie dans ce travail, car la variation de conformation des objets
biologiques est systématiquement limitée par de trés nombreuses contraintes
architecturales, développementales et évolutives.

A2. Sources d’erreurs lors de la production des données : estimation et
correction

L’estimation de l'erreur de mesure est un point central a évaluer avant de
pouvoir échanger des données entre morphométriciens ou produire un outil
d'identification utilisable par des opérateurs divers (voir Dujardin et al., 2010). Une
réflexion sur son appréciation et sa réduction est donc un travail préalable a toute
production de jeux de données morphométriques. L’erreur de mesure Se caractérise par
un écart a la valeur réelle de la quantité mesurée (Rabinovich, 2005). Cet écart peut
provenir de plusieurs facteurs et peut étre divisé en trois composantes : la précision,
I’erreur stochastique et 1’erreur systématique (Arnqvist et Martenssen, 1998 ;
Rabinovich, 2005).

A2.1. La précision

La précision, pour un opérateur donné, est influencée par les outils de mesures
qu’il utilise. Ainsi pour des données corporelles, les réglets ont une précision de
I’ordre du millimetre et les pieds a coulisse du dixieme de millimétre (Fink, 1990).
Pour les donnees de morphométrie géométrique collectées a partir de photographies, la
précision est déterminée par la résolution de 1’appareil photographique et la capacité
de I’opérateur a placer les points de repere sur les points homologues. Les progres
techniques réalisés par les fabricants d’appareils photos font que le matériel disponible
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sur le marché possede aujourd’hui une trés bonne resolution, méme pour des objets de
la taille de crénes de rongeurs. La précision du placement des points homologues peut
étre influencée par la qualité de la préparation des cranes qui ne doivent plus
comporter de restes de tissus ou de tendons. Pour les points situés a la périphérie de la
structure, la qualité du contraste entre le sujet et le fond de la photographie influence
¢galement la capacité de 1’opérateur a positionner précisément les points homologues.
Des recommandations concernant la préparation des cranes (paragraphe B2.1) et les
prises de vue (B.2.2 et B2.3) sont fournies dans ce document.

A2.2. L’erreur de mesure stochastique

Les sources d’erreurs stochastiques surviennent de fagon ubiquiste (Arnqvist et
Martensson, 1998) entre plusieurs individus mesurés et influencent la reproductibilité
des mesures. Elles agissent sur la dispersion des données autour de leur valeur
centrale. De ce fait, elles peuvent avoir un impact non négligeable sur la puissance des
tests statistiques en augmentant artificiellement la variance observée. Elles peuvent, en
outre, accroitre ’erreur de type II qui est la probabilité de conserver I’hypothése HO
(la variance observée du trait mesuré entre deux individus n’est pas li¢ a I’effet testé)
alors que celle-ci est fausse.

Les sources principales d’erreur stochastiques pour un opérateur et un matériel optique
unique sont :

- les conditions de préparation des spécimens qui influencent la forme d’un
objet biologique d’un individu a un autre (augmentation de la variance
inter-individus). Cette erreur peut devenir systématique si la variation
induite est toujours la méme d’un individu a I’autre;

le positionnement de 1’objet qui peut influencer la répétabilité du
placement des points homologues (erreur intra-utilisateur);

- I’éclairage de I’objet qui peut influencer la reproductibilité et géner
I'utilisateur dans le placement des points homologues.

A2.2.1. Influence de la préparation des spécimens

La préparation des objets biologiques étudiés (par exemple le nettoyage des os,
la préparation histologique, la coloration, le montage entre lame et lamelle) est une
source non négligeable possible d’erreur stochastique de mesure (Arngvist et
Martensson, 1998, Rabinovich, 2005, Dujardin et al., 2010). Elle influence la variance
inter-individuelle de fagon artificielle et risque d’interférer avec les facteurs que nous
cherchons & mesurer et notamment d’altérer notre capacité & assigner un individu a un
groupe morphologique. En effet, des différences dans le temps de cuisson des tissus,
dans le degré de compression lors du montage, dans la torsion des organismes peuvent
engendrer une variation de la conformation non négligeable. Ceci est particulierement
vrai pour les organismes a corps mou mais s’applique également aux squelettes de
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rongeurs (fragilisation des structures connectives (sutures), mouvement des bulles
tympaniques, contraction des plaques osseuses etc..). L’erreur produite lors de cette
étape est généralement irréversible étant donné qu’un crane déformé ne pourra pas étre
préparé une seconde fois. Il est par ailleurs impossible d’estimer cette erreur en valeur
absolue, mais il est possible de la réduire au maximum en préparant les objets
biologiques étudiés dans des conditions standard. Le protocole de préparation des
cranes utilisé pour cette étude est présenté au paragraphe B2.1 (voir également
Herbreteau et al., 2011).

A2.2.2. Positionnement et éclairage de l’objet et lors de la prise de vue

Contrairement a 1’effet de préparation de I’échantillon, 1’effet sur la variance
intra-opérateur (parfois nommée intra-individuelle) du placement de 1’objet et des
points homologues peut étre estimé dans des conditions standard (appareil photo fixé)
et par un seul opeérateur sur chaque objet étudié. Le protocole d’estimation de cette
erreur est donné au paragraphe suivant. Le présent travail a été réalisé en deux
dimensions car l’objectif est d’étudier la faisabilit¢ d’un outil d’identification
morphologique accessible au plus grand nombre sous la forme d’un web-Service.
L’utilisateur doit étre en mesure de réaliser par lui-méme les prises de vue et de
pouvoir les télécharger sur un site internet dédié. Ces prises de vue doivent faire
I’objet d’un grand soin pour pouvoir étre comparables au jeu de donnees de référence
constitué durant ce travail. De maniére générale et pour tout type d’objet biologique,
celui-ci doit étre positionné au centre de la prise de vue et sa taille ne doit pas occuper
plus d’un tiers de la surface de celle-ci. La déformation de I’image est en effet
amplifiée sur le pourtour de la lentille (Fink, 1990). Pour I’étude spécifique des cranes
de rongeurs, un protocole a été établi afin de réduire I’erreur liée au positionnement du
crane lors de la prise de vue. Il sera présenté au paragraphe B2.3.

L’éclairage, s'il varie d’une séance de prises de vues photographiques a
I’autre peut influencer la reproductibilité des données. En effet, I’ombre portée de
I’objet sur le support peut atténuer le contraste de la structure étudiée et ainsi
engendrer une variation du placement des points par I’utilisateur. La source de lumiere
doit donc étre multiple pour éviter les ombres portées de 1’objet sur le support et
garantir ainsi le meilleur contraste. Les sources lumineuses utilisées dans ce travail et
leur positionnement seront explicitées dans le paragraphe B2.2.

A2.2.3. Protocole d’estimation de [’erreur de mesure intra-utilisateur

Chaque piéce ostéologique étudiée a été photographiée et digitalisée deux fois
de facon indépendante (crane positionné de novo entre les deux prises de vues) afin de
pouvoir calculer I’erreur commise lors du placement de 1’objet et de la digitalisation
des points homologues (reproductibilite).

L’erreur de mesure lors de la réalisation d’une mesure linéaire ou engendréee
par le placement de 1’objet lors de la prise de vue et le positionnement des points
homologues peut étre estimée en suivant le protocole de Yezerinac (1992). Dans ce
protocole, I’erreur intra-opérateur ou erreur de mesure (ME) est genéralement
exprimée en pourcentage de variance par rapport a la variance totale.
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Le schéma ci-dessous synthétise le calcul de I’erreur de mesure d’apres le
protocole de Yezerinac (1992) :

Variance induite par la

réplication de la mesure Carré moyen inter —intra
Erreur de mesure ou variance intra-individu " Individus de l'Anova
\ h/. -

e

. 2 _ MSSamong = MSSyitin
%BME = — 1thin - x 100 | “among mooe

Swithin * sﬁmfing) | Nombre de

[ R— oo répétition:

\ Swithin = MSSwithin cpetitions
Variance intra Variance inter
individus individus
Y ’ MSSamong est le carré moyen entre
Variance totale individus ou la variance Inter-individus
//
K
b serr

pf sum Sq Mean Sq F value Pri{>F)
Epecimen 584 3616.9 6.1934 4097.8 < 2.2e-16 #=¥¥
Residuals 558 0.8 0.0015

MSSwithin est le carré moyen intra individu
ou la variance résiduelle inter individu

Yezerinac, S. M., Loogheed, S. C. and Handford, P. 1992. Measurement error and morphometric studies: statistical power and observer
experience. Systematic Biology 41: 471-482.

Pour I’erreur de conformation, une approche de MANOVA Procrustes, qui est une
adaptation multivariée du protocole de Yezerinac a été suivie ici (Klingenberg and
Mclntyre, 1998).

A2.3. L’erreur de mesure systématique

L’erreur systématique existe pour un opérateur donné mais elle est d’autant
plus importante a prendre en compte que 1’on souhaite comparer les données produites
par deux opérateurs différents. Dans la suite de ce travail, I’opérateur ayant produit le
jeu de données de référence sera appelé 1’Opérateur de référence (Opr) tandis que
I’opérateur qui interroge 1’outil d’identification morphométrique Sera appelé
I’utilisateur. Cette nouvelle source d’erreur de mesure de nature systématique est liée
principalement :

- au positionnement de 1’appareil photo lors de la prise de vue ;

- aladifférence de matériel optique et de la distance focale utilisés lors de la
constitution des jeux de données de référence et par 1’utilisateur ;

- D’estimation propre a chaque opérateur du positionnement des points
homologues.

A2.3.1. Influence du positionnement de [’appareil photographique

La réduction de dimensionnalité (i.e, le passage de trois a deux
dimensions) lors de la prise de vue photographique peut influencer I’erreur intra-
utilisateur en I’absence d’une parfaite orthogonalité du plan principal de 1’objet
photographié et de I’axe dans lequel est pris la photographie. Le positionnement de
I’objet photographié et du matériel optique utilisé pour réaliser la prise de vue a donc
une grande importance. Cette variance peut étre réduite en suivant des régles précises.
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Ainsi les méthodes que nous avons employées pour le placement de I’appareil
photographique d’une part, et des pieces ostéologiques d’autre part sont présentées
respectivement aux paragraphes B2.2 et B2.3

A2.3.2. Effet ‘appareil photographique’

Tout appareil photographique engendre une distorsion qui est liée a la
distance focale employée lors de la prise de vue ainsi qu’a la nature méme des lentilles
utilisées par le fabriquant. Les lentilles photographiques convergentes sont de forme
convexe et les déformations sont généralement plus importantes a la périphérie de
celles-ci qu’en leur centre. C’est la raison pour laquelle, en suivant les
recommandations de placement de 1’objet (paragraphe B2.3), I’effet de la lentille ne
devrait pas engendrer de déformation. Cependant, le cas échéant, la distorsion
sphérique pourra étre corrigée par 1’outil d’identification pour un certain nombre
d’appareils photographiques (paragraphe suivant et Annexe I11).

A2.3.4. Correction de la déformation de I 'image

La différence de lentille est une part non négligeable de la variance induite lors
de la prise de vue. L’outil d’identification devra donc étre capable de corriger les
défauts des appareils des utilisateurs.

La distorsion sphérique, qui est le principal défaut engendré par les lentilles
concaves des appareils photos, peut étre décrite par I’équation :

- 3 2
Fsrc = (@ X Fgest” + D X Fdest” + C X Fest + d) X Fest
avecd=1-(a+b+c)

Ou rg est la distance entre un pixel et le centre de 1’image source et rqest €St la distance
correspondante sur I’image corrigée. Le parametre d est un parametre de mise a
I’échelle de la photographie. Si 1’échelle des deux photos est la méme (d=1) et que
a=b=c=0, alors I’image n’est pas modifi¢e. Les paramétres a, b et ¢ sont des
paramétres de distorsion de I’image. Des distances négatives pour ces parametres
éloignent les points du centre alors que des valeurs positives les en rapprochent. Le
paramétre a n’affecte que les points les plus a I’extérieur de 1I’image. Le parametre b
affecte I’image de fagcon plus uniforme. Le parametre ¢ controle des formes de
distorsion plus complexes. Les trois parametres a, b, ¢ sont généralement inférieurs a
1.

Afin de corriger ces aberrations optiques, une base de données libre contenant
les caractéristiques d’un certain nombre d’appareils photographiques a été téléchargée
(PTLensDB_06-02-08 :
http://sourceforge.net/projects/hugin/files/PTLens%20Database/). Par ailleurs le
logiciel en ligne de commande (et donc utilisable dans un outil web-sercice)
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Imagemagick v.6.7.3.3, permet de corriger les défauts de toutes les lentilles
listées dans 1I’Annexe I11.

A2.3.5. Effet ‘opérateurs’

L’utilisateur et 1’Opr ont chacun une fagon qui leur est propre de placer les
points homologues. Aussi la variance inter-opérateurs peut-elle étre importante et
parfois méme dépasser la variance inter-individuelle. Ce dernier facteur d’erreur a été
avancé comme ¢€tant un frein a la possibilit¢ d’échanger des jeux de données de
morphométrie geométrique concernant des espéces a faible variance interspécifique
(Dujardin et al., 2010). Cependant, il est également montré que des opérateurs
expérimentés produisent moins d’erreur inter-opérateurs que des opérateurs novices
(Rasmussen et al., 2001). D’autre part, les effets inter-opérateurs sont mesurables (voir
chapitre C8). Partant de ces constatations, il est possible d’émettre I’hypothése que s’il
est possible d’entraTner I’utilisateur a réduire la variance inter-opérateur a un niveau de
variance inférieure a celle de I’effet mesuré, alors il sera possible de proposer un outil
capable de comparer deux jeux de données produits par deux opérateurs differents.

A3. Traitement des données manquantes en morphométrie

A3.1. Pour les mesures linéaires

Lors du travail de terrain, un certain nombre de mesures peuvent ne pas avoir
été enregistrées. Ceci peut provenir d’un oubli des expérimentateurs (1 % du jeu de
données) ou de pieces anatomiques manquantes et donc non mesurables (ex.
classiquement la queue chez les murinés : 11 % du jeu de données). Dans un souci de
précision et de maniére conservative, tous les individus ou plus d’une donnée était
mangquante n’ont pas été inclus dans notre analyse. Pour les individus caractérisés par
une seule donnée manquante, la valeur de celle-ci a été estimée par extrapolation a
I’aide d’une régression linéaire décrivant les relations de ce trait avec la taille des
animaux appartenant au méme mitotype et au méme sexe que 1’animal considéré. Pour
chaque trait possédant des données manquantes, une taille synthétique (la moyenne
géomeétrique des traits), qui n’inclut pas ce trait, a été calculée (voir chapitre C2).

A3.2. Pour les points homologues

Lors de la digitalisation, chaque point homologue manquant (structure détruite)
doit étre noté (ID et numéro du point). Le fichier TPS est ensuite modifié en
recherchant les données manquantes et en replacant celle-ci par « Na» (pour « non
available »). Plusieurs fonctions peuvent ensuite étre utilisées. Pour les objets
possédant un axe de symeétrie, une solution est de positionner le point homologue
manguant par projection orthogonale de son symétrique par rapport a I’axe de symétrie
de la structure. La fonction Osymm sous R réalise cette opération
(http://life.bio.sunysb.edu/morph/). Une autre possibilité sur les structures ne
possédant pas d’axe de symétrie est d’utiliser les grilles de déformation de Arcy
Thompson (Thomson, 1917 ; voir partie 2 paragraphe 2.2). Le principe est de
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Tableau 1 : Nombre d’animaux par mitotype, par age et par sexe utilisés pour le jeu
de données morphométriques de référence de 1’outil d’identification.

age Adultes Sub Adultes Jeunes
Especes/sexe Incononu F M Inconnu F M F M Total

Bandicota indica 15 15 1 7 2 3 53
Bandicota savilei 12 12 6 8 3 1 42
Berylmys berdmorei 18 12 3 4 1 2 40
Berylmys bowersi 13 10 6 6 3 38
Leopoldamys edwardsi 5 14 1 6 3 29
Leopoldamys neilli 4 23 1 6 6 40
Maxomys surifer 10 10 6 10 2 1 39
Mus caroli 4 15 4 11 34
Mus cervicolor 8 20 7 5 40
Mus cookii 8 12 10 7 37
Niviventer huang 13 23 6 2 44
Rattus argentiventer 10 11 10 9 40
Rattus exulans 11 9 5 6 2 2 35
Rattus sakeratensis 1 11 6 5 2 3 38
Rattus nitidus 3 2 5 3 1 14
Rattus norvegicus 1 8 3 5 7 1 25
Rattus phylogenetic R3 8 5 9 5 3 4 34
Rattus tanezumi 6 10 6 6 5 5 38

Total 1 167 217 2 117 110 21 25 660

Thailande

Figue 1 : Localités échantillonnées en Thailande, au Laos et au Cambodge pour
constituer le jeu de données de référence morphométrique pour 1’outil d’identification.



considérer la structure possédant une donnée manquante comme la structure cible de la
déformation et de prendre comme référence une structure appartenant a un animal de
la méme espece et de taille centroide proche. Les points homologues existants servent
a créer la grille de la conformation d’origine qui est ensuite déformée vers la
conformation cible. I1 est alors possible d’estimer les coordonnées du point homologue
manqguant. La fonction estimate.missing{geomorph} du logiciel R (R core team,
2012) réalise cette opération. Lorsque plusieurs points homologues sont manquants sur
une méme structure, il est déconseillé d’utiliser I’individu. Ainsi, dans ce travail quand
plus d’un point était absent sur les hémi-mandibules, ou un point et son symétrique sur
les cranes, la piece ostéologique concernée a été systématiquement écartée.

B. Application de I’étude morphométrique aux rongeurs du
Sud-Est asiatique

Les rongeurs (voir tableau 1 p.22 ) ont étés échantillonnés dans trois pays :
Thailande, Cambodge et Laos. Pour chaque animal, cing mensurations externes ont été
prises, les cranes ont été préparés, photographiés, et des configurations de points
homologues ont été digitalisées sur deux structures morphologiques (hémi-mandibules
et cranes) et pour deux vues : I’hémi-mandibules en vue latérale interne et externe, le
crane en vue palatine (aussi appelée vue ventrale) et dorsale. Les données corporelles
et les différentes configurations de points homologues ont ensuite été analysées afin de
déterminer si I'une d'entre elles permettait une meilleure discrimination des différentes
especes de rongeurs étudiées.

Bl. Echantillonnage, sexage et critére d’dge des rongeurs de référence

B1.1. L’échantillonnage des rongeurs

L’échantillonnage constitué dans cette étude doit répondre a plusieurs
contraintes. L’outil d’identification morphologique doit étre capable d’identifier des
animaux inconnus quels que soient leur sexe, leur age et leur provenance
géographique (dans la limite de 1’échantillonnage de référence). En effet, I’ensemble
de ces facteurs est susceptible d’influencer la morphologie externe (Claude, 2013) ou
cranienne (Monteiro et al., 2003).

Afin d’avoir un échantillonnage représentatif morphologiquement du mitotype
étudié et pour que la distribution des données mesurées se rapproche d’une loi
normale, I’effectif de chaque mitotype a été porté a un minimum de trente individus a
de rares exceptions pres (tableau 1). De plus, notre échantillonnage a tenu compte de
la possible variabilité géographique de la morphologie en incluant des individus
capturés dans un maximum de sites distincts pour chaque espece (figure 1). Les
especes avec des effectifs considérés comme trop faibles (Leopoldamys sabanus,
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M3 (third molar) growth | Vagina/Seminal D stage
Adult
Sub-adult
1) M3 absent or
barely visible |

T T Juvenile

Figure 42: Different stages of the third

molar (M3) growth (Photo: Chaval Y.)

Figure 43: Decision tree to determine the maturity of a rodent, by considenng
the third molar growth and sexual organs externally

Figure 2: les trois classes d’ages retenues dans cette étude en fonction du
développement de la troisieme molaire inférieure et de la maturité sexuelle (extrait de
Herbreteau et al., 2011)



Niviventer fulvescens, N. tenaster, Saxatilomys paulinae (Musser et al., 2005b),
Chiropodomys gliroides Blyth, 1856, Hapalomys delacouri Thomas, 1927, Rattus
andamanensis Blyth, 1860, Rhizomys pruinosus Blyth, 1851, Cannomys badius
Hodgson, 1841) ou les especes échantillonnées dans des zones géographiques
différentes de notre zone d’intérét prioritaire (Maxomys rajah, M. whiteheadi, Rattus
tiomanicus Miller, 1900, Sundamys muelleri Jentink, 1879 provenant de Sumatra et
Rattus rattus Linnaeus, 1758 provenant du Niger) ont été utilisées pour tester la
réaction de I’outil lorsqu’on lui présente un individu appartenant a un taxon qui
n’appartient pas aux especes de référence mais n’ont pas été inclus dans le jeu de
données de référence. Celui-ci comprend donc dix-huit mitotypes appartenant aux
tribus des Rattini et des Murini sensu Lecompte et al. (2008): Bandicota indica, B.
savilei, Berylmys berdmorei, B. bowersi, Leopoldamys edwardsi, L. neilli, Maxomys
surifer, Mus caroli, M. cervicolor, M. cookii, Niviventer huang, Rattus argentiventer
Robinson and Kloss, 1916, R. exulans Peale, 1848, R. sakeratensis, R. nitidus
Hodgson, 1845, R. norvegicus Berkenhout, 1769, Rattus R3 (Pagés et al., 2010) , R.
tanezumi (voir le tableau 1 de I’ Annexe 1). Le sexe-ratio a été équilibré dans la mesure
du possible, afin de limiter les effets d'un éventuel dimorphisme sexuel (tableau 1),
comme souvent observé chez les murinés (Davis, 1983 ; Renaud, 2005 ; Siahsarvie et
al., 2012 ; Claude, 2013). De méme les individus ont été choisis de facon a ce que
toutes les classes d’age soient représentées.

B1.2. Détermination des classes d'dge et du sexe

Chez les mammiféres la maturité sexuelle est généralement atteinte avant le
plein développement morphologique. Ceci signifie que la morphologie ne se stabilise
pas avec la maturité sexuelle mais qu’elle continue d’évoluer. En conséquence, la
maturité sexuelle n’est pas un critere suffisant pour classifier efficacement les
morphologies en fonction de 1’age (Herbreteau et al., 2011). Cette classification des
individus a donc été complétée a I’aide d’un critére morphologique porté par la
maéchoire inférieure, a savoir le développement de la troisieme molaire inférieure (M3)
qui apparait plus tardivement dans la dentition des rongeurs. Le critére d’age a été
établi en croisant le critere de maturité sexuelle et celui de développement de la M3
(figure 2). Afin de conserver des effectifs suffisants pour chaque classe d’age, nous
n’en avons distingué que trois.

Males et femelles peuvent étre distingués en observant les organes sexuels.
Pour les adultes sexuellement matures, la tache est aisée : les testicules des méles sont
en positon scrotale et masquent 1’anus ; les mamelles des femelles sont visibles et la
vulve est ouverte. Chez les jeunes cependant la tache est plus ardue : les testicules des
males sont en position abdominale et donc difficiles a détecter ; les mamelles des
femelles sont invisibles ou difficiles a détecter dans 1’épaisseur de la fourrure ventrale.
Seul un examen de la distance entre I’anus et la papille génitale peut renseigner sur le
genre des animaux. En effet, cette distance est comparativement plus grande chez les

24






males que chez les femelles. Durant la dissection, la maturité des femelles peut étre
estimée par la présence ou 1I’absence d’embryons, ainsi que par la largeur de 1’utérus
qui est plus importante chez les individus aprés gestation (ce critére reste délicat a
interpréter car tres variable au cours du cycle menstruel). Chez les males la maturité
sexuelle se détermine par la position scrotale des testicules et par le développement
des vésicules séminales. La figure 2 résume les choix effectués dans ce travail (voir
également Herbreteau et al., 2011)

B2. Protocoles permettant la réduction de D’erreur de mesure lors de
I’étude de crdnes de rongeurs

B2.1. Protocole pour la préparation des cranes

Lors de la dissection sur le terrain, le crane est séparé du corps de I’individu a
I’aide de ciseaux, en prenant soin de couper & bonne distance du foramen magnum de
fagon & ne pas endommager le créne. Celui-ci est ensuite identifi¢ a 1’aide d’une
marque indélébile fixée a 1’aide d’un fil de nylon passé¢ dans la trachée de fagon a ce
qu’elle ne puisse pas s’arracher. Le crane est placé dans de 1’éthanol a 96° pour étre
conserve jusqu’a sa préparation. Durant cette étude des marques plastiques imprimées
en relief (Dymo ©) ont été utilisées et ont donné entiére satisfaction. L’opérateur doit
cependant veiller a ne pas laisser un fil de nylon trop long pour éviter que les fils de
divers individus ne s’emmélent entre eux si les cranes sont stockés collectivement
dans une touque. Lors de la préparation du crane, celui-ci est égoutté et placé dans un
tube Falcon 50 ml résistant a la chaleur. Le tube est alors rempli d’eau et plongé dans
I’eau bouillante pour 15 a 30 minutes suivant la taille de I’animal. Le crane doit étre
cuit au minimum de fagon a éviter toute déformation notamment au niveau des bulles
tympaniques. L’ébullition doit étre contrdlée pour que I’eau reste a peine frémissante
afin que les tissus mous restent tendres et faciles a 6ter par la suite. Une fois que les
tissus mous entourant le crane sont cuits, on retire le crane de 1’eau chaude et on le
plonge dans un bain d'eau froide. On debarrasse le crane de sa peau, de sa chair et des
yeux en prenant soin de ne pas casser les arcades zygomatiques. Le cerveau est retiré a
I’aide d’un poingon ou d'un micro-écouvillon et en injectant de 1’eau sous pression a
I’aide d’une seringue. La machoire inférieure est séparée délicatement du créne en
prenant soin de ne pas perdre de dents qui peuvent s’étre détachées durant la cuisson.
L’opérateur doit ensuite enlever tous les tissus restant sur le crane a 1’aide d’une brosse
a dent et éventuellement d’un peu de produit vaisselle pour les parties grasses. Une
fois propre le crane peut étre blanchi a I’eau oxygénée diluée (37 %). Une fois qu’il est
complétement sec, ’identifiant de 1’individu est inscrit sur le crane a 1’aide d’encre
indélébile, puis il est placé dans une boite dans laquelle on prend soin de placer la
marque originale apposée sur le terrain (tracabilité) afin de pouvoir corriger
d’éventuelles erreurs commises lors du marquage du crane.
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Bon réglage: le réticule reste centré Mauvais réglages: le réticule se déplace
dans le viseur de 'appareil hors du viseur de I'appareil
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Figure 3 : (a) bon réglage : lorsque 1’on fait monter et descendre I’appareil, le réticule
rouge reste a ’intérieur du viseur de 1’appareil. (b et ¢) mauvais réglages : 1’appareil
photo n’est pas perpendiculaire au plan du banc photographique.

Positionnement de I'objet biologique lors de la prise de vue.

a) b)

Figure 4 : (a) vue générale du montage de I’appareil et de 1’éclairage. (b) crane en vue
dorsale positionné sur un lit de sable de couleur contrastée avec celle du crane. Le
papier millimétré entourant le crane est utilisé pour donner 1’échelle.



B2.2. Positionnement de [’appareil photographique et des sources
lumineuses

La premiere opération est de placer la lentille de I’appareil photographique
parfaitement paralléle au plan de travail (figure 3a). Pour cela, I’appareil est monté sur
un banc photographique dont I’horizontalité est testée avec un niveau a bulle. Un
réticule de couleur est placée a 1’endroit ou se trouve 1’objet a photographier. Le
réticule est placé dans le viseur de I’appareil et celui-ci est ¢élevé a I'aide de la
crémaillére. Si le réticule sort du viseur de 1’appareil, cela signifie que 1’appareil n’est
pas parfaitement positionné (figure 3b, c¢). Une fois I’appareil parfaitement
perpendiculaire, la distance a 1’objet a ét¢ fixée a 48 cm pour réaliser ’ensemble des
prises de vue (figure 3a) des especes de taille importante. Cette distance a été réduite a
30 cm pour les cranes de petite taille (genre Mus et R. exulans) de facon a ce que
I’objet occupe une place assez importante (mais voir paragraphe A2.2.2) de la surface
de I’image) ce qui facilite par la suite la digitalisation des points homologues. Un
déclenchement légérement retardé (2 secondes) par rapport a la pression sur le
déclencheur a été programmé de fagon a éviter tout tremblement de 1’appareil lors du
déclenchement. Dans cette étude, I’image a été enregistrée a 1’aide d’un appareil photo
de marque Pentax et de modele K200D muni d’une lentille Pentax DA 16-45mm F4
ED AL. La distance focale était de 45 mm, ce qui correspond approximativement a la
vision humaine. Cette distance focale doit étre respectée si possible afin d’éviter les
déformations de 1’image (mais voir paragraphe A2.3.4). En effet un réglage macro,
avec une distance focale de 17 mm par exemple produit une forte déformation de
I’image (http://www.imagemagick.org/Usage/lens/, voir section « Examples of Lens
Correction » de ce lien). Cependant si une distance focale de 45 mm ne peut étre
utilisée par 1’opérateur une correction pourra étre apportée (voir paragraphe A2.3.4).
Deux sources lumineuses (Halogen eco 70 W, Megaman® SPIRAL 2700 K 20 W) ont
été placées de part et d’autre de la piece ostéologique a photographi¢e de fagon a
éliminer les ombres portées (voir figure 4a).

B2.3. Positionnement des pieces ostéologiques lors des prises de vue

Pour cette étude, les créanes et les mandibules ont été positionnés sur un lit de
sable (figure 4), de fagcon a permettre un positionnement du plan principal de la piéce
ostéologique parfaitement parallele a celui de la lentille. Les piéces ostéologiques sont
systématiquement positionnées au centre du dispositif de facon a éviter les
déformations liées a la lentille de 1’appareil photographique (voir paragraphe A2.2.2).
Un sable de couleur fortement contrastée avec celle du crane, ici de couleur rouge, a
été choisi pour faciliter le placement ultérieur des points homologues du pourtour de la
piéce osseuse. Pour les hémi-mandibules, que la vue soit interne ou externe, le
positionnement ne pose pas de probléme particulier car la structure est relativement
plate : I’hémi-mandibule est deposee sur le lit de sable parfaitement plat. Pour obtenir
un lit de sable horizontal, la boite contenant celui-ci est délicatement secouée avant
chaque prise de vue pour en égaliser la surface. Une fois I’hémi-mandbule positionnée
de maniere approximative, sa position est rectifiée a I’aide d’un poingon de fagon a ce
que son plan principal soit parfaitement parallel au papier millimétré donnant
I’échelle. Pour le crane en vue dorsale, 1a position du crane est ajustée sur le lit de
sable (figure 5a) de facon a ce que la partie interne de 1’orbite apparaisse parfaitement
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Positionnement du crane en vue dorsale sur le lit de sable.

a) b) c)

Figure 5 : Le crane est déposé sur un lit de sable parfaitement plat (a). La position du crane
est ensuite rectifi¢e de facon a ce que la partie visible a I'intérieur de 1’arcade zygomatique
soit parfaitement égale de chaque cote (b). Les plaques pariétales sont alors orientées de fagon
a former un plan paralléle au papier millimétré (c).

Positionnement du crane en vue palatale sur le lit de sable.

EREREERARENE
SEEREuEESEAR

a) b) c)

Figure 6: Le crane est déposé sur le lit de sable parfaitement plat (a). La position du crane est
ensuite rectifiée de fagon a ce que I’espace inter incisives soit parfaitement perpendiculaire au plan
d’observation(b). Le palais est alors orienté de facon a étre dans le plan du papier millimétré (c).



égale des deux cOtés du crane (figure 5a,b). Le crane est ensuite ajusté dans la
troisieme dimension en positionnant les os pariétaux dans le plan du papier millimétré
(figure 5c¢). Pour la vue ventrale la démarche est similaire. On vérifie tout d’abord que
les incisives soient parfaitement droites (figure 6a,b) puis on positionne le palais dans
le plan du papier millimétré (fig 6¢).

B3. Variables morphométrigues utilisées dans cette analyse

B3.1. La prise de mesures externes

Les mesures corporelles de terrain doivent étre prises avec le plus grand soin
d’autant plus qu’elles portent sur des parties molles du corps des individus sur
lesquelles les instruments sont difficiles a positionner. Dans ce travail, cing mesures
ont été enregistrées pour aider a identifier les rongeurs sur le terrain (Aplin et al.,
2003a; Herbreteau et al., 2011). Ces mesures standard couplées a I’examen
morphologique permettent I’identification des animaux adultes dans de nombreux cas
mais peuvent s’avérer moins discriminantes dans le cas des jeunes individus et pour
certains groupes d’especes.

Les mesures doivent étre prises immédiatement apres 1’euthanasie de 1’animal
afin d’éviter toute raideur cadavérique qui rend difficile ’enregistrement de mesures
précises.

La longueur téte corps et celle de la queue (figure 7a et 7b page suivante) sont prises
de fagcon concomitante, pour plus de précision car elles possedent un point de repére
en commun. [’animal est positionné sur la planche de dissection, parfaitement allongé
sur le dos, la queue dans 1’axe du corps, la téte aplatie sur la surface de travail. Trois
épingles sont placées, au bout du museau, a I’anus (chez les males, le scrotum doit étre
soulevé pour visualiser celui-ci) et a I’apex de la queue. L’animal est ensuite retiré et
les mesures sont prises a 1’aide d’un réglet (précision 1 mm). La longueur téte - corps
est mesurée entre les deux premieres épingles et celle de la queue entre la seconde et la
troisieme. Cette derniére longueur n’inclut pas celle d’un éventuel pinceau terminal de
la queue dont la mesure peut étre notée a part si elle contient une valeur informative
pour I’identification.

La longueur de la patte postérieure (figure 7¢) est mesurée du talon a I’orteil le plus
long a I’aide d’un réglet et ne comprend pas la griffe (cette derniere mesure peut étre
notée a part si elle revét un caractére diagnostique dans certaines régions).

L’oreille (figure 7d) est mesurée de la base du conduit auditif a la limite externe du
pavillon de fagon a enregistrer la plus grande longueur mesurable. Elle s’effectue a
I’aide d’un réglet.

La longueur du crane (figure 7e) est mesurée de la créte occipitale a I’extrémité du
rostre nasal a I’aide d’un pied a coulisse (précision 0,1 mm). Cette mesure bien
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longueur téte corps

Longueur dela queue
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Figure 7: les cing mesures prises sur le terrain pour 1’identification des rongeurs (Auffray

etal., 2011)

Photo du crane du rongeur R5574 en vue dorsale.

Figure 8: Les photos sont transformees en négatif pour faire ressortir les sutures
pariétales. Cette photo montre les codes-barres dont la lecture permet le renommage

automatisé de la photo.




qu’informative en terme d’identification de terrain, est trés imprécise car elle est
effectuée sur des cranes non préparés et donc entourés de parties molles (muscles et
cartilages). Elle s’avére cependant trés utile et assez précise lorsqu’elle est ensuite
recoupée avec la plus grande longueur du crane prise sur des cranes prépares et permet
notamment de déceler d’éventuels échanges de cranes lors de leur préparation.

Les mesures, qu’elles soient corporelles, craniennes ou d’une autre nature,
devraient étre prises au moins deux fois par chaque opérateur pour pouvoir estimer le
taux d’erreur associ¢ a chacune d’elles (voir le paragraphe A2.2.3). Il serait alors
possible de savoir si les jeux de données produits lors d’études distinctes sont
comparables. Cependant la multiplication des mesures externes n’a malheureusement
pas été réalisée lors du travail de terrain qui a permis la constitution de notre jeu de
données et durant lequel plusieurs opérateurs ont réalisé les mesures.

B3.2. La prise des données de morphométrie géométrique
B3.2.1. Préparation des prises de vue a la digitalisation des points homologues

Les prises de vues peuvent étre retravaillées pour faciliter le positionnement
et augmenter la précision des points homologues (Rolhf, 1990). Pour cela, un logiciel
libre en ligne de commande, Imagemagick 6.7.3.3
(http://www.imagemagick.org/script/index.php) a été utilisé pour pouvoir directement
retravailler les photos a partir des scripts R et ainsi inclure le logiciel dans 1’outil
d’identification. Les images ont toutes été repositionnées dans le méme sens pour
chaque structure et les hémi-mandibules gauches ont fait 1’objet d’une réflexion
horizontale afin d’étre transformées en « machoires droites» pour faciliter leur
digitalisation. Les cranes en vue dorsale ont éte transformés en image négative, ce qui
facilite le placement des points homologues sur les sutures osseuses. Toutes les photos
ont été renommées de facon automatique afin de réduire le temps passé a cette tache
ainsi que les erreurs qui pourraient découler d’un travail manuel. Pour cela, un
ensemble d’utilitaires libres libdmtx 0.7.3-1
(http://libdmtx.qgit.sourceforge.net/git/gitweb.cgi?p=libdmtx/libdmtx;a=summary) a été
utilise. Ces logiciels libres en lignes de commande permettent la creation et la lecture
de datamatrix (code barre a deux dimensions) dans lesquels ont été codés les
identifiants uniques de chaque individu. Des datamatrix ont également été produits
pour coder chaque prise de vue (type de vue et numéro de la prise de vue). Ces
informations ont été combinées lors des prises de vue et utilisées pour renommer les
photos. A titre d’exemple la lecture du datamatrix (figure 8) contenant le numéro
d’individu « R5574 » et de celui portant I’information « deuxieme prise de vue
dorsale » sur la photo, permet de renommer automatiquement la photographie :

R5574~2 skull_dorsal.jpeg
B3.2.2. Digitalisation des points homologues
La digitalisation des points homologues de 1’échantillonnage de référence a

¢été réalisée a I’aide du logiciel TPSdig2 (Rohlf, 2013). Ce logiciel permet pour chaque
individu digitalisé de générer une entrée comportant le nombre de points homologues,
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Configurations de points homologues étudiées.
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Figure 9 : Pour la dénomination du placement des points voir annexe V.



les coordonnées (x y) de chaque point, un identifiant unique et le nom de
I’image digitalisée. Les configurations de points homologues étudiés dans ce travail en
fonction des vues des pieces ostéologiques considérées sont présentées a la figure 9 La
définition des points anatomiques est présentée en Annexe IV.

Les configurations de points portées par les hémi-mandibules en vue externe
comprennent 17 points homologues (figure 9a). Ces points sont distribués
principalement sur le contour de la machoire a I’exception de deux d’entre eux, le point
17 qui se trouve a I’extrémité de la créte massétérique du ramus et le point 16 qui se
trouve sur le foramen mentonnier. Ces points sont de type 2 (10/17) et de type 1 (7/17).

Les configurations de points portées par les hémi-mandibules en vue internes
comprennent 18 points homologues (figure 9b). Ces points sont distribués
principalement sur le contour de la machoire a I’exception de quatre d’entre eux,
distribués de part et d’autre des molaires et au niveau du foramen mentonnier. Les
points de cette configuration sont de type 2 (10/18) et de type 1 (8/18).

Pour les deux vues précédentes la digitalisation du jeu de données a été
partielle car il n’est constitué que des adultes et des sub-adultes de chaque espéce et
n’inclut pas les individus du genre Mus ni ceux de I’espéece L. neilli.

Les configurations de points portées par les cranes en vue dorsale
comprennent 28 points dont 22 sont symétriques deux a deux par rapport a I’axe de
symétrie du crane (figure 9c). Ces points ont été choisis de facon a recouvrir un
ensemble de mesures précédemment utilisées pour caractériser les especes de rongeurs
en Asie du Sud-Est (voir Musser, 2006) et ont été complétés par des points portés par
des sutures osseuses. Les points représentant la conformation cranienne sont de type 2
(18/28) et de type 1 (10/28).

Les cranes en vue ventrale comprennent le plus de points homologues avec 40
points dont 18 sont symétriques deux a deux par rapport a I’axe de symétrie du crane
(figure 9d). Ici encore, les points ont été choisis de fagcon a recouvrir un ensemble de
mesures utilisées pour caractériser les especes de rongeurs en Asie du Sud-Est (voir
Musser et al., 2006). Les points représentant la conformation cranienne sont de type 2
(33/40) et de type 1 (7/40).

Chaque vue ostéologique de chaque individu a fait 1’objet de deux prises de
vues indépendantes (i.e. I’objet a été positionné de novo a chaque prise de vue) et
chacune d’entre elles a fait 1’objet d’une digitalisation indépendante. Pour cela, les
prises de vues ont été mélangées de facon aléatoire dans le fichier TPS (le fichier
contenant les coordonnées des points et les identifiants des photos) afin que deux prises
de vues d’une méme structure pour un méme individu ne soient pas digitalisées coup sur
coup.

Par la suite, l'information contenue dans ces configurations de points
homologues a été comparée (voir chapitre C5) pour estimer quelle était la conformation
qui avait le pouvoir discriminant le plus important pour les mitotypes considérés. Le
pouvoir d’assignation de 1’analyse pour les conformations de points homologues les
plus discriminantes a alors été optimiseé en fonction du nombre de variables de
conformation considérées et simplifiées (voir chapitre C6) pour servir de jeu de donnees
de référence a I’outil d’identification.
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Tableau 2: Moyenne des mesures corporelles par especes en mm +/- écart type, les effectifs des individus adultes

sans données manquantes sont entre parenthéses (NA = non disponible).

Espeéces Téte Corps  Queue Patte/arriere  Oreille Poids Crane

Bandicota indica (46) 267 +/-3,3 2335+/-34  512+/-0,6 30 +/-0,3 514 +/-20,5 61,7 +/-0,7
Bandicota savilei (138) 2001 +/-1,7 1587+-14 344 +-02 236+-01 207,4+/-54 49,6 +-04
Berylmys berdmorei (27) 204,1 +/- 4 162,7+/-25  36+/-0,6 24 +/-0,3 208,4 +/-10,6 47,6 +/- 0,6
Berylmys bowersi (18) 2558 +/-33  2688+/-39  51,7+-0,7 30,9+/-0,3 378,7+-145 599+/-0,8
Chiropodomys gliroides (2) 90,5 +/- 0 1185+/-25  185+/-25 165+-15 254+/-0,1 27,5 +/-0,7
Hapalomys delacouri (1) 132,5+/-NA 144 +/-NA 235+-NA  12+/-NA 553 +-NA 36,8 +/-NA
Leopoldamys edwardsi (22) 2379+/-23  3399+-41 457+/-1 302+/-03 321,3+/-10,1 61,2+/-04
Leopoldamys neilli (13) 213 +/-3,7 2657 +/-2,7  40,1+/-0,4 283+/-0,6 242,6+/-10,5 56,9 +/-0,5
Leopoldamys sabanus (2) 235 +/-5 367,5+-175 455+/-05 305+/-25 3105+/-275 58+/-2
Maxomys surifer (43) 1822+/-1,8  1756+/-19  37,7+/-0,3 247+/-03 1441+/-48  465+/-04
Mus caroli (99) 80,3 +/- 0,6 78,5 +/- 0,5 17,1 +/- 0,2 131+/-01 142+/-0,3 22,6 +/- 0,2
Mus cervicolor (144) 83,7 +/-0,6 61,4 +/-0,4 15,1 +/-0,1 132+/-0,1 16,7+-04 22,8 +/-0,1
Mus cookie (169) 91,6 +/- 0,5 79,7 +/-0,5 18,2 +/- 0,1 14,8+/-0,1  21,7+/-03 25,4 +/-0,1
Mus fragilicauda (1) 76,5+/-NA 57 +/-NA 16 +/- NA 125+/-NA  134+-NA 20,2 +/-NA
Niviventer huang (63) 1426 +/-1,4  163,7+-17  27,5+/-02 20,6 +-01 742+-21 38,2+/-0,3
Niviventer fulvescens (1) 97 +/- NA 140 +/- NA 26 +/- NA 20 +/- NA 40 +/- NA 36 +/- NA
Rattus andamanensis (5) 178,2+/-3,2 1981 +/-4 32,3 +/- 0,6 236+-06 1292+/-78  455+/-1,3
Rattus argentiventer (45) 1746 +/-3,2  167,2+/-2,7  339+-03  206+/-02 132+/-7,1 42,9+/-0,5
Rattus exulans (117) 1153+/-08  126,6+/-0,8  22,8+/-0,1 159+/-01 36,6 +/-038 31,3+/-0,2
Rattus nitidus (6) 1514 +/-12,2 1362 +/-10,9 32,8+/-13 20,1+/-0,9 82+/-175 39,9 +/-19
Rattus norvegicus (9) 196,4 +/- 8 1746 +-71  41,5+-08 19,8 +/-05  1749+-293 468+/-13
Rattus rattus (7) 185 +/- 4,2 212,4 +/-5 354+-06  238+-06  150,9+/-16,4 NA+-NA
Rattus sakeratensis (33) 154,6 +/-2,2  133,2+/-21  28,1+/-03 172+/-0,2 83,6 +-4,2 39,2 +/-0,5
Rattus tanezumi (270) 1714 +/-0,9  1722+/-11  31,8+/-0,1 22 +/-0,1 117,1+/-19  42,7+/-0,2
Rhizomys pruinosus (1) 3355+/-NA 133 +/-NA 49 +/-NA 23 +/-NA 1430 +/-NA 78,1 +/-NA
Saxatilomys paulinae (3) 147 +/- 2,3 161,3+/-27  29+/-0,5 247+/-02 80 +/-6,7 40,5 +/- 1,4
Suncus murinus (2) 131,8+/-6,8  755+/-0 18,8 +/- 0,2 142+-1,8 486+-104  31,5+/-06




C- Résultats du traitement des données morphométriques
C1. Données morphometriques et statistiques descriptives

Un tableau rassemble la moyenne, I'écart-type et I'effectif pour chaque espece
échantillonnée (tableau 2) pour chaque mesure corporelle et le poids. En plus des taxons
specifiqguement ciblés au cours de notre étude, I’échantillonnage contient une espece de
soricomorphe Suncus murinus Linnaeus, 1766 ainsi que quelques especes de rongeurs
n’appartenant pas aux tribus étudiées. Nous avons choisi de présenter (sans toutefois les
commenter plus avant) leurs statistiques descriptives afin de mettre cette information a
disposition et également afin de décrire la totalité de 1’échantillonnage des programmes de
recherche.

Une représentation simple de la dispersion des mesures et du poids par espéce peut
étre réalisée sous la forme de boites & moustaches (voir Annexe V pour la représentation des
données de mesures externes récoltées durant le travail de terrain du programme CERoPath et
concernant les individus adultes uniquement). Cette représentation permet de caractériser
rapidement les proportions corporelles de chaque espéce en décrivant chacun des traits par
une variable de position, la médiane et une représentation de la dispersion des données autour
de cette valeur centrale par quartile (chaque quartile représente la valeur prise a 25 % et 75 %
de la distribution de la population totale).

Les mesures corporelles sont presque systématiquement corrélées a la taille des
individus (Bookstein et al., 1985), il est donc plus prudent de ne comparer que des individus
d’une méme cohorte avec ce type de données.

C2. Etude de la taille

Il est souvent intéressant de considérer la taille indépendamment de la conformation.
Des méthodes permettant de les séparer ont donc été utilisées. Pour les données corporelles, la
moyenne géométrique de la taille a été considérée alors que la taille centroide a été considérée
pour les données craniennes. L’effet des facteurs susceptibles d’influencer chacun de ces deux
estimateurs (le sexe et I’appartenance a un mitotype pour une cohorte donnée) ainsi que les
relations de taille qui unissent les especes ont été inférées. Une visualisation de la relation
entre ces deux estimateurs a ensuite été réalisée afin de les comparer. Le facteur localité n’a
pas été étudié car I’échantillonnage étudié est trop restreint pour que les différentes modalités
des autres facteurs ne soient représentées dans chaque site. Pour cette analyse, seuls les
adultes ont étés sélectionnés afin d’éviter les variations ontogéniques qui viendraient masquer
les relations spécifiques qui nous intéressent. Le jeu de données utilisé (n = 375) est le jeu de
données de référence de I’outil d’identification dont le détail est donné en tableau 1 et figure
1.

C2.1. Facteurs influencant la variation de taille corporelle des adultes
Afin de comprendre quelles variables explicatives (parmi le sexe et le mitotype)
peuvent traduire les patrons de variance observés dans le jeu de données, une analyse de

variance (Anova) a été réalisée sur la taille corporelle des adultes (tableau 3). Quinze
individus pour lesquels deux données mesurées étaient manquantes ont été

30



Tableau 3: Table d’analyse de variance de la taille corporelle des adultes en fonction du
mitotype des animaux, de leur sexe et de I’interaction entre le mitotype et le sexe. Df est le
degré de liberté, Sum Sq est la somme des carrés des écarts (noté SCE) entre les valeurs
observées et leur moyenne, Mean sq est le carré moyen noté CM (avec CM= SCE/Df). F
value est la valeur du test de Fisher-Snedecor, F observé =CMinter-modatités' CMintra-modatite- F
observé €St comparé au Feuii (Iu dans la table de Fisher-Snedecor avec un risque a 5% par
défaut). Si Fops > Fseuil I’hypothése nulle HO n’est rejetée pour le risque considéré. Dans le
cas contraire Hy est acceptée. Hy est I’hypothése nulle selon laquelle le facteur n’a pas d’effet
sur la variable considérée. Pr(>F) est la probabilité d’obtenir une valeur égale ou supérieure a
Fobs si Hy était vrai.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
mitotype 17 148754 8750 801,920 <2e-16
sexe 1 485 485 44,490 1,04e-10
mitotype:sexe 17 382 22 2,061 0,00821
Residuals 339 3699 11

Représentation graphique de la distribution (médiane et quartiles de variance) des tailles
composites (moyennes géométriques) des individus adultes par mitotype.
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Figure 10: les espéces dont la distribution des tailles composites ne sont pas significativement
différentes sont rassemblées au sein des groupes matérialisés par des lettres de couleur bleue
deaai.



retirés des analyses. Les résultats montrent que la taille est expliquée par I’appartenance a un
mitotype (F(17,339)= 801,92 ; P < 2,210™*) et le sexe des animaux (F(1,339)= 44,49 ; P <
1,0410™%) de maniére significative et qu’il y a une interaction significative entre le sexe et le
mitotype (F(17,339)= 2,061 ; P < 0,00821). Cette interaction signifie que la différence de
taille entre les males et les femelles n’est pas toujours la méme en fonction des mitotypes. Un
test de permutation deux a deux de Tuckey permet de mettre en évidence la tendance qu’ont
les méles des différents mitotypes a avoir en moyenne une taille supérieure a celle des
femelles, a I’exception des mitotypes Leopoldamys neilli et Rattus nitidus pour lesquels la
moyenne de taille des femelles est Iégerement supérieure a celle des méales. Cependant, il ne
s’agit la que d’une tendance et seuls les males de B. indica sont significativement plus gros
que les femelles de la méme espece (P= 0,0124). D’autre part le méme test appliqué aux
mitotypes nous permet de créer des groupes en fonction de la significativité statistique des
différences de taille avec un risque de 5% (i.e. dans un groupe donné, les individus ne
différent pas significativement en taille, et les groupe sont ordonnés par taille décroissante).
La figure 10 représente ces groupes nommeés de « a» a « i » en fonction de la valeur de leur
indicateur synthétique de taille. L’échantillonnage est constitué d’un groupe (a) de grosses
espéces regroupant L. edwardsi, B. indica et B. bowersi, un groupe formé de L. neilli seul (b),
quatre groupes (c, d, e, f) regroupant des animaux de taille moyenne : R. norvegicus (c), B.
berdmorei (c), M. surifer (c), B. savilei (cd), R. tanezumi (de), R. argentiventer (e), Rattus
lignée R3 (e), R. nitidus (ef), N. huang (f), R. sakeratensis (f) puis un groupe (g) constitué de
R. exulans et qui correspond aux petits animaux, et enfin deux groupes (h) et (i) de trés petits
animaux qui sont constitués des représentants de la tribu des Murini, & savoir M. cookii (h),
M. caroli (hi) et M. cervicolor (i)

C2.2. Facteurs influencant la variation de taille cranienne des adultes

Afin de comprendre quelles variables explicatives peuvent traduire les patrons de
variance observés dans le jeu de données, une analyse de variance (Anova) a été réalisée sur
la taille centroide du créne en vue palatine des adultes (tableau 4, page suivante). Par souci de
comparaison, le jeu de données utilisé est le méme qu’au paragraphe précédent de sorte que
les mémes individus ont été exclus. Les résultats montrent que la taille est expliquée par
I’appartenance & un mitotype (F(17,339)= 699,514 ; P < 2,210™°) et le sexe des animaux
(F(1,339)= 19,857 ; P < 1,1410°) de maniére significative et qu’il y a une interaction
significative entre le sexe et le mitotype (F(17,339)= 1,922 ; P < 0,0156). Cela signifie que la
différence de taille entre les males et les femelles n’est pas toujours a la faveur du méme sexe
d’un mitotype a I’autre. Un test de permutation deux a deux de Tuckey permet de nous rendre
compte que les males des différents mitotypes ont une moyenne de taille généralement
supérieure a celle des femelles a 1’exception de L. edwardsi, L. neilli, M. surifer et R. nitidus
et M. cookii. Chez ces espéces la moyenne de taille des femelles est légérement supérieure a
celle des males. Cependant cette tendance n’est jamais significative avec un risque de 5%. Le
méme test sur les mitotypes permet, comme cela avait été fait pour les mensurations externes,
de créer des groupes de taille pour les différents mitotypes étudiés (données non montrées).

31



Tableau 4: Table d’analyse de variance de la taille centroide du crane en vue palatine des
adultes en fonction du mitotype des animaux, de leur sexe et de 1’interaction entre le mitotype
et le sexe (se reporter au Tableau 3 pour la signification des colonnes).

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
mitotype 17 1458,8 85,81 699,514 <2e-16
sexe 1 2,4 2,44 19,857 1,14e-05
mitotype:sexe 17 4,0 0,24 1,922 0,0156
Residuals 339 41,6 0,12

Corrélation entre la taille centroide calculée sur les cranes et la moyenne géométrique des mesures externes
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Figure 11: Droite de régression entre la mesure des tailles centroides des mitotypes en
abscisse, des tailles corporelles en ordonnée et des valeurs moyennes des différents mitotypes
pour ces traits.



Les groupes sont nommeés de «a» a «k» en fonction de la valeur de leur indicateur
synthétique de taille. Ainsi, notre échantillonnage est constitué de trois groupes de grosses
especes parmi lesquelles le groupe (a) formé de B. indica seul, (b) constitué de L. edwardsi et
B. bowersi, ce dernier mitotype appartenant également au groupe ¢ avec L. neilli. Cing
groupes (d & h) représentent les espéces de taille moyenne groupant respectivement : B. savilei
(d), R. norvegicus (de), B. berdmorei (ef), M. surifer (fg), R. tanezumi (g), R. argentiventer
(9), R3 (9), R. nitidus (gh). Enfin deux groupes (i) et (j) englobent deux petites espéces, N.
huang (i) et R. exulans (j) tandis que le groupe (k) ne contient que de tres petites especes
représentant les souris: M. cookii (k), M. caroli (k) et M. cervicolor (k). Deux entités
supplémentaires sont définies ici par rapport aux groupes constitués a partir des données
corporelles. Ainsi les cranes de B. indica sont significativement plus gros que ceux des autres
mitotypes. Ceux de L. neilli (c) ne forment plus un groupe dont il est I’'unique représentant
mais se groupent avec les crénes de B. bowersi (bc) eux-mémes groupés avec ceux de L.
edwardsi (b), comme cela était déja le cas lorsque les mensurations externes étaient
considérées (voir au-dessus). Viennent ensuite les groupes (d, e, f, g, h) des espéces de taille
moyenne mais dont se détache cette fois N. huang, alors que nous avons vu au paragraphe
précédent que la taille corporelle de ce dernier le groupait avec R. sakeratensis et R. nitidus.
Au contraire, N. huang forme désormais le groupe (i) dont il est I'unique représentant. C’est
également le cas des cranes de R. exulans unique représentant du groupe (j), et qui s’isolait
déja avec la taille corporelle. Enfin, les représentants des Murini forment un groupe k unique
alors qu’ils formaient deux groupes sur la base de la taille corporelle.

C2.3. Comparaison de la taille corporelle et de la taille cranienne

Assez logiquement, la taille cranienne et la taille corporelle sont trés fortement
corrélées (fpearson = 0,984 : t = 21,823 ; df = 16; p= 2,482 e™3). Cependant, les données
craniennes semblent un peu plus discriminantes que les données corporelles puisqu’elles
permettent de séparer les mitotypes en des groupes plus nombreux. La représentation de la
distribution de la valeur moyenne de chaque mitotype autour de la droite de régression, de la
taille corporelle sur la taille créanienne (figure 11) renseigne sur les proportions relatives des
animaux. Les espéces qui sont au-dessus de cette droite présentent des cranes plus petits
qu’attendus proportionnellement a la moyenne géométrique de leurs mesures corporelles, et
ceux situés en dessous de la droite ont, a 1’inverse, des cranes proportionnellement plus gros
que leur taille corporelle ne le laisserait présager. Ainsi B. indica, B. savilei et, dans une
moindre mesure, R. sakeratensis ont une téte proportionnellement plus grosse que ne prévoit
leur taille corporelle, tandis que L. edwardsi et B. bowersi ont une taille centroide
proportionnellement plus petite que leur taille corporelle.

C3. Description de la variabilité morphologique a I’aide de I’Analyse en
Composantes Principale (ACP)

Afin de caractériser la variabilité morphologique des différents jeux de données

générés a partir des mémes individus et de visualiser leur structure, différentes analyses
en composantes principales (ACP) ont été realisees.
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Figure 12: représentation du plan des variables de I’ACP réalisée sur les données brutes. Les
axes sont les composantes principales let 2 et le cercle est celui des corrélations.
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Elles permettent de mettre en évidence I’adéquation entre la systématique et la
structuration des premiéres composantes de conformation et de forme (conformation plus
taille). Dans un souci de lisibilité, seules les ellipses contenant 90 % des individus ont été
représentées par la suite ; cependant, les représentations completes sont disponibles en
Annexe VI. Le jeu de données utilisé (n = 660) est le jeu de données de référence de 1’outil
d’identification complet dont le détail est donné en tableau 1 et figure 1

C3.1. L’analyse en composante principale sur les donnees linéaires brutes

La représentation de la matrice de corrélation entre les composantes principales et les
mesures corporelles (figure 12), met en évidence que la longueur de la queue (T) est la
variable la moins corrélée avec les autres mesures et également la moins corrélée a la
premiere composante. C’est aussi la variable qui contribue le plus a la seconde composante
principale. L’ensemble des données brutes sont corrélées entre elles, notamment la longueur
de la téte (notée H) et celle de I’oreille (E). Ces deux longueurs sont par ailleurs également
trés corrélées a la premiére composante principale. La longueur de la téte et du corps (HB) et
celle de la patte arriere (F) sont tres corrélées entre elles. Elles le sont également, mais dans
moindre mesure que les variables H et E, avec la premiére composante principale. La
représentation du plan principal de I’espace des individus, dont la variance au sein des
mitotypes est réesumee par les ellipses contenant 90% des individus dans le plan principal
(figure 13), montre une forte structuration par la taille. Cette information de taille est portée
par la premiére composante principale (Jolicoeur et Mosimann, 1960, Mosimann, 1970,
Pimentel, 1979) qui capture a elle seule 93,3 % de I’inertie totale du nuage de point. On
retrouve globalement le long de cette composante les groupes formés d’aprés les critéres de
tailles corporelles (figure 10). En effet, les mitotypes possédant les ordinations les plus
positives sur la premiere composante principale appartiennent a la tribu des Murini qui forme
le groupe des animaux de petite taille (figure 10). A I’inverse, le groupe des animaux de
grande taille présente les ordinations les plus négatives. Enfin les groupes contenant les
animaux de taille intermédiaire occupent une position centrale et se séparent assez mal les uns
des autres. La seconde composante principale, qui porte 6,4 % de I’inertie totale, sépare les
animaux avec une taille de queue proportionnellement plus longue (comme ceux du genre
Leopoldamys) de ceux avec une queue proportionnellement plus courte (comme les individus
du genre Bandicota). L'association des axes 1 et 2 nous permet d’individualiser des especes
morphologiquement trés différentes comme celles du genre Leopoldamys et du genre Mus.
Néanmoins, la majeure partie des taxons/mitotypes demeurent difficile a séparer sur la base
de ces deux composantes.

C3.2. L’analyse en composantes principales sur les données log shape-ratio

La représentation des corrélations entre les composantes principales et les log shape-
ratio (figure 14) montre que les variables sont beaucoup moins corrélées entre elles, méme si
certaines d’entre elles le restent cependant (ex. la longueur téte corps (HB) et celle de la patte
arriere (F)). Lorsque 1’on regarde la contribution de chaque variable aux composantes
principales, on s’apercoit que ¢’est la longueur de la queue (T) et, de maniére opposeée, celles
de la téte (H) et de I’oreille (E) qui contribuent le plus a la premiére composante, alors que la
seconde est trés influencée par la longueur HB et, dans une moindre mesure et de maniére
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Figure 14: représentation du plan des variables de I’ACP réalisée sur les données

transformées en log shape-ratio. Les axes sont les composantes principales let 2 et le cercle
est celui des corrélations.
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opposée par la longueur de la queue et de I’oreille. La premiére composante principale capture
ici 73,8 % de I’inertie du nuage de points (figure 15). L’ordination des mitotypes est toujours
fonction de leur taille sur la premiére composante principale mais de maniére beaucoup moins
nette que lorsque 1I’on considére uniquement les données brutes (voir ci-dessus). Cela signifie
que la morphologie externe des espéces est corrélée positivement avec leur taille ou, pour le
dire d’une autre maniére, que 1’ordination des espéces est structurée par des relations
d’allométrie inter-spécifiques. La seconde composante principale porte 24 % de I’inertie et
sépare les animaux possédant un corps allongé, une patte arriere proportionnellement longue,
une queue et des oreilles relativement plus courtes (ce qui est typiquement le cas de R.
norvegicus), des mitotypes possédant au contraire des corps ramassés, des pattes courtes, des
queues longues et des oreilles développées. Néanmoins, le plan principal fait apparaitre de
trés nombreux recouvrements entre les ellipsoides des différentes entités taxonomiques et il
est ainsi visuellement difficile de reconnaitre une espéce par rapport aux valeurs prises sur les
axes de ces ACP.

C3.3. Analyse en composantes principales sur les donnees de morphométrie
géométrique du crane en vue ventrale

A chaque paire de coordonnées correspond I'ordination d’un individu sur les
composantes principales de I'ACP. Il est possible de recalculer la conformation de points
homologues correspondante a 1’ordination de chaque individu. Les composantes principales
définissent 1’espace des conformations et sont alors nommées composantes de conformation
(notées cc). Ainsi, la variation des conformations sur les composantes de conformation 1 et 2
(ccl et cc2) ont été représentées (figure 16) ainsi que les ellipses a 90 % des mitotypes dans le
premier plan principal.

Les individus possédant des ordinations négatives sur l'axe 1 de I’espace des
conformations ont des apophyses mastoides plus développées, des bulles tympaniques et un
palais plus longs ainsi que des foramens palatins placés plus en arriere du palais que les
animaux ayant des abscisses positives. De plus, ces animaux possédent des foramens incisifs
plus allongés vers I’arriére en direction de la M1, et une apophyse zygomatique plus avancée
vers les incisives ; de fait, 1’os prémaxillaire apparait plus court et Iégeérement plus large chez
ces individus. Les individus caractérisés par des valeurs négatives sur la seconde composante
de conformation ont, par rapport a celles

qui ont des valeurs positives sur cette méme composante, une boite cranienne
proportionnellement moins développée, un foramen magnum qui apparait moins ouvert, un
palais de méme longueur mais plus fin et des foramens palatins postérieurs placés plus en
arriére. L’os prémaxillaire est 1égerement plus court et plus fin, tandis que les incisives sont
projetées en arriére vers les foramens incisifs.

La différenciation des genres s’accentue lorsque 1’on s’intéresse a la forme du créne en
fonction de la taille centroide des individus (figure 17). Cette représentation fait apparaitre
clairement des différences entre les allométries ontogeniques intragroupe matérialisées ici par
I’orientation du plus grand axe des ellipses. On constate que les Murini suivent une loi
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d’allométrie tres différente des Rattini, ce qui suggere que la conformation des cranes de
Murini varie en fonction de I’age de maniére différente de celle des cranes de Rattini. Pour les
Murini, le changement de conformation en relation avec la taille se traduit par une diminution
relative du volume des bulles tympaniques, un avancement du palais, des foramens palatins et
foramens incisifs. Pour les Rattini, les variations de taille entre jeunes et adultes sont plus
marquées et la variation de conformation se traduit principalement par un changement des
proportions entre la boite cranienne dont le volume augmente et la partie prémaxillaire qui se
raccourcit. Cependant, on retrouve des traits communs avec les Murini, comme le palais et les
foramens incisifs qui se raccourcissent durant 1’ontogenese et les foramens palatins qui
avancent. Il existe également au sein de chaque tribu, et en particulier chez les Rattini, des
différences d’allométries interspécifiques. Ces différences d’allométries ontogéniques
pourraient étre intéressantes en termes de systématique de nos rongeurs car elles constitue une
part non négligeable des différences évolutives qui permettent de caractériser les espéces
(Dujardin et al., 2010). Cependant elles le sont moins dans le cadre d’un outil d’identification
ou I’on cherche a assigner un individu a un nuage de points et non a dissocier deux nuages de
points.

La représentation des ellipses fait par ailleurs apparaitre que les animaux ne sont pas
organisés par taille de cranes puisque le genre Leopoldamys est voisin de N. huang alors que
leurs tailles centroides sont trés différentes (figure 17). De plus on constate une organisation
intéressante de 1’espace des conformations par genre taxonomique sur le plan principal. Ainsi,
les especes du genre Bandicota ont des valeurs positives sur la seconde composante et
négative sur la premiére. Les représentants du genre Rattus sont groupés avec une ordination
proche de I’origine. Les trois espéces du genre Mus ont une ordination faiblement positive sur
la premiére composante et faiblement négative sur la seconde. Les individus du genre
Berylmys ont une ordination avec des valeurs positives sur la premiere composante.
Cependant les valeurs de ces coordonnées sont supérieures chez B. bowersi par rapport a
celles de B. berdmorei. Enfin les genres Niviventer, Leopoldamys et Maxomys possedent les
valeurs les plus fortement positives sur la premiére composante de conformation et des
valeurs allant de faiblement négatives pour N. huang a légerement positives pour les especes
du genre Leopoldamys. Il est a noter que les différences morphologiques décrites dans ce plan
représentent 79 % de la variance et que 21 % restent donc a explorer sur les plans de plus haut
rang.

C3.4. L’analyse en composantes principales sur les donnees de
morphometrie géométrique du crane en vue dorsale

La variation des conformations sur les composantes de conformation 1 et 2 (ccl et
cc2) a été représentée (figure 18) ainsi que le plan principal.

L’étude de la vue dorsale du crane fait apparaitre que les individus possédant des
ordinations négatives pour la premiére composante de 1’espace des conformations sont
caractérisés par des rostres plus courts que ceux possédant des ordinations positives car la
constriction inter-orbitale avance concomitamment au raccourcissement du rostre. La boite
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cranienne de ces individus est plus développée. Ceci est dii a un élargissement important de la
partie postérieure de 1’os frontal, de la plus grande largeur de la boite cranienne, I’allongement
vers D’arriére et un élargissement de 1’os interpariétal ainsi qu’un recul des condyles
occipitaux. Cette composante principale oppose des animaux aux morphologies trés
différentes comme les Murini (qui ont une morphologie proche de celle qui vient d’étre
décrite) et les Bandicota (qui ont une morphologie proche du maximum de cette composante).
Sur la seconde composante, la décroissance des valeurs est caractérisée par un allongement du
rostre qui est presque exclusivement di a I’avancée de sa partie apicale. Le reste de la
structure bouge peu, a ’exception d’un élargissement de la base de I’apophyse squamosale et
des crétes supra-occipitales. Enfin, 1’os interpariétal est plus allongé vers I’arriére. Cette
composante oppose des especes comme B. savilei (qui posséde la valeur minimale sur cette
composante) et M. surifer (qui posséde la valeur maximale). Cependant, la variance portée par
cette composante est faible (7 % de la variance totale) et ces transformations représentent
donc une trés petite proportion de la variation de la morphologie du crane en vue dorsale.

Les ellipses contenant 90% des individus pour chacun des mitotypes dans le premier
plan nous montrent, comme pour la vue ventrale, un intéressant partage de I’espace des
conformations entre les genres taxonomiques. Tout d’abord, les deux especes du genre
Bandicota possédent des ordinations positives sur la premiere composante et négative sur la
seconde. A proximité de ces deux especes se trouvent les représentants du genre Berylmys
dont I’ordination a des valeurs un peu inférieures sur la premiére composante de conformation
et des valeurs équivalentes sur la seconde. Vient ensuite en position centrale, le genre Rattus,
dont la plus petite espéce, R. exulans, se rapproche des individus du genre Mus aux
ordinations négatives sur les deux composantes. Les représentants des genres Maxomys,
Niviventer et Leopoldamys possedent des valeurs d’ordination positives sur la seconde
composante mais des valeurs négatives (comme pour N. huang), nulles (pour le genre
Maxomys), ou positives (pour le genre Leopoldamys) sur la premiére composante. Les
différences morphologiques décrites sur ce plan représentent 95 % de la variance totale, ce qui
est bien plus que pour les conformations en vue ventrale.

C3.5. Analyse en composantes principales sur les données de morphométrie
géométrique des hémi-mandibules en vue externe

La variation des conformations sur les composantes de conformation 1 et 2 (Ccl et
Cc2) ainsi que les projections des individus dans le plan principal ont été représentées sur la
figure 19 (page suivante).

Les individus possédant des ordinations négatives pour l'axe 1 de I’espace des
conformations ont une méachoire globalement plus massive que les individus possédant une
ordination positive. Cela se traduit par un léger épaississement de 1’0os mandibulaire, mais
surtout par un développement plus important du ramus, et ce tant aux niveaux des apophyses
angulaire que coronoide. Cependant 1’échancrure de la partie postérieure du ramus entre les
apophyses angulaires et condyloides est plus prononcée. Le long de la seconde composante,
les individus ayant des valeurs fortement négatives se caractérisent par une échancrure du
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ramus également plus prononcée entre les apophyses angulaire et condyloide, ainsi qu’une
apophyse coronoide située plus en arriere que les individus possédant des valeurs positives.

Les ellipses contenant 90% des individus dans le plan principal montrent que I’espace
des conformations des machoires externe est structuré par les genres taxonomiques. Les
especes du genre Bandicota possédent des ordinations positives sur la seconde composante et
négative sur la premiere. A proximité de ces deux especes se trouvent les individus du genre
Berylmys avec des ordinations aux valeurs un peu supérieures sur la premiere composante de
conformation et des valeurs équivalentes sur la seconde. Le genre Rattus est positionné autour
de I’origine mais avec des valeurs plutdt négatives pour la seconde composante. Le genre
Maxomys a des valeurs supérieures a celles du genre Rattus sur la premiére composante et des
valeurs nulles pour la seconde. La variance de la conformation de la méachoire du genre
Niviventer chevauche de fagon importante celle du genre Maxomys. Les espéces du genre
Leopoldamys ont des valeurs positives sur la seconde composante. On constate que la
variance de la machoire de Leopoldamys neilli est plus importante que celle de Leopoldamys
edwardsi. Cependant, 1’échantillonnage pour ce premier mitotype est trés limité (trois
individus seulement) et cette tendance est donc a relativiser. Les différences morphologiques
décrites sur ce plan représentent 83 % de la variance totale.

C3.6 L’analyse en composante principale sur les données de morphomeétrie
géométrique des hémi-mandibules en vue interne

La variation des conformations sur les composantes de conformation 1 et 2 ainsi que
le plan principal ont été représentés sur la figure 20.

Les individus possédant des ordinations négatives pour l'axe 1 de 1’espace des
conformations ont une machoire globalement plus fine que les individus possédant une
ordination positive. Ces espéces sont également celles qui présentaient un développement plus
important de 1’hémi-mandibule en vue externe. Il semble donc que les machoires de ces
animaux soient bombées vers I’intérieur. L’échancrure du ramus entre les apophyses angulaire
et condyloide est moins prononcée que pour les especes possedant une ordination positive. Le
long de la seconde composante, les individus ayant des valeurs fortement négatives se
caractérisent par une échancrure moins prononceée du ramus entre les apophyses angulaire et
condyloide, et une apophyse coronoide plus en avant que les individus possédant des valeurs
positives. La machoire est amincie au niveau de la rangée de molaire et 1’os mandibulaire et
I’incisive qu’il porte est plus relevée.

Les ellipses contenant 90% des individus dans le plan principal montrent une
ordination des animaux assez semblable a celle de la vue externe de la méachoire. Les especes
du genre Bandicota ont une ordination qui correspond a des valeurs positives sur la seconde
composante et négative sur la premiere. A proximité de ces deux especes se trouvent les
représentants du genre Berylmys avec des valeurs un peu supérieures sur la premiére
composante de conformation et des valeurs équivalentes sur la seconde. Leur variance est tres
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chevauchante avec celles des espéces du genre Rattus dont les ordinations sont toujours
positionnées autour de I’origine mais avec des valeurs négatives pour la seconde composante
principale. Le représentant du genre Maxomys a des valeurs supérieures a celles du genre
Rattus sur la premiére composante et des valeurs nulles pour la seconde. La variance de la
conformation des hémi-mandibules en vue interne du genre Niviventer chevauche largement
celle du genre Maxomys, comme cela était déja le cas en vue externe. Seule une espéce du
genre Leopoldamys a été représentée ici et la variance de son hémi-mandibule en vue interne
est chevauchante avec celle du mitotype N. huang dans le premier plan principal. Les
différences morphologiques décrites sur ce plan représentent 80 % de la variance totale.

C3.7. Discussion sur les variables utilisées dans ces ACP

Lorsque les données corporelles brutes sont considérées, la taille qui est variable
possedant la plus grande variance, influence fortement la premiere composante principale. Les
mitotypes s’agencent le long de cette composante et s’isolent par groupes de genres aux tailles
tres différentes, comme le genre Leopoldamys et le genre Mus qui sont complétement
séparées des genres Rattus, Niviventer, Maxomys, Berylmys et Bandicota (figure 13). Lorsque
I’on retire la variable de taille, comme c’est le cas dans la représentation en log shape-ratios
(figure 15), la séparation des genres devient encore moins nette car les proportions corporelles
des animaux sont relativement homogénes au sein des tribus étudiées. Lorsque 1’on s’intéresse
aux cranes, le regroupement des espéces par genre apparait plus évident, et ce quelle que soit
la structure (crane (figures 16, 18) ou hémi-mandibule (figures 19, 20)) ou la vue étudiée
(ventrale (figure 16), dorsale (figure 18), externe (figure 19) ou interne (figure 20)). Le signal
morphologique porté par les conformations des hémi-mandibules est assez semblable en vues
externes et internes et ’ordination des espéces est assez similaire. Pour les vues du crane,
I’ordination des especes différent quelque peu suivant que 1’on s’intéresse a la vue ventrale ou
a la vue dorsale. Ainsi, les genres Mus et Berylmys n’occupent pas des ordinations semblables
par rapport aux autres especes suivant la vue du crane a laquelle on s’intéresse. En termes
d’identification cette constatation est intéressante car elle montre que 1’étude des deux vues, si
elle contient une part de redondance, contient également une part d’information propre a
chacune d’elle.

C4. Les mitotypes structurent-ils significativement la variation morphologique
lorsque celle-ci correspond aux données brutes, aux log shape-ratio ou aux
residus Procrustes ?

La part du facteur ‘mitotype’ sur la variance morphologique, décrite par les ACP, est
testée a I’aide d’une analyse de variance multivariée sur les composantes non nulles de
variation (en effet certaines composantes sont nulles a la suite des transformations du jeu de
données par le biais des analyses de formes). Une Manova, utilisant les carrés de type Il
permet de connaitre la significativité d’un effet tout en considérant les effets confondants des
autres facteurs (Claude et al., 2004) tels que 1’age et le sexe.
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Tableau 5 : Tableau de I’analyse de variance multivariée (Manova type Il) réalisée sur les
cinq composantes principales de I’ACP pour les données brutes corporelles. L’effet du
mitotype, du sexe, de I’age et I’interaction entre le sexe et 1’age sont testés (se reporter au
Tableau 3 pour la signification des colonnes). Pillai (voir glossaire), num df et den df sont
les degrés de libertés utilisés pour calculer F.

Df Pillai approx F num Df den Df Pr(>F)
mitotype 17 2,86904 47,994 85 3030 <2,2e-16
sexe 1 0,07172 9,303 5 602 1,509e-08
age 2 0,47827 37,904 10 1206 <2,2e-16
mitotype:age 17 0,17208 1,271 85 3030 0,04971
Résidus 606

Tableau 6 : Tableau de I’analyse de variance multivariée (Manova type II) réalisée sur les
quatre premieres composantes principale de I’ACP pour les données de log shape-ratios.
L’effet du mitotype, du sexe, de I’age et I’interaction entre le sexe et 1’dge sont testés. (Se
reporter au Tableau 3 pour la signification des colonnes).

Df Pillai approx F num Df den Df Pr(>F)
mitotype 17 2.05460 37.648 68 2424 <2.2e-16
sexe 1 0.04110 6.461 4 603 4.287e-05
age 2 0.43959 42.538 8 1208 <2.2e-16
mitotype:age 17 0.15624 1.449 68 2424 0.01026
Résidus 606

Tableau 7 : Tableau de I’analyse de variance multivariée (Manova type II) réalisée sur les
composantes principale de I’ACP pour les résidus Procrustes de la vue ventrale du créne.
L’effet du mitotype, du sexe, de 1’age sont testés.

Df test stat approx F num Df den Df Pr(>F)
mitotype 17 8.8805 8.8435 1190 10098 <2e-16
sexe 1 0.2376 1.0613 140 1102 0.3069
age 2 0.8429 5.7346 140 1102 <2e-16
mitotype:age 28 3.8119 1.2990 1960 16156 5.662e-16
Résidus 619

Tableau 8: Table de I’analyse de covariance multivariée (Mancova type II) réalisée sur les
composantes principale de I’ACP pour les résidus Procrustes de la vue ventrale du crane.

Df Pillai F num Df Den Df Pr(>F)

Size 1 0.95119 166.48 70 598 <2.2e-16
Résidus 667




Les interactions entre 1’age et le Sexe n’ont pas été testées car, pour beaucoup de
mitotypes, les jeunes animaux ne sont pas toujours représentés pour les deux sexes dans notre
échantillonnage (tableau 1).

CA.1. Effets de [’age, du sexe et de I’appartenance a un mitotype sur la
conformation et la forme du corps des animaux

Pour les données brutes, toutes les composantes principales de 1’ ACP sont considérées
dans I’analyse de variance. L’age, qui divise les animaux (paragraphe B1.2) en trois groupes
(Pillai (2, 606)= 0,4783. P<2,2 e™°), leur sexe (Pillai (1, 606)=0,0717. P=1,509®) et leur
appartenance a un mitotype (Pillai (17, 606)=2,869. P<2,2 %) ont un effet significatif sur la
morphologie (taille et forme) des animaux (tableau 5). Une interaction significative apparait
entre I’age et le mitotype (Pillai (17, 606)= 0,1721. P= 0,0497) montrant que les lois
d’allométries ontogéniques différent en fonction du mitotype consideré.

A la suite de la mise a 1’échelle, I’information apportée par les log shape-ratios est
redondante (Claude, 2013) et seules les quatre premieres composantes principales de 1’ACP
ont donc été considérées dans I’analyse de variance. Les résultats (tableau 6) sont proches de
ceux obtenus sur les données brutes. L’age des animaux (Pillai (2, 606)= 0,4396. P< 2,2 e9),
leur sexe (Pillai (1,606)=0,041; P= 4,287e™) et leur appartenance a un mitotype (Pillai
(17,606)= 2,0546 ; P< 2,2 %) ont un effet significatif sur les proportions corporelles des
animaux. Une interaction significative existe entre 1’age et le mitotype (Pillai (17,606)=
0,156 ; P= 0,010) montrant que la morphologie externe ne varie pas de la méme maniére au
cours de la croissance des animaux en fonction du mitotype auquel ils appartiennent. Le
mitotype, I’age et le sexe des animaux ont un effet hautement significatif sur la variance
observée dans I’espace de I’ACP, que la taille soit prise en compte (données brutes) ou non
(log shape-ratio).

C4.2. Effet de I’age, du sexe et de |’appartenance a un mitotype sur la
conformation et la forme du crane en vue ventrale

L’analyse de variance de conformation de la vue ventrale du crane en considérant
I’ensemble des composantes de conformation de I’ACP montre que 1’dge des animaux (Pillai
(2, 619)= 0,843 ; P< 2,2 e et leur appartenance & un mitotype (Pillai (17,619)= 8,63 ; P<
2,2 ') sont des facteurs affectant fortement la conformation du crane (tableau 7). Cependant,
il n’existe pas de dimorphisme sexuel de conformation significatif (Pillai (1, 619)= 0,238 ; P=
0,307) alors qu’il existait un dimorphisme de taille pour cette vue (voir paragraphe C2.2).
L’interaction entre age et mitotype indique que la variation de conformation liée a 1’age
difféere d’un mitotype a l’autre (Pillai (28, 619)= 3,8119; P= 5.662 e-16). L’existence
d’allométries peut étre vérifiée en testant I’influence de la taille comme variable explicative
de la conformation du crane (tableau 8). Cette analyse montre que la conformation du créne
est expliquée de facon trés hautement significative par la taille centroide (Pillai (1,
667)=0,9512 ; P< 2,2 ™). Il existe donc bien des allométries ontogéniques au sein des tribus
étudiées. Les résultats de I’analyse de variance de forme de la vue ventrale du crane (la
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Tableau 9: Tableau de I’analyse de variance multivariée (Manova type II) réalisée sur les
composantes principale de I’ACP pour les résidus Procrustes et la taille centroide (i.e. la
forme) de la vue ventrale du crane. L’effet du mitotype, du sexe, de 1’age sont testés.

Df test stat approx F num Df den Df Pr(>F)
mitotype 17 8.7787 8.9183 1207 10081 <2e-16
sexe 1 0.2369 1.0939 142 1156 0.2253
age 2 0.7845 5.2540 142 1156 <2e-16
Résidus 647

Analyse Linéaire Discriminante de forme des résidus Procrustes de la face ventrale du crane
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Figure 21 : Représentation dans le plan discriminant principal des ellipses regroupant 90 %
des individus de chaque mitotype en vue ventrale.



variable de forme est obtenue en ajoutant la taille centroide aux données précédentes) sont en
concordance avec les résultats précédents (tableau 9). L’age des animaux (Pillai (2,647)=
0,784 ; P< 2,2 ™) et leur appartenance & un mitotype (Pillai (17, 647)= 8,779 ; P< 2,2 ™)
sont des facteurs affectant fortement la forme des cranes alors que le dimorphisme sexuel n’a
pas d’effet significatif sur la conformation du crane en vue ventrale (Pillai (1, 647)= 0,237 ;
P=0,2253).

Ces résultats permettent de conclure que, dans le cadre de la mise en place d’un outil
d’identification basé sur la morphométrie, nous devrons prendre en considération le sexe des
animaux pour la morphologie externe, alors que la variation du crane en vue ventrale (forme
et conformation) n'est pas sensible a ce facteur. Ces patrons de variations sont confirmés
lorsque I’on ¢tudie la face dorsale (données non montrées). Cette analyse n’a pas ét¢ conduite
sur les hémi-mandibules en raison du faible effectif échantillonné pour chacun des mitotypes
(mais voir Annexe VII).

C5. Comparaison du pouvoir discriminant des mesures brutes, des log shape-
ratios, des variables de conformation et de forme craniennes

C5.1. Méthode de comparaison

Les morphologies externes et craniennes sont influencées par 1’age (i.c., la taille) et le
mitotype des animaux. La morphologie externe 1’est également par le sexe. L'objectif de ce
nouveau chapitre est d'évaluer dans quelle mesure il est possible, a I’aide de fonctions
mathématiques basées sur les traits morphologiques, de discriminer efficacement les
mitotypes dans 1’objectif de la construction d’un outil d’identification. L’analyse linéaire
discriminante (ALD) est une technique d’analyse de données qui permet, a partir de la
connaissance a priori de 1’appartenance d’individus a des groupes, de calculer des fonctions
discriminantes indépendantes entre elles et capables de retrouver au mieux ces groupes en
fonction des variables a expliquer (Macleod et al., 2007). Pour cela I’analyse considére que la
matrice de variance-covariance de k groupes peut étre subdivisée en composantes de variance
intra-groupe et inter-groupe. La variance intra-groupe est calculee comme étant la somme des
écarts de chaque individu a la moyenne de son groupe pour toutes les variables, tandis que la
variance inter-groupe correspond a la somme des écarts de chaque moyenne de groupe a la
moyenne générale pour toutes les variables. L’analyse cherche alors a créer des fonctions
discriminantes en minimisant la variance intra-groupe tout en maximisant la variance inter
groupes (Macleod et al., 2007). A titre d’exemple, la figure 21 est une représentation des
ellipses contenant 90 % des données craniennes en face ventrale dans 1’espace discriminant
principal. La robustesse des fonctions discriminantes ainsi calculées est testée a I’aide d’un ré-
échantillonnage au sein de 1’échantillonnage par Jackknife (voir Marcus, 1990 ; Chiari et
Claude, 2012 ; Claude, 2013). Cette technique de ré-échantillonnage exclut de facon itérative
un individu du calcul des fonctions discriminantes pour évaluer comment les probabilités
postéricures d’assignation de I’ensemble du jeu de données sont affectées par ce reé-
échantillonnage. Cette méthode évite une démarche circulaire qui consiste a classer des
animaux par une fonction discriminante qu’ils ont contribué a créer. Dans un premier temps,
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Tableau 10: résultats de Jackknife présentant en colonne le classement des individus
identifiés moléculairement a des groupes morphométriques en lignes. Les genres sont
délimités par des traits pleins. Ce classement est effectué a partir des données mesurées brutes
(a), des données mesurées transformée en log shape-ratio (b), des variables de conformation et
de forme craniennes en vue ventrale (c et d), des variables de forme en vue ventrale et dorsale
du créne avec Rattus phylogenetic R3 considéré comme synonymes de Rattus tanezumi (e et
f), de la forme de la face interne et externe de la machoire (g et h, page suivante), de la forme
de la vue ventrale du crane a partir des prises de vues (i, page suivante)

a) Données brutes b) Logshape ratio
Identification moléculaire Identification moléculaire
g g § g
$ o585 . 3 £ 3 R . i 2§ 3
§fF¢fif sz fiszpiyiz §E5cif§ 2 fizgiiit
2 83 F & ¢ 8 S 5 § 38 35 5 g 8 =2 2§ 3 3 8§ ¢ s 3 3§ 3 8 ¢ 5 g §
§ 8§53 g §3 ¢ 3§38 § 88 8 og 8§ 8§35 3§ 3 85 7 38 888§ ¢
§ §8 3 g 332 % § 38 § 3 2 2 ¢ 3 3 3 § § § 3§ £ 8 3 % 5§ 8§ % 2 ¢ ¢ 3 3§ 8§
58 3§ 5% g5 i dzeitog 58 §¥§ 5% gg§ 33z §izaiogog
&8 £ 3 3§ § RS §8E s 3§58 8§ 5§ ¢ ¢ 8§ £ 3 3 § 3 S § 8 ¢ s 23§ 8§ 35§ ¢
§ & 3 ¢ ¥ £ ¢ & 8§ 5888 3 5§ 5 3% 3 § 8§ & ¢ 2 £ ¢ 8§ &8 83 § § 8 3% 3
Bandicota indica 46 2 Bandicota indica 48 2
Bandicota savilei - 8 1 Bandicota savilei 39 1
Berylmys berdmorei 2 2 1 1 Berylmys berdmorei 2 23 1 2 1
Berylmys bowersi 2 EV I Berylmys bowersi 34 }
Leopoldamys edwardsi % Leopoldamys edwardsi 27 |
Leopoldamys neilli L2 3| Leopoldamys neilli 135
Maxomys surifer 3 6 1 31 2 Maxomys surifer 4 1 R 2
Mus caroli 32 1 1 Mus caroli 32 2
Mus cervicolor 35 2| Mus cervicolor 1 37 3
Mus cookii 2 3 35 1 Mus cookii 1 2 32 1 1
Niviventer huang 36) 3 Niviventer huang 8 3 1 s
Rattus argentiventer 1 3 34 5 Rattus argentiventer 1 3 33 1 4 2 31
Rattus exulans 29 Rattus exulans 1 28
Rattus nitidus 4 2 Rattus nitidus 1 1 6 3 3 1
Rattus norvegicus 1 1 2 Rattus norvegicus 1 21 1
Rattus phylogenetic R3 3 1 3 Rattus phylogenetic R3 3 1 4 17 1
Rattus sakeratensis 2 1 1 1 Rattus sakeratensis 1 2 1 29
Rattus tanezumi 6| 2 Rattus tanezumi 3 2 1 19
% de congruence morpho/mol % de congruence morpho/mol
80,15% 80,62%
) conformation de la face ventrale du crane d) forme de la face ventrale du crane
Identification moléculaire Identification moléculaire
g 3 g 2
© 3 3 3 © 3 2 3
PIFIiY s fizgifit PEs8 e f s Fizgiii
§ 3 sd 1§35 :s38¢8:3¢8¢%;: § 8 31§53 :sis3i8¢8:3¢8¢%§;:
§ 8§ s g ¢332 8% 38 3¢ 3 323 8 3 § § 4 g ¢d 3 F 88 322 3 3 8% 8 %
9353385888538 8:8 8¢ $§i8s5 3185888558t
g ¥ 3 2 & £ 3 2 % 58 8 3 5§ 8 & 3 § &3 5 4 &2 £ ¢ & 9§ 3& &3 § 5 @& 3
Bandicota indica 51 Bandicota indica 51
Bandicota savilei 2 42 Bandicota savilei 2 42
Berylmys berdmorei 40 Berylmys berdmorei 1
Berylmys bowersi 138 Berylmys bowersi 1 38
Leopoldamys edwardsi 28 4 Leopoldamys edwardsi 28 3
Leopoldamys neilli L3 35 Leopoldamys neill ! 3 36}
Maxomys surifer 39 Maxomys surifer 3 )
Mus caroli 34 1 Mus caroli 34 1
Mus cervicolor 1 38 1] Mus cervicolor 1 39
Mus cookii 1 2 35 Mus cookii 1 1 36
Niviventer huang 44, Niviventer huang 44
Rattus argentiventer 36 Rattus argentiventer 36 3 1 2
Rattus exulans 34 Rattus exulans 35
Rattus nitidus 14 Rattus nitidus 14
Rattus norvegicus 25 Rattus norvegicus 25
Rattus phylogenetic R3 2 1 Rattus phylogenetic R3 2 15 217
Rattus sakeratensis Rattus sakeratensis 36
Rattus tanezumi 4 Rattus tanezumi 4 16 2 19
% de congruence morpho/mol % de congruence morpho/mol
89,80% 90,73%
e) forme de la face ventrale du crane forme de la face dorsale du crane
(avec R3 synonyme de Rattus tanezumi) (avec R3 synonyme de Rattus ti i)
Identification moléculaire Identification moléculaire
e £ 2 . B .
e » 5 8 S F = 2 8 2§, e 5 2 8 S F = z B z £,
§ 953§z 8 s §iz %8 % § 5535 ¢ ¢ 3 N
RN R R
g £ g s § 3 s 53 8 ¢ § 3 g s 8 7 2 § 3 s S 3 % s & 3 g
Bandicota indica 51 Bandicota indica 50
Bandicota savilei 2 42 Bandicota savilei 3 4]
Berylmys berdmorei 40 Berylmys berdmorei 40
Berylmys bowersi 138 Berylmys bowersi 1 38
Leopoldamys edwardsi 28 3 Leopoldamys edwardsi 311
Leopoldamys neilli 3 36 Leopoldamys neilli 2 38
Maxomys surifer 39, Maxomys surifer 1 39
Mus caroli 34 1] Mus caroli 32
Mus cervicolor 1 39 Mus cervicolor 5 35 3]
Mus cookii 1 1 36 Mus cookii 1 5 34
Niviventer huang o Niviventer huang 1 a1 1
Rattus argentiventer 35 Rattus argentiventer 1 35 6
Rattus exulans 35 Rattus exulans 36
Rattus nitidus 14 Rattus nitidus 12 1
Rattus norvegicus 25 Rattus norvegicus 26
Rattus sakeratensis 35 Rattus sakeratensis 1 40
Rattus tanezumi 7 6 67 Rattus tanezumi 3 6 2 266

% de congruence morpho/mol 0,94 0,98 0,98 1,00 0,94 0,97 0,98 0,84 0,88 0,92 0,93 0,83 1,00 0,86 1,00 0,95 0,89

93,37%

% de congruence morpho/mol 0,96 1,00 0,98 1,00 0,90 0,92 1,00 0,94 0,98 0,97 1,00 0,83 1,00 1,00 1,00 0,85 0,93

95,37%



le pouvoir discriminant des données brutes et des données transformées en log shape-ratio ont
été comparées pour les données corporelles. Dans un deuxiéme temps, cette comparaison a
porté sur les données corporelles et craniennes.

C5.2. Discrimination des espéces sur la base des mesures corporelles

L’analyse linéaire discriminante appliquée sur le jeu de données brutes et sur les log
shape-ratios donne des résultats comparables (tableau 10a,b). Les individus des mitotypes
correspondant au genre Bandicota sont souvent confondus avec ceux du genre Berylmys et,
plus rarement, avec ceux du genre Maxomys. Il est & noter que les individus identifiés
moléculairement comme appartenant au mitotype Bandicota savilei sont trés souvent
confondus avec ceux identifiés en tant que Berylmys berdmorei lorsque 1’on retire la variable
de taille du jeu de données de référence (tableau 10b). De méme, les souris, de taille trés
inférieure aux autres animaux étudiés, sont effectivement assignées au genre Mus lorsque la
taille est prise en compte, mais aux genres Mus et Rattus lorsque la conformation est
considérée seule. A 1’opposé, les individus au mitotype M. cervicolor sont, eux, Iégerement
mieux assignés au sein du genre Mus lorsque la taille n'est pas prise en compte. De méme, le
mitotype N. huang est moins souvent assigné a R. tanezumi lorsque 1’on ne tient pas compte
de la taille des animaux. La taille peut donc a la fois étre un facteur de nuisance et une
variable améliorant 1’assignation des individus a un mitotype. Pour les autres mitotypes, les
résultats sont quasiment équivalents, que 1’on considére la forme ou la conformation des
animaux. Les erreurs de genre sont relativement nombreuses et lorsque I’on applique un test
de ré-échantillonnage par Jackknife, le taux de congruence entre assignations moléculaire et
morphomeétrique est de 80,2 % sur les données corporelles brutes, et de 80,6 % en utilisant les
log shape-ratio.

C5.3. Discrimination des espéces sur la base des analyses Procrustes
réalisées sur les différentes parties du crane

Lorsqu’on réalise 1’analyse discriminante sur les différentes conformations des vues
des hémi-mandibules et des vues craniennes, on obtient un pouvoir discriminant entre
mitotypes de 79,6% pour la vue interne de la machoire, 84,2% pour la vue externe de 1’hémi-
mandibule, 85,6% pour la vue dorsale du crane et 89,8% pour la vue ventrale du créne. La vue
ventrale est par ailleurs la seule a assigner tous les individus a leur genre taxonomique defini
moléculairement (tableau 10c). L’assignation s’améliore pour toutes les vues lorsque 1’on
ajoute la variable de taille a 1’analyse discriminante (Dobigny et al., 2002; Claude, 2013).
L’ajout de cette variable revient a considérer I’espace des formes lors de 1’analyse
(Mitteroecker et al., 2004, 2013). Un point dans cet espace représente une forme unique et les
relations entre ces formes sont linaires (Mitteroecker et al., 2013). L’espace est donc
Euclidien sous deux conditions : 1) la variation des conformations observées doit rester faible.
Cette condition est vérifiée dans le cadre de I’identification d’espéces aussi proches
taxonomiquement que celles que nous étudions; 2) une transformation par le logarithme
népérien de la  taille  centroide doit étre  utilisée afin  que les
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Tableau 10: résultats de Jackknife présentant en colonne le classement des individus
identifiés moléculairement a des groupes morphométriques en lignes. Les genres sont
délimités en pointillés, Ce classement est effectué a partir de la forme de la face interne et
externe de la machoire (g et h), de la forme de la vue ventrale du crane a partir des prises de
vues (i,)

g) Forme de la face externe de la machoire h) Forme de la face interne de la machoire
Idenification moléculaire Identification moléculaire
§ §
§ o % & g § . ¢ g
S o S & = f s 8 =
gesfsssez 3 §8s85§5:f:5 38
§ 33 53 £ §8 & § 7 8 § 35 53¢ 533§ » §
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transformations induites par une variation de conformation soient isotropes dans 1’espace des
formes.

Ainsi pour la vue ventrale, le pouvoir discriminant entre mitotypes passe a 90,73 %
(tableau 10d). Des erreurs d’assignation intra-générique subsistent pourtant. [’assignation est
particulierement mauvaise pour les deux mitotypes R. tanezumi et R3. Les individus de ces
deux groupes sont assignés pour moiti¢ a I'un des mitotypes et pour moitié a [’autre
indépendamment de leur identification moléculaire. Lorsque la forme du crane est considérée
dans 1’analyse discriminante, 47 % des individus moléculairement identifiés comme
appartenant au mitotype R3 sont assignés au groupe morphométrique de méme nom et 44 %
au groupe des R. tanezumi. De méme 50 % des individus identifiés moléculairement comme
appartenant au mitotype R. tanezumi sont identifiés morphométriqguement comme tel, tandis
que 45 % le sont comme R3. Nous verrons dans la partie 2 qu’une étude morphométrique
combinée avec une étude de marqueurs moléculaires neutres n’a pas permis non plus de
dissocier ces deux mitotypes qui pourraient en fait ne correspondre qu’a un seul taxon (Pageés
et al., 2013). Pour cette raison, dans la suite de la mise en place de 1’outil d’identification,
nous considérerons ces deux mitotypes comme des synonymes de R. tanezumi. Une fois ce
regroupement opéré, le pouvoir discriminant testé par Jackknife, qui était de 89,8% et 90,7%
respectivement pour la conformation et la forme, augmente pour atteindre 94,3% (données
non montrées) pour les conformations et 95,4 % lorsque 1’on considere la forme des cranes en
vue ventrale (tableau 10e). L’augmentation du pouvoir discriminant lorsque 1’on regroupe les
deux mitotypes et que 1’on ajoute la variable de taille dans I’analyse ne se limite pas a la vue
ventrale du créne. En effet, lorsque 1’on considére la forme des machoires en vue interne et
apres avoir regroupé R. tanezumi et R3, le pouvoir discriminant passe a 91,6% (tableau 10f). Il
passe a 92,9% pour la vue externe de la machoire et a 93,7% pour la forme de la face dorsale
du crane (tableau 10g, h). En revanche, la discrimination de certains mitotypes du genre
Rattus se dégrade légeérement lorsque 1’on considére R. phylogenetic R3 comme synonyme de
R. tanezumi. Ainsi, pour la vue ventrale, le taux d’incongruence entre 1’identification
morphométrique et I’identification moléculaire pour R. argentiventer passe de 14,3% a 16,7%
et celle de R. sakeratensis de 12,2% a 14,6%. Cette augmentation est liée au fait que le
regroupement de R. tanezumi et R3 double I’effectif de R. tanezumi, ce qui donne plus de
poids a ce groupe lors du calcul des fonctions discriminantes. Lorsque 1’on ne considére que
I’un des deux mitotypes dans l’analyse, le pourcentage d’assignation congruente de R.
argentiventer et R. sakeratensis revient a son niveau d’origine mais le taux d’incongruence
pour R. tanezumi (ou R. phylogenetic R3 suivant le mitotype conservé) passe de 7 % a 16 %.
Cet exemple montre 1’importance d’opter pour un échantillonnage équilibré lorsque 1’on méne
une analyse discriminante.

On constate que les erreurs d’identification différent suivant la structure et la vue
considéree. L’étude réalisée sur les machoires portait sur un échantillonnage retreint (n = 250
individus). Par conséquence, I’assignation des individus a 1’aide de la forme des hémi-
mandibules, bien qu’clle apparaisse ici globalement moins performante qu’avec les vues
craniennes, ne doit pas étre négligee (tableau 10e, f, g, h). Ainsi, pour le genre Bandicota,
notre échantillonnage réduit de la vue externe de la machoire ne semble pas fournir
d’identification
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différente de celle basée sur I’ADN mitochondrial, alors que I’identification a partir de la vue
ventrale du créne classe deux individus appartenant aux mitotype B. indica au sein du
mitotype B. savilei. Une étude comprenant un échantillonnage large d’hémi-mandibules droite
et gauche en vue externe appartenant a 358 individus des deux mitotypes (Chaval, en prép,
voir Annexe VII) a confirmé que la forme de cette structure était tres pertinente pour la
discrimination des deux mitotypes. Cependant les deux individus mal classés lorsque 1’on
consideére les vues craniennes et qui ne sont pas inclus dans 1’échantillonnage utilise ici pour
la vue externe de la machoire, sont également mal classés lorsque 1’on considére un
échantillonnage plus étendu de la vue externe de la méachoire (voir Annexe VIII pour une
présentation des erreurs par prise de vue). La discrimination n’est donc pas ameéliorée mais le
nombre plus limité de points repéres a positionner sur 1’hémi-mandibule par rapport aux faces
craniennes en font une structure intéressante dans le cadre de la mise en place d’un outil web-
service, d’autant que les hémi-mandibules sont parfois le seul matériel disponible (comme
dans 1’étude des pelotes de réjection de rapaces nocturnes). Pour le genre Berylmys la vue
externe de la machoire permet I’identification d’un individu mal assigné en vue cranienne. L.
edwardsi et L. neilli sont relativement mal identifiés lorsque la vue ventrale est étudiée seule ;
mais la encore, I’identification peut étre améliorée a 1’aide des conformations des machoires
ou de la vue dorsale du crane. Les genres Niviventer et Maxomys sont bien identifiés en face
ventrale du créne. Toutes les Mus sont bien identifiées lorsque 1’on considére les différentes
vues du crane, la vue ventrale restant cependant la plus discriminante. Enfin, au sein du genre
Rattus, un individu est toujours mal identifié quelles que soient la structure et la vue
considérees. Trois individus sont mal identifiés sur la base de la forme de leur créne et ne font
pas partie de 1’échantillonnage des animaux identifiés a 1’aide des machoires alors que tous
les autres individus appartenant a ce genre sont tous correctement assignes soit par la forme
de leur créne soit par celle de leurs machoires.

C5.4. Discussion

L’utilisation de la forme (i.e., taille et conformation) augmente le pouvoir discriminant
de I’ensemble des vues étudiées. Ce résultat a déja été mis en avant chez les rongeurs
(Dobigny et al., 2002 ; Claude, 2013). Le regroupement de R. tanezumi et du clade R3 permet
également d’améliorer le taux d’assignation globale basé sur les différentes vues. Cependant,
le pouvoir discriminant des vues pour certains mitotypes (i.e. R. argentiventer et R.
sakeratensis) baisse alors. L’ensemble des individus des clades R3 et R. tanezumi ont pourtant
été conservés dans la suite de ce travail en considérant ces deux mitotypes comme une
synonymie de R. tanezumi, ceci afin de conserver un pouvoir discriminant fort sur cette
espece commensale qui est invasive et régulierement échantillonnée (Aplin et al., 2011 ; Lack
et al., 2012). L’analyse des animaux mal identifiés (Annexe VIII) par I’une ou I’autre des vues
a montré que les vues sont complémentaires les unes des autres. L’information apportée par
I’étude de la forme des cranes et des méachoires de rongeurs est plus discriminante que
I’information portée par les données corporelles. Cependant ces dernieres peuvent s’avérer
pertinentes dans certains cas (voir Chaval et al., en prép., Annexe VII) car bien que moins
précises que la morphologie cranienne pour 1’assignation d’individus inconnus a un groupe,
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Représentation, pour une conformation donnée, de la variation du pouvoir
discriminant en fonction du nombre de composantes de conformation considérées
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Figure 22 : Variation du pouvoir discriminant de I’ALD en fonction du nombre de
composantes de conformation conservées sur I’ACP. Le pouvoir discriminant moyen est
représenté par le trait rouge, le maximum en vert, la courbe représente le pourcentage
d’individus assignés a leur identification moléculaire en ordonnées en fonction du nombre de
composantes de conformation conservées pour I’ALD.



elles peuvent parfois atteindre un taux de congruence avec 1’assignation moléculaire élevé.
Elles sont par ailleurs beaucoup plus simples a mettre en ceuvre sur le terrain.

C6. Optimisation du pouvoir discriminant des prises de vues craniennes et
simplification des conformations

Le pouvoir discriminant des fonctions discriminantes varie en fonction de :

- la vue considérée ;

- la configuration de points homologues sélectionnée pour représenter la conformation du
crane;

- du nombre de composantes principales considérées dans 1’ACP pour calculer les fonctions
discriminantes.

L’optimisation du pouvoir discriminant de 1’analyse pour le jeu de données de référence doit
tenir compte de ces trois conditions simultanément.

Cé6.1. Choix du nombre de composantes de conformation de I’ACP pour
optimiser la fonction discriminante

Pour réaliser une identification morphologique rigoureuse, il faut parvenir a un
équilibre entre la taille de I’échantillon étudié et le nombre de variables de forme considérées
(Chiari et Claude, 2012). Théoriquement 1’assignation augmente avec le nombre de
composantes considérées ; cependant elle atteint un plateau au-dela duquel, si de nouvelles
variables sont considérées, lI'assignation deviendra échantillon-dépendante et manquera donc
de robustesse lors du ré-échantillonnage par Jackknife.

La stratégie mise en ceuvre dans ce travail a donc été, pour une conformation donnée
de calculer le pourcentage d’individus reclassés correctement par le test de validation croisée
de I’analyse discriminante en fonction de leur identification moléculaire et du nombre de
composantes de conformation considérees de fagcon a optimiser celui-ci. La figure 22 illustre
ce travail d’optimisation pour une configuration de points homologues donnée, cette figure
représente 1’évolution du pouvoir discriminant en fonction du nombre de variables de
conformations considérées dans I’analyse discriminante.

C6.2. Pouvoir discriminant des vues et simplification des points homologues
C6.2.1. Méthodes

Les différentes structures et vues du crane et des machoires sont complémentaires
pour parvenir a la mise au point de 1’outil d’identification. Pour une structure et une vue
données, la configuration qui comporte le plus de points n’est pas toujours celle qui posséde
le meilleur pouvoir discriminant car certains points apportent plus d’incertitudes qu’ils
n’apportent d’information discriminante. Ainsi, afin de mesurer la variation du pouvoir
discriminant, les conformations de chaque structure et chaque vue ont été simplifiées en
enlevant tour a tour un point homologue ou les deux points image lorsque la vue comprend un
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Figure 23 : lecture d’un graphique synthétisant le pouvoir discriminant maximum (point vert)
d’une conformation en fonction du nombre de composantes de conformations associées (en
noir sous le point vert). Le point bleu correspond a I’erreur de conformation associée.
L’abscisse représente la conformation considérée. La conformation 22 correspond a la
configuration d’origine a laquelle on a 6té le point 22 et son symétrique (le point 40) par
rapport a I’axe de symétrie du crane matérialisé par le trait bleue.
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Figure 24: Comparaison du pouvoir discriminant des structures, des vues et des
conformations de points homologues (voir également page suivante). Le dessin a droite
correspond a la conformation initiale pour I’hémi-mandibule en vue interne (a) positionnée au
0 de I’axe des abscisses. Les autres abscisses correspondent a cette conformation a laquelle on
a enlevé le point homologue correspondant au chiffre en abscisse et a son symétrique pour les
vues ventrales et dorsales du crane. Le point vert correspond au pourcentage d’individus
assignés au groupe défini par leur mitotype par I’analyse discriminante utilisant le nombre de
composante de conformation de I’ACP noté en noir. La courbe bleue correspond a 1’évolution
de I’erreur de mesure associée en pourcentage de la variance totale.



axe de symétrie, ce qui est le cas des vues ventrales et dorsales du crane. L’erreur de mesure
associee a une configuration varie conjointement avec la simplification de celle-ci. Ainsi, la
variation de ’erreur de mesure et celle du pouvoir discriminant peuvent étre étudiées en
fonction des simplifications de la configuration d’origine. Le choix des points homologues a
retirer pour simplifier les configurations se fera en recherchant la configuration la plus simple
et qui offre un pouvoir de discrimination maximal pour une erreur de mesure minimale. La
figure 23 explicite la lecture des graphiques produits pour optimiser les configurations de
points homologues. Sur cet exemple, le point 22 et son symétrique 40 sont retirés de la
configuration d’origine ; pour cette nouvelle configuration, le pouvoir discriminant maximal
en fonction du nombre de composantes de conformation optimum considéré est affiché, de
méme que ’erreur intra-utilisateur associée. Ainsi, chaque configuration d’origine ainsi que
les configurations simplifiées qui en découlent ont fait 1’objet d’une superposition Procrustes,
les composantes de conformation ont été calculées a partir des résidus Procrustes et une série
d’analyses discriminantes comprenant entre 2 et le maximum de composantes de
conformation a été réalisée. Le pouvoir discriminant ainsi que la robustesse de 1’assignation
de chacune des analyses a été testé avec des procédures de Jackknife. Un graphique reprenant
ces résultats est tracé pour chaque vue étudiée (figure 24). La comparaison de ces structures
permet de choisir la conformation qui offre le meilleur résultat d’assignation des individus
aux groupes pré-définis moléculairement.

C6.2.2. Résultats

La vue interne des hemi-mandibules offrent un pouvoir discriminant assez limité
(figure 24a). La conformation d’origine (a 1’origine de I’axe des abscisses) comprenant 18
points homologues (I’erreur de mesure représente 14,1% de la variance totale), offre un
pouvoir discriminant de 87,7% lorsque 1’on conserve 29 composantes de conformations. Ce
pouvoir discriminant s’améliore de 0,8% lorsqu’on enléve certains points, comme par
exemple le point 1, placé a la jonction entre I’incisive et la mandibule, le point 8, a la base de
I’apophyse coronoide, ou encore le point 15, positionné au point le plus interne de la base du
ramus. On note d’autre part que le point 7, positionné au sommet de I’apophyse coronoide est
un point dont le placement offre une bonne reproductibilité car lorsqu’on le retire, I’erreur de
mesure augmente sensiblement. A 1’opposé, la variance générée par 1’erreur de mesure sur le
placement du point 17, a la jonction de I’incisive et de la mandibule est importante
comparativement a la variance totale. En effet, lorsqu’on retire ce point, I’erreur décroit de
fagon importante. L’espace de conformation est constitué de 32 composantes et le nombre de
composantes a conserver pour le calcul de la meilleure fonction discriminante est trés variable
selon la configuration de points considérée. Celui-ci varie de 12 composantes pour la
configuration d’origine a laquelle on a 6té le point 3, a 30 pour la configuration d’origine a
laquelle est 6té le point 14. Lorsque 1’on enléve tour a tour de la configuration d’origine les
points homologues 1, 8 et 15 (figure 24a), on obtient les configurations de points qui
conduisent a la meilleure discrimination du jeu de données pour cette structure. La
configuration a laquelle on a retiré le point 1 est celle qui offre la meilleure reproductibilité. Si
I’on poursuit la simplification en enlevant un second point a I’une de ces configurations,
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Figure 24 : Comparaison du pouvoir discriminant des structures, des vues et des conformations de
points homologues. Le dessin a droite correspond a la conformation initiale positionnée au 0 de 1’axe
des abscisses. b) face externe de I’hémi-mandibule, c) face dorsale du créane, d) face ventrale du crane.
Les autres abscisses correspondent a cette conformation a laquelle on a enlevé le point homologue
correspondant au chiffre en abscisse et a son symétrique pour les vues ventrales et dorsales du crane.
Le point vert correspond au pourcentage d’individus assignés au groupe défini par leur mitotype par
I’analyse discriminante utilisant le nombre de composante de conformation de 1’ACP noté en noir. La
courbe bleue correspond a I’évolution de I’erreur de mesure associée en pourcentage de la variance

totale.



toutes les configurations qui decoulent ont un pouvoir discriminant moindre (données non
montrées).

La vue externe des hémi-mandibules qui comprend 17 points homologues (figure
24b), dans sa configuration d’origine, et offre un pouvoir discriminant équivalent aux
meilleures configurations de points homologues de la vue interne : 88,5% des assignations
morphologiques sont congruentes avec 1’assignation moléculaire. Ce résultat est atteint
lorsqu’on conserve 12 composantes de conformation comme variables a expliquer dans
I’analyse discriminante. Ici encore, on constate que le placement du point situé au sommet de
I’apophyse coronoide (7) produit peu d’erreurs de mesure alors que le placement du point 12,
a la base de I’apophyse angulaire, en produit beaucoup. L’espace des conformations de la vue
externe de la méachoire est constitué de 34 composantes de conformation. La variation du
nombre de composantes a sélectionner pour calculer la meilleure fonction discriminante varie
¢galement de fagon importante passant de 6 pour la configuration d’origine a laquelle on a
enlevé le point antérieur de la surface articulaire du processus condilaire (7) a 27 pour la
conformation ou le point le plus antérieur de la partie postérieure du ramus (10) a été retiré.
Cependant pour la majorité des conformations dérivées de la conformation initiale,
I’information discriminante semble étre davantage portée par les composantes de bas rang que
pour les conformations dérivées de la face interne de la méachoire. La configuration originale
de la méchoire en vue externe est la plus discriminante, et ne peut pas étre simplifiée sans
perdre de pouvoir discriminant (données non montrées, la figure 24b affiche des valeurs
arrondies).

La conformation de points homologues portée par la vue dorsale du crane (figure 24c),
comprend 28 points dont 22 sont symétriques deux a deux. Dans sa configuration d’origine,
cet ensemble de points homologues permet d’identifier 93,4% des individus des 17 especes
moléculaires étudiées lorsque 1’on considére 35 composantes de conformation sur les 56 que
comprend 1’espace des conformations de cette vue. L’erreur de mesure associée a cette
configuration est de 10,2%. Lorsque 1’on enléve le point 3 ou dans une moindre mesure le
point 13, cette erreur de mesure atteint son niveau minimal a savoir 9% de la variance totale
lorsque le point 3 est 6té et 9,3% lorsque les points 13 et 24 le sont. Le pouvoir discriminant
s’améliore légerement (passant de 93,4% a 93,5%) lorsqu’on retire le point 3 de I'analyse
(point qui sépare le rostre de la boite cranienne) et décroit Iégerement lorsque I’on retire les
points 13 et 24 qui correspondent a I’intervalle entre les sutures symétriques des os pariétal et
squamosal. La suppression du point homologue 2, positionné a la limite postérieure de I’os
nasal, et la sélection de 34 variables de conformations améliore I’identification qui passe a
93,7% de congruence entre identifications moléculaire et morphologique (figure 24c).
L’erreur intra-utilisateur passe de 10,2% pour la configuration d’origine a 9,5 % pour cette
configuration. Une fois ce point 6té, aucune configuration de points obtenue en retirant un
point supplémentaire n’améliore le pouvoir discriminant de cette vue (données non montreées).

La vue ventrale du crane (figure 24d) offre le meilleur pouvoir discriminant. Sa
configuration d’origine comporte 40 points homologues dont 18 sont symétriques deux a
deux. Le pouvoir discriminant est de 96,6% lorsque 1’on considere 47 composantes de
conformation sur les 80 formant I’espace des conformations. L’erreur de mesure associée a

46



de bonnes

pourcentage de bonnes assignations

93

ar

a5

a4

a3

98

a7

95

9z

b)

Figure 25 : Simplification de la conformation de la vue ventrale du crane. Le dessin a droite
correspond a la conformation initiale positionnée au 0 de 1’axe des abscisses. Les autres
abscisses correspondent a cette conformation a laquelle on a enlevé le point homologue
correspondant au chiffre en abscisse et a son symétrique pour les vues ventrales et dorsales du
créne. Le point vert correspond au pourcentage d’individus assignés au groupe défini par leur
mitotype par I’analyse discriminante utilisant le nombre de composante de conformation de
I’ACP noté en noir. La courbe bleue correspond a 1’évolution de I’erreur de mesure associée
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cette conformation représente 11,8% de la variance totale. On constate que les points
homologues portés par les incisives (1, 2 et son symétrique 23) ont un poids important dans le
pouvoir discriminant de I’analyse car lorsqu’on les retire, celui-ci chute de fagon assez
importante. C’est également le cas des points placés aux extrémités des foramens incisifs (6 et
8) et postérieurs (18 et son symétrique 36), des points placés a la jonction de 1’apophyse
mastoide et de la bulle tympanique (19 et 37) ainsi que de ceux placés a I’intersection de 1’os
basiphénoide et de la bulle tympanique (20 et 38). Ces quatre derniers points définissent le
volume relatif des bulles tympaniques par rapport au reste du crane. D’autres points
homologues semblent de moindre importance pour la discrimination au sein de notre jeu de
données. C’est le cas du point 3 placé a I’extrémité postérieure du palais, des points 7 et 25
qui définissent la plus grande largeur des foramens incisifs, et des points 21 et 39 qui
définissent la largeur de la suture basioccipital-basisphénoide. Pour la vue ventrale, la
suppression du point 21 et de son symétrique 39 (figure 24d), qui se trouvent a la jonction des
bulles tympaniques et de la suture entre 1’os basioccipital et le basisphénoide, permet
d’améliorer 1’assignation des individus a leur mitotype. Le pourcentage d’assignations passe
alors de 96,6% pour la conformation d’origine a 96,9% lorsque 1’on conserve 44 composantes
de conformation. L’erreur de mesure, elle, passe alors de 11,8% a 11,4% de la variance totale
pour cette configuration simplifiée. Une fois cette simplification effectuée, il apparait que la
suppression du point 3 (figure 25a) permet encore d’améliorer légérement le pouvoir
discriminant qui s’éléve a 97% lorsque I’on conserve 45 composantes de conformation.
L’erreur de mesure, quant a elle, remonte légérement pour atteindre 11,6% de la variance
totale. Si I’on poursuit la simplification de la conformation, le pouvoir discriminant se met
alors a baisser (figure 25b). Le pouvoir d’assignation de la vue ventrale est proche de celui
atteint par des outils équivalents decrits dans la littérature (Gaston et O'Neill, 2004). La
procédure de Burnaby (1966) a été utilisée sur la face ventrale du crane pour les especes du
genre Bandicota et Leopoldamys (voir Claude, 2013) afin de tenter d’améliorer la
discrimination au sein de ces taxons mais celle-ci S’est avérée moins bonne lorsque
I’allométrie a été supprimée.

C6.2.3. Discussion

Une identification basée sur le croisement de 1’information apportée par les
différentes vues apparait ici pertinente. Une identification générique sera d’abord donnée a
partir de la vue ventrale car celle-ci exclut toute erreur de genre. De plus, I’erreur intra-
utilisateur générée lors de la production de données a partir de cette vue est plus importante
qu’elle ne D’est sur la vue dorsale mais elle reste cependant modérée. Les résultats
d’assignation a I’aide de la face dorsale du crane sont généralement moins bons que ceux de
la face ventrale (tableau 10e,f). Cependant, les résultats obtenus a partir de la vue dorsale sont
meilleurs pour le genre Leopoldamys et pour R. sakeratensis. L’erreur d’assignation est de 6%
pour L. edwardsi en vue dorsale contre 9,7% en vue ventrale, et de 2,6% pour L. neilli contre
7,7% en vue ventrale. Pour R. sakeratensis, la vue dorsale assigne les individus avec un taux
d’erreur de 4,8% contre 14,7% en vue ventrale. Ainsi, I’identification en face dorsale peut étre
complémentaire de I’identification en face ventrale. Cette démarche d’identification croisée
pourra étre poursuivie a 1’aide de la face externe des hémi-mandibules dont les résultats
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préliminaires montrent un bon taux d’assignation au sein du genre Bandicota et.Leopoldamys.
Notre jeu de données « hémi-mandibules » devra étre complété pour confirmer 1’intérét de
cette partie du squelette en complément des vues cranienne. Cependant 1’établissement d’un
outil web-service demande également la prise en compte du temps que devra allouer
I’utilisateur a son utilisation (voir le paragraphe D3.4.2) ainsi que la gestion de ’erreur
engendrée par la multiplicité des opérateurs lors de la comparaison des données. L’approche
libre d’allométrie (Burnaby, 1966 ; Claude, 2013) n’a pas permis d’améliorer la
discrimination au sein des genres Bandicota et Leopoldamys mais elle S’est avérée
intéressante dans le cadre de la discrimination entre R. exulans et R. tanezumi (Claude, 2013).
Ces deux especes sont discriminées ici a 100% et ne nécessitent pas ce genre de correction.

C7- Erreur de mesure lors de ’acquisition des données de morphométrie
geometrique et leur influence sur la capacité a discriminer les especes

L’erreur de mesure sur les données de morphométrie corporelle n’a pu étre estimée car
les mesures n’ont été réalisées qu’une seule fois pour chaque individu. En revanche I’erreur
de mesure sur les données de morphométrie géométrique a pu étre évaluée pour les structures
et vues ostéologiques étudiées ici. Elle a été estimée pour la taille et la conformation suivant
le protocole de Yezerinac (1992), dont le principe a été décrit au paragraphe A2.2.3.

C7.1. Erreur intra-opeérateur de taille en fonction de la structure et de la vue
étudiée

L’erreur de mesure sur la taille est toujours faible quelle que soit la structure étudiée.
Ainsi la variance induite par I’erreur de mesure sur la machoire en vue externe est la plus forte
mais cette derniere ne représente que 0,067 % de la variance de taille totale. Pour les autres
prises de vue, cette erreur de mesure ne dépasse pas 0,064% pour la vue interne de la
machoire, 0,042 % pour la vue ventrale du crane et 0,019 % pour la vue dorsale du créane.

C7.2. Erreur intra-opérateur sur la conformation en fonction de la structure
et de la vue étudiée

La variance induite par I’erreur de mesure sur I’estimation de la conformation est
nettement plus importante que pour la taille. C’est un résultat assez général dans les études de
morphométrie géométrique (voir Arnqvist et Martensson, 1998 ; Siahsarvie et al., 2012 ;
Claude, 2013). On retrouve cependant un patron semblable entre les structures avec une
erreur de mesure sur la machoire plus importante que sur le crane quelles que soient les vues
considérées. Ainsi, I’erreur sur la machoire externe représente 16,62 % de la variance totale,
celle sur la méachoire interne 12,52 %, celle sur la face ventrale du crane 11,75 % et celle sur
la face dorsale 10,18 %.

La face dorsale et la face ventrale du crane sont donc les vues pour lesquelles la
reproductibilité est la meilleure.
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C7.3. Influence sur la capacité a discriminer les especes

Les résultats précédents ont été obtenus a partir des moyennes des deux digitalisations
effectuées indépendamment sur chaque individu par 1’Opr. Afin de tester la reproductibilité de
I’assignation, I’analyse discriminante a été réalisée a partir des prises de vues pour tous les
individus pour la face ventrale du crane (tableau 10i). Cela signifie que chaque prise de vue
est considérée comme un individu statistique indépendant de son réplicat, ce qui double la
population étudiée par rapport a I’échantillonnage d’origine. On constate que 1’assignation est
alors légerement meilleure que sur les individus biologiques (moyenne des réplicats) ce qui
veut dire que I’erreur de mesure réalisée par un opérateur ne dégrade globalement pas le
pouvoir discriminant de 1’analyse. On note néanmoins qu’une prise de vue d’un animal
identifié moléculairement comme appartenant au mitotype B. berdmorei est identifiée
morphologiquement comme appartenant au taxon R. norvegicus, c’est-a-dire dans un genre
différent, alors que I’autre prise de vue est correctement assignée a 1’espéce moléculaire. Le
travail sur la moyenne des prises de vue permet d’éviter ce type d’assignations erronées au
niveau du genre. Il est donc préférable de travailler sur une forme moyenne par individu que
sur une forme uniquement liée a une prise de vue, ceci afin d’éviter toute erreur d’assignation
générique.

C8. L’effet opérareurs multiples

L’effet « opérateurs multiples » est susceptible d’affecter 1’assignation d’un individu
inconnu au jeu de données de référence a deux niveaux. Le premier effet peut étre induit par
I’utilisation d’un matériel différent entre 1’utilisateur et 1[’Opr. L’outil corrigera
automatiquement cet effet (voir paragraphe D2.1) pour un certain nombre de matériels
optiques (Annexe I11). Le second est lié a I’appréciation du placement des points homologues
par 'utilisateur qui peut étre différent de celui de 1’Opr. C’est ce dernier effet qui est le plus
souvent mis en avant comme étant un frein a 1’échange de données entre opérateurs en
morphométrie géométrique (Dujardin et al., 2010).

C8.1. Effet de la différence d’appréciation du placement des points
homologues par [ 'utilisateur et [’opérateur de reférence

Les configurations de points homologues du crane en vue dorsale et ventrale ont été
simplifiées (chapitre C6) afin d’améliorer le pouvoir discriminant tout en minimisant I'erreur
intra-utilisateur. Ainsi pour la vue ventrale, les points homologues 3, 21 et son symétrique 39
ont été retirés ; pour la vue dorsale le point 2 a été supprimé de la configuration d’origine.
D’autre part, le nombre de composantes de conformation a conserver pour calculer les
meilleures fonctions discriminantes a partir de ces conformations est déterminé. Enfin,
I’erreur de mesure intra-opérateur est connue pour chacune d’entre elles. L’étape suivante
dans le développement de I’outil web-service est 1’évaluation des erreurs de mesures
systématiques (voir paragraphe A2.3) induites par 1’effet « opérateurs », et celle de leur
influence sur la reproductibilité de la production de données.
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C8.1.1. Méthodes

Un échantillon de 31 individus adultes, avec un sexe ratio le plus proche de 1’équilibre
possible et appartenant au jeu de données de référence a été utilisé pour estimer la variance
inter-opérateurs. Ces individus appartiennent a trois mitotypes, B. indica (11 individus), M.
surifer (10 individus), R. exulans (10 individus). Ces espéces ont été choisies car elles
correspondent a trois tailles d’espéces, B. indica représente les especes de grande taille, M.
surifer les especes de taille moyenne et R. exulans les espéces de petite taille. Les cranes de
ces 31 individus ont été photographiés deux fois en vue dorsale et ventrale par une personne
novice avec I’appareil ayant servi a la constitution du jeu de données de référence (Pentax et
de modele K200D avec une lentille Pentax DA 16-45mm F4 ED AL). Le positionnement de
I’appareil photo sur le banc photographique a été réalis¢ par I’utilisateur apres qu’il ait été
formé a cette technique par 1’Opr. Des photos comportant les points homologues de chaque
vue ont été fournies a I’utilisateur qui a ensuite été laissé seul pour effectuer la digitalisation
sur les prises de vue. Les conformations obtenues par I’utilisateur et celles des mémes
individus appartenant au jeu de données de référence ont été comparées afin de mesurer
I’évolution de D’erreur de mesure intra et inter-opérateur sur la taille centroide et la
conformation. L’erreur intra-individuelle (ou opérateur global) a d’abord été estimée a I’aide
du protocole de Yezerinac (1992) en considérant les conformations digitalisées par
I’utilisateur comme des réplicats des conformations de référence. Dans ce calcul, chaque
individu a donc été photographié 4 fois pour chaque vue.

La variance totale est la somme des variances inter-individuelle et intra-individuelle.
Cette derniere est équivalente a 1’effet opérateur global qui peut étre dissociée en variance
intra et inter-opérateurs:

2 — Q2 2 2
S“tot = S inter—ind +S inter—op +S intra—op
Avec :

S?intra—op |2 variance résiduelle (MSS inya0p) qui n’est expliquée ni par la variance
inter-individuelle ni par la variance inter-opérateurs.

SZ_ _ MSSinter_op - MSSintra—op
inter—op 2

Pour 2 opérateurs.

g2 _ MSSinter—ind - MSSinter—op
inter—ind 4

Pour 2 répétitions par deux opérateurs.

La part de variance inter-individuelle est, en pourcentage de la variance totale:

_ Szinter—ind
MEinter—ind = 100 = S2tot (1)
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La part de variance inter-opérateurs dans la variance totale est :

Szin er—o
MEinter—op = 100 * ——= 2

S2tot

La part de variance intra-opérateur dans la variance totale est :

SZin ra—o
MEintra—op = 100 = # (3)

Pour plus d’informations se reporter a Palmer (1994).
8.1.2. Résultats
Effet utilisateur sur la taille centroide

Vue ventrale :

La variance inter-individuelle (équation 1) représente 99,965% de la variance totale de
taille. La variance se décompose en variance inter-opérateurs (2) qui représente 0,005% de la
variance totale et en variance intra-opérateurs (3) qui représente 0,030% de la variance totale.

Vue dorsale :

La variance inter-individuelle (1) représente 99,81% de la variance totale de taille. La
variance inter-opérateurs (2) représente 0,14% de la variance totale et la variance intra-
opérateurs (3) représente 0,05% de la variance totale.

Effet utilisateur sur la conformation
Vue ventrale

La variance inter-individuelle (1) représente 66,95% de la variance totale de
conformation. La variance inter-opérateurs (2) représente 25,21% de la variance totale et la
variance intra-opérateurs (3) represente 7,84% de la variance totale.

Vue dorsale

La variance inter-individuelle (1) représente 78,6% de la variance totale de
conformation. La variance inter-opérateurs (2) représente 10,6% de la variance totale et la
variance intra-opérateurs (3) represente 10,8% de la variance totale.

C8.1.3. Discussion
Effet opérateur sur la taille centroide

L’augmentation de variance induite par la présence d’un second opérateur sur la taille
centroide n’est pas importante. En effet I’erreur opérateur globale ou erreur intra-individuelle
représente 0,035% de la variance totale (somme des équations (2) et (3)) pour la face ventrale
et 0,19% pour la face dorsale. Cette variance est inférieure a la variance
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intra-individuelle induite par 1’Opr (0,042%) pour la vue ventrale. Elle est cependant
supérieure a celle-ci pour la vue dorsale (0,019%). Dans tous les cas ces variances sont tres
inférieures a la variance entre les individus et elles peuvent donc étre considérées comme
négligeables.

Effet opérateurs sur la variance de conformation

La variance induite par la présence d’un second opérateur pour 1’estimation de la
morphologie est plus importante qu’elle ne 1’était pour I’estimation de la taille (Arnqvist et
Martensson, 1998). La variance globale induite par les opérateurs en pourcentage de la
variance globale est ici de 21,4% pour la face dorsale et de 33,1% pour la face ventrale. Cette
variance est tres supérieure a celle générée par 1’Opr qui est de 10,2% pour la vue dorsale et
de 11,7% pour la vue ventrale. Ce résultat montre que si les données générées par I’utilisateur
pour la variance de taille pouvaient étre considérées comme un réplicat des données Opr, la
situation est différente en ce qui concerne la conformation du crane. L’apparition d’un
utilisateur augmente de fagcon importante la variance de conformation des cranes qui devient
nettement plus importante que la variance générée par un seul opérateur (Arnqvist et
Martensson, 1998, Dujardin et al., 2010). D’autre part, cette tendance est plus marquée pour
la face ventrale que pour la face dorsale. Pour la vue ventrale, la plus grosse proportion de la
variance induite par les opérateurs provient de la variance inter-opérateurs qui est de 25,2%,
contre 7,8% pour la variance intra-opérateur. La part importante de la variance inter-
opeérateurs par rapport a la variance totale ne se retrouve pas pour la vue dorsale ou les
variances inter-opérateurs et intra-opérateurs sont trés proches avec des valeurs
respectivement de 10,6 et 10,8% de la variance totale. Cependant méme lorsque 1’on ne
considére que la vue dorsale pour laquelle I’inflation de I’erreur reste modérée, la variance
imputable aux opérateurs représente 21,4% de la variance totale contre 10,2% pour la
variance intra-opérateur lorsque 1’Opr est considéré seul. Cet effet est donc important méme si
la variance inter-individuelle reste toujours une part importante de la variance totale
puisqu’elle représente 78,6% de la variance dans le cas de la vue dorsale et 66,9% dans le cas
de la vue ventrale.

C8.2. Effet de [’erreur opérateurs sur [’assignation des crdnes des individus
test

L’effet opérateur augmente la variance intra-individuelle de conformation de fagon
plus ou moins importante suivant la vue du crane considérée. 1l est donc important de tester la
capacité de I’analyse a assigner les individus malgré 1’inflation artificielle de cette variance.

C8.2.1. Méthode

Le jeu de données des conformations de cranes en vue dorsale et ventrale, incluant
d’une part les individus de références de I’outil d’identification (digitalisés par 1’Opr voir
tableau 1) d’une part, et la fraction de cet échantillonnage digitalisé une seconde fois par
I’utilisateur d’autre part, ont fait I’objet d une superposition
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B.indica R.exulans M.surifer

Autres especes 542

Nombre d’individus

31 Individus utilisateurs ne participant pas au calcul des fonctions discriminantes
Groupe test
31 Individus de référence ne participant pas au calcul des fonctions discriminantes
Individus de référence participant au calcul des fonctions discriminantes ———> Groupe de référence

Figure 26 : Composition de 1’échantillonnage pour tester I’effet utilisateur sur les vues
ventrales (I’échantillonnage pour les vues dorsales est trés proche et ne different que de
quelques individus supplémentaires dans le groupe de référence).

Tableau 11 : Assignation morphométrique par I’ALD des individus test en face ventrale. Les
formes digitalisées par 1’Opr (n= 31) et celles digitalisées par 1’utilisateur (n= 31) sont
assignées de maniére congruente avec leur identification mitochondriale malgré I’effet

« opérateurs » (le résultat est le méme pour la face dorsale).

identification morphométrique

-
w @ - )
D w o & -
g g 3 @ 3 3 < =z z 2 - - = 5
5 S = 3 = S L = = < =i 5 - FS 2 B
o [=3 3 = o o o < [ < 1 = Q = c
=3 S < 3 ) = c o [ @ o c = Z ® >
Q Q a < 3 S 3 @ 2 @ =1 2 S = = 2 3
— = o [ =z ﬁ o = o o « o » o o
Q @ > o k) 3 ) < o @ D e il =1 =] 8
_— [%] = o @ < [%2] = =3 o = a z ) = 2 3
3 2 =3 @ = S 2 = = = 2 = & 2
=3 =< 3 S =3 S =3 = =3 2 £ = ) @ 2 S N
5 == 3 & 35 =& 7 5 s 3 3 8 g 3§ §
Fantificati 8 & 5 <2 &8 = g = 3 2 g 3
identification e, a = 3
moléculaire
Bandicota indica 22
Maxomys surifer 20

Rattus exulans 20




Procrustes (voir la figure 26 pour une présentation de 1’échantillonnage utilis¢). Les 31
individus digitalisés a la fois par 1’Opr et par I’utilisateur constituent le groupe test. Ils ont été
retirés du jeu de données de référence aprés 1’étape de superposition Procrustes. De cette
facon, les individus appartenant a ce groupe sont projetés dans 1’espace des conformations
(ACP) comme des individus supplémentaires et ne prennent pas part au calcul des fonctions
discriminantes qui déterminent, par la suite, leur assignation a une espéce. Autrement dit, c’est
le groupe de référence (figure 26) et lui seul qui détermine comment sont ségrégés les groupes
morphologiques en fonction de leur mitotype. Ainsi I’effet du groupe test sur 1’analyse reste
limité au calcul de la conformation moyenne lors de la superposition. L’identification
moléculaire des individus du groupe test (digitalisés a la fois par I’Opr et par 1’utilisateur) a
€té masqué a I’analyse. IIs forment donc un groupe d’identification inconnue.

C8.2.2. Résultats

Les individus du groupe de référence sont assignés de maniére congruente a leur
identification moléculaire dans 93,8% des cas lorsque 1’on considére la face dorsale et dans
96,9% des cas lorsque que 1’on considére la face ventrale. Quelle que soit la vue du crane
considérée, lorsque 1’on projette les individus du groupe test dans 1’espace discriminant et que
I’on teste la robustesse de leur assignation par Jackknife, 100% des individus test, digitalisés
par 1’Opr ou par I’utilisateur, sont assignés a leur groupe moléculaire (tableau 11).

C8.2.3. Discussion

Le pouvoir discriminant de 1’analyse sur le groupe de référence (jeu de données de
référence moins le groupe test) est quasiment équivalent a celui sur le jeu de données de
référence pour les vues dorsales (93,7%) et ventrales (97%). Le retrait des 31 individus du
groupe test a eu peu d’influence sur le calcul des fonctions discriminantes. Les résultats
indiquent que ’effet opérateurs multiples n’agit pas sur la capacité d’assignation de I’analyse.
Les probabilités postérieures d’assignation des individus aux groupes mitotypiques sont
généralement égales ou voisines de 1, que ce soit pour les individus digitalisés par 1’Opr ou
par ceux saisis par 1’utilisateur. Il semble que les spécimens que nous étudions ici possedent
une variance inter-individuelle suffisamment importante pour que 1’assignation reste robuste
malgré 1’augmentation de variance liée a la différence entre opérateurs. Ce résultat est trés
important car il montre que si la variance induite par I’erreur opérateurs peut étre maintenue
ou, le cas échéant ramenée a un niveau inférieur ou égal a 33% de la variance totale pour la
face ventrale et & 21,4% pour la face dorsale, alors la mise en place d’un outil d’identification
est possible.

C8.2.4. Conclusion préliminaire sur la faisabilit¢ de ['outil d’identification
morphométrique

Les résultats obtenus sont tres encourageants quant a la possibilité de la mise en place
d’un outil d’identification sur ce jeu de données. L’analyse est en effet tolérante a une
variance importante induite par 1’utilisateur. Cette tolérance est lié au fait que les especes du
jeu de données de référence sont considérées comme occupant I’ensemble de 1’espace des
conformations. En réalité, d’autres espéces qui n’appartiennent pas a 1’échantillonnage de
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Bandicota indica Maxomys surifer Rattus exulans

a)

Bandicota indica Maxomys surifer Rattus exulans

b)

Figure 27 : représentation de la variation de la conformation moyenne des especes du groupe
test a 1’aide d’espaces vectoriels. La forme moyenne des individus de référence est
représentée en bleue pour chaque espéce. Les fleches rouges indiquent le mouvement moyen
de chaque point homologue pour obtenir la conformation moyenne de I1’utilisateur. La
longueur de I’ensemble des vecteurs ainsi définis a été multipliée par trois pour plus de
lisibilité. a) face ventrale, b) face dorsale



référence occupent également cet espace. Aussi I’étude du comportement de 1’outil lors de la
confrontation d’individus provenant d’especes differentes de celles constituant le jeu de
données de référence nous renseignera sur la tolérance qu’il faut préserver afin d’éviter que
des morphologies inconnues ne soient assignées a tort a 1’échantillonnage de référence (voir
chapitre D1).

C8.3. Représentation de [ erreur opérateurs

La variance intra-opérateurs de conformation représente généralement une part plus
faible que la variance inter-opérateurs (voir paragraphe C8.1.2). Elle représente cependant une
mesure de la reproductibilité de la création du jeu de données et sera contr6lée dans le cadre
de I’outil d’identification (voir paragraphe D2.3).

L’erreur inter-opérateurs est portée par un ensemble de points homologues répartis sur
I’ensemble de la structure étudiée. 1l est important de comprendre la répartition de la variance
induite par I’effet inter-opérateurs pour savoir si elle est générée réguliérement sur I’ensemble
des points ou au contraire seulement sur certains d’entre eux. L’erreur inter-opérateurs est
engendrée par la différence de placement des points homologues entre 1’Opr et 1’utilisateur.
Cette différence peut étre visualisée afin d’en apprécier la structuration.

C8.3.1. Méthode

Pour les vues ventrales et dorsales du crane des trois espéeces test étudiées (B. indica,
M. surifer, R. exulans), la variation du positionnement des points homologues a été estimée en
comparant les conformations moyennes obtenues par les deux opérateurs. Cette comparaison
est basée sur la représentation de vecteurs entre points homologues analogues d’un opérateur
a ’autre (Claude, 2008). Ces vecteurs sont représentés avec un code couleur permettant de
savoir directement si le positionnement des points est compris (vecteur noir) ou non (vecteur
rouge) dans 1’1Cgg, calculé & partir des individus de reférence. Pour plus de lisibilité la
longueur des vecteurs lors de 1’affichage est multipliée par trois (figure 27 et figure 28).

C8.3.2. Résultats

La conformation moyenne des individus digitalisés par 1’Opr a été représentée en bleu
pour la vue ventrale (figure 27a) et dorsale (figure 27b) de chacune des trois especes. Les
points 20 et 37 placés de part et d’autre du foramen magnum sur les renflements du condyle
exoccipital par 1’Opr ont été places sur des structures différentes par 1’utilisateur pour les trois
espéces. C’est également le cas des points 19 et 36 chez B. indica et R. exulans qui sont placés
a la base externe de I’os du tube eustachien ainsi que les points 6 et 23 chez M. surifer qui
représentent la plus grande largeur des foramens incisifs. Enfin les points représentant la
largeur la plus faible du palais & la M1 (12 et 29) sont placés difféeremment chez B. indica. Ces
différences dans le placement des points expliquent certainement la valeur elevée de 1’erreur
inter-opérateurs observeée pour la vue ventrale (i.e. 25,21%). D’autres différences entre
operateurs sont également constatées. C’est le cas du point 6 chez B. indica et du point 26
chez M. surifer. Cependant, ces écarts sont de moindre ampleur que les précédents et sont
produits de fagon asymétrique. Ceci suggere qu’elles ne proviennent pas d’un positionnement
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Figure 28 : représentation de la variation de la conformation moyenne apres « entraiment »
de I’utilisateur sur les points 20 et 37 (a) et sur I’ensemble des points (b).



différent des points sur la structure mais de la variabilité induite par la présence de deux
opérateurs lors du placement des points. Pour la vue dorsale (figure 27b), les différences sont
moins marquées et seuls deux points (9 et 19 qui mesurent la plus faible largeur de la
constriction inter-orbitale) présentent chez B. indica une distance entre opérateurs supérieure a
I’'1Cq99, des données de référence. Le point le plus postéricur de 1’os-interpariétal est
également différemment placé par les deux opérateurs mais il entre, malgré tout, dans 1’1Cggos
des données de référence de chacune des especes.

C8.3.3. Discussion

Les points 6 et 23 sont placés par I’Opr pour qu’ils forment la plus grande largeur des
foramens incisifs. Celle-ci se situe en général dans la partie centrale de ces foramens.
Cependant, chez M. surifer, les foramens palatins ont une forme élargie dans la partie
postérieure tout a fait caractéristique. Pour cette raison, les points devraient, pour cette espéece
et d’aprés la régle suivie par 1’Opr, étre positionnés plus en arriére vers la premiére molaire.
L’utilisateur a, quant a lui, placé ces points chez M. surifer au centre des foramens comme il
I’a fait pour les autres espéces. Cela explique la différence observée seulement pour cette
espece. Cette différence d’appréciation dans le positionnement des points homologues se
retrouve pour les points 20, 37, 19 et 36. Ceci implique que le placement de ces points devra
faire 1’objet d’une description trés précise dans la documentation de 1’outil web-service.
Lorsque les deux opérateurs ont la méme appréciation de 1’endroit ou doit étre placé un point
homologue, alors la variance induite par la présence d’un second opérateur est beaucoup plus
faible et entre genéralement dans 1’ICgge, du placement des points par 1’Opr. Ce cas de figure
semble se rencontrer pour I’ensemble des autres points (vecteur noirs) a 1’exception des points
12 et 29 chez B. indica ainsi que 6 et 23 pour M. surifer. Ces résultats sont en accord ceux de
I’étude de Rasmussen et al. (2001) qui montrent que des mesures prises par des opérateurs
expérimentés influencent moins 1’assignation a un groupe pré-défini que des mesures prises
par des opérateurs inexpérimentés. En effet, 1’opérateur expérimenté, quel qu’il soit,
positionne de fagon plus adéquate I’instrument de mesure, ou ici le point homologue, que
I’utilisateur novice. Le niveau des opérateurs est donc, logiquement, un point important a
prendre en compte pour pouvoir comparer des donnees prises par deux opérateurs (Dujardin
et al., 2010). D’autre part le mauvais placement de certains autres points (comme 12, 29, 6 et
23) sont espéce-dependants, ce qui montre que le placement des points par I’utilisateur doit
étre veérifié pour chaque espéce.

Cependant il est difficile d’estimer quel pourcentage d’erreur inter-opérateurs est
acceptable pour que I’identification reste fiable, et ce d’autant plus que toutes les especes
recensées dans la zone d’étude ne sont pas représentées dans notre jeu de données de
référence. Dans le cadre de cette expérimentation, une variance inter-opérateurs importante
pour la face ventrale n’entrave pas les identifications des individus lors de 1’analyse
discriminante. Cependant, ’origine de la majeure partie de cette variance était concentrée
dans le placement inadapté de quelques points homologues ; pourtant, I’analyse S’est montrée
robuste a I’introduction de cette variance artificielle. Dans 1’hypothése d’une variation entre
opérateurs, de méme ampleur, mais induite par des points homologues différents, ou,
alternativement, d’une variation répartie de facon plus uniforme sur I’ensemble des points
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Tableau 12: syntheése des variances induites par 1’opérateur de référence et par un utilisateur
avant (données brutes) et aprés son entrainement. Une premiére correction effectuée par
I’utilisateur porte sur les points placés le plus différemment de ceux placés par 1’opérateur de
référence (20 et 37). Une seconde correction porte sur I’ensemble des points qui n’entre pas
dans 1’l1Cgg9, des données produites par 1’opérateur de référence. La variance de taille est
toujours négligeable alors que la variance de conformation s’améliore lors de 1’entrainement
de I'utilisateur pour devenir comparable a la variance induite par I’opérateur de référence.

opérateur utilisateur
données  correction correction de
référence | brutes points 20,37  tous les points
Taille
Intra-opérateurs 0,042 0,030 0,032 0,028
Inter-opérateurs 0,005 0,032 0,033
Somme : effet opérateurs 0,042 0,035 0,064 0,062

Conformation
Intra-opérateurs 11,6 7.8 8,0 8,5

Inter-opérateurs 25,2 15,0 4,9

Somme: effet opérateurs 11,6 33,0 23,0 13,4




homologues, le résultat aurait pu étre fort différent. L’étude du comportement de 1’analyse a
I’accroissement et a la répartition de ’erreur opérateurs pourrait se faire en simulant une
augmentation de la variance progressive sur I’ensemble des points homologues, ou sur des
bindmes de points symétriques, afin de localiser la tolérance possible pour chacun des points
par rapport a la variation des autres. Cependant, cette approche par simulation sort du cadre
du présent travail, et devra étre entreprise dans le cadre d’une autre étude pragmatique et
empirique sur la réduction de I’effet opérateurs.

C8.4. Réduction de I’effet inter-operateurs

L’outil doit étre capable d’identifier des individus inconnus qui appartiennent a des
espéces effectivement référencées dans le jeu de données de référence mais il doit aussi se
montrer capable de gérer des individus d’especes non représentées dans le jeu de données de
référence. La gestion de cette contrainte (voir chapitre D1) peut rendre I’outil plus sensible
aux effets opérateurs. L’erreur inter-opérateurs est 1’effet « opérateurs » qui apporte le plus de
variance par rapport a un opérateur unique (voir paragraphe C8.1.2). Il est donc utile de
comprendre comment il est possible de le maitriser. Pour cela I’outil doit étre en mesure
d’emmener d’une fagon ou d’une autre 1’utilisateur a positionner les points homologues de
facon a réduire les variances inter-opérateurs a des niveaux les plus proches possibles de ceux
de la variance intra-opérateur de 1’Opr. Dans ce cas, I’effet utilisateur sera presque totalement
supprimé.

C8.4.1. Méthode

La représentation des patrons de différence entre I’utilisateur et 1’Opr produite
préecédemment a été montrée a I’utilisateur novice et il lui a été demandé de reprendre son jeu
de données pour les points 20 et 37. Pour cela, des photographies montrant le placement des
points homologues digitalisés par 1’Opr lui ont été fournies. Une fois ce travail effectué, les
patrons de différence entre Opr et utilisateur ont a nouveau été inférés (figure 28a) et les
variances intra- et inter-utilisateurs ont été recalculées pour la conformation de la vue ventrale
du créne (tableau 12). Cette correction correspondrait a un premier niveau d’exigence de la
part de I’outil d’identification avec une premiére réduction de la variance générée par les
opérateurs. Il a ensuite ét¢ demandé a 1’utilisateur de modifier I’ensemble des points dont la
distance moyenne est supérieure a 1’1Cgyg9, des données produites par 1’Opr. Cette correction
correspond a un second niveau d’exigence de 1’outil d’identification (figure 28b).

C8.4.2. Résultats

La figure 28a montre que le positionnement des points 20 et 37 entre les deux
opérateurs est devenu tout a fait comparable. Les variances inter-opérateurs et intra-opérateurs
pour la taille représentent 0,032% de la variance totale (tableau 12). La variance inter-
opérateurs de conformation représente 15% de la variance totale et la variance intra-
opérateurs représente 8% de la variance totale. La variance inter-individuelle représente 77%
de la variance totale de conformation.
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La figure 28b montre que le positionnement des points entre les deux opérateurs est
similaire excepté pour le point 6 chez B. indica dont les coordonnées sont toujours au-dela de
I’TCqgy, des données produites par 1’Opr. Pour la taille, la variance inter-opérateurs représente
0,033% de la variance totale et la variance intra-opérateurs 0,028% (tableau 12). La variance
inter-opérateurs de conformation représente 4,9% de la variance totale et la variance intra-
opeérateurs en représente 8,5%. La variance inter-individuelle représente 86,6% de la variance
totale de conformation.

C8.4.3. Discussion

Le tableau 12 résume 1’évolution des variances en fonction de I’entrainement de
I’utilisateur. Pour la taille, I’effet intra-opérateur reste stable, ce qui montre que la répétabilité
est bonne. Etrangement, la variance inter-opérateurs augmente au cours de 1’entrainement de
I’utilisateur. Ceci est vraisemblablement lié au fait que la variance opérateurs est exprimée
comme un pourcentage de la variance totale : cette derniére diminue trés fortement au cours
de I’entrainement grace a la réduction importante de la variance inter-opérateurs de
conformation, ce qui a pour effet d’augmenter artificicllement la part de la variance inter-
opérateurs dans la variance totale. Celle-ci reste cependant toujours trés négligeable. Comme
pour la taille, la variance intra-opérateur de conformation varie peut durant 1’entrainement de
I’utilisateur, représentant toujours environ 8% de la variance totale. La répétabilité ne varie
donc pas. A I’opposé, la variance inter-opérateurs qui représente la part la plus importante de
la variance induite dans le systeme par la présence de deux opeérateurs, diminue fortement
pour devenir finalement inferieure a la variance intra-opérateur. L’effet « opérateurs » pour la
conformation varie ainsi de 33% a 13,4% entre le début et la fin de 1’entrainement pour
atteindre une valeur proche de I’erreur de mesure générée par 1’Opr (11,6%). En fin
d’entrainement, les données produites par 1’utilisateur sont un quasi-réplicat de celles
produites par I’Opr.

C8.4.4. Conclusion

La variance de 1’utilisateur peut étre controlée et étre ramenée a un niveau comparable
a celle produite par I’opérateur de référence. Il sera donc possible de conformer les données
produites par 1’utilisateur aux exigences de 1’outil d’identification web-service a condition de
mettre en place des procédures d’accompagnement des utilisateurs qui soient claires, précises
et didactiques.

D- Mise en place de loutil d’identification morphométrique

La mise en place de ’outil se révéle possible techniquement dans la mesure ou,
comme nous venons de le démontrer, il est possible d’encadrer I’effet 1ié a la présence d’un
second opérateur. Cependant, il reste a définir les limites de 1’outil ainsi que la qualité des
données qu’il faudra lui fournir pour permettre 1’assignation d’un individu a une des entités de
I’échantillonnage de référence.
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Figure 29, : Vues dynamiques générées par I’outil lors de la soumission de différents
mitotypes qui ne sont pas connus du jeu de données de référence. a) R. rattus et b) L. sabanus
ne sont pas assignés car leur probabilités postérieures d’assignation sont plus faibles que la
plus faible valeur des individus de référence identifiés morphologiquement dans ce groupe.



D1. Test de I’outil d’identification

L’analyse discriminante a montré une bonne tolérance a I’erreur (méme importante)
induite par la présence de deux opérateurs. Cependant la dispersion artificielle des données
liée a I'utilisateur ne sera acceptable que si 1I’outil se montre également robuste pour gérer des
especes qui ne sont pas présentes dans le jeu de données de référence.

D1.1. Méthode

L’outil a été testé avec différents mitotypes n’appartenant pas aux jeux de données de
référence, a savoir des individus des genres Rattus (R. rattus, R. andamanensis, R.
tiomanicus), Leopoldamys (L. sabanus), Niviventer (N. fulvescens, N. tenaster), Maxomys (M.
rajah, M. hylomyoides, M. whiteheadi) mais aussi Saxatilomys paulinae, Cannomys badius,
Sundamys muelleri, Micromys minutus, Rhizomys pruinosus. Ce test a pour objectif de définir
le meilleur paramétrage de 1’outil d’identification et, par voie de conséquence, de fixer les
exigences qu’il faut avoir en termes d’encadrement de I’effet opérateurs. Le paramétrage a
pour but de permettre a I’outil de gérer des especes non référencées pour que des individus
appartenant a celles-ci ne soient pas assignés aux especes du jeu de données de référence.
Pour cela, nous avons fix¢é deux contraintes agissant I'une au niveau de la probabilité
postérieure d’assignation, I’autre a celui de la distance de Mahalanobis. De plus, des individus
appartenant a des espéces présentes dans le jeu de données de référence et provenant de la
zone étudiée ont été identifiés a la suite de ce paramétrage pour vérifier que les conditions
définies ne soient pas trop séveres et ne compromettent pas leur identification.

D1.2. Résultats

I a tout d’abord fallu tenir compte de I’incapacit¢ de 1’analyse a assigner
morphologiquement tous les individus d’un mitotype dans un méme groupe moléculaire
(erreurs d’identification). Ainsi, des individus peuvent étre assignés a un groupe différent de
leur groupe mitotypique avec une probabilité postérieure d’assignation faible. Un seuil de
valeur minimale de probabilité postérieure d’assignation a donc été défini pour éviter qu’un
individu inconnu ne soit assigné a un groupe avec une probabilité d’assignation trop faible, ce
qui pourrait n’étre que la signature d’une assignation erronée entre entités de reférence.
D’apres ce seuil, pour étre assigné effectivement a un groupe mitotypique de référence, un
individu inconnu doit posséder une probabilité postérieure d’assignation supérieure ou égale a
la plus petite probabilité postérieure des individus du jeu de données de référence assignés
morphologiquement a ce groupe mitotypique. De cette fagcon les individus appartenant a des
mitotypes inconnus du jeu de données de référence et qui sont assignés a un groupe par
I’analyse discriminante avec une probabilité postérieure trop faible ne sont pas identifiés par
I’outil et cette non-identification est explicite. La figure 29a est un exemple de 1’application
de ce seuil a des individus appartenant aux mitotypes correspondant a R. rattus (1) et L.
sabanus (2). Ces mitotypes ne sont pas connus du jeu de données de référence. Sans
paramétrage, I’analyse discriminante assigne ces individus respectivement aux groupes R.
tanezumi et L. edwardsi avec des probabilités postérieures de 0,652 et 0,668. Or les
probabilités postérieures les plus faibles du dernier individu de référence assigné a chaque
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Figure 29, : méme figure que la figure 29 mais pour des cas de figures différents. a)
Sundamys muelleri et b) Niviventer tenaster ne sont pas assignés malgré une probabilité
postérieure d’assignation élevée car la distance morphologique euclidienne qui les sépare de
la conformation moyenne est plus élevée que celle de I'individu de référence assigné
morphologiquement a ce groupe.



groupe sont de 0,789 et 0,990. En appliquant notre seuil, les nouveaux individus ne sont pas
assignés par I’outil. Cette non assignation se traduit visuellement par le fait que la sphére
rouge, qui matérialise 1’individu inconnu, n’est pas liée a la forme moyenne du groupe (voir
figure 31 a la page 62 verso, montrant le résultat d’une assignation) mais reste isolée dans
I’espace des conformations (figure 29a).

D’autre part, afin de ne pas influencer les fonctions discriminantes, I’individu que
I’utilisateur souhaite identifier est projeté dans 1’espace discriminant. Si I’outil se borne a
donner simplement les résultats bruts de I’analyse discriminante, alors les données de
I’utilisateur sont associées au groupe connu qui posséde la probabilité postérieure
d’assignation la plus grande sans tenir compte de la distance de Mahalanobis (celle-ci sépare
I’individu de la conformation moyenne du groupe). Dans ces conditions des individus
d’especes non représentées dans le jeu de données de référence peuvent étre facilement
assignés a des especes de reférence. Une limite a la distance de Mahalanobis séparant
I’individu inconnu et la moyenne a donc été définie : celle-ci doit étre inférieure a la distance
maximale du dernier individu correctement assigné morphologiquement dans le groupe
mitotypique consideré. La figure 29b représente cette situation pour deux mitotypes non
références. L'un est un individu appartient au mitotype Sundamys muelleri (1) et I’autre est un
individu appartenant au mitotype Niviventer tenaster (2) espece morphologiquement proche
de N. huang. Si aucune contrainte n’est fixée, ces individus sont assignés respectivement aux
mitotypes B. bowersi et N. huang avec des probabilités postérieures élevées, (respectivement
0,999 et 1). Pourtant, la distance de Mahalanobis les séparant de la conformation moyenne est
supérieure a la distance maximale du groupe de référence, et leur assignation au groupe n’est
donc pas réalisée par 1’outil (pas de lien entre I’individu inconnu et la forme moyenne du

groupe).

Gréce a I’'une ou I’autre des valeurs seuil définies, 1’outil n’a pas donné d’assignation
pour I’ensemble des especes absentes du jeu de données de référence excepté pour trois
individus qui appartiennent respectivement aux mitotypes M. rajah, M. hylomyoides, N.
fulvescens. Les deux premiers individus ont été identifiés comme appartenant a I’espece M.
surifer et le troisieme a I’espéce N. huang. D’autre part, 1’outil a assigné, pour divers
mitotypes (R. exulans, B. indica, B. savilei, B. bowersi, M. caroli) deux individus avec succes.
Les seuils fixés n’entravent donc pas 1’identification d’individus nouveaux mais appartenant a
des especes référencées.

En revanche, la contrepartie des contraintes sur I’identification des individus inconnus
est qu’elles abaissent trés fortement la tolérance de I’outil a la variance induite par un
utilisateur lorsque celui-ci soumet un individu appartenant a un mitotype de référence. En
effet 1’utilisateur novice, au travers de [’erreur qu’il génére, soumet une estimation
approximative de la conformation du crane. Les seuils que nous avons poseés interdisent alors
I’assignation de I’individu. Ainsi les données brutes fournies par un utilisateur novice qui
apportent une variance importante et celles partiellement corrigées (voir chapitre C8.4) ne
permettent plus I’assignation des individus soumis par ’utilisateur & leur groupe mitotypique.
Seules des donneées produites par un utilisateur parfaitement entrainé (chapitre C8.4 et tableau
12) permettent une assignation des individus
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D1.3. Discussion

Les seuils précédemment définis permettent de limiter les erreurs d’assignation
d’especes inconnues aux individus ayant a la fois une trés forte probabilité d’assignation a un
groupe de référence et une distance de Mahalanobis inférieure ou égale a la plus grande
distance des individus correctement assignés morphologiquement a ce mitotype. Ces erreurs
sont liées a des individus qui se trouvent dans les zones de recouvrement phénotypique des
especes et pour lesquels il serait, de toute fagon, impossible de trancher a I’aide de la
morphologie. C’est 1a la limite de 1’outil d’identification morphologique. Cette limite ne
pourrait étre levée que via l’intégration de nouveaux éléments du squelette et reléverait
probablement d’analyses au cas par cas, ce qui dépasse le cadre de ce mémoire, et de sa
philosophie, a savoir la mise en ceuvre d’un outil a la disposition du plus grand nombre. Cette
limite ne s’applique par ailleurs probablement que pour un nombre trés limité de situations
réelles.

L’¢étude menée sur des mitotypes non représentés dans 1’échantillonnage de référence
montre que certains d’entre eux peuvent étre confondus avec des espéces lui appartenant.
C’est le cas d’un individu appartenant au mitotype M. hylomyoides qui provient de Sumatra et
ne se rencontre pas sur la zone d’étude. C’est également le cas d’un individu appartenant a
I’espéce M. rajah, espéce sundaique qui se rencontre seulement dans 1’isthme de Kra en
Thailande. La confusion entre les deux especes sera a signaler aux utilisateurs qui devront
utiliser I’outil moléculaire pour distinguer ces especes
(http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea). N. fulvescens se rencontre lui aussi en
Thailande mais il est inféodé aux massifs karstiques et n’a été échantillonné a ce jour que
dans la province de Kanchanaburi a I’ouest du pays (Latinne, 2012a, Balakirev et al., 2011).
La encore I’utilisateur devra utiliser 1’outil moléculaire pour distinguer ces espéces dans ces
régions. Pour les mitotypes présents dans le jeu de données, les résultats préliminaires sont
tres encourageants. Néanmoins, des essais seront poursuivis pour tester 1’outil avec des
individus supplémentaires de mitotypes appartenant a 1’échantillonnage de référence. L outil
s’est montré informatif concernant I’appartenance éventuelle d’un mitotype inconnu du jeu de
données de référence a un genre connu de celui-ci. Ainsi si des individus appartenant a des
mitotypes tels que R. rattus, R. andamanensis ou R. tiomanicus ne sont pas assignés par
I’outil, on observe que les probabilités postérieures d’assignation non nulles a des mitotypes
du genre Rattus (figure 29a) laissent a penser que I’animal est susceptible d’appartenir a ce
genre. Ces informations phénétiques doivent cependant étre prises avec une valeur relative car
il est établi que les homoplasies (convergence, réversion) sur les caracteres morphologiques
sont courantes (Zelditch et al., 1995).

Enfin les seuils que nous avons determines et qui permettent d’éviter 1’identification
erronée d’espéces qui ne sont pas présentes dans le jeu de données de référence obligent
I’utilisateur a étalonner sa prise de données sur celle de I’Opr s’il souhaite obtenir une
assignation par 1’outil d’identification.
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D2. Schéma de principe de ’outil

La figure 30 schématise le fonctionnement de ’outil qui est détaillé dans les paragraphes
suivants. Chacun des trois modules correspond a une interface web programmée en langage
Java Script qui permettra I’entrée de données et 1’affichage de résultats. Les données de
I’utilisateur seront alors traitées et comparées au jeu de données de référence a I’aide de
scripts rédiges en langage R et développés dans le présent travail.

D2.1. Premier module : interface de correction de la lentille et de traitement
de l'image

Les appareils photographiques corrigés par 1’outil d’identification sont ceux dont les
caractéristiques optiques sont contenues dans la base de données PTlens (Annexe III).
L’utilisateur sera invité a télécharger les photos de(s) I’individu(s) a identifier au format .zip
ou .rar puis a sélectionner les références de la lentille qu’il a utilisée pour faire les prises de
vue. La distorsion cylindrique de I’image sera alors corrigée et un fichier compressé lui sera
renvoyé. Ce module permettra également la modification de certains parametres élémentaires
des photos, tels que son orientation, sa taille, son contraste, sa lumiére ou sa transformation en
négatif. Ces transformations sont utiles pour augmenter la précision du placement des points
homologues par I’utilisateur. D’apres les tests réalisés lors du présent travail (données non
montrées), I’effet de la lentille n’est pas une part prédominante de I’effet « opérateurs » si des
appareils de type reflex sont utilisés. Cependant, I’ensemble des appareils du marché ne
pouvant étre testé, il est conseillé d’utiliser un matériel optique pouvant faire 1’objet d’une
correction.

D2.2. Deuxieme module : entrainement de [ 'utilisateur (test de répétabilité)

Dans un deuxieme temps I’utilisateur sera dirigé vers le module d’entrainement a la
digitalisation. L’interface sera la méme que celle utilisées pour la digitalisation et la
soumission de points homologues placés sur les individus & identifier. L’utilisateur sera invité
a comparer sa digitalisation a celle de I’opérateur de référence pour le calcul de I’effet
« opérateurs ». Il est libre d’accepter ou de passer a I’étape suivante mais sera informé que, Si
tel est son choix, I’outil ne sera certainement pas capable d’assigner les individus qu’il
propose a une espece de référence. Si ’utilisateur accepte la comparaison, il se verra proposer
un jeu de 68 photographies de crénes de référence en vue ventrale sur lesquelles il devra
digitaliser une configuration de points homologues (la configuration de points simplifiés
établie au paragraphe C 6.2.2 et visualisée a la figure 25b). Ce jeu de données sera composé
des deux vues répliquées de deux individus appartenant a chacune des 17 espéces en présence.
L’utilisateur pourra digitaliser les vues directement sur I’interface web ou télécharger un
fichier compressé contenant les photos et un fichier au format TPS vierge référengant les
prises de vues dans un ordre aléatoire. Ce fichier et les photos associées permettront a
I’utilisateur de produire un jeu de données qui pourra étre comparé a son réplicat dans le jeu
de données de référence. Une fois le jeu de données soumis (fichier TPS rempli), 1’outil
calculera la répétabilité du placement des points homologues d’un opérateur a 1’autre. Un
tableau présentera 1’effet « opérateur » (ligne en gras du tableau 12; pour la taille sur la
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premiére ligne et pour la conformation sur la seconde) pour chaque opérateur en colonne (Opr
et utilisateur). Si I’effet « opérateurs » est supérieur a 1’effet Opr avec une tolérance de 15,5%
(marge calculée en fonction des résultats de I’utilisateur entrainé au tableau 12), alors la
valeur correspondante dans le tableau s’affichera en rouge et la représentation des patrons de
différence entre ’utilisateur et I’Opr sera affichée afin de permettre a 1’utilisateur d’identifier
rapidement les points placés differemment. Il sera alors invité a corriger sa digitalisation et
sera aidé en cela par la possibilité qui lui sera offerte de visualiser des photos digitalisées par
I’Opr. Un nouveau jeu de données aléatoire et son fichier TPS vierge correspondant lui sera
alors fourni pour réaliser une nouvelle évaluation de la digitalisation qu’il produit.

Si ’erreur « opérateurs » est limitée a un niveau proche de celle de 1I’Opr (toujours
avec 15,5% de tolérance), alors I’utilisateur sera invité a soumettre ses propres individus
I’outil d’identification.

D2.3. Deuxieme module : digitalisation d’un individu inconnu (test de
reproductibilité)

Pour I’identification d’un individu inconnu, 1'utilisateur sera invité a télécharger une
premiere photographie (ayant été au préalable corrigée a 1’étape 3 par le module 1) et a
digitaliser la configuration de points correspondant a la vue choisie. Si des données sont
manquantes, I’utilisateur devra étre en mesure de le signaler par un symbole « NA » (pour
«non available » en anglais) a I’emplacement supposé du point correspondant. Les
configurations comprenant plus d’un point « NA » (soit deux coordonnées) seront refusees.
Dans le cas contraire la donnée manquante sera calculée (chapitre A3). Une fois la premiére
conformation soumise a ’outil, une seconde prise de vue du méme individu sera demandée.
Cette seconde prise de vue permettra de tester la reproductibilité de la production de données
par I’utilisateur. La reproductibilité est une mesure de la répétabilité mais qui prend
également en compte le placement du crane et de I’appareil photographique. Le calcul de
I’erreur intra-utilisateur pour la taille et la conformation sera réalisé pour la taille et la
conformation. Si I’erreur de mesure est supérieure a I’erreur générée par 1’Opr (avec un seuil
arbitraire de 5%) alors ’utilisateur sera invité a relire les instructions de placement des cranes
lors de la prise de vue et & recommencer 1’étape de digitalisation avec de nouvelles
photographies corrigées du crane. L’utilisateur pourra choisir d’ignorer cette nouvelle alerte et
soumettre I’individu a I’identification tel quel.

D2.4. Deuxieme module : assignation de [’individu inconnu

L’individu inconnu est projeté dans 1’espace des conformations en multipliant ces
coordonnées Procrustes par les vecteurs propres calculés a partir des individus de référence.
Ces coordonnées dans 1’espace discriminant sont calculées par 1’intermédiaire des fonctions
discriminantes calculées sans lui et la robustesse de 1’assignation est testée par Jackknife.
L’individu est alors assigné a un groupe en tenant compte des seuils fixés au chapitre D1, a
savoir une probabilité postérieure minimale et une distance de Mahanalobis maximale au
groupe d’affection.
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Figure 31 : Sortie dynamique et interactive de 1’outil d’identification pour la vue ventrale du
crane. Le crane inconnu (sphére rouge) est 1ié a son mitotype d’assignation, B. bowersi, par
une ligne représentant la distance de Mahalanobis. Les probabilités postéricures d’assignation
a chaque espéce, obtenues sont affichées en dessous. Chaque sphére, qui représente la
conformation moyenne pour chaque espéce, est liée dynamiquement a la fiche espece
correspondante du site de Ceropath.



D2.5. Troisieme module : affichage du résultat

Le résultat est affiché sur le navigateur de [’utilisateur sous la forme d’une
représentation tri-dimensionnelle des trois premic¢res composantes de 1’espace des
conformations (figure 31).

L’animal inconnu est représenté par une sphére de couleur rouge. Les autres spheres de
méme taille, dont la couleur correspond aux genres taxonomique de I’échantillonnage de
référence, représentent la forme moyenne de chaque espéce. Les individus de référence sont
quant a eux représentés par des spheres plus petites avec une transparence plus marquée. La
représentation des individus donne une idée de la dispersion des données autour de la valeur
moyenne. Ces sphéres (espéces ou individus) sont interactives et offrent des liens dynamiques
vers les pages du muséum virtuel du site internet du programme CERoPath correspondant aux
especes (a titre d’exemple http://www.ceropath.org/rdbsea/species/bandicota indica) ou aux
individus (http://www.ceropath.org/rdbsea/individual/l0142). La valeur de la probabilité
postérieure d’assignation de 1’individu inconnu a chaque groupe est affichée a la suite du nom
de chaque espece (figure 29 a et b et figure 31). Ces valeurs sont synthétisées par espece dans
un tableau qui s’affiche sous le graphique. Un dessin est positionné a droite de I’écran et
presente la configuration de points homologues étudiée. Si I’animal est assigné a un groupe de
référence, alors son assignation est matérialisée par une ligne solide qui le lie a son groupe
d’affectation (figure 31). Dans I’exemple fourni par la figure 31, I’individu est assigné a
I’espéce B. bowersi avec une probabilité postérieure d’assignation de 1. Dans le cas ou
I’individu n’est pas assigné par I’outil, la sphére représentant I’individu ne sera reliée a aucun
groupe par une ligne solide comme c’est le cas pour les exemples représentés a la figure 29.

D2.6. Choix de la structure étudiée

La vue ventrale du crane est la seule a offrir une assignation au genre qui est sans
équivoque. Aussi, cette vue sera la premiére utilisée pour ’identification afin de déterminer
avec précision le genre de I’animal étudié. Si I’individu soumis a 1’outil appartient a une
lignée mitochondriale non contenue dans 1’échantillonnage de référence ou si I’utilisateur ne
souhaite pas conformer sa prise de données a celle de 1’Opr, I’individu ne sera généralement
pas assigné a un groupe mais les probabilités postérieures peuvent le renseigner sur son
appartenance a un genre (voir le chapitre D1).

Cette identification pourra étre complétée par une identification a partir de la face
dorsale, notamment pour le genre Leopoldamys et par des identifications sur les hémi-
mandibules externes pour le genre Bandicota, comme nous avons pu le voir plus haut. Dans
ce cas, I’opérateur pourra reprendre toutes les étapes de 1’identification et tester la répétabilité
et la reproductibilité du placement des points homologues s’il le souhaite. Cependant, pour les
hémi-mandibules, 1’échantillonnage de référence n’est pas complétement finalisé et nous
avons conscience qu’un effort d’échantillonnage supplémentaire devra étre réalisé avant de
proposer ce service.
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D3. Discussion : limites et ameéliorations possibles de I’outil, conseils de mise
en ligne

D3.1. Limites liées a la conformation moyenne

Pour étre comparées entre elles, les conformations ont été ici superposées a la
conformation moyenne ou consensus. Aussi le jeu de données utilisateur influence-t-il le jeu
de données de référence lors du calcul du consensus. Or, ce dernier est pris comme référence
lors de la superposition et comme origine lors de la projection dans 1’espace euclidien. Le jeu
de données de référence comprend 660 individus, ce qui implique une influence trés limitée
de I’ajout d’une morphologie nouvelle sur le calcul de la forme moyenne. Au contraire, la
soumission de nombreux individus simultanément pourrait influencer la conformation du
consensus de facon non négligeable et, dans certains cas, modifier le résultat de 1’analyse.
Autrement dit il est souhaitable que I’analyse des cranes a identifier se fasse individu par
individu, de facon a influencer la reconstruction du consensus au minimum. Cette contrainte
n’interdit pas la soumission par I’utilisateur de jeux de données importants mais elle ralentira
le traitement (voir paragraphe D3.4.2). Ce traitement pourra cependant étre accéléré (voir
paragraphe D3.5)

D3.2. Limites de présentation du résultat

L’espace des formes (celui des individus dans I’ACP) a été choisi par défaut pour
présenter les resultats plutot que ’espace discriminant. En effet, dans 1’espace des formes
calculé a partir des variables de conformation et du logarithme népérien de la taille centroide
les relations qui lient les individus sont linéaires et les distances sont cartésiennes
(Mitteroecker et al., 2013). Au contraire, I’espace discriminant est déformé, ce qui rend les
distances de Mahalanobis plus difficiles & interpréter visuellement. Ainsi, dans 1’espace
discriminant, I’ordination d’un individu ne correspond pas directement a sa morphologie
cranienne, alors que cela est le cas dans I’espace des conformations. De ce fait, 1’affichage des
résultats dans 1’espace discriminant pourrait induire 1’utilisateur en erreur sur la proximité
relative des morphologies qu’il observe.

Toutefois la représentation des trois premiéres composantes de 1’espace des formes
(92% de la variance totale) peut emmener 1’utilisateur a penser que certaines especes proches
morphologiquement, comme celles du genre Rattus, ne sont pas correctement discriminées
par I’analyse. Le module d’affichage du résultat devra donc laisser I’opportunité a 1’utilisateur
de visualiser le résultat sur des composantes principales de plus haut rang ainsi que dans
I’espace discriminant.

D3.3. Limites liées a l’échantillonnage partiel des especes de la zone
d’étude

L’échantillonnage, toujours en cours, devrait apporter de nouvelles espéces censées
(ou non) étre presentes dans la zone, ainsi que de nouvelles informations sur la variabilité
géographique de leur morphologie. Ces nouvelles données devront étre intégrées a 1’outil au
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fur et a mesure de leur collecte. Bien entendu, un groupe de référence nouveau ne peut étre
ajouté sans influencer en profondeur I’ensemble de I’espace discriminant (Macleod et al.,
2007). Aussi I’ajout d’individus devra-t-il s’accompagner d’une nouvelle démarche
d’optimisation des configurations et du choix du nombre de composantes de conformation a
conserver pour réaliser 1’analyse discriminante. De méme, de nouveaux seuils d’assignation
devront étre définis.

D3.4. Limites liées a la reproductibilité des donnees

La reproductibilité des données d’un opérateur a I’autre est le talon d’Achille de la
morphométrie géométrique, ce qui a constitué jusqu’alors un frein fondamental au
développement d’outils automatisés d’identification.

D3.4.1. Les solutions avancées dans la littérature

Des outils web services d’identification basés sur la morphométrie géométrique ont déja
vu le jour. La solution détaillée dans ce travail au probléme de 1’effet « opérateurs » propose
une solution originale a la comparaison de jeux de données morphométriques constitués
indépendamment (voir Dujardin et al., 2010 ; Arngvist et Martensson, 1998 ; Rasmussen et
al., 2003). Les outils d’identification basés sur la morphométrie géométrique développés
jusqu’alors ont traité 1’effet « opérateurs » par d’autres méthodes que celle proposée ici. Le
systeme expert ApiClass (http://apiclass.mnhn.fr/, visité le 23/10/2013) permet d'identifier les
lignées et les sous-espéces d'ouvriéres de I’abeille domestique Apis mellifera a partir d'images
d'ailes proposées par les utilisateurs. ApiClass effectue des mesures et renvoie l'identification
la plus probable des ouvrieres. Dans ce cas, un systeme de détection automatique des points
homologues indépendants de tout effet « opérateurs » a été développé. Ces systemes sont
généralement basés sur la détection automatique des contours a partir des valeurs de gris des
pixels de la photo (Rohlf, 1990 ; Tofilski, 2007 ; Palaniswamy et al., 2007 ; Claude 2008)
ainsi que de la detection de la nervation des ailes par le tracé des contours et la linéarisation
de ceux-ci par squelettisation (Rohlf, 1990). Ils sont adaptés a des structures fortement
contrastées, typiquement des ailes d’insectes hyalines photographiées sur fond blanc et
possédant une nervation noire (voir http://drawwing.org/). Pour I’étude des rongeurs, la mise
en place de tels modules de placement automatique de points homologues parait n’étre encore
qu’une perspective lointaine car les points homologues situés a I’intérieur des structures
étudiées sont placés sur des fonds faiblement contrastés et la moindre imperfection dans la
préparation du crane (ex .morceau de cartilage ou de tendon restant attaché a 1’os aprés
préparation) nécessite 1’expertise de 1’ceil humain pour pouvoir étre prise en compte. Pour les
hémi-mandibules qui ne présentent pas (ou peu) de point interne, une approche de détection
automatique et d’analyse de contour pourrait toutefois étre envisagée a I’avenir. Un autre outil
d’identification basé sur la morphométrie géométrique, le package CLIC (Dujardin et al.,
2010) est destiné a identifier les insectes d’intérét en entomologie médicale. Il propose
d’¢éliminer I’effet utilisateur en fournissant a celui-ci les photographies d’ailes d’insectes de
référence précisément identifiées et une suite de logiciels pour I’assister dans 1’analyse.
L’utilisateur doit ensuite digitaliser ce jeu de photographies et y inclure Ses propres
échantillons. Cette méthode est radicale puisque 1’effet inter-utilisateur est éliminé mais une
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telle démarche apparait difficilement envisageable pour des jeux de données importants tel
que le nétre ou la digitalisation de 1320 photographies par 1’utilisateur (pour chacune des vues
craniennes et le double pour les vues des méchoires) rendrait I’outil indigeste, voire
totalement repoussant.

D3.4.2. La solution proposeée ici et ses limites

Pour étre véritablement opérationnel, utilisable et utilisé par le plus grand nombre, un
outil web service se doit d’étre rapide, précis et convivial. Notre outil est raisonnablement
rapide puisqu’une identification s’effectue en 30 secondes une fois les données fournies a
Ioutil (mais voir paragraphe D3.5). 1l possede une bonne précision avec 98%
d’identifications congruentes avec 1’identification réalisée a partir d’un géne mitochondrial.
La présentation du résultat, interactive et en trois dimensions est conviviale et attractive. Elle
permet en outre des liens dynamiques avec la présentation illustrée des especes concernées
ainsi que vers les photos des cranes de référence, ce qui permet a I’utilisateur de porter un
regard critique sur son identification. Enfin, cet outil est innovant dans le domaine de la
morphométrie car il permet de distinguer les deux sexes ainsi que toutes les classes d’age des
especes étudiées, ce qui est rarement le cas pour ce genre d’outils.

Le défaut principal de cet outil est le temps d’entrainement que 1’utilisateur doit
consacrer a son utilisation et la rigueur qu’il doit observer pour parvenir a une identification
fiable. A I’inverse de la collection d’images CLIC (Dujardin et al., 2010), I’ensemble de
I’échantillonnage de référence n’est pas a digitaliser a nouveau par I’utilisateur. Néanmoins,
pour s’assurer de la reproductibilité des données entre utilisateur et Opr, au minimum
soixante-huit photos par vue étudiée seront a digitaliser. A titre indicatif, ce travail prend entre
une demi-journée et une journée suivant le niveau de I’utilisateur. Mais cette opération peut
étre a repéter plusieurs fois si la variance introduite par 1’utilisateur est trop importante et
excéde les contraintes imposées par I’outil pour parvenir a une identification fiable.
L’utilisateur est toutefois laissé libre d’utiliser 1’outil sans s’entrainer préalablement. Dans ce
cas, il n’y aura certainement pas d’assignation de I’individu a un groupe de référence, mais les
valeurs des probabilités postérieures d’assignation a chacun des groupes pourront malgré tout
le guider pour savoir a quel genre taxonomique appartient le crane de 1’animal qu’il a soumis
a I’outil. Ce mode « dégradé » d’utilisation de I’outil pourrait convenir a I’usage d’utilisateurs
occasionnels. L’investissement en temps d’entrainement que suppose 1’utilisation de 1’outil
pour parvenir a une assignation ne devrait pas cependant étre un frein a 1’utilisation de celui-ci
par un public plus averti et possédant des jeux de donnees conséquent a identifier (ex.
responsables de collections de Musée d’Histoire Naturelle, scientifiques et experts).

D3.5. Perspectives

Dans la version actuelle de I’outil, les données utilisateurs sont utilisées pour calculer la
forme moyenne afin de minimiser les résidus Procrustes. Cette procédure force 1’outil a
effectuer la superposition de 661 configurations de crane a chaque interrogation. Elle ne
permet pas un temps de traitement inférieur a 30 secondes par échantillon. Le temps de
traitement deviendra vite important si de nombreuses identifications sont requises. L outil doit
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donc évoluer pour étre en mesure d’accepter 1’identification simultanée d’un grand nombre
d’individus. Une premiére évolution consisterait par exemple a utiliser la conformation
moyenne de 1’échantillonnage de référence comme consensus. La conformation utilisateur
serait alors directement alignée sur celle-ci. La proximité des conformations étudiées rendrait
possible cette modification sans que cela n’influence trop fortement les résidus Procrustes
pour I’individu soumis par 1’utilisateur au point d’en modifier 1’assignation a un groupe de
référence. Dans ce cas, la superposition du jeu de données de référence serait effectuée une
fois pour toute. Ainsi 1’outil superposerait la conformation de I’individu de I’utilisateur sur un
bloc de conformation pré-superposé et la procédure serait quasiment instantanée. L’outil se
révelerait alors capable de traiter 1’identification de plusieurs milliers d’individus les uns
apres les autres en des temps tres brefs. Le troisieme module qui présente les résultats devra,
dans le cas d’identifications multiples, présenté 1’ensemble des résultats a I’aide d’identifiants
uniques pour chaque individu soumis par 1’utilisateur. Les individus seront projetés dans
I’espace des conformations et un tableau des probabilités postérieures d’assignation pour
chaque individu sera fourni avec un code couleur qui visualisera 1’assignation de 1’individu a
un groupe de référence.

La réduction du temps d’entrainement de I’utilisateur est un point central dans
I’amélioration de 1’outil car elle conditionne son utilisation et la possibilit¢ d’améliorer
I’identification en collectant I’information sur plusieurs vues et plusieurs structures. La
digitalisation de la vue ventrale du crane de I’animal permet une assignation au genre non
ambigle. Si le temps d’entrainement de 1’utilisateur était réduit, cette assignation pourrait,
dans un second temps, étre améliorée par l’utilisation de la vue dorsale du crane. Cette
démarche serait pertinente pour affiner 1’identification au sein du genre Leopoldamys et pour
I’espece R. sakeratensis (voir paragraphe C5.3). Une autre amélioration possible, si le temps
de digitalisation était réduit, serait d’assembler I’information portée par les deux faces du
crane et éventuellement celle des hémi-mandibules (en tenant compte de la redondance
apportée par des points communs sur les différentes vues) dans une matrice unique de
caractéres afin d’augmenter le pouvoir discrimant de 1’analyse.

L utilisation de la symétrie bilatérale du crane permet de réduire le nombre de points a
digitaliser par 1’utilisateur ce qui permet un gain de temps non négligeable notamment lors de
son entrainement. Des tests préliminaires effectués sur le jeu de données de référence
montrent une tres légere diminution du pouvoir discriminant (moins 0,2%) lorsque 1’on
symétrise les conformations. Cette diminution du pouvoir discriminant est liée a la taille de
I’échantillonnage de référence. Elle devrait disparaitre pour un échantillonnage plus étendu du
jeu de données de référence. Cependant la faible dégradation du taux d’assignation est a
mettre en relation avec le gain de temps réalisé qui est proche de 50% lors du placement des
points.

Nos résultats préliminaires montrent que les hémi-mandibules sont généralement moins
informatives que les vues cranienne. Elles sont cependant, dans certains cas la seule
information disponible pour identifier les espéces. Cela est par exemple le cas lors de 1’étude
des restes osseux dans les pelotes de réjection des rapaces nocturnes.
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Un autre développement possible serait I’automatisation de la prise de données sur les hémi-
mandibules. L’extraction automatisée de I’information sur cette structure est en effet plus
aisée que sur le crane car elle est essentiellement localisée sur son contour. Des méthodes
pour extraire automatiqguement cette information existent mais font appel a des techniques
d’analyse d’image non abordées dans le présent travail. La prise de données sur le contour du
crane pourrait ¢galement ¢&tre partiellement automatisée a 1’aide de pseudo-points
homologues. Le temps de digitalisation serait alors réduit au placement des points
homologues internes de la structure et I’erreur ‘opérateurs’ fortement diminuée.

Le second module de l’outil, qui permet I’entrainement de [I’utilisateur pourrait
¢galement étre [’objet du développement d’un outil propre. L’encadrement de [I’effet
« opérateurs » a en effet toute sa pertinente dans une plate-forme de morphométrie ou un
muséum d’histoire naturelle dans lesquels les opérateurs peuvent étre nombreux et les jeux de
données disparates. En effet si chaque utilisateur est entrainé pour que son jeu de données soit
comparable aux jeux de données produits par les opérateurs I’ayant précédé et que les
données sont stockées dans une base de données dans laquelle chaque point homologue est
identifié par un identifiant unique, alors il devient envisageable d’assembler des jeux de
données originaux en fusionnant les jeux de données provenant d’opérateurs multiples dans
I’objectif de réaliser des méta-analyses. La production de données en morphométrie
géométrique, comme dans d’autres disciplines, est un travail de longue haleine et ce type
d’outils permettant d’assurer leur standardisation pourrait se révéler extrémement précieux
pour accroitre la productivité des plateaux techniques de morphométrie.
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Deuxieme partie

Complémentarité des approches moléculaires et
morphomeétriques :

Délimitation d’espéces et appréciation du role de
I’environnement sur la variabilité morphologique inter-
specifique.
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La systématique est la discipline qui a pour but de découvrir, d’identifier, de classifier et
d’interpréter la diversité biologique. Sous ce terme genérique de systématique, est inclu ici la
taxonomie qui décrit, nomme et classe les taxons et la phylogénie qui étudie 1’histoire
évolutive des taxons. Ces deux disciplines ont un objectif commun qui est de parvenir a une
classification stabilisée. Des progres techniques importants ont été réalisés au cours de la fin
du vingtieme siécle pour I’étude des organismes que ce soit sur le plan moléculaire
(systématique moléculaire et génomique), ou pour la description du phénotype (morphométrie
géométrique). La systématique intégrative propose de croiser ces approches a la lumiere des
avancées conceptuelles (cladistique), pour affiner la classification du vivant et comprendre
les différences entre organismes dans le cadre conceptuel de la biologie évolutive. L’intérét
d’une démarche de systématique intégrative sur les modeles rongeurs a ét¢ démontrée pour
différents groupes africains, notamment pour les genres Praomys, Myomys et Mastomys
(Denys et al., 2003 ; Lecompte et al., 2003, 2005a, 2005b). Cette méthode a servi de base
pour la mise en place d’outils d’identification performants pour le genre Mastomys (Lecompte
et al., 2005b). Lors de nos programmes de recherche en Asie du Sud-Est, centrés sur 1’étude
des interactions rongeurs/parasites/milieux, nous avons souhaité suivre une démarche
équivalente (Chaval et al., 2010) afin de clarifier la systématique des especes. L’approche
cytotaxonomique s’est avérée peu informative a ce sujet et pour la zone étudiée (Badenhorst
et al., 2009), alors que les études moléculaires et morphomeétriques (voir introduction et Partie
1) font apparaitre les limites de 1’utilisation des mitotypes pour délimiter les taxons. Dans
cette partie, le statut taxonomique des mitotypes R. tanezumi et R3 sera discuté en croisant les
résultats moléculaires, ceux de morphomeétrie traditionnelle appliquée aux mesures externes
(Pages et al., 2013) et ceux de morphométrie geométrique sur la vue ventrale du crane car elle
est celle qui possede le pouvoir discriminant le plus élevé pour ce jeu de données (voir partie
1).

Dans un second temps, la diversité biologique observée sera interprétée, a 1’échelle de la
tribu des Rattini, en testant 1’existence de corrélation entre 1’évolution du phénotype et
I’environnement en tenant compte de la phylogénie. Les phénotypes observés sont en effet
influencés par I’histoire évolutive commune entre les taxons actuels et leur adaptation a leur
environnement (Caumul et Polly, 2005). En considérant que I’histoire évolutive des taxons
étudiés est fidele a la phylogénie moléculaire de la tribu des Rattini établie par les travaux de
Pages et al. (2010) et en utilisant celle-ci pour reconstruire 1’histoire des morphologies
craniennes d’un jeu de données comportant les mémes taxons, nous pourrons tester le réle de
I’environnement sur la disparité morphologique observée chez les Rattini en Asie du Sud-Est.

1. Une approche intégrative pour définir les limites d’especes : le
cas des mitotypes R. tanezumi et R3 sensu Pageés et al. (2010, 2013)

1.1. Présentation de ['article: « discordance cytonucléaire parmi les rats
noirs du sud-est asiatique (complexe d’espéce Rattus rattus) », Pages et al.
(2013)

L’étude phylogénétique de la tribu des Rattini en Asie du Sud-Est basée sur le
séquencage de genes (Pages et al., 2010), a permis d’identifier deux clades mitochondriaux
pour I’espéce nommée sur le terrain Rattus tanezumi. L’un de ces clades (R2 dans les travaux
de Pageés et al., 2010) a été attribué a R. tanezumi et le second a été nommé R3. La distance
génétique (K2P) au niveau de I’ADN mitochondrial séparant les clades R3 et R. tanezumi est
relativement importante (5,72% pour la Cytochrome Oxydase | et 6,24% pour le Cytochrome b) et
R3 est le groupe frere de R. sakeratensis nommé R4 dans 1’étude de Pages et al. (Pages et al.,
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2010 ; voir la figure 3 de I’annexe I). La cytotaxonomie n’a pas permis de discriminer ces
deux clades mitochondriaux. En effet, le caryotype réalisé sur la lignée R3 (individu R4009,
données non publiées) entre dans la variabilité importante des caryotypes obtenus pour R.
tanezumi (Badenhors et al., 2009) et ne permet pas de certifier un isolement reproductif
potentiel entre les deux lignées (Dobigny, comm.pers.).

Il est alors possible d’expliquer la situation observée a I’aide de deux hypotheses.

La premiére hypothése est que les deux clades représentent deux espéces valides,
c’est-a-dire des espéces biologiques au sens de Mayr (1942). L’histoire évolutive des lignées
mitochondriales serait alors en accord avec 1’histoire évolutive des espéces. Dans ce cas R3,
mise en évidence sur des bases moléculaires, devra étre décrit sur des bases morphologiques
pour répondre a la définition phylogénétique de 1’espéce (Lecointre et Le Guyader, 2009).
Cette description permettra aux taxonomistes de rapprocher ce clade mitochondrial de 1’un
des quatre-vingt synonymes de 1’espéce R. tanezumi actuellement recensés dans la littérature
(Musser et Carleton, 2005). Cependant, si un tel rapprochement s’avere impossible, une
nouvelle espéce devra étre décrite pour ce clade. Ce scénario est plausible car I’histoire
évolutive des lignées mitochondriales est souvent représentative de 1’histoire évolutive
récente des especes (Hebert et Gregory, 2005). De plus, Musser et Carleton (2005a, p. 1491)
soulignent: «<More than one species may be present in our concept of R. tanezumi, but careful
taxonomic revision using morphological, chromosomal and molecular characters will have to
test such an hypothesis»;

La seconde hypothése est que les deux clades mitochondriaux, comme le suggére
I’identification de terrain et I’approche cytotaxonomique, ne représentent qu’une seule espece.
Dans ce cas, 1’espece est paraphylétique sur la base des marqueurs mitochondriaux et il
faudra essayer de comprendre les mécanismes évolutifs susceptibles d’expliquer la divergence
constatée entre [’histoire évolutive des lignées mitochondriales et celle de I’espeéce R.
tanezumi. Ce scénario est également plausible car de tels mécanismes (i.e. introgression ou tri
imparfait des lignées ancestrales) ont ét¢é documentés dans d’autres groupes taxonomiques
(Moritz and Cicero, 2005 ; Dasmahapatra and Mallet, 2006).

Pour tester ces hypotheses, les deux voies d’investigation indépendantes proposées par
Pageés et al. (2010) ont été conduites.

La premiére approche utilisée est basée sur la morphométrie externe traditionnelle et
I’étude des rapports de proportions ou log shape-ratio (présentée dans la partie 1). Cette étude
morphologique est présentée ici de fagon détaillée. Elle sera complétée par une étude
originale de morphométrie géométrique étudiant la forme des cranes en vue ventrale pour ces
deux clades mitochondriaux. Ainsi si le facteur mitotype influence significativement la
morphologie externe ou cranienne alors 1’hypothése de la présence de deux espéces distinctes
sera renforcée. Dans le cas contraire I’hypothése d’une incongruence entre I’histoire des genes
mitochondriaux et celle des espéces sera renforcée.

La seconde approche utilisée dans 1’é¢tude de Pages et al. (2013) est basée sur I’analyse
d’un géne nucléaire codant (le gene IRBP) et de marqueurs nucléaires neutres, tres variables,
les microsatellites. Cette analyse ne sera pas développée ici mais son objectif est de quantifier
les flux de génes nucléaires entre deux populations. Si les deux populations sont éloignées
génetiquement, cela signifie que les flux de genes sont interrompus. Cet isolement reproductif
est un marqueur de la spéciation biologique.
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1.2. Inférence de [’influence du mitotype sur la morphologie externe au sein
du genre Rattus par ['utilisation des log shape-ratio (travail inclus dans
[’analyse de Pages et al., 2013)

Matériel et méthode

Les mensurations externes comprenant les longueurs : téte-corps, queue, patte arriere,
oreille et téte (\VVoir Partie 1 paragraphe B3.1) d’un groupe d’individus identifiés a 1’aide de
leur séquence COlI et de ’outil web service
(http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea) et appartenant aux clades
mitochondriaux R. tanezumi (n=164 dont 69 femelles et 95 males) et R3 (n=164 dont 78
femelles et 86 males) ont été considérées pour réaliser cette analyse. Les animaux ont été
sexés a partir des caracteres sexuels primaires, les jeunes et les sub-adultes ont été exclus de
I’¢tude (voir la Partie 1 paragraphe B1.2 pour la détermination de I’age). La taille et la
conformation ont été estimées avec la méthode des log shape-ratio (Mosimann, 1970 ; voir
Partie 1 paragraphes C2.1, C3.2). Un estimateur de taille (la moyenne géométrique des
variables) et de conformation (le rapport entre le logarithme de chaque variable et I’estimateur
de taille) ont été calculés. Pour éviter les biais statistiques introduits par le calcul des log
shape-ratio (voir Partie 1 paragraphe C3.2), une analyse en composantes principales a été
réalisée et seules les composantes principales non nulles ont été retenues pour les analyses
statistiques. Un modéle linéaire expliquant la taille par le mitotype (2 modalités), le sexe (2
modalités) et la localité (9 modalités) de provenance des animaux a été construit.
L’échantillonnage n’étant pas équilibré entre les deux sexes au sein des especes, les sommes
des carrés de type Il ont été utilisées dans cette analyse de variance pour éviter les problemes
artéfactuels de corrélation entre facteurs. Un test post-hoc de permutation de Tukey a éte
appliqué pour connaitre 1’origine de la variation de taille en fonction des facteurs significatifs.
De méme, pour la conformation, un modéle linéaire multivarié a été construit sur les quatre
premiéres composantes de I’espace de conformation. L’effet du sexe, du mitotype et de la
localité d’échantillonnage des individus sur la conformation de leur corps a été étudi¢ a 1’aide
d’une analyse de variance multivariée. Comme ces comparaisons étaient multiples, une
correction de Bonferroni a été appliquée. La variation géographique des log shape-ratio et
de la taille a ensuite été explorée pour chaque sexe en utilisant des boites a moustaches avec la
longitude ou la latitude en abscisse. Les relations entre conformation et taille avec la longitude
et la latitude ont été estimées par une régression linéaire entre les conformations ou taille
moyenne et les localités.

Résultats

La taille des animaux varie de facon significative en fonction du sexe (F(1,303)=
31,25; p< 0,001) et des localités (F(8, 303)= 2,56, p= 0,010) mais pas des mitotypes (F(1,
303)= 0,17; p= 0,68). De plus aucune interaction entre ces facteurs n’a pu étre mise en
évidence ce qui montre que la taille des deux sexes varie de la méme facon quel que soit la
localité ou le mitotype consideré. Le test post-hoc de Tukey montre que les males sont
significativement plus gros que les femelles et que les individus de Kalasin (Thailande) sont
significativement plus gros que ceux de Mondolkiri (Cambodge) et Luang Prabang (Laos). La
longitude et la latitude n’expliquent pas significativement la taille des males (F(1,7)< 1,58, p>
0,24) ou des femelles (F(1,7)< 0,75, p> 0,41).

La conformation est significativement expliquée par le sexe (Pillai(1, 303)= 0,15,
p<0.001) et par les localités (Pillai(8, 303)=0,35, p < 0,001). Cependant I’appartenance a I’un
ou I’autre des mitotypes n’explique pas significativement la variance de la conformation du
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Figure 1: Evolution significative de la taille relative de certains traits dans la conformation
corporelle des animaux (R.tanezumi et R3). Allongement de la longueur relative de la queue
avec la latitude pour les males (a) et les femelles (b). Diminution de la longueur du pied
podtérieur des femelles avec I’augmentation de la latitude (c) et diminution de la longueur de

la queue des femelles avec I’augmentation de la longitude (d).
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Figure 2: Distribution géographique des monotypes échantillonnés dans I’article de Pagés et

collaborateurs (2013).



corps (Pillai(1, 303)= 0,021, p= 0,164). De plus aucune interaction entre ces facteurs n’a été
trouvée significative. Le corps a une forme plus allongée chez les méles que chez les femelles
(F(1,326)=31,2, p<0,001) mais les méles possédent des oreilles comparativement plus courtes
(F(1,326)= 18,04, p<0,001). La comparaison deux a deux pour les males révele que les
animaux de Krong Preah Sihanouk (Cambodge) sont significativement différents (p< 0,0014)
de ceux des autres localités, excepté de ceux de Champasak (Laos). On retrouve le méme
patron chez les femelles qui ont des conformations significativement différentes (p< 0,0014) a
Krong Preah Sihanouk par rapport aux autres localités, a I’exception de Champasak et
Mondolkiri. Les individus de Krong Preah Sihanouk ont des longueurs relatives de corps et
d’oreille supérieures aux autres individus mais des longueurs de queue relativement plus
courtes.

Les relations entre la conformation du corps des espéces et la géographie ont été
étudiées en comparant les variations morphologiques en fonction de la longitude et la latitude.
Pour les males, aucune relation significative n’a été observée entre les log shape-ratio et la
longitude (abs(t(7)) <1,88; p>0,10). La longueur relative de la queue des males augmente
avec la latitude (pente= 0,009, t(7)=4,56; p=0,003) mais aucun autre rapport de forme n’est
influencé par cette variable (abs(t(7)) <2,03; p>0,082) (figure 1a). Pour les femelles le rapport
de conformation de la longueur relative de la queue croit significativement (pente=0,010,
t(7)=5.03, p=0,002) et la longueur relative du pied décroit significativement (pente= -0,005,
t(7)= -2,42, p= 0,046) avec la latitude mais aucun autre rapport de conformation n’est
significativement corrélé avec la latitude (abs(t(7)) < 1,39, p> 0,21) (figure 1b,c). D’autre
part, pour les femelles, la longueur relative de la queue dans la proportion corporelle diminue
significativement avec la longitude (pente= -0,012; t(7)= -3,50; p=0,010) (figure 1d), aucun
rapport de forme n’est corrélé pour les femelles avec la longitude (abs(t(7)) < 2,19, p> 0,064).

Discussion

Les individus ayant des mitotypes différents ont des tailles et des proportions
corporelles similaires une fois les effets du sexe et de la localité d’échantillonnage enlevés. Le
sexe a eté montré comme influencant significativement la taille et la conformation des
animaux. Les méles sont plus gros et ont une morphologie différente des femelles avec une
forme de corps plus allongée et une oreille proportionnellement plus petite. Les animaux
difféerent en taille et conformation entre les localités et particulierement entre celle de Krong
Preah Sihanouk, la localité la plus au sud du Cambodge et les autres localités. Une variation
clinale du nord au sud des conformations a pu étre mise en évidence par la représentation en
boites a moustaches en fonction de la longitude et de la latitude qui montre que les animaux
du sud possedent une queue relativement plus courte que les autres animaux. Cette tendance
morphologique est a mettre en relation avec la variation géographique de la fréquence relative
de présence des deux mitotypes (figure 2). Le mitotype R. tanezumi est majoritairement
capturé au nord-est de la zone d’échantillonnage et les captures du mitotype R3 decroissent du
sud-est ou elles sont maximales vers le nord-est. L’attendu est que si ces mitotypes
possédaient une morphologie propre, la variation géographique des morphologies observées
devrait étre marquée d’un plateau lors du passage dans la zone d’hybridation. Or 1’évolution
morphologique est ici continue, ce qui suggere qu’il n’existe pas de zone hybride étroite entre
les deux mitotypes dans la zone échantillonnée ou que I’ensemble de I’échantillonnage est
réalisé de maniére quasi tangentielle a la zone hybride, auquel cas un tel cline pourrait étre
également observé. Un échantillonnage géographique plus étendu des deux mitotypes au
Vietnam, au Myanmar et dans la Province du Yunnan (Chine) permettrait de préciser
I’existence ou non d’une zone hybride.
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Conclusion

L’analyse de la taille et des proportions corporelles des animaux a permis de mettre en
évidence un effet du sexe et de la localité d’échantillonnage sur ces deux variables. Cependant
elle n’a pas permis de mettre en évidence des différences de taille et de proportions
significatives pour les deux mitotypes observés. Cependant, certains traits varient suivant un
cline du nord au sud, mais 1’analyse n’a pas permis de mettre en évidence une zone hybride
claire entre les deux mitotypes. Lorsque I’on s’intéresse a leur morphologie externe, les deux
mitotypes représentent donc une seule espéce ou bien ce sont des espéces cryptiques pour ce
marqueur.

1.3. Variation de la conformation cranienne en vue ventrale entre les deux
clades mitochondriaux R. tanezumi et R3 (analyse non publiée)

La morphométrie géométrique estimant les variations de forme du crane en vue
ventrale a un pouvoir discriminant trés supérieur a 1’analyse en log shape-ratio sur les mesures
externes (voir partie 1 chapitre C5). L’analyse de la morphologie externe a donc été
complétée par 1’analyse de la morphologie cranienne en vue ventrale en utilisant cette
méthode.

Matériel et méthode

Un groupe d’individus identifiés moléculairement a 1’aide de 1’outil web service
(http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea) et appartenant aux mitotypes R. tanezumi
(n= 38 individus parmi lesquels 17 femelles et 21 méles) et R3 (n= 34 individus dont 20
femelles et 14 males) a été considéré pour réaliser cette analyse (voir tableau 1 Partie 1). Ces
individus proviennent du Cambodge, du Laos et de la Thailande pour le mitotype R3 et du
Laos et de la Thailande pour R. tanezumi. La conformation de la vue ventrale du crane des
animaux a ¢été estimée a partir de photographies des cranes (voir Partie 1 pour 1’acquisition et
le traitement des données) sur lesquelles a été digitalisée une configuration comprenant 40
points homologues (voir annexe Ill). Chaque créne a été photographié et les points
homologues ont été digitalisés deux fois pour pouvoir estimer I’erreur de mesure. Les
conformations des individus et de leurs replicats ont alors été superposées en utilisant la
superposition généralisée Procrustes partielle (voir Partie 1 paragraphe Al.4.3). La taille
centroide a été utilisée comme estimateur synthétique de la taille des individus (voir Partie 1
paragraphe A1.4.3). Pour rendre compte de la conformation des cranes, les coordonnées
Procrustes des individus ont ¢été¢ synthétisées a 1’aide d’une analyse en composantes
principales sur les résidus Procrustes. Afin d’éviter toute redondance, quatre variables de
conformation ont été retirées de 1’analyse (voir Partie 1 paragraphe Al.4.3). Le pourcentage
d’erreur de mesure a été calculé pour la taille et la conformation des cranes, en suivant le
protocole de Yezerinac (Yezerinac et al., 1992 ; voir partie 1 paragraphe A2.2.3). Par la suite,
les configurations moyennes par individu ont été utilisées. Une analyse de variance de la taille
a été réalisée en utilisant comme facteurs explicatifs I’appartenance a I’'un des deux mitotypes,
I’age et le sexe des animaux. L’échantillonnage étant réduit a celui utilis€ pour la mise en
place de I’outil d’identification pour les deux mitotypes (soit 72 individus), I’effet de la
localité qui comporte un nombre important de modalités n’a pas été étudié ici. La variance de
la conformation des cranes sous I’effet des mémes facteurs (appartenance a I'un des deux
mitotypes, age et sexe des animaux) a été également inférée par une analyse de variance
multivariée réalisée sur les 60 premieres composantes principales de I’ACP de conformation.
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Tableau 1: analyse de variance de la taille des cranes en vue palatine des mitotypes Rattus
tanezumi et R3. Les variables explicatives étudiées sont 1’age, le sexe, le mitotype des
animaux et les interactions entre ces facteurs.

facteur Df Somme Moyenne Valeur de F Pr(>F)
des carrés Des carrés

age 2 38,09 19,046 86,556 <2x10-16***
sexe 1 1,91 1,910 8,674 0,00459**
mitotype 1 0,40 0,398 1,808 0,18381
sexe:age 2 0,08 0,041 0,187 0,82984
sexe:mitotype 1 0,08 0,084 0,383 0,53844
age:mitotype 2 0,38 0,189 0,859 0,45878
sexe:age:mitotype 2 0,91 0,453 2,057 0,13674
Residuals 60 13,21 0,220

Tableau 2: analyse de variance multivariée sur les composantes principales de conformation
des cranes en vue palatine des mitotypes Rattus tanezumi et R3. Les variables explicatives
¢tudiées sont I’age, le sexe, le mitotype des animaux et les interactions entre ces facteurs.

facteur Df (facteur) Pillai valeur de F Df Df (individus)  Pr(>F)
(num)
age 2 1,97632 2,7818 120 4 0,1630
sexe 1 0,99678 5,1630 60 1 0,3386
mitotype 1 0,99876 13,4034 60 1 0,2143
sexe:age 2 1,90076 0,6385 120 4 0,8123
sexe:mitotype 1 0,99242 2,1824 60 1 0,4989
age:mitotype 2 1,96078 1,6664 120 4 0,3367
sexe:age:mitotype 2 1,95712 1,5214 120 4 0,3771

Residuals 70




Pour les mémes raisons que pour la taille, I’effet localité n’a pas été pris en compte et une
seconde analyse sans tenir compte du sexe des animaux a aussi été réalisée.

Résultats

L’erreur de taille atteint 0,16% de la variance totale de taille et 1’erreur de
conformation 21, 7% de la variance de ce trait. L’erreur est dans les deux cas trés inférieure a
la variance inter-individuelle (99,84% de la variance pour la taille 78,3% pour la variance de
conformation) pour les deux traits.

La taille est expliquée logiquement par 1’age des animaux (F(2,60)= 86,556, P <2*10°
1E’) leur sexe (F(1,60)= 8,674, P = 0,0046) mais pas par I’appartenance a un mitotype
(F(1,60)= 1,808, P = 0,18). D’autre part, aucune interaction entre 1’age et le sexe ou/et le
mitotype et entre le sexe et le mitotype ne s’est avérée significative (tableau 1). La taille
¢volue donc de la méme maniere chez les deux mitotypes en fonction de 1’age et du genre des
individus. Un test post-hoc de Tukey montre que chaque classe d’age a une taille
significativement différente des autres et que les males sont plus gros que les femelles.

La conformation du crane des animaux n’est pas expliquée par leur sexe (Pillai (1,
60)= 0,10, p=0,34) ni par leur age (Pillai (2, 60)= 1,98, p=0,16) ni par leur appartenance a un
mitotype (Pillai (1, 60)= 0,10, p=0, 21) ni par les interactions entre 1’age et le sexe ou/et le
mitotype et entre le sexe et le mitotype (tableau 2).

Discussion

L’erreur de mesure est beaucoup plus ¢levée que lorsque le jeu de données de
référence de I’outil d’identification morphométrique est considéré dans sa globalité, que ce
soit pour la taille (0,16% contre 0,04%) ou pour la conformation des cranes (21,7 contre
11,6%). Cet accroissement de 1’erreur de mesure, par rapport a I’erreur présente dans le jeu de
données de référence, provient en partie du fait que la variance entre les mitotypes étudiés ici
est beaucoup plus faible que la variance inter-spécifique présente dans le jeu de données de
référence.

La taille est expliquée par 1’dge des animaux mais cela n’est pas le cas pour la
conformation de leur crane. Il n’y a donc pas de changement de morphologie en fonction de
I’age des individus. Cette isométrie de croissance est peu fréquente chez les rongeurs et
lorsque 1’on considere le jeu de données dans son ensemble (i.e. celui utilisé pour la mise en
place de I’outil d’identification), I’évolution de la conformation est affectée par 1’age des
animaux. Une hypothése pour expliquer la différence observée ici est un manque de
puissance de I’analyse de variance qui pourrait favoriser une erreur de type Il. Les animaux
sont divisés en deux sexes, deux mitotypes et trois classes d’age et les effectifs par classe
d’age sont relativement faibles (28 individus adultes, 26 sub-adultes et 17 jeunes). Le sexe des
rongeurs n’influence pas la conformation des cranes ce qui confirme les résultats trouvés pour
le jeu de données de référence de I’outil d’identification (Partie 1, paragraphe C4.2). Lorsque
le facteur sexe est retiré des facteurs explicatifs et que seuls les mitotypes et 1’dge sont
conservés alors ce dernier & un effet hautement significatif (Pillai (1,66)=1,96 p= 7,4.10°).
Enfin le mitotype n’influence ni la taille, ni la conformation des animaux. Les deux mitotypes
ne représentent donc qu’un seul morphotype. Cependant, il convient de relativiser les résultats
de cette étude préliminaire qui devra étre complétée en augmentant la taille de
I’échantillonnage pour augmenter la puissance du test et pouvoir également inférer les
interactions entre le phénotype et les localités d’échantillonnages comme cela était le cas pour
la morphologie externe.
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Représentation du phénomeéne de tri imparfait des lignées ancestrales.
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Figure 3: L’histoire évolutive des génes ne refléte pas toujours 1’histoire des espéces. Ici deux
alléles d’un méme gene (a) restent présents au sein d’une espece et la font apparaitre

paraphylétique (b).



Conclusion

Les résultats de morphométrie externe et les résultats préliminaires de morphométrie
géométrique vont dans le sens des résultats moléculaires obtenus sur les marqueurs neutres
nucléaires (Pages et al., 2013) et plaident pour la conspécificité des deux mitotypes. Cette
mise en synonymie avait été anticipée pour le développement de 1’outil d’identification
morphométrique (voir Partie 1, chapitre 5).

1.4. Scénarios évolutifs permettant la réconciliation des données
mitochondriales et nucléaires

La seconde voie d’investigation employée dans 1’article de Pages et al. (2013) est
moléculaire et a permis, a partir de marqueurs neutres hypervariables, les microsatellites et
d’un marqueur nucléaire codant (IRBP), d’identifier une seule lignée nucléaire pour les
mitotypes R. tanezumi (ou R2) et R3. Ces résultats sont en accord avec ceux suggérés par la
morphologie corporelle (paragraphe 1.2) et cranienne en face ventrale (paragraphe 1.3) pour
les deux mitotypes. Les processus d’évolution permettant d’expliquer [’absence de
congruence entre les signaux nucléaires codant et non codant d’une part et le signal
mitochondrial d’autre part sont présentés ici.

1.4.1. Tri imparfait des lignées ancestrales (ILS : Incomplete Lineage Sorting)
Théorie

Le premier scénario évolutif susceptible de réconcilier les données moléculaires
nucléaires, morphométriques et mitochondriales est le tri imparfait des lignées ancestrales
(figure 3). Dans I’hypothése d’une population ancestrale importante, plusieurs haplotypes
(copies différentes) d’'un méme gene mitochondrial peuvent se maintenir et étre fixés car la
dérive genétique est faible et les temps de coalescence sont donc plus importants. Ce
polymorphisme ancestral est rare mais peut étre observé chez des especes dont certaines
populations ont été isolées les unes des autres suffisamment longtemps pour permettre une
diversification des génes mitochondriaux sans qu’un isolement reproductif, signature d’un
évenement de spéciation, n’ait eu le temps de se mettre en place (figure 3a). Lors d’un
évenement de spéciation, le polymorphisme peut perdurer dans I’une des especes filles alors
que dans la seconde espéce, 1’un des haplotypes est éliminé sous ’action de la dérive (figure
3a). Ce cas de figure est observé lorsque la seconde espéce se diversifie a partir de 1’isolement
d’une population aux effectifs restreints (effet fondateur). Une fois le phénoméne de
spéciation intervenu, I’haplotype mitochondrial commun aux deux espéces suivra sa propre
évolution dans chacune d’elle. Cependant, si le temps de diversification de cet haplotype est
court (figure 3a) alors les espéces distinctes qui le possedent apparaitront plus proches au
regard de ce marqueur que les deux haplotypes mitochondriaux appartenant a la méme espéce
(figure 3b).

Application & notre modele

Dans notre étude, nous pouvons faire I'nypothese que la grande population ancestrale a
I'origine des lignées mitochondriales R2, R3, Rs (figure 3a) était forestiere car ce biome, a la
transition Plio- Pléistocéne (2,6 Ma), couvrait alors la majeure partie de 1’Asie du Sud-Est
(Woodruff, 2010, et voir Annexe | pour I’histoire biogéographique de la zone). Les cycles
successifs d'expansion - contraction de la forét durant les soubresauts climatiques du
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Pléistocéne auraient confiné les individus dans des refuges forestiers distincts (figure 3a).
L’existence de tels refuges est attestée chez d’autres animaux forestiers tels que les ¢léphants
d’Asie (Vidya et al., 2009). L'haplotype ancestral aurait alors évolué indépendamment sous
différentes formes dans chaque refuge sans toutefois qu'il y ait spéciation. Par la suite, la
remise en contact des populations aurait donné une espéce ancestrale polymorphe structurée
géographiquement avec des haplotypes R2 plus fréquents au nord et Rt3 au sud (par effet de
diffusion a la sortie des refuges Pléistocénes). Un petit groupe d'individus se serait alors isolé
de ce pool commun, s'adaptant a I'exploitation de milieux ouverts humides. Cette spéciation
péripatrique (Pagés et al., 2013) serait ainsi a 1'origine de 1’apparition de R. sakeratensis il y a
cing cents mille ans (Aplin et al., 2011). Le goulot d'étranglement étant fort lors de
I’événement de spéciation, la dérive agit fortement et 'ADN mitochondrial est tres vite trié
pour cette nouvelle espece: un des haplotypes mitochondriaux est fixé (en lI'occurrence R3),
l'autre éliminé (R2). Les pools génétiques mitochondriaux et nucléaires de R. sakeratensis
évoluent distinctement depuis cet événement de spéciation alors que les deux mitotypes R2 et
R3 se maintiennent dans la large population dérivée de la population ancestrale. Ainsi sur la
base de I'ADN mitochondrial, R. sakeratensis apparait plus proche de R3 que de R2 (figure
3b) et se distingue de ces deux mitotypes sur la base des marqueurs nucléaires ou des données
morphométriques et morphologiques (voir Partie 1). Puisque les mitotypes R2 et R3 sont
maintenus au sein de la méme population, les individus R2 et R3 possédent le méme génome
nucléaire et ne peuvent étre distingués quels que soient les marqueurs (IRBP, microsatellites)
ou données morphométriques et morphologiques. Ils appartiennent donc a la méme espéce qui
apparait paraphylétique lorsque son histoire évolutive est retracée a partir de génes
mitochondriaux (COI et Cytb).

1.4.2. L’introgression mitochondriale
Théorie

Lors de I’hybridation entre deux espéces proches, le génome nucléaire des hybrides est
fourni pour moitié par chacune des espéces. Les génes mitochondriaux pour leur part ne sont
transmis a la descendance que par les femelles. Si I’hybridation est directionnelle c¢’est-a-dire
que I’accouplement se fait préférentiellement entre les males d’une espece (A) et les femelles
de I’autre espece (B), alors un phénomene d’introgression mitochondriale peut étre observé.
Cette hybridation directionnelle peut étre le fruit de plusieurs phénomenes agissant seuls ou
de facon concomitante. Elle peut, par exemple, étre induite par une différence dans la
disponibilité des partenaires sexuels. Si I’espéce B a une taille de population plus importante
que A, alors les males de 1’espéce A rencontreront plus aisément des femelles de I’espéce B
que des femelles de leur propre espéce. Les hybrides engendrés posséderont majoritairement
la mitochondrie de I’espéce B. D’autres phénomeénes peuvent expliquer ou venir renforcer le
sens de I’hybridation comme un biais de dispersion efficace entre les deux sexes d’une
espéce, phénomeéne couramment observé chez les rongeurs (Nunes, 2007) ou encore la
préférence sexuelle des femelles de I’espéce B pour les males de I’espéce A. Si les hybrides
peuvent garder la faculté de se reproduire avec 1’espéce mere A. Si tel est le cas, alors la
contribution nucléaire de 1’espéce B va progressivement disparaitre du génome nucléaire des
hybrides. On observe alors des individus ayant le matériel nucléaire de I’espece A et le type
mitochondrial de I’espéce B.
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Tableau 3: échantillons morphologiques utilisés pour étudier 1’évolution des conformations
en vue ventrale de la tribu des Rattini en Asie du Sud-Est. Tous les individus proviennent
d’Asie du Sud-Est a I’exeption de ceux appartenant aux mitotype R. rattus qui proviennent du
Niger et ceux appartenant au mitoptype M. minutus qui proviennent de France.

Espéces nombre d'individus
Bandicota indica (Bi) 53
Bandicota savilei (Bs) 42
Berylmys berdmorei (Bbe) 41
Berylmys bowersi (Bbo) 38
Leopoldamys edwardsi (Le) 31
Leopoldamys neilli (Ln) 4
Leopoldamys sabanus (Ls) 4
Maxomys surifer (Ms) 39
Niviventer huang (Nh) 44
Niviventer fulvescens (Nf) 1
Rattus andamanensis (Ran) 5
Rattus argentiventer(Rar) 42
Rattus exulans(Re) 35
Rattus nitidus (Rni) 14
Rattus norvegicus (Rn) 25
Rattus R3 (Rr3) 34
Rattus tanezumi (Rt) 38
Rattus rattus (Rr) 32
Rattus tiomanicus (Rti) 61
Rattus sakeratensis (RS) M

Micromys minutus (Mn) 3




Application a notre modele

Deux scénarios alternatifs sont possibles. Soit une espece porteuse du génome
mitochondrial R3 provenant du sud-est de la zone étudiée a introgressé particllement 1’espéce
R. tanezumi installée sur le continent asiatique, soit I’ADN mitochondrial R2 de I’espéce R.
tanezumi provenant du nord-est a introgressé 1I’espece porteuse du mitotype R3 installée dans
la péninsule indochinoise. Le premier cas (le second est symétrique du premier) impliquerait
que les femelles de 1’espéce porteuse du mitotype R3 se sont reproduites majoritairement avec
les méles de R. tanezumi. L’espéce porteuse du mitotype R3 n’a pas été échantillonnée et les
hybrides en se reproduisant avec les R. tanezumi toujours présents ont éliminé la partie du
génome nucléaire provenant de I’espéce porteuse du mitotype R3. Ce phénomene est
relativement courant. Ainsi, les travaux de Lack et al. (2012) ont montré que le patron de
distribution spatiale qu’ils observent entre lignées hybrides et espéces méres sur le continent
américain et la répétabilité de ce patron pour différents loci étudiés était un signal fort en
faveur d’une hybridation entre R. rattus et R. tanezumi. Dans cette étude, I’espéce R. tanezumi
englobe les mitotypes R2 et R3. L hybridation observée par ces auteurs entre R. rattus et R.
tanezumi laisse supposer que I’hybridation des deux lignées mitochondriales R2 et R3 est
probable. Lack et al. (2012) ont étudié plusieurs régions éloignées du génome et retrouvent un
signal équivalent. Or, sous I’hypothése de I’'ILS, qui est un phénomene stochastique, les
patrons observes pour des loci éloignés dans le génome ne devraient pas étre les mémes.

Les deux hypotheses restent cependant valides car 1’étude de Pageés et al.(2013) n’a
pas permis de trancher en faveur de I’une ou de 1’autre.

2. Facteurs influencant la variabilité morphologique

L’un des objectifs des programmes de recherche que nous poursuivons en Asie du Sud-Est
est de comprendre les mécanismes qui permettent la structuration des communautés de
rongeurs pour comprendre I’influence du changement global sur celles-ci. Les travaux
présentés dans les parties precédentes ont permis de faciliter la caractérisation des
communautés de rongeurs en fournissant une trame systématique modernisée et les outils
d’identification nécessaires a cette tiche. Cependant la diversité taxonomique décrite dans ces
parties n’a été interprétée ni d’un point de vue fonctionnel, ni a la lumiere des relations
phylogénetiques des especes. Dans cette partie, le role du milieu de vie et des relations
phylogénétiques sur la morphologie des cranes des animaux sont évalués a 1’échelle inter-
specifique.

2.1. Données utilisées dans cette étude
La morphologie d’une espéce donnée résulte a la fois de ses adaptations a
I’environnement et aussi de I’histoire évolutive qu’elle a partagée avec d’autres especes. Afin
d’évaluer la relation entre ces deux facteurs et la morphologie des especes, un jeu de données
inter-spécifiques a été constitué.

2.1.1. Données morphométriques

Le jeu de données de morphométrie decrivant le phénotype des espéces repose sur la
face ventrale du créne qui est celui utilisé pour réaliser 1’outil d’identification. Il a cependant
été augmenté de certaines espéces (tableau 3) qui n’avaient pu étre prises en compte lors de la
réalisation de celui-ci (voir partie 1, tableau 1) de fagcon a couvrir les taxons étudiés dans les
travaux de Pages et al. (2010). Parmi ces taxons figurent des especes échantillonnées dans des
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Habitats des especes

Rattus_R3 n =115 Rattus_rattus n = 28

Berylmys_bowersin =8 Leopoldamys_neillin = 13
Rattus_sakeratensis n = 84 Rattus_tanezumin = 117 Berylmys_berdmorei n = 22 Leopoldamys_sabanus n = 4

Rattus_tiomanicus n = 25 Rattus_argentiventer n = 34 Leopoldamys_edwardsin = 7 Niviventer huangs n = 33

€

Niviventer_fulvescens n =1

&

Maxomys_surifer n = 119

&

"
¢

Rattus_andamanensis n = 4 Rattus_norvegicus n = 47

Rattus_exulans n = 305 Bandicota_indica n = 60

®
"

Micromys_minutus n =4 - Forét
Rattus_nitidus n =9 Bandicota_savilei n = 153
Karst
Milieu
cultivé
. Habitat
humain

Figure 4: Milieux fréquentés par chaque espéce d’apres 1192 captures réalisées durant le
programme CERoPath et dont la localisation est d’une précision inférieure ou égale a 100

meétres. Dans ce graphique, rizieres et cultures séches sont groupés au sein de la classe milieux
cultiveés.



zones géographiques différentes de la zone couverte par 1’outil d’identification
morphométrique : Rattus rattus (n= 32 individus), R. tiomanicus (n= 63) qui proviennent
respectivement du Niger et de Sumatra (Indonésie). S’ajoutent également des espéces dont les
effectifs étaient trop faibles pour appréhender la variation intra-spécifique dans le cadre de la
mise en place de I’outil d’identification : R. andamanensis (n= 4), Leopoldamys sabanus (n=
4), Niviventer fulvescens (n= 1). Enfin des individus de Micromys minutus (n= 3) provenant
de France ont également été ajoutés car cette espéce représente le taxon basal de la tribu des
Rattini d’apres les travaux de Lecompte et al. (2008) et est le groupe externe des travaux de
Pages et al. (2010).

2.1.2. Données moléculaires

Dans la publication de Pages et al. (2010), les relations phylogénétiques sont déecrites
pour trois divisions de la tribu des Rattini (Dacnomys, Maxomys et Rattus). La couverture
taxonomique de cet échantillonnage moléculaire a été reprise a I’exception du clade N4 de
cette publication (voir tableau 1 en annexe 1) pour lequel aucun crane n’était disponible et qui
a donc été 6té du jeu de données moléculaires. La nomenclature des clades est celle présentée
en annexe 1 (tableau 1).

2.1.3. La variable environnementale : le milieu de vie des especes

Les données écologiques de 2124 individus appartenant a I’ensemble des taxons
récoltés durant le programme Ceropath ont été utilisées pour caractériser les habitats utilises
préférentiellement par les animaux. Durant le travail de terrain de ce programme, quatre
grands types d’habitats ont été¢ échantillonnés avec des pressions de piégeage comparables
(4200 nuits pieges/habitat) et un milieu (karst) a été échantillonné de facon plus opportuniste
et dans le cadre d’un travail parallele (Latinne, 2012a). Les quatre grands habitats sont
I’habitat humain (caractérisé¢ par: les maisons isolées, les villages, les villes), les cultures
irriguées (correspondant aux zones de riziéres : riz, légumineuses, mais, piments, cultures
maraicheres), les cultures seches (cultures de pente : mais, manioc, friches herbacées ou
arbustives, jeunes plantations, vergers), et les foréts (sempervirentes séches, mixtes décidues,
diptérocarpes seches, plantations anciennes a canopée jointive). Le dispositif de piégeage est
composé de lignes de dix piéges espacés chacun de dix meétres et appatés avec du mais ou du
manioc auxquels ont été ajoutés des fruits pour le piegeage en forét. Chaque ligne a été géo-
référencee en son centre et le paysage a été décrit a cette position (quatre photos en direction
des points cardinaux ont été prises pour chaque ligne). La précision de capture de chaque
piege composant la ligne est alors estimée a 100 métres. Des piégeages supplémentaires ont
été réalisés avec des pieges isolés, avec, dans ces conditions, une précision de dix metres (qui
est celle du GPS). Enfin des animaux ont été récupérés aupres de chasseurs dont la maison
était géolocalisée avec une précision de I’ordre de 1 a 10 km suivant le moyen de locomotion
utilisé par le chasseur pour poser ses pieges. Afin d’estimer le milieu de vie des animaux, les
données d’habitat ont été filtrées pour ne garder que celles qui affichaient une précision de
capture inférieure ou égale a cent métres du point de géo-référencement. L’échantillonnage
est treés inégal suivant les especes, et 1’information porte parfois sur trés peu d’individus. C’est
le cas pour les taxons L. sabanus ou N. hinpoon mais les données recueillies pour ces especes
sont concordantes avec des données mieux documentées de la littérature (voir Latinne,
2012a). Les données sont représentées sous la forme de diagrammes camembert pour chaque
espece (figure 4). Le milieu de vie des animaux a été décrit comme un pourcentage
d’occupation de chaque habitat par les espéces et transformé en fonction logistique, de type
In(x/(1-x)), x étant le pourcentage représenté par I’habitat considéré dans le milieu de vie de
I’espéce. Cette transformation permet ’analyse par régression d’une variable quantitative par
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Représentation de la transformation d’une conformation de crine en face ventrale
d’une espéce a une autre ou le long des composantes de conformation de ’ACP de
conformation.

Figure 5: La conformation source est représentée en trait gris continu et la conformation cible
en pointillés noirs. Les vecteurs rouges sont orientés dans la direction de déplacement des
points homologues d’une conformation a 1’autre et leur longueur représente 1’intensité de leur
mouvement (amplifié 3 fois dans ce travail). Les couleurs représentent 1’intensité relative des
transformations : du bleu pour les transformations minimes au rouge pour les transformations
les plus intenses en passant par des niveaux intermediaires en vert et jaune.



rapport a des données de pourcentages (régression logistique). Pour éviter les valeurs infinies
lors de la transformation logarithmique, les valeurs nulles (I’espéce ne fréquente jamais
I’habitat) ont été transformées arbitrairement en 0,1% et les valeurs de 100 en 99,9% en
considérant qu’il n’y a jamais eu 1000 individus capturés dans le méme milieu.

2.2. Représentation de l’espace des conformations des espéces

La représentation des données de morphométrie géométrique a 1’aide de I’ACP de
conformation a été décrite en détails Partie 1, paragraphe C3.3. Cependant I’objectif n’est plus
ici de représenter les individus mais ’espece a laquelle ils appartiennent. Seules les
conformations moyennes des espéces ont donc été considérées. Celles-ci sont calculées pour
chaque espece comme la moyenne arithmétique des coordonnées de I’ensemble des individus
qui lui sont assignés sur des bases moléculaires. La variation des conformations moyennes le
long des deux composantes du plan principal informent sur 1’évolution des morphologies
craniennes dans ’espace des conformations. Leur représentation peut se faire par le calcul
respectif des formes théoriques correspondant a la plus faible et a la plus forte valeur des
composantes de conformation 1 et 2. La plus grande valeur est alors ajoutée a la conformation
moyenne et la plus petite lui est soustraite. Le déplacement des points homologues pour
passer de la conformation minimale a la conformation maximale est ensuite matérialisé par
des champs vectoriels (voir Partie 1 paragraphe C8.3). Pour rendre le graphique visuellement
plus parlant, les changements ont été¢ localement interpolés a ’aide d’un spectre de couleur
qui varie du bleu au rouge en passant par le vert et le jaune (voir figure 5). Ces couleurs
représentent les variations relatives des zones concernées par rapport a la variation totale de la
structure. Une zone qui se transforme peu, proportionnellement au reste de la structure, sera
colorée en bleu, une zone soumise & un changement proportionnellement plus important en
vert, puis jaune et enfin rouge. Pour réaliser les interpolations du changement de conformation
entre les points homologues, la fonction spsample{sp} a été utilisée. Elle permet
d’échantillonner des points (ici 10000) a I’intérieur du polygone défini par les points
homologues. La fonction tps2d (Claude, 2008) permet ensuite de générer une grille de
déformation d’Arcy Thompson en deux dimensions sur la surface considérée. La grille de
déformation d’Arcy Thompson traduite mathématiquement par les « thin plates-splines »
(Bookstein, 1989) permet de matérialiser la déformation entre une valeur d’origine et une
valeur cible. Ces déformations appliquées aux dix mille points régulierement échantillonnés
dans le polygone de la conformation d’origine permettent a I’aide de la fonction
image{graphics} de générer les variations de couleur (figure 5).

2.3. Représentations conjointes de l’évolution des conformations de crane,
du milieu de vie et de la phylogenie

La représentation des données est la premiere étape de leur analyse. Une
représentation de ’espace des conformations intégrant la représentation de la phylogénie
(Rohlf, 2002 ; Klingenberg et Gidaszewski, 2010 ; Klingenberg, 2010 ; Klingenberg et al.,
2011 ; Klingenberg et Mararugan-lobon, 2013 ; Monteiro, 2013) et le milieu de vie des
especes est une aide précieuse a I’interprétation de la mise en place de la diversité biologique
observée.

Méthode

Pour la représentation du milieu de vie des especes, les diagrammes des milieux ont
simplement été affichés sur les coordonnées des conformations moyennes des espéces dans le
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Reconstruction en face ventrale de I’ancétre commun des Rattini.

Figure 6: reconstruction de la conformation ancestréle (nommée RO) de I’ancétre commun au
Rattini étudiés grace a la méthode des contrastes indépendants (Felsenstein, 1985).



plan de I’ACP Procrustes. La représentation des relations phylogénétiques dans I’espace des
conformations est plus complexe car elle exige 1’estimation des conformations ancestrales.

2.3.1. La reconstruction des caractéres ancestraux

Pour reconstruire les caractéres ancestraux la méthode des moindres carrés généralisés
(GLS) appliquée aux données phylogénéetiquement structurées, élaborée par Martins et
Hansen (1997) et décrite par Claude (2008) a été utilisée. Ce modeéle utilise la variance
attendue entre les taxons ancestraux (Cunningham et al., 1998). Cette variance est estimée par
la matrice de variance/covariance entre les taxons actuels. Cette méthode posséde 1’avantage,
par rapport a des méthodes basées sur le maximum de vraisemblance, de pouvoir étre adaptée
a une large gamme de scénarios macro-évolutifs dans la mesure ou ceux-ci sont intégrés lors
du calcul de la matrice de variance-covariance (Pagel, 2002).

Dans ce mod¢le, I’état des caractéres ancestraux est déterminé comme étant une déviation de
chaque nceud a la valeur de la racine.

Anc = RO + p*(Y — R0) (1)
ou:
Anc est la matrice des états de caracteres des ancétres (matrice des coordonnées Procrustes

des ancétres).

RO est la valeur de la racine (figure 6), a savoir une matrice des états de caracteres de
I’ancétre commun (matrice des coordonnées Procrustes de 1’ancétre commun des Rattini).

Y est la matrice des états de caracteres des especes actuelles (matrice des coordonnées
Procrustes des especes actuelles).

H: est une variable de positionnement dans le chronogramme et représente la déviation a la
racine.

La premicre étape consiste a estimer la conformation ancestrale de 1’ancétre commun
RO. Pour cela, il a été fait ’hypothése que la conformation du crane suit un mouvement
d’évolution Brownien (la validité de cette hypothese sera vérifiée au paragraphe 2.6.3). Sous
cette hypothése, il est possible d’utiliser une méthode d’ajustement aux moindres carrés
implémentée dans la fonction ace{ape} en sélectionnant la méthode des contrastes
indépendants PIC (Felsenstein, 1985).

La seconde étape est I’estimation de la proportion d’histoire commune entre les espéces
actuelles et les nceuds ancestraux, représentée par la matrice .

_ Cov(AncY)
Var(Y)
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Principe de reconstruction des caractéres ancestraux a ’aide un modéle linéaire
généralisé.
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Cunningharm, C. W, K. E. Omland, &t al. {1998). "Reconstructing ancestral characier statés: a critical
reappraisal” Trends in Ecology and Evolution 13(9) 361-366.

Figure 7: La zone grisée de la matrice (diagonale) en haut a droite représente la variance
totale entre les feuilles et la racine sous 1’hypothése brownienne. La matrice de covariance en
bas a droite représente I’histoire commune entre deux taxons de la racine a leur plus proche
ancétre commun.



Cov(Anc, Y) est la matrice de covariance qui contient les distances patristiques entre les
taxons terminaux et les ancétres. Elle correspond a I’histoire partagée entre les taxons actuels
et les noeuds.

Var(Y) est la matrice de variance/covariance qui contient les distances patristiques entre les
taxons terminaux. Elle représente I’histoire partagée entre les taxa sur I’ensemble de 1’arbre.

La figure 7 présente la méthode utilisée pour le calcul de ces matrices (adapté de Cunningham
etal., 1998).

La matrice de covariance entre les taxons terminaux et les ancétres Cov (Anc, Y) est
calculée a I’aide de la fonction mrca{ape} (most recent common ancestor) qui renvoit
I’ancétre commun de chaque paire de nceuds et de la fonction dist.nodes{ape} qui donne les
distances entre chaque nceud de I’arbre. La matrice de variance/covariance attendue des
espéces actuelles, Var(Y), est donnée par la fonction vcv.phylo{ape} appliquée au
chronogramme. Le chronogramme est estimé par une méthode non paramétrique de lissage
des taux d’évolution (NPRS), proposée par Sanderson (1997). Cette méthode est basée sur la
minimisation des changements des taux d’évolution locaux entre ancétres et descendants et la
vraisemblance que les taux d’évolution soient auto-corrélés dans le temps (Sanderson, 1997).
L’application de la formule (1) permet alors le calcul des états des caractéres ancestraux, ici
les conformations ancestrales des cranes en face ventrale.

D’autres méthodes que celle des moindres carrés généralisés peuvent également étre
implémentées (quelques exemples sont donnés en annexe 1X). C’est le cas de la méthode de
«squared change parsimony » qui est la méthode la plus utilisée aujourd’hui pour la
reconstruction de caractéres ancestraux continus (Maddison, 1991, Klingenberg et
Gidaszewski, 2010) et qui est un cas particulier d’estimation par maximum de vraisemblance
dans lequel les longueurs de branche sont ignorées (voir Schluter et al., 1997).

2.3.2. Représentation

La reconstruction des états de caractere ancestraux des conformations des cranes en
vue ventrale des rongeurs de la tribu des Rattini permet de visualiser ’espace des
conformations occupé par la tribu au cours de son histoire évolutive. Cette représentation aide
a estimer le poids de la phylogénie sur les ressemblances entre groupes taxonomiguement
proches. La superposition des milieux de vie actuels permet d’apprécier leur role dans la
structuration de I’espace des conformations. Le premier plan principal de I’ACP ne représente
pas la totalité de la variance des conformations des cranes, cependant une grande partie de
I’information morphologique est captée par les deux premiéres composantes de conformation
(figure 8,).

2.3.3. Role du milieu de vie sur la morphologie des cranes
Une premiére estimation de la structuration de I’espace des conformations moyennes
en fonction du milieu a été inférée a I’aide d’analyses de variance en considérant la taille ou

les composantes de conformation comme variables a expliquer et la fonction logistique du
milieu de vie comme facteur explicatif.
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Représentation morphologique, phylogénétique, écologique de la tribu des Rattini.
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Figure 8 : Représentation du phylo-éco-morpho espace de la tribu des Rattini en Asie du Sud-
Est. Les espéces sont nommeées par la premiere lettre du nom de genre et une ou deux lettres
du nom d’espéce. Le milieu de vie des especes est représenté par la fréquence de capture de
chaque espéce dans chaque habitat symbolisée par des quartiers de couleurs a ’intérieur de
diagrammes qui représentent le milieu de vie de I’espéce. La représentation de la variation sur
les composantes principales est expliquée figure 5.



Résultats

La premiere composante principale de I’ACP capture 64,6% de la variance totale
(figure 8) et la seconde composante en capture 26,4% (figure 8). L’espace des conformations
semble structuré par les habitats et par le genre des espéces. Ainsi les espéces a dominante
forestiere et karstique ont des ordinations principalement positives sur la premiére
composante et nulles a faiblement négatives sur la seconde. Les espéces qui vivent dans les
milieux les plus anthropisés (habitats humains et agricoles) ont des ordinations proches de
I’origine sur les deux composantes pour les espéces commensales et nulles a négatives sur la
seconde composante principale pour les especes occupant les milieux agricoles. M. minutus
fait cependant exception car son score est minimal sur la premiere composante et maximale
sur la seconde. La morphologie cranienne des espéces vivant dans les milieux agricoles varie
principalement le long de la seconde composante de conformation qui sépare les
morphologies opposées de B. indica et de M. minutus. Le milicu de vie n’explique pas
significativement la taille des animaux (F (5, 15)= 1, 295, P = 0, 317, tableau 4 ). Cependant
cette méme variable explique la distribution des conformations observées lorsque 1’on
considere les quatre premiéres composantes de conformation de I’ACP qui représentent 98,
72% de la variance de conformation pour le crane en vue ventrale (Pillai (5, 15)= 1,543, p=0,
03101, tableau 5).

D’autre part, les espéces sont groupées par genre au sein de [’espace des
conformations. Ainsi les genres Leopoldamys, Niviventer et Maxomys occupent I’espace des
especes forestiéres et karstiques et les genres Berylmys et Bandicota, possédent les ordinations
les plus négatives sur la seconde composante. Le genre Rattus, trés représenté dans
I’échantillonnage avec 9 especes, se trouve en position centrale, proche de la forme moyenne
qu’il influence donc fortement. Finalement la morphologie cranienne de M. minutus s’isole
fortement des autres conformations dans le premier plan principal car ses coordonnées
correspondent au maximum des valeurs positives pour la seconde composante et au maximum
des valeurs négatives pour la premiére composante.

Les transformations de la morphologie cranienne en vue ventrale se traduisent, le long
de la premiére composante de conformation dans le sens croissant, par un amincissement
général du crane, un raccourcissement du maxillaire et un allongement de la partie
prémaxillaire. Les bulles tympaniques se réduisent considérablement le long de cet axe ainsi
que la périphérie de la boite cranienne. La limite postérieure du palais est ramenée vers
I’avant. Les foramens incisifs accompagnent I’allongement de 1’os prémaxillaire. Ces
foramens sont cependant considérablement raccourcis par le mouvement vers I’avant
proportionnellement plus important de leur partie postérieure. Les rangées dentaires sont peu
affectées par ces changements de conformation mais 1’on remarque un rapprochement des
troisiemes molaires supérieures ce qui se traduit par un rétrécissement de la partie postérieure
du palais a ce niveau. Les variations de conformation le long de la seconde composante
principale, de son minimum vers son maximum, se caractérisent par un changement des
proportions entre la boite cranienne et la partie frontale du crane formée par le palais et le
maxillaire. En effet la jonction entre I’alisphénoide et 1’os squamosal ainsi que 1’apophyse
zygomatique de ’os squamosal migrent vers ’avant et vers I’extérieur du crane ce qui
augmente le volume de la boite cranienne. La jonction de la bulle tympanique et de 1’os
basioccipital participent également, mais dans une moindre mesure, a cette augmentation du
volume cranien. La partie postérieure du foramen magnum est tirée vers 1’arriére ce qui a pour
effet d’agrandir la partie visible de cette structure. Les bulles tympaniques s’élargissent
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Tableau 4: Influence du milieu de vie des especes sur la variance de la taille des cranes en
vue ventrale. Le pourcentage d’occupation des milieux pour chaque espéce (X) a subi une
transformation logistique de type In(x/(1-x)).

facteur Df Somme Moyenne Valeur de F Pr(>F)
des carrés Des carrés
In(x/(1-x)) 5 16,41 3,283 1,295 0,317
Residuals 15 38,02 2,534

Tableau 5: Influence du milieu de vie des especes sur la variance des 4 premiéres
composantes de conformation des cranes (98,7% de la variance du trait) en vue ventrale. Le
pourcentage d’occupation des milieux pour chaque espece (x) a subi une transformation

logistique de type In(x/(1-x)).

facteur Df (facteur) Pillai valeur de F Df Df (individus) Pr(>F)
(num)

In(x/(l-x)) 5 1,543 1,884 20 60 0,03101
Residuals 15




légerement. Au niveau de la partie maxillaire, on note un élargissement modéré de la
structure. L’os prémaxillaire est raccourci et les foramens palatins avancent en s’élargissant
dans leur partie médiane. Les rangées dentaires formées par les molaires sont raccourcies et le
palais s’¢largit 1égérement au niveau de la M1. Le changement le plus remarquable se traduit
par un recul important des incisives.

Discussion

Le premier plan principal de I’espace des conformations des mitotypes étudiés est
fortement structuré le long des deux premiéres composantes de conformation qui représentent
a elles seules plus de 90% de la variance de conformation pour la vue ventrale des cranes.
Trois morphotypes principaux se dégagent. Le premier est représenté par une seule espéce,
Micromys minutus, espece paléarctique qui occupe une vaste aire de répartition, de
I’ Atlantique au Pacifique et semble d’une grande homogénéité morphologique et génétique
(Quéré et Le Louarn, 2011). Cependant les populations du sud-est asiatique, pour lesquelles
certaines différences de coloration du pelage et de mensurations externes avaient été mises en
évidence par Corbet et Hill (1992), ont récemment été élevées au rang d’espéce valide a partir
d’analyses morphologiques et génétiques solides (Abramov et al.,, 2009). L’origine
paléarctique des cranes étudiés pour cette espéce pourrait donc étre une cause partielle de la
distance morphologique observée entre cette morphologie et les autres membres de la tribu
des Rattini. Cette espéce de petite taille, possede une boite cranienne proportionnellement
plus développée que les autres espéces, des os prémaxillaires et maxillaires plus courts et des
incisives supérieures beaucoup plus orientées vers I’intérieur de la machoire. La variation de
ce dernier trait est le changement de conformation le plus important caractérisant M. minutus
par rapport aux autres especes présentes ici. Cette particularité anatomique ainsi que le
raccourcissement des os prémaxillaires et maxillaires et le changement de proportion et de
position des rangées dentaires pourraient étre liés a une différence de régime alimentaire de
I’espéce, trait confondu ici avec le milieu de vie. Chez les rongeurs, le régime alimentaire
peut influencer fortement la face inférieure des cranes (Caumul et Polly, 2005). M. minutus vit
principalement dans les champs de blé et leur pourtour et son régime alimentaire est compose
principalement de différentes graines auxquelles s’ajoutent des arthropodes (Quéré et Le
louarn, 2011). La culture du blé est absente de la zone étudiée et ce mode vie différent
pourrait expliquer 1’¢loignement de ce morphotype par rapport aux autres morphologies
craniennes des especes anthropophiles et forestiéres.

Le second morphotype est constitué par celui des especes anthropophiles, utilisant soit
directement 1’habitat humain soit les milieux agricoles. Ces espéces occupent un espace de
conformation relativement important dans le premier plan principal des conformations et peut
étre séparé en deux sous-groupes: 1/ les espéces principalement commensales, du genre
Rattus qui possédent des bulles tympaniques et une boite cranienne plus développées ainsi
que des incisives d’orientation médiane par rapport a M. minutus et 2/ un sous-groupe
composé des genres Bandicota et Berylmys et de certaines especes du genre Rattus
caractérisées par des bulles tympaniques volumineuses. Ces bulles tympaniques tendent a se
réduire pour les especes de ce groupe a tendance plus forestiére, comme R. andamanensis et
plus encore pour B. bowersi.

Le dernier groupe morphologique est celui des especes clairement forestiéres et
karstiques. Elles possédent une boite cranienne proportionnellement plus réduite, un
maxillaire plus fin, un prémaxillaire plus allongé et surtout des bulles tympaniques beaucoup
moins développées. L’augmentation de volume des bulles tympaniques a €t€¢ mise en relation
avec la densité des animaux (Petter, 1961 ; Dobigny et al., 2002) et la transmission a longue
distance des signaux sonores en basses fréquences (Petter, 1961 ; Schleich et Busch, 2004 ;
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Begall et Burda, 2006). Or, si les basses fréquences se propagent mieux en milieu ouvert, un
sol forestier de type humus les atténue fortement (Barriere et al., 2000; Defrance et Premat,
2001). En conséquence la diminution du volume des bulles tympaniques des especes
forestieres pourrait étre une adaptation a la vie en forét et au développement d’un systéme de
communication basé sur les hautes fréquences beaucoup moins absorbées. Les especes
karstiques pour leur part possédent des bulles tympaniques plus développées que leurs
especes sceurs vivant en forét ce qui peut étre vu comme une tendance adaptative du trait
influencée par ce milieu sans humus forestier.

Cette hypothése adaptative ne prend pas en compte la structuration phylogénétique de
I’espace des conformations. Toutes les especes appartenant 8 un méme genre restent groupées
dans le plan principal de ’ACP de conformation suggérant que la morphologie n’est pas
indépendante des relations phylogénétiques entre les espéces. De méme les especes
phylogénétiqguement proches semblent occuper des milieux de vie similaires. Cette
organisation de la distribution laisse a penser que les variations morphologiques et
environnementales pourraient ne pas étre indépendantes des corrélations phylogénétiques
entre especes. Le premier groupe morphologique est constitué de la seule espéce M. minutus.
Cette espéce est le taxon basal de la tribu des Rattini (Lecompte et al., 2008) et a donc été
utilisée pour enraciner I’arbre de la phylogénie moléculaire de Pages et al. (2010). Cette
espece est la premiére a diverger dans I’arbre phylogénétique des Rattini et possede donc la
plus longue histoire évolutive indépendante des autres especes ce qui pourrait par exemple
expliquer sa divergence morphologique. D’autre part, le groupe morphologique des especes
forestieres et karstiques est représenté par les especes des divisions Maxomys et Dacnomys
(Musser et Carleton, 2005 ; Pages et al., 2010) qui sont des divisions qui s’enracinent trés tot
dans la phylogénie moléculaire de Pagés et al. (2010). On trouve ensuite les sous-groupes
Berylmys et Bandicota qui divergent plus tardivement dans 1’arbre des Rattini et enfin la
radiation récente des Rattus qui forme un groupe morphologiquement relativement homogeéne.
Pour tester I’hypotheése de I’évolution concomitante des changements de milieu de vie et de
morphologie, il semble donc nécessaire de tenir compte du fait que 1’histoire évolutive des
taxons n’est pas indépendante (voir Felsentein, 1985). Cependant, la nécessité de replacer
I’évolution des traits étudiés dans leur contexte historique n’est pas toujours avérée (Westoby
et al., 1995). Ainsi si les espéces sont le fruit d’une radiation unique et rapide, alors
I’évolution de leur morphologie n’est pas influencée par la phylogénie (Polly et al., 2013).
D’autre part Westoby et al. (1995) montrent que la portion phylogénétique de la variance
totale de la variable d’intérét, ici la morphologie, peut contenir une composante non
indépendante de I’écologie (voir également Desdevises et al, 2003). Ainsi, pour ces auteurs, la
variation d’un trait se décompose en: une part de variation qui lui est propre; une part de
variation corrélée avec la phylogénie, une part corrélée aux facteurs environnementaux ou
écologiques (adaptations), et enfin une part corrélée a I’interaction entre I’écologie et la
phylogénie. Ce dernier compartiment de la variation est ce que Harvey et Pagel (1991)
nomment le conservatisme de niche écologique, concept depuis développe et affiné dans
différents travaux (Westoby et al., 1995 ; Desdevises et al, 2003 ; Cooper et al., 2010 ; Wiens
et al., 2010). Ce concept peut étre décrit de la maniere suivante : deux espéces sceurs peuvent
développer des adaptations phénotypiques a leur environnement propre, cependant, parce
qu’elles ont une longue histoire évolutive commune, elles vont tendre a occuper des niches
écologiques proches et vont développer des adaptations phénotypiques voisines (Desdevises
et al, 2003). Il est donc important, pour comprendre le réle du milieu de vie des especes sur
leur morphologie, de tenir compte des relations phylogénétiques entre les espéces et des
interactions de celles-ci avec chacun des compartiments de la variation. L’étude des patrons
macro-évolutifs qui gouvernent 1’évolution du phénotype renseignera sur la méthode qui doit
étre mise en ceuvre dans I’analyse comparative.
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Conclusion

Le premier plan principal de I’ACP de conformation offre une représentation de la
structuration de 1’espace des conformations par le milieu de vie des animaux. L’analyse de
variance confirme cette structuration pour pres de 99% de la variance de conformation.
Cependant cette structuration peut également étre causée par le facteur confondant que
représentent les relations phylogénétiques entretenues entre les différentes espéces au cours de
leur histoire évolutive. Afin d’estimer le signal phylogénétique et de mieux comprendre le
role de I’environnement dans 1’évolution des conformations craniennes, il va étre nécessaire
de: (1) tester la dépendance des matrices de variance-covariance phylogénétiques et
morphologiques ; (2) si ces matrices ne sont pas corrélées alors 1’évolution des morphologies
pourra étre considérée comme principalement adaptative. Si au contraire ses matrices sont
corrélées alors il faudra rechercher quel scénario macro-évolutif correspond le mieux a la
variance morphologique observée et évaluer ainsi la part d’adaptation qu’elle contient ; (3) en
fonction de ce résultat les matrices morphologiques et environnementales seront corrigées par
la variance phylogénétique et I’effet de I’environnement pourra alors étre testé a nouveau sur
les matrices corrigées.

2.5. Corrélation des matrices morphologiques et moléculaires

Méthode

Le test de Mantel est communément employé en biologie comparative pour tester
I’équivalence de deux matrices de distances. Cependant, jusqu’a récemment, les propriétés
statistiques de celui-ci pour évaluer le signal phylogénétique contenu dans un trait continu
n’avaient jamais eté étudiées. Une étude récente basée sur des simulations (Harmon et Glor,
2010a) montre que ce test peut, sous certaines conditions, augmenter les erreurs de type |
(rejet de HO alors que celle-ci est vrai). Les erreurs de type | sont induites par des auto-
corrélations entre les éléments de la matrice génétique qui sont liées a la structure
phylogénétique sous-jacente (Harmon et Glor, 2010a). L’augmentation de ce type d’erreur
peut étre maitrisée par des permutations phylogénétiques (Lapointe et Garland, 2001). Les
auteurs de cette étude proposent un test de Mantel phylogénétique ou la matrice moléculaire
n’est plus permutée en ligne et en colonne au hasard, mais ou les permutations entre especes
tiennent compte de la longueur des branches qui les séparent dans la phylogénie. Les especes
proches sont plus susceptibles d’étre permutées que les espeéces plus distantes.
L’augmentation de I’erreur de type I est constatée principalement dans 1’usage d’un test de
Mantel partiel (Smouse et al., 1986) ou le signal phylogénétique est estimé pour plusieurs
matrices de traits en méme temps. D’autre part, Harmon et Glor (2010a) montre que le test de
Mantel possede un faible pouvoir statistique qui est lié a la nature méme du test qui
transforme les matrices de traits en matrices de distances deux a deux. L’utilisation du test de
Mantel n’est donc, dans le cadre des études comparatives, conseillée que pour les données ne
pouvant étre représentées qu’en matrice de distances deux a deux. Le test de Mantel
phylogénétique, s’il résolve le probléme d’inflation de 1’erreur de type I n’augmente pas le
pouvoir statistique du test. Le test K (Blomberg et al., 2003), conseillé par Harmon et Glor
(2010a) comme une alternative au test de Mantel a donc été utilisé pour tester si deux especes
proches phylogénétiquement ont une taille plus proche et/ou se ressemblent plus
morphologiquement que ce qui est attendu par hasard. Ce test n’est pas basé sur des matrices
de distances deux a deux et a ainsi une meilleure puissance statistique. Il permet en outre
d’extraire une statistique descriptive informative, le parameétre K, qui permet d’inférer
I’histoire évolutive du trait étudié (voir paragraphe suivant). Ce test a été réalisé sur les
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composantes de conformation de I’ACP Procrustes et sur les tailles centroides. Cependant ce
test est implémenté sous une forme univariée par la fonction phylosignal{picante}. Les
variables de conformation des cranes ont donc été testées une par une. Ce test permet
d’estimer si I’arbre d’origine (la topologie et les longueurs de branches) correspond mieux,
pour le trait étudié, a un agencement des especes par rapport a un arbre ou les espéces ont été
permutées au hasard pour produire I’hypothése nulle (absence de tout signal phylogénétique ;
Blomberg et al., 2003).

Résultats

Le test K de Blomberg réalisé sur la premiere composante de conformation (résumant
62,2% de la variance totale de conformation) est trés hautement significatif (p=0, 001). Il le
reste pour les 6 premiéres composantes de conformation qui résument, lorsque leur
information est cumulée, 99,84% de la variance totale. Il est également hautement significatif
pour la taille centroide (p=0,001). L’évolution de la morphologie des animaux est ici tres
corrélée a la phylogénie des espéces comme cela est régulierement mis en évidence chez les
rongeurs (Cardini, 2003 ; Caumul et Polly, 2005 ; Hautier et al, 2012 ; Casanovas-Vilar et van
Dam, 2013). Ainsi les espéces proches phylogénétiqguement ont une conformation et une taille
de crane plus proche que ce qui est attendu dans le cas d’une ressemblance fortuite.

Discussion

L’espace des conformations est fortement structuré par la phylogénie, aussi il va étre
nécessaire de tenir compte de cette corrélation lors de 1’évaluation de I’effet du milieu de vie
sur la morphologie des espéces. De plus, la corrélation qui est observée entre la morphologie
et la phylogénie laisse penser que la morphologie pourrait étre un bon candidat pour
reconstruire la phylogénie des especes. Cependant les traits continus, de par leur nature
méme, ont longtemps été considérés comme de mauvais candidats pour la reconstruction
phylogénétique (Pimentel and Riggins 1987; Crisp and Weston, 1987 ; Felsenstein 1988) qui
est traditionnellement basée sur des synapomorphies de caractéres discrets. Cependant les
données morphométriques remplissent le seul critére d’intégration obligatoire dans les
analyses phylogénétiques, a savoir la présence d’états de caractéres homologues et leur nature
ne permet donc pas de les exclure de ce genre d’analyses (Rae, 1998). Il est aujourd’hui
reconnu que les interrogations a ce sujet sont plus en relation avec les méthodes d’analyse
qu’avec la valeur intrinséque des données (Felsenstein, 2002). La présence d’homoplasies des
caractéres par exemple rend délicate 1’utilisation des données de morphométrie pour
I’établissement des synapomorphies qui sont le socle de 1’approche cladistique de la
reconstruction phylogénétique. La plupart des espéces de la tribu des Rattini exhibent des
caracteres morphologiques reflétant une mosaique d’états de caractéres convergents et de
caractéres plésiomorphes, ce qui rend incertaines les reconstructions phylogénétiques basées
sur la morphologie (Musser et Newcomb, 1983; Musser et Holden, 1991; Fabre et al., 2013).
Ainsi dans I’espace des conformations de la tribu des Rattini (figure 8), les espéces ne sont
pas systématiquement groupées suivant leurs relations phylogénétiques. Les espéces des
genres Maxomys et Leopoldamys par exemple, ont une ordination proche dans le plan
principal de I’espace des conformations alors qu’ils appartiennent a deux divisions distinctes.
Cette convergence évolutive des traits morphologiques se retrouve également au sein du genre
Rattus chez lequel les espéces R. rattus et R. tiomanicus sont proches morphologiquement
alors qu’elles sont phylogénétiquement distantes. L’évolution des connaissances et des
techniques de reconstruction phylogénétique, comme par exemple la reconstruction d’arbres
parcimonieux qui permettent de détecter les homoplasies (Lecointre et Le Guyader, 2009) ont
permis 1’utilisation des caractéres continus en phylogénie. Cependant les algorithmes de
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reconstruction ayant été historiquement congus pour traiter des caracteres discrets
(Felsenstein, 2002; Smith et Hendricks, 2013), ces données ont le plus souvent été rendues
discrétes par des choix arbitraires qui peuvent induire un bruit important masquant le signal
phylogénetique (Gaubert et al, 2005). La possibilité d’utiliser les caractéres continus sans
étape de discrétisation (Goloboff et al., 2006) ouvre aujourd’hui la voie a leur utilisation pour
inférer 1’histoire évolutive des espéces y compris lorsque ces traits sont estimés a partir de
données de morphométrie géométrique (Macleod, 2002; Gonzalez-José et al., 2008; Aguilar-
Medrano et al., 2011; Smith and Hendricks, 2013).

Conclusion

La morphologie des espéces actuelles n’est pas indépendante de leur histoire évolutive
commune. Il y a donc un signal phylogénétique dans la morphologie des especes actuelles et
la possibilit¢ de I’utilisation de la morphologie pour la reconstruction des relations
phylogénétiques entre especes est aujourd’hui avérée. La part des adaptations propres aux
espéces ne peut donc pas se faire sans intégrer la phylogénie dans I’analyse comparative des
morphologies.

2.6. Scénarios macro-évolutifs et évolution des conformations et de la taille

Le test K de Bloomberg (Blomberg et al., 2003) montre que la matrice morphologique
est corrélée avec la matrice de divergence et d'évolution partagée entre les especes. Les
variations phénotypiques de taille et de conformation doivent donc étre évaluées en
considérant que plus les especes sont distantes phylogénétiqguement, plus leur histoire
évolutive est indépendante. Si la dimension phylogénéetique est ignorée, le rble de
I’environnement sur la morphologie sera mal appréhendé et le risque de conclure que le lien
entre morphologie et environnement est fort alors que cette hypothese est fausse augmentera
(inflation de D’erreur de type 1). En effet, plus les especes sont proches, plus elles se
comportent comme des pseudo-replications. Cependant afin d’apporter une correction
adéquate, il est nécessaire au préalable d’évaluer s’il est possible ou non d’établir une relation
linéaire entre la variabilité des traits et le temps de divergence entre I’ancétre commun et les
especes actuelles. Si une relation linéaire existe, alors 1’évolution des traits peut étre assimilée
a un mouvement Brownien et les matrices de variance-covariance morphologique et celles
décrivant le milieu de vie pourront étre corrigées par la méthode traditionnelle des contrastes
indépendants (Felsenstein, 1985). Si ces relations ne sont pas linéaires, alors ces matrices
devront étre corrigées en fonction du modéle évolutif qui décrit le mieux 1’évolution des traits.

Méthode

Une premicre tendance de 1’évolution des traits est donnée par le test K de Blomberg
(Blomberg et al., 2003). En effet ce test permet, en plus du test de la corrélation des matrices,
I’extraction d’une statistique descriptive, le parametre K qui autorise la comparaison du taux
de signal phylogénétique dans le trait étudié entre les feuilles de 1’arbre (Blomberg et al.,
2003). Ce paramétre exprime le signal phylogénétique comme le rapport entre 1’erreur
quadratique moyenne des données des feuilles de 1’arbre et la matrice de variance-covariance
dérivée d’un arbre phylogénétique donné sous I’hypothése d’un mouvement Brownien
(Muinkemdller et al, 2012) et donc le rapport entre 1’erreur quadratique moyenne observée sur
I’erreur quadratique moyenne attendue (Blomberg et al., 2003; Krasnov et al., 2011). Si ce
parametre est inférieur a 1 alors les espeéces se ressemblent moins qu’attendu sous I’hypothése
d’un mouvement Brownien. Au contraire si ce parametre est supérieur a 1, elles se
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Déformation de I’arbre phylogénétique en fonction de différents parameétres

de modeéles macro-évolutifs
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ressemblent plus qu’attendu sous ce méme modéle macro-évolutif. Si K est égal a 1 alors le
trait enregistre exactement la quantité de signal phylogénétique attendu sous 1’hypothése d’un
mouvement Brownien. Le mouvement Brownien sous-entend que 1’évolution du trait se fait
de fagon stochastique unimodale autour de la valeur ancestrale (Butler et King, 2004; Pagel,
1994, 1999). L’évolution n’est influencée que par la dérive sans étre affectée par des forces
sélectives (Butler et King, 2004; Harmon et al., 2010b) ou des forces sélectives tres variables.
La variance du trait est donc proportionnelle au temps de divergence. C’est un modéle a un
parameétre, la variance évolutive instantanée (Pagel, 2002).

Une démarche complémentaire au calcul du paramétre K est de tester la vraisemblance
de différents modeles macro-évolutifs pour identifier ceux qui sont le plus a méme de rendre
compte de 1’évolution des conformations des cranes d’une part et de la taille des espéces
d’autre part en fonction de la phylogénie. La fonction fitContinuous {geiger} permet de tester
I’adéquation de différents modeles macro évolutifs aux données observées, parmi lesquels les
modeles Brownien (Felsenstein, 1973), Ornstein-Uhlenbeck (OU ou alpha, Buttler and King,
2004), Early Burst (EB ou ACDC, Harmon et al., 2010b), et le mouvement Brownien dirigé
(voir Pagel, 1999) ainsi que la méthode de Pagel basée sur les paramétres Lambda, Delta,
Kappa (Pagel, 1997, 1999, 2002; voir a titre d’exemple Piras et al., 2012).

2.6.1. Description des modeles testés

Le modéle Brownien dirigé (« trend » ou « directional random-walk » ou SSP « single
stationary peak » suivant les auteurs) est un modéle de diffusion ou le trait étudié varie selon
une tendance linéaire au cours du temps. Il est donc soumis a une force sélective de faible
intensité et n’est pas influencé par la seule dérive comme dans le cas d’'un modele Brownien
pur (Harmon et al., 2010b; Butler et King, 2004; Pagel, 1999). Il représente une évolution a
tendance générale (les espéces sont de plus en plus grosses de plus en plus petites etc...). Ce
modeéle possede un parametre supplémentaire par rapport au model Brownien qui est le
paramétre de changement de direction. Ce parametre est une mesure des valeurs de la
régression du trait entre les espéces par la longueur évolutive (somme des longueurs de
branches) de la racine aux especes actuelles (Pagel, 2002). Il est comparable a un modéle OU
qui n’aurait qu’une modalité (voir Hansen, 1997). La figure 9a donne une représentation de
I’arbre phylogénétique de Pages et al. (2010) en fonction de la valeur des parametres du
modele.

Le modé¢le d’Ornstein-Uhlenbeck (OU) est un modele d’évolution aléatoire a tendance
centrale. Avant un événement de spéciation, les traits évoluent sous un régime de sélection
unique (modele Brownien dirigé). Aprés 1’événement de spéciation, 1’évolution des traits se
fait de fagcon bimodale sous I’effet de deux régimes de sélection distincts (un mode pour
chaque espéce) avec des pics proches des optimums de chaque espéce sous la contrainte d’une
sélection stabilisatrice (Butler and King, 2004). Si la sélection stabilisante est forte le modele
fait tendre le trait vers un état de stase (Wiens et al., 2010). Ce modeéle est utilisé pour détecter
une évolution du trait plus lente que le taux de changement d’un facteur externe comme les
changements environnementaux. Le trait évolue alors sous la contrainte de 1’inertie
phylogénétique qui est une forme de conservatisme de niche écologique (Cooper et al., 2010).
La figure 9b donne une représentation de I’arbre phylogénétique de Pages et al. (2010) en
fonction de la valeur du paramétre du modele.

Le modéle Early Burst (Harmon et al., 2010b), également appelé ACDC
(ACcelerating-DeCelerating), est un modeéle d’évolution ou le trait évolue de facon
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exponentielle en fonction du temps et d’un taux d’évolution variable : r(t) = ro * exp(a * t).
avec ro qui représente le taux d’évolution initial et a qui est le paramétre de changement de
taux d’évolution qui varie entre -1 et 1. Si a =1 I’évolution s’accélére avec le temps
(adaptation spécifique), si a=-1 elle diminue avec le temps (radiation adaptative). La figure 9c
donne une représentation de 1’arbre phylogénétique de Pages et al. (2010) en fonction de la
valeur du parameétre a du modele.

2.6.2. La méthode de Pagel, signification et évolution des parameétres A, 6, k

Pagel (1994, 1997, 1999, 2002) a développé une methode pour estimer le modéle
évolutif du trait étudié, basée sur les moindres carrés genéralisés (GLS) dont les parametres
sont estimés par maximum de vraisemblance. Le principe est de tester la vraisemblance des
modeles Brownien (Pagel, 1994) ou Brownien dirigé (Pagel, 1999) aux données observées
(Pagel, 2002). 1l permet également en utilisant trois paramétres correctifs (par défaut chacun
de valeur 1) de mise a I’échelle et de transformation de la phylogénie d’origine de tester
I’adéquation de celle-ci a ces deux modeles (i.e Brownien et Brownien dirigé) pour savoir si
le trait étudié doit étre corrigé ou non et pour tester des hypotheses évolutives sur le trait lui-
méme (évolution graduelle, ponctuelle, radiation adaptive, constance du taux d’évolution).
Ces trois parametres, nommés kappa (x), lambda (1) et delta (8) permettent de tester le mode
(x), le tempo (J) et I’association avec la phylogénie (A) de 1’évolution du trait. Si, pour un
trait donné, les trois parametres ont la valeur égale a 1, cela signifie que la phylogénie et ses
longueurs de branches représentent un mouvement évolutif Brownien ou Brownien dirigé
(suivant le modele sous-jacent choisi comme référence). Dans ce cas un contraste indépendant
corrigera les données du trait (Felsenstein, 1985). Cependant si I’évolution du trait ne suit pas
la topologie ou la longueur des branches de I’arbre phylogénétique alors ces parametres vont
varier (voir Pagel, 2002). La fonction fitContinuous{geiger} estime la valeur de ces
parameétres de fagcon empirique en faisant varier les différents paramétres du modéle de Pagel
et en estimant pour chacune des valeurs prises la vraisemblance de 1’arbre obtenu pour décrire
les données observées du trait étudié.

Le parameétre A de Pagel (figure 9d) quantifie la contribution phylogénétique pour le
trait étudié. Il est donc redondant avec le test K utilisé au chapitre précédent. Cependant il
semble qu’il soit un estimateur plus sensible que le K de Blomberg pour de faibles écarts au
modele Brownien (Munkemiller et al., 2012) lorsque celui-ci est plus apte a détecter des
évolutions de traits dirigés par une sélection stabilisatrice. Il peut varier de :

- zéro (indépendant de la phylogénie, une seule radiation, phylogénie en étoile);
- a1 (le trait évolue selon la topologie de I’arbre et en suivant un modéle Brownien).

Une valeur intermédiaire de ce paramétre signifie que la topologie de la phylogénie surestime
la variance inter-spécifique.

Le paramétre & (figure 9¢) est une mise a 1’échelle par I’histoire évolutive (i.e. de tous
les chemins évolutifs de la racine aux espéces actuelles). Il permet de détecter si le taux
d’évolution du trait étudié a augmenté ou au contraire diminué au cours du temps de la racine
aux feuilles de I’arbre.
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Une valeur estimée inférieure a 1 signifie que les chemins évolutifs plus courts contribuent
proportionnellement beaucoup plus a 1I’évolution du trait. Les changements évolutifs du trait
sont anciens, ce qui est la signature d’une radiation adaptative ancienne avec un
ralentissement au cours du temps du taux d’évolution pour le trait étudié ;

- une valeur de 1 signifie les changements sont répartis tout au long de 1’histoire évolutive du
trait (mouvement Brownien);

- une valeur supérieure a 1 signifie que 1I’évolution du trait est récente et liée & une adaptation
specifique ;

Le paramétre delta (3) est un parameétre qui détecte les changements de taux d’évolution et
met a 1’échelle la phylogénie pour qu’elle corresponde a un taux d’évolution constant
(mouvement Brownien). Faire varier ce parameétre revient a tester un modele Early Burst

(Harmon et al., 2013).

Le paramétre Kappa « (figure 9f) est une mise a 1’échelle de la longueur des branches, il étire
et compresse I’histoire évolutive entre deux nceuds de D’arbre, il permet de détecter si
I’évolution du trait est ponctuelle ou graduelle :

- une valeur de 0 indique une évolution instantanée du trait suite a I’événement de spéciation.
L’évolution du trait est complétement indépendante de la longueur des branches de I’arbre

phylogénétique ;

- une valeur du parametre inférieure a 1 va compresser les longues branches plus que les
courtes et indiquer un ralentissement de 1’évolution du trait sur les branches longues,

- une valeur égale a 1 représente une évolution graduelle (mouvement Brownien) ;
- une valeur du parametre supérieure a 1 va étirer les longues branches de maniére plus
importante que les courtes. Cela indique que les longues branches contribuent plus a
I’évolution du trait que les branches courtes, comme si I’évolution accélérait le long de ces
branches longues. L’évolution est donc positivement corrélée a la longueur des branches.

2.6.3. Selection du modele qui correspond le mieux aux données observées

Le modele qui décrit au mieux [I’histoire évolutive de chaque trait étudié est
sélectionné comme étant celui dont le critére d’information d’Akaike corrigé (AlCc) est le
plus faible. Ce critére de qualité du mode¢le est dérivé de I’AIC (Akaike, 1987), trés souvent
utilisé, qui se base sur la déviance qui est le rapport entre la variance expliquée par le modele
et la variance totale suivant la relation :

AIC = déviance + 2*n

Ou n représente le nombre de facteurs du modele.

La déviance est le rapport entre la variance expliquée par le modéle et la variance totale.

L’AIC est un compromis entre 1’ajustement du modele aux données et le nombre de
parameétres utilisés pour réaliser cet ajustement. En effet plus un modeéle utilise de parametres
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pour décrire une relation, moins il est parcimonieux et plus sa qualité baisse. L’AIC rend
compte de ce compromis entre nombre de parameétres utilisés et proximité aux données.

L’AIC peut étre corrigé pour tenir compte du faible nombre d’espéces que nous avons. La
pénalité générée par le nombre de facteurs (k) du model dans 1’ AIC est amplifiée par la faible
taille (n) de 1’échantillon dans 1I’AICc (Hurvich et Tsai, 1989). Plus le nombre d’individus
croit plus ’AICc converge avec I’AIC.

2k (k+1)

AlICc=AIC +——
n-k-1

Une fois testée la correspondance entre des modeles d’évolution et les données
observées, la distribution des différences de vraisemblance de ces modéles et du modéle
Brownien est testée pour estimer si elle est significativement différente de la loi de
distribution de Chi deux avec un degré de liberté.

A (trait) = 2*(MLmodéle-MLBrownien)
Avec:
MLm : maximum de vraisemblance du model testé.
MLDb : maximum de vraisemblance du mouvement Brownien.

Résultats

Le parametre K est égal a 1,39 pour la taille et a 0,97 pour la conformation. Les
modeles Brownien, Brownien dirigé, EB (ACDC), OU, et le modele de Pagel pour les
différentes valeurs de ses parametres kappa (k), lambda (1), delta (8) ont été testés sur les 6
premiéres composantes principales qui représentent 99,84% de la variance totale et sont
significativement corrélées a la phylogénie d’apres les résultats du test K (voir paragraphe
2.5). Les résultats sont présentés table 6. Pour toutes les composantes de conformation
étudiées ainsi que pour la taille, c’est le modele Brownien qui représente le mieux 1’évolution
des données observées. Seule la cinquiéme composante de conformation fait exception.
L’évolution de la cinquieme composante de conformation est mieux modélisée par la méthode
de Pagel qu’elle ne le serait par un mouvement Brownien avec une valeur de delta (5) égale &
2,99 (borne haute du parametre), ce qui est la signature d’une adaptation spécifique du trait.
Cependant cette tendance n’est pas plus vraisemblable que 1’hypothése d’un mouvement
Brownien p (delta)= 0,0659 et la composante concernée ne capture que 0,8% de la variance
totale.

Discussion

Le parametre K de Blomberg est supérieur a 1 pour la taille ce qui est le signe que le
signal phylogénétique est tres fort et qu’il y a un conservatisme de la taille. Les espéces se
ressemblent plus que sous 1I’hypothése d’un mouvement Brownien (Cooper et al., 2010) ce qui
veut dire que la taille évolue plus lentement qu’attendu sous I’effet d’une évolution
stochastique. Ce résultat peut étre la signature d’un conservatisme de niche phylogénétique se
traduisant par une rétention de niche écologique (Cooper et al., 2010) ou 1’évolution du trait
est soumise a une selection stabilisante ou a des contraintes évolutives qui peuvent étre
d’origines développementales (Cooper et al., 2010; Wiens et al., 2010). Pour ce méme trait, la
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Tableau 6: Sélection du meilleur modele macro évolutif pour expliquer 1’évolution de la taille et des conformations (sur la CP1 et CP2) en vue
ventrale. Le critére d’information d’Akaike corrigé (AICc) par I’effectif minimal de 1’ensemble des modéles pour un trait a été soustrait a I’AICc
de chaque modeéle pour ce trait. La valeur 0 indique donc le meilleur modéle pour chaque trait.

Trait BM ouU EB trend lambda kappa delta
AICc_SE  -99,8357  -97,8654 -97,8895 -99,7044 -96,6690 -96,6690 -99,4404
pc1  dAICc_SE 0 1,9702 1,9462 0,1313 3,1667 3,1667 0,3953
p,delta 0,0960 0,0960 0,0960 0,0960 0,0960 0,0960 0,0960
AICc_SE  -108,1509 -104,9844  -105,4031  -105,4887  -104,9843  -104,9843  -105,7161
pc2  dAICc_SE 0 3,1666 2,7479 2,6622 3,1667 3,1667 2,4348
p,delta 0,3923 0,3923 0,3923 0,3923 0,3923 0,3923 0,3923
AICc_SE  -1122749 -107,8720 -107,7017 -107,8515  -109,1297  -109,0015 -107,8082
pc3  dAICc_SE 0 4,4029 45732 44234 3,1452 3,2735 4,4668
p,delta 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
AICc_SE  -1213211 -118,1622  -118,5993  -119,9595  -118,1544  -118,1544  -118,3142
pca  dAICc_SE 0 3,1589 2,7218 1,3616 3,1667 3,1667 3,0068
p,delta 0,6893 0,6893 0,6893 0,6893 0,6893 0,6893 0,6893
AICc_SE  -128,1674 -126,5798  -123,6296 -1259629  -1250970 -125,4224  -128,3843
pcs dAICc_SE  0,2169 1,8044 4,7547 2,4214 3,2872 2,9619 0
p,delta 0,0659 0,0659 0,0659 0,0659 0,0659 0,0659 0,0659
AICc_SE  -1334449 -131,3384 -131,3368 -131,0714  -131,3076  -130,4269  -131,5805
pce  dAICc_SE 0 2,1064 2,1081 2,3735 2,1372 3,0179 1,8643
p,delta 0,3506 0,3506 0,3506 0,3506 0,3506 0,3506 0,3506
AlCc_SE 74,2372 77,4038 77,3252 77,3346 77,4039 77,4039 77,2452
Size  dAICc_SE 0 3,1666 3,0879 3,0974 3,1667 3,1667 3,0080
p,delta 0,6904 0,6904 0,6904 0,6904 0,6904 0,6904 0,6904




valeur du parametre delta ((5) pour la meilleure correspondance par la méthode de Pagel (qui
est celle qui correspond le mieux aux données observées apres le modéle Brownien) prend la
valeur 0,79 (données non montrées) ce qui suggére un léger signal de radiation adaptative
ancienne et donc une diversification de ce trait avec un ralentissement de 1’évolution au cours
du temps comme le supposait le parameétre K précédemment. Cependant cette tendance n’est
pas significative. En effet, I’écart entre la distribution de la différence des maximums de
vraisemblance du delta de Pagel et du modele Brownien n’est pas significativement différent
[p (delta) = 0, 69], de la distribution de Chi deux avec un degré de liberté. Il en va de méme
des autres modéles macro-évolutifs et, malgré les valeurs prises par les paramétres K et o,
aucun scénario d’évolution de la taille du crane des animaux ne décrit mieux celle-ci que le
mouvement Brownien. La valeur du parametre K pour la conformation du crane est proche de
1 ce qui signifie que ce trait évolue conformément a un mouvement Brownien (Blomberg et
al., 2003; Wiens et al., 2010; Cooper et al., 2010). Les tests de correspondance a des modéles
macro-évolutifs corroborent majoritairement le scénario d’évolution Brownien pour
I’évolution de la conformation du criane. Cependant il convient de garder a 1’esprit que si le
mouvement Brownien a été montré ici comme le modéle représentant le mieux les données
observées, des modeles faisant intervenir de faibles pressions de sélection stabilisante (trend)
ou méme des adaptations comme le delta (8) de Pagel ont des valeurs d’AICc proches du
modele Brownien (respectivement delta AICc égal a 0,13 et 0,40 voir tableau 6) pour la
premiere composante de conformation qui résume la part de variance la plus importante du
jeu de données. Ceci signifie que d’autres modéles d’évolutions donnant plus de place a
I’écologie pourraient étre sélectionnés sans que ce choix soit déraisonnable (Westoby et al.,
1995).

Conclusions

L’évolution de la taille et de la conformation des crénes en vue ventrale (i.e de leur
forme) ne présente pas de tendance adaptative directionnelle forte mais évolue a partir des
traits ancestraux sous la seule action stochastique de la dérive ou sous I’action de pressions de
sélection variables au cours du temps. La valeur du K de Blomberg est trés proche de 1 et
celle du lambda de Pagel également pour les six premieres composantes de conformation
(0,92 < Ace1 2 ces) < 1) ce qui suggere une évolution purement Brownienne pour ce trait et
donc un conservatisme de niche écologique faible voire totalement absent. La valeur du
parameétre A (égal a 1) pour la taille suggere une évolution qui suit un mouvement Brownien
alors que le K de Blomberg >1 suggere que les especes proches phylogénétiqguement ont une
taille plus proche que ne le suggérerait une évolution purement Brownienne. La taille du corps
est un trait qui entre, parmi d’autres traits, dans la définition de la niche écologique des
espéces (Wiens et al., 2010) car elle conditionne 1’acces aux ressources alimentaires. Or la
taille corporelle et la taille centroide du créne sont fortement corrélées (voir partie 1
paragraphe C2.3). Aussi la taille du créne peut-elle étre considérée comme un marqueur de la
niche écologique des especes. Une évolution lente de ces traits est souvent observée (Wiens et
Graham, 2005; Wiens et al., 2010). Cependant cette évolution peut également étre rapide
(Schluter, 2000). Wiens et al. (2010) critiquent 1’usage des paramétres K et A utilisés seuls
pour la mise en évidence du conservatisme de niche écologique car le calcul de ces
estimateurs est fondé sur les écarts a 1’hypothése nulle (mouvement Brownien) ce qui sous-
entend des changements phénotypiques substantiels du trait au cours du temps et de la
phylogénie (Revell et al., 2008). Cependant le signal attendu pour mettre en évidence un
conservatisme de niche écologique est I’absence de changement au court du temps. Aussi
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Tableau 7 : Influence du milieu de vie des especes sur la variance de la taille des cranes en
vue ventrale. La taille et le milieu ont été corrigés par la méthode des contrastes indépendants
(Felsenstein, 1985).

facteur Df Somme Moyenne Valeur de F Pr(>F)
des carrés Des carrés
PIC milieu 5 63,88 12,78 0,687 0,641
Residuals 14 260,20 18,59

Tableau 8: Influence du milieu de vie des espéces sur la variance des 4 premieres
composantes de conformation des cranes en vue ventrale. La taille et le milieu ont été corrigés
par la méthode des contrastes indépendants (Felsenstein, 1985).

facteur Df (facteur) Pillai valeur de F Df Df (individus)  Pr(>F)
(num)

PIC milieu 5 1,2926 1,3367 20 56 0,1956
Residuals 14




Wiens et al. (2010) et Cooper et al. (2010) conseillent une approche fondée sur le test de
différents modeéles macro-évolutifs (OU, BM et « white noise »). Un modele de stase
phénotypique comme celui d’Ornstein-Uhlenbeck (OU) qui comprend une force de sélection
stabilisatrice de nature a traduire le conservatisme de niche devrait donc correspondre mieux a
I’évolution observée que le modele Brownien. Cependant dans notre étude, ces modeles
n’expliquent pas significativement mieux 1’évolution observée que le modele Brownien. En
conséquence les données morphologiques et environnementales peuvent étre corrigées a
’aide de la méthode de contrastes indépendants (Felsenstein, 1985).

2.7. Effet du facteur environnemental sur la morphologie en tenant compte
de 'information phylogénétique

Méthode

La taille, la transformation logistique traduisant les données environnementales, la
matrice des scores de I’ACP Procrustes et la matrice de variance-covariance phylogénétique
ont été utilisées pour calculer les contrastes phylogénétiquement indépendants entre espéces
(Felsenstein, 1985). Pour cela la fonction pic{ape} a été utilisée. Les contrastes ont ensuite été
utilisés pour tester a nouveau I’effet de I’environnement sur la taille et la morphologie rendues
indépendantes de la phylogénie. De plus la disparité morphologique au cours du temps a été
évaluée a ’aide de deux indices, I’indice DTT et I’indice MDI (Harmon, 2003; Rowe et al.,
2011). Afin de comparer nos données a celles de Rowe et al. (2011) portant sur le genre
Rattus des Tles de la sous-région biogéographique du Sahul, les données de conformation
craniennes ont été complétées par la longueur téte/corps, la longueur de la queue et la
longueur de la patte arriere ainsi que la taille moyenne des espéces (voir partie 1 paragraphe
B.3.1). L’indice DTT (Disparity Thought Time) est une mesure de la disparité qui est calculée
a partir de la moyenne des distances euclidiennes par paire entre les espéces. Il représente le
rapport entre la dispersion intra et inter-clades. Une mesure proche de 0 signifie que la
dispersion inter-spécifique est trés supérieure a la dispersion intra-spécifique. Au contraire un
DTT proche de 1 signifie que la dispersion intra-spécifique représente une grosse partie de la
variance totale étudiée pour I’ensemble des espéces. Cette valeur (DTT proche de 1) indique
que la morphologie des especes est susceptible d’un recouvrement dans I’espace des
conformations, ce qui veut dire que les espéces ont évolué indépendamment pour occuper des
portions équivalentes de 1’espace morphologique (Harmon, 2003). L’écart de cet indice a
I’hypothése nulle au cours du temps a été représenté en construisant une représentation a
partir de 1000 simulations permettant de définir la distribution de la disparité morphologique
sous I’hypothéese nulle (évolution Brownienne) au cours du temps (Harmon, 2003). L’indice
MDI (Morphological Disparity Index) représente la différence globale de disparité relative
d'un clade comparée a celle attendue sous I'nypothese nulle. 1l permet de tester si la disparité
au sein des espeéces est inférieure ou supérieure a la médiane de celle attendue sous
I’hypothese d’une évolution sous mouvement Brownien. C’est un indice trés corrélé au delta
de Pagel (Harmon, 2003). Des valeurs négatives de cet indice indiquent que la disparité
morphologique intra-spécifique évolue moins qu’attendu sous I’hypothése d’un mouvement
Brownien et une valeur positive indique que la disparité intra-spécifiqgue évolue plus
qu’attendu sous 1’hypothese nulle.

Résultats

L’environnement est un facteur qui n’explique significativement ni la taille (tableau 7)
des animaux (F (5,14)= 0,69, p = 0,64) ni la distribution des conformations (tableau 8)
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Evolution de la disparité morphologique en fonction du temps.
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Figure 10: disparit¢ morphologique observeée (courbe en traits pleins) et disparité
morphologique attendue sous I’hypthése d’une évolution suivant un mouvement Brownien
(courbe en pointillés). La zone grisée représente 1’intervalle de confiance a 95% (Harmon,
2008).



observées lorsque I’on considére les quatre premiéres composantes de conformation (Pillai (5,
14)= 1,29, p = 0,20). L’indice de disparit¢é morphologique relatif observé pour les espéces
actuelles (disparité intra-spéecifique/disparité globale) est compris entre 0,02 pour les especes
du genre Rattus et 0,2 pour Micromys. La valeur de I’indice MDI est négative dans notre
étude comme dans celle de Rowe et al. (2011) qui obtiennent -0,08 pour les Rattini de la zone
indochinoise et -0,07 pour les Rattus du Sahul. La disparité intra-spécifique observée est donc
inférieure a celle attendue sous 1’hypothése d’un mouvement Brownien. Cette tendance se
retrouve lorsque 1’on représente la disparité morphologique des taxons au cours du temps
(figure 10), cependant cette tendance se trouve comprise dans 1’intervalle de confiance d’une
distribution de la disparité morphologique sous mouvement Brownien estimé a partir de 1000
simulations (Harmon, 2003).

Discussion

Ces résultats montrent que les différences d’environnement n’expliquent pas
les différences de morphologie, une fois que I’histoire évolutive est prise en compte. IS
illustrent ainsi I’importance de la prise en compte de la phylogénie lors de 1’analyse
comparative de traits inter-spécifiques sans laquelle on aurait facilement pu conclure que les
difféerences morphologiques inter-spécifiques résultaient de différences d'environnement
(paragraphe 2.3.3). Ces résultats ont été obtenus avec la méthode des contrastes indépendants
(Felsenstein, 1985) qui est une méthode de correction statistiquement conservative (Westoby
et al., 1995). Si le trait évolue en partie sous la contrainte d’un conservatisme phylogénétique
de niche, a la fois corrélé a la phylogénie et a I’écologie, celui-Ci est considéré par cette
méthode comme étant uniquement lié a la phylogénie. Cependant cette correction s’applique
dans le cadre d’un mouvement d’évolution Brownien et aucun autre mod¢le ne s’est montré
plus vraisemblable pour expliquer 1’évolution des traits observés. D’autres choix auraient pu
étre faits comme celui de considérer la variation liée a 1’écologie comme 1’hypothése nulle a
la place des relations phylogénétiques (Westoby et al., 1995; Martins, 2000), donnant ainsi
plus de puissance statistique pour la détection de variations adaptatives.

Une autre etude portant sur les représentants du genre Rattus présents dans les iles qui
forment le Sahul (Rowe et al., 2011) montre que le patron de diversification observé pour ces
especes partage certaines caracteristiques liées aux radiations adaptatives, comme une
partition environnementale des lignées et une diversification importantes des lignées au
moment de la radiation suivi d’une décroissance du taux de spéciation au cours du temps.
Notre échantillonnage d’espéces indochinoises enregistre ¢également cette partition
environnementale mais 1’étude de la disparité morphologique de notre jeu de données ne
permet pas de mettre en évidence une radiation adaptative pour ces espéces. En effet chaque
espece possede un indice de disparité morphologique relatif proche de 0 ce qui signifie que la
part d’évolution des conformations inter-specifique est trés supérieure a la part d’évolution
intra spécifique. Cette tendance est confirmée par la valeur négative de I’indice de disparité
morphologique (MDI). Rowe et al. (2011) s’appuient sur la valeur négative de MDI pour
¢tayer 1I’hypothése d’une proportion d’évolution morphologique totale inférieure a celle
attendue sous I’hypothése d’une évolution a mouvement Brownien. Le tracé de la disparité
morphologique au cours du temps pour les especes indochinoises (figure 10), a savoir la
moyenne inter-spécifique des distances euclidiennes deux a deux (Harmon et al., 2003),
montre que la courbe observée est contenue dans I’intervalle de confiance a 95% de la courbe
décrivant 1’évolution sous mouvement Brownien. Elle montre que rapidement aprés la
diversification des Rattini de la zone indochinoise, la disparité morphologique intra-spécifique
est inférieure a celle attendue sous 1’hypothése d’un mouvement Brownien ce qui est souvent
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interprété comme un indice en faveur d’une divergence éco-morphologique (Rowe et al,
2011). Cependant cette tendance pour les Rattini indochinois n’est pas significative et la
disparité observée reste comprise dans I’intervalle de confiance d’une évolution Brownienne.
Ce résultat confirme celui obtenu lors du test de différents scénarios macro-évolutifs pour
décrire I’évolution des conformations observées. La différence entre les résultats obtenus dans
notre étude et celle de Rowe et al. (2011) peut étre attribuée a plusieurs facteurs. Le premier
est la présence d’un biais d’échantillonnage de I’'un ou I’autre des jeux de données. Notre jeu
de donnés couvre la tribu des Rattini de son taxon le plus basal a son taxon le plus sommital.
Cependant il est tres incomplet puisque seulement 21 sur les 167 especes de la tribu sont
représentées (Musser et Carleton, 2005). L’échantillonnage de Rowe et al. (2011), est plus
exhaustif en ce que qui concerne les rats Sahuliens mais trés concentré sur une petite partie de
la diversité des Rattini, le genre Rattus. Une étude moléculaire récente (Schenk et al., 2013) et
qui intégre les especes dont la disparité morphologique a été traitée par Rowe et al. (2011),
montre que le signal significatif de changement du taux de diversification obtenu par un test
de cladogénese relative (Purvis et al., 1995) est lié ici a un biais d’échantillonnage des Rattus
Sahuliens. De plus, les zones biogéographiques étudiées n’ont pas la méme histoire
géologique et climatique (voir annexe 1). Ainsi 1’Asie du Sud-Est est considérée comme le
foyer de diversification du genre Rattus ou I’on trouve les plus vieux fossiles du genre
(Chaimanee, 1998). Des études moléculaires récentes date 1’apparition du genre Rattus a 3
millions d’année (Verneau et al., 1998; Robins et al., 2008). Ce n’est que récemment, entre 1
et 2 millions d’années, que les Rattus sont apparus dans le Sahul (Rowe et al., 2011). Cette
date de colonisation est incertaine car les fossiles sont rares. Cependant il est possible
d’imaginer des scénarios évolutifs différents pour les Rattini des sous-régions Indochinoises
et Sundaiques d’une part et pour ceux du Sahul d’autre part. Pour les premiers, la radiation au
sein du genre Rattus aurait été lente et influencée par des évenements de vicariance comme
ceux mis en évidence par 1I’étude de Gorog et al. (2004) pour les genres Maxomys et
Leopoldamys (voir également Lohman et al., 2011 ; Latinne, 2012b). A I’inverse, la radiation
des Rattus Sahuliens pourrait avoir eté plus rapide car elle serait liée a des phénomenes de
dispersion impulsés par le franchissement des multiples bras de mers séparant le Sahul du
continent asiatique a cette epoque (Rowe et al., 2011). Les especes se seraient adaptées a des
niches écologiques vacantes dans un environnement nouveau conduisant a une radiation
adaptive rapide suivie d’un ralentissement de 1’évolution du trait.

Conclusion

L’histoire évolutive des traits morphologiques en relation avec 1’écologie est parfois
complexe. Toutefois, quelle que soit la nature des facteurs étudiés, la représentation d’un
facteur pouvant influencer la morphologie des animaux dans I’espace des conformations
devrait toujours étre accompagnée de la représentation de la phylogénie dans ce méme espace
pour en faciliter Dinterprétation (Rohlf, 2002; Klingenberg et Gidaszewski, 2010;
Klingenberg, 2010; Klingenberg et al., 2011; Klingenberg et Mararugan-lobon, 2013;
Monteiro, 2013). Le test de divers scénarios macro-évolutifs devrait étre la regle pour
expliquer I’histoire évolutive des espeéces et comprendre comment la matrice de variance-
covariance de traits morphologiques est influencée par I’histoire commune des espéces
(Wiens et al., 2010; Cooper et al. , 2010).
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Evolution des conformations en vue ventrale des cranes de
rongeurs de la tribu des Rattini
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Figure 11: La conformation de 1’ancétre commun est représentée en gris clair et la
conformation cible en pointillés. Les fleches rouges indiquent le déplacement, amplifié 3 fois,
de chaque point homologue pour passer de la conformation source a la cible. Les couleurs, du
bleu foncé au rouge clair, représentent la quantité relative de déformation interpolée par
10000 points placés regulierement sur la surface.



2.8. Evolution des morphologies craniennes

Méthode

L’¢évolution des morphologies craniennes (par la méthode décrite paragraphe 2.2 et
illustrée figure 5) pour chaque branche de I’arbre phylogénétique de Pagés et al. (2010) a été
inférée en prenant comme conformation de référence celle de 1’ancétre commun et comme
cible celle de la conformation des espéces filles. L’évolution est ainsi décrite de 1’ancétre
commun des Rattini a ’ancétre commun de chaque genre. Cette description a été complétée
par la description des especes actuelles sceurs ou des especes susceptibles de poser des
problémes d’identification.

Résultats

Le premier évenement de diversification rencontré lorsque 1’on parcourt 1’arbre de
I’ancétre commun des Rattini aux espéces actuelles est I’isolement de la lignée qui a évolué
pour donner la division Micromys et d’une seconde lignée dont la diversification engendre la
radiation de la tribu des Rattini (figure 11). L’évolution de la conformation des cranes en vue
ventrale a partir a partir de 1’ancétre commun des Rattini et jusqu’a la conformation de
Micromys minutus se caractérise par une augmentation du volume de la boite crénienne, un
élargissement du maxillaire et un raccourcissement de I’os prémaxillaire accompagné par une
inclinaison des incisives vers le palais. La structure palatine reste inchangeée, et les foramens
mésoptérigoides se raccourcissent. Les foramens incisifs s’allongent 1égérement et les bulles
tympaniques se développent. L’évolution de la conformation de la lignée soeur (entre le nceud
1 et 2 figure 11) de la division Micromys qui évolue vers 1’ancétre commun des divisions
Maxomys, Dacnomys et Rattus se traduit par un allongement de 1’0os prémaxillaire, un
redressement des incisives et une diminution du périmetre cranien au niveau de la jonction de
I’0s squamosal et de I’os alisphénoide ainsi qu’au niveau de I’apophyse zygomatique du
squamosal. Les foramens mésoptérigoides s’étirent également en arriere alors que les bulles
tympaniques diminuent de volume. La seconde lignée qui diverge donne naissance & la
division Maxomys dont les membres représentés ici par Maxomys surifer ont un périmetre
cranien qui se réduit encore de par le mouvement de la jonction de 1’0os squamosal et de
I’alisphénoide ainsi que par celui de 1’apophyse zygomatique du squamosal. La jonction de la
bulle tympanique et de 1’0s basioccipital ainsi que la partie postérieure de la boite cranienne
participent a cette réduction du périmétre cranien en se déplacant vers I’intérieur de la boite
crénienne. Les bulles tympaniques se réduisent de fagcon importante. La partie frontale du
crane est également affectée par ces transformations. Le palais se raccourcit et les foramens
palatins se déplacent vers les foramens incisifs qui se raccourcissent dans leur partie
postérieure tout en s’¢largissant pour adopter une forme caractéristique du genre Maxomys. Le
maxillaire se rétrécit et 1’arcade zygomatique recule dans le méme temps. Enfin 1’os
prémaxillaire s’allonge et les incisives se redressent. Le groupe frére de la division Maxomys,
évolue vers ’ancétre commun des divisions Rattus et Dacnomys (entre les nceuds 2 et 3).
Cette évolution de la conformation du créne se traduit par un changement trés modére et
caractérisé par un tres léger redressement des incisives. La séparation des divisions Dacnomys
et Rattus conduit a la naissance de I’ancétre commun des genres Leopoldamys et Niviventer
(entre les nceuds 3 et 17). L’évolution de la conformation cranienne le long de cette branche
est marquée par un mouvement des incisives vers les foramens palatins et une réduction du
volume des bulles tympaniques. Dans le méme temps, les changements morphologiques qui
conduisent a I’ancétre commun de la division Rattus (entre les nceuds 3 et 4) subissent des
transformations opposées, ¢’est-a-dire que le volume des bulles tympaniques augmente alors
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que les incisives évoluent en se redressant. Entre les nceuds 17 et 20, la conformation du crane
évolue au niveau de la jonction de 1’os squamosal et de 1’apophyse zygomatique du
squamosal qui s’élargit un peu. Les foramens palatins avancent légérement et les foramens
incisifs s’étirent en direction du palais. Les incisives continuent a s’incliner vers 1’intérieur.
Ces transformations conduisent a la conformation de I’ancétre commun au genre Niviventer.
L’évolution de la conformation du crine le long de la branche sceur entre les nceuds 17 et 18
conduit a I’ancétre commun au genre Leopoldamys et se caractérise par une réduction des
bulles tympaniques, une légére réduction du périmétre cranien, une migration de foramens
palatins vers 1’arriere du palais, un raccourcissement des foramens incisifs dans leur partie
postérieure et un trés faible allongement de I’os prémaxillaire. La séparation d’une lignée
évoluant vers 1’ancétre commun au genre Berylmys (entre les nceuds 4 et 16) a partir de la
conformation ancestrale de la division Rattus est marquée par une évolution qui se concentre
au niveau des incisives qui se redressent fortement. La conformation portée par la branche
comprise entre les nceuds 4 et 5 du chronogramme évolue peu. Cette évolution est caractérisée
par le recul des foramens palatins, 1’accroissement des bulles tympaniques et 1’avancée de
I’arche zygomatique. L’évolution de la conformation du crane attribuable a la divergence du
taxon qui évolue vers I’ancétre commun du genre Bandicota est concentrée principalement
dans les parties prémaxillaires et maxillaires du crane a 1’exception d’un rétrécissement du
crane au niveau de la jonction entre 1’os squamosal et de I’alisphénoide. Les foramens palatins
reculent vers P’arriére du palais qui se rétrécit, I’arcade zygomatique avance, les foramens
incisifs s’allongent dans leur partie frontale, I’os prémaxillaire s’¢largit et les incisives se
redressent. Entre les nceuds 5 et 6 la conformation évolue vers 1’ancétre commun du genre
Rattus. Cette évolution se concentre egalement sur les parties prémaxillaires et maxillaires et
plus particulierement les incisives qui s’ incurvent vers les foramens palatins antérieurs.

Discussion

Le chemin évolutif qui méne a I’ancétre commun des Rattus est marqué par une
évolution globale qui n’est pas directionnelle pour 1’ensemble du crane. A titre d’exemple, la
position relative des incisives par rapport a 1’os prémaxillaire évolue dans un mouvement vers
I’avant dans les nceuds profonds (entre les noeuds 1 a 4) avant de se stabiliser (entre les nceuds
4 et 5) et de s’incurver vers les foramens incisifs (entre 5 et 6). Lors de ce changement
évolutif, c’est tout d’abord la jonction entre 1’0os squamosal et D’alisphénoide qui se
transforme, accompagné par un rétrécissement des bulles tympaniques et un allongement du
prémaxillaire (entre 1 et 3). Ces structures se stabilisent ensuite et les transformations
successives se concentrent sur le développement, qui reste cependant modéré, des bulles
tympaniques (entre 3 et 6). Dans le méme temps, certains traits évoluent dans le méme sens
au cours du temps. Ainsi les foramens incisifs ne cessent de s’allonger et les foramens
palatins migrent vers le fond du palais tout au long de I’histoire évolutive des taxons. Ce
chemin évolutif est donc caractérisé par des comportements différenciés des traits qui
dessinent la morphologie cranienne. Ainsi on observe une évolution directionnelle de certains
traits, alors que d’autres évoluent dans une direction puis dans une autre opposée. Certaines
structures évoluent de facon concomitantes ou au contraire I'une aprés I’autre. Ce patron
d’évolution est en accord avec une evolution décrivant un mouvement Brownien ou aucune
force de sélection constante n’est a I’ceuvre sur I’ensemble de la structure. La sélection peut
exister au cours de 1’évolution de la morphologie sous mouvement Brownien mais elle n’est
pas une force constante et ¢c’est donc la dérive, phénomeéne stochastique, qui est le mécanisme
principal de I’évolution de la morphologie. Une étude plus approfondie portant sur des
modules évolutifs (parties identifiées de la structure étudiée ayant la co-variation la plus faible
possible) pourrait permettre d’affiner I’histoire évolutive de la face inférieure du crane et
éventuellement de mettre en évidence le caractére adaptatif de I’évolution de certains traits.
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Evolution des conformations inter-spécifiques des cranes en vue ventrale pou le genre Rattus.

i T L T EE T E e snpiu snyey

1Baniou SNy

e i Tl T T S S sug)nxea snjey.

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| Jajusnnusbie snyey.

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| SIsusuewepue snjjgy-

£4 Snpey-—

—___  sISuajeIaNes Snuey_

|||||||||||| SNOWBWON SNYEY—

||||||||||| snyes snpey—

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| wnzauej snjey—.

Figure 12: Evolution des conformations en vue ventrale des cranes pour les especes du genre

identification sur le terrain.

Rattus susceptibles de poser des probléemes d’



Cependant cette démarche n’a pas été entreprise ici car si 1I’évolution des conformations
estimées entre I’ancétre commun a la tribu des Rattini et les ancétres communs de chaque
genre actuel donne une idée de 1’évolution de la face inférieure du crane, une interprétation
trés approfondie de 1’évolution des conformations est rendue difficile par le fait que la
phylogénie des Rattini utilisée est trés loin d’étre exhaustive. La conformation de I’ancétre
commun est estimée comme étant une moyenne pondérée par la variance de I’ensemble des
espéces actuelles présentent dans la phylogénie. Ainsi ’ancétre commun des Rattini estimé
dans ce travail est probablement trés éloigné de 1’ancétre réel dont la morphologie ne pourrait
étre rigourecusement estimée qu’a 1’aide d’un échantillonnage moléculaire et morphologique
beaucoup plus large couvrant I’ensemble de la tribu des Rattini qui compte 35 genres et 167
especes (Musser et Carleton, 2005). Les especes du genre Rattus ont ici quasiment le méme
contour que la conformation en vue inférieure du crane de I’ancétre commun. A 1’opposé, la
conformation du crane de Micromys minutus en est trés éloignée. Le clade des Rattus est
représenté par 10 espéces proches morphologiquement et qui influencent donc fortement la
conformation ancestrale. Micromys minutus est le seul représentant de la division Micromys et
I’influence beaucoup moins. Il faut donc prendre ces inférences avec beaucoup de précautions
mais garder en mémoire cette capacité de la morphométrie géométrique a décrire et a
quantifier non seulement la biodiversité actuelle et passée qu’elle soit réelle (fossiles) ou
estimée (reconstruction) et également a pouvoir matérialiser les transformations des objets
biologiques a 1’échelle de I’évolution des especes.

2.9. Comparaison des conformations actuelles et implications pour
’identification des espéces

La méme méthode de visualisation des changements de conformation permet de
compléter la description des especes sceurs pour lesquelles les erreurs d’identification sur le
terrain ou en collection sont fréquentes. D’autres espéces plus éloignées phylogénétiquement
mais aux morphologies externes proches, au moins pour certaines classes d’age, ont
également fait I’objet de comparaisons afin de compléter la description des especes réalisées
dans la premiere partie.

Résultats

La figure 12 représente 1’évolution des conformations entre les espéces de Rattus qui
sont couramment confondues sur le terrain.

2.9.1. Différences entre Rattus tanezumi et R. rattus (Figure 13)

La distinction morphologique entre ces deux especes est tres intéressante car elles sont
régulierement confondues dans la littérature et sont connues pour vivre en sympatrie et
s’hybrider dans les zones d’introduction (Lack et al., 2012). L’analyse montre que la
morphologie cranienne est proche chez les deux espéces mais que certaines différences
peuvent étre observées. La partie prémaxillaire est identique chez les deux espéces mais chez
R. rattus, les foramens incisifs se raccourcissent dans leur partie postérieure (voir la figure 13
critere n°1), de méme que les rangées dentaires supérieures. La structure du palais est trés
différente chez les deux espéces. Ainsi chez R. rattus celui-ci est raccourci dans sa partie
postérieure ce qui s’accompagne d’une migration des foramens palatins vers I’avant du palais.
Cette migration vers I’avant des foramens palatins et le raccourcissement des rangées de
molaires fait diminuer la distance entre la partie la moins large du palais et les foramens
palatins chez R. rattus par rapport & R. tanezumi (voir figure 13 critere n°2). Le palais est
d’autre part légérement plus large chez R. rattus. La jonction entre I’0os squamosal et
I’alisphénoide est plus avancée chez R. rattus et elle est plus proche de la troisiéme molaire
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Différences entre R. tanezumi et R. rattus.

Figure 13: Critéres de différenciation entre R. tanezumi (& gauche) et R. rattus (a droite) a la
méme échelle. 1) les foramens palatins antérieurs ne s’allongent pas au-dela de la M1.chez R.
rattus 2). La distance des foramens palatins a la ligne matérialisant la plus petite largeur du
palais est plus grande chez R. tanezumi que chez R. rattus. 3). La jonction entre 1’0s
squamosal et 1’alisphénoide est plus proche de la base de 1’apophyse zygomatique de 1’os
squamosal chez R.tanezumi. 4) les bulles tympaniques de R. tanezumi sont plus développées.
5) I’arcade zygomatique est plus fine chez R.rattus.

Différences entre R. tanezumi et R. andamanensis.

Figure 14: Critéres de différenciation entre R. tanezumi (a gauche) et R. andamanensis (a
droite) a la méme échelle. 1) les bulles tympaniques de R. tanezumi sont nettement plus
développées. 2) les foramens palatins antérieurs ne s’allongent pas au-dela de la M1.chez R.
andamanensis. 3) la partie frontale de 1’arcade zygomatique fait un angle obtu chez R.
andamanensis et aigu chez Rattus tanezumi et I’arche est donc plus large chez cette derniére

espéce.



(figure 13 critere n°3). Les foramens mésoptérigoides sont plus courts. Le créne de R. rattus
est légerement moins large au niveau des arcades zygomatiques et légerement plus allongé
vers D’arriere. Les bulles tympaniques sont plus petites (figure 13 critére n°4). L’arcade
zygomatique est cependant légerement plus fine chez R. rattus (voir figure 5 critéere n°5). Les
différences majeures résident au niveau du palais et des rangées dentaires, notamment au
niveau de la premiére molaire. Le raccourcissement de la rangée dentaire s’accompagne en
effet d’'un mouvement vers I'intérieur du palais de la partie frontale de la premicre cuspide
labiale chez R. rattus. 11 y a donc dans 1’évolution de cette structure une allométrie inter-
spécifique. Une étude approfondie de la M1 supérieure de ces deux especes par des
transformés elliptiques de Fourrier permettraient certainement de dissocier les deux espéces.

2.9.2. Différences entre Rattus tanezumi et R. tiomanicus

Les différences observées entre ces deux espéces sont comparables a celles observées
entre R. tanezumi et R. rattus. Ce résultat était attendu car I’homoplasie des morphologies
pour cette vue et pour R. tiomanicus et R. rattus avait déja été notée au chapitre 2.5 (voir
figure 8). Cependant quelques différences sont a noter. Ainsi la structure du palais n’évolue
pas dans sa partie postérieure entre R. tanezumi et R. tiomanicus. Les rangées dentaires se
raccourcissent pour passer d’une morphologie a 1’autre mais cette fois-ci il n’y a pas
d’avancée de la M3. Les foramens ptérigoides s’allongent chez R. tiomanicus par rapport & R.
tanezumi. Cependant ces différences ne permettent pas d’établir un caractére diagnostique sur
cette face du crane. La encore une étude approfondie de la M1 supérieure de ces deux especes
par des transformes elliptiques de Fourrier permettraient certainement de dissocier les deux
especes.

2.9.3. Différences entre Rattus rattus et R. tiomanicus

R. tiomanicus et R. rattus sont tres proches morphologiquement pour cette vue.
Cependant chez R tiomanicus, le palais et les rangées dentaires s’allongent vers ’arriére de
méme que les foramens ptérigoides. La boite cranienne est tres légerement élargie au niveau
de la jonction de I’0os squamosal, de 1’alisphénoide et de I’apophyse zygomatique du
squamosal. Cependant ces differences sont trop subtiles pour étre utilisées a des fins
diagnostiques.

2.9.4. Différences entre Rattus tanezumi et Rattus andamanensis (figure 14)

R. andamanensis est une espéce qui appartenait anciennement au complexe Rattus
(Aplin et al., 2011). Ce complexe d’espéces est un ensemble de taxons dont les limites ne sont
pas clairement définies sur des bases morphologiques. Cette espéce principalement forestiére
peut parfois étre rencontrée dans 1’habitat humain (observation personnelle basée sur les
piégeages réalisés lors du programme CERoPath). L’évolution de la morphologie du crane en
vue inférieure entre les deux especes est marquée par des transformations importantes au
niveau des bulles tympaniques qui se réduisent chez R. andamanensis (voir figure 14 critere
n°1). Cette transformation est accompagnée par une réduction de I’ensemble du périmétre de
la boite cranienne. Les rangées dentaires et les foramens incisifs se raccourcissent légerement
de sorte ceux-ci en s’allonge pas au-dela de la M1 (figure 14 critere n°2). La partie
prémaxillaire du crane s’allonge par un mouvement concomitant de recul de 1’arcade
zygomatique et d’allongement de 1’os pré-maxillaire. L’arcade zygomatique est enfin moins
saillante chez R.andamanensis (figure 14 critére n°3).
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2.9.5. Différences entre Rattus tanezumi et R. argentiventer

Rattus argentiventer est une espéce typique des zones rizicoles alors que R. tanezumi
fréquente peu ce milieu. Cependant ces especes peuvent se trouver en sympatrie a la saison
des pluies ou I’humidité permet a R. argentiventer de fréquenter des milieux de friches
arborées fréquentées également par R. tanezumi. R. argentiventer présente des incisives
beaucoup plus en avant que R. tanezumi et les foramens incisifs sont élargis dans leur partie
postérieure.

2.9.6. Différences entre Rattus tanezumi et R. exulans

Les erreurs d’identification sont rares entre R. tanezumi et R. exulans sur le terrain car
la morphologie corporelle de ces deux espéces est bien différenciée. Cependant certaines
erreurs peuvent subvenir lorsque 1’on est en présence de jeunes R. tanezumi qui peuvent alors
étre confondus avec des R. exulans adultes. La morphologie cranienne des deux especes en
face ventrale se différencie par une boite cranienne plus développée chez R. exulans
notamment au niveau de la jonction entre I’os squamosal et 1’alisphénoide. Cette différence
donne un aspect beaucoup plus arrondi aux cranes de R. exulans. De plus les formanens
palatins sont plus en avant chez cette espéce et les foramens ptérigoides plus en arriere.
D’autre part, la rangée dentaire est plus courte chez R. exulans (Claude, 2013), le palais
Iegérement plus court et les incisives plus recourbées vers les foramens palatins antérieurs.

2.9.7. Différences entre Rattus tanezumi et R. nitidus

R. nitidus est une espece commensale qui remplace R. exulans dans le nord de la zone
d’étude. Chez cette espéce, les bulles tympaniques sont moins développées que chez R.
tanezumi, le cortex est moins arrondi au niveau de la jonction de la bulle tympanique et de
1’0s basisoccipital. L’arcade zygomatique a une position plus postérieure et I’os prémaxillaire
s’allonge 1égérement dans le méme temps chez R. nitidus.

2.9.8. Différences entre Rattus sakeratensis et R. argentiventer

R. sakeratensis et R. argentiventer sont deux espéces typiques des zones de cultures
irriguées. R. argentiventer possede des foramens incisifs trés légerement plus allongés en
avant et en arriere et qui ont une forme plus élargie sur P’arriere des foramens. La partie
postérieure du palais et les foramens ptérigoides sont plus courts. La M1 a une position
légerement plus antérieure chez R. argentiventer que chez R. sakeratensis. Les bulles
tympaniques sont identiques chez les deux especes mais le périmétre cranien est légérement
plus petit chez R. argentiventer et 1’os prémaxillaire est légérement plus avancé que chez R.
sakeratensis.

2.9.9. Différences entre Bandicota savilei et B. indica.

B. savilei et B. indica sont deux espéces qui peuvent étre sympatriques. Le cortex et
les bulles tympaniques de B. savilei sont lIégérement plus développés que chez B. indica. Le
palais posséde la méme conformation chez les deux espéces mais les foramens palatins sont
placés plus en arriére chez B. indica. Les foramens incisifs et 1’0os prémaxillaire sont plus
allongés chez B. indica.

2.9.10. Différences entre Berylmys berdmorei et B. bowersi.

B. berdmorei présente une boite cranienne et des bulles tympaniques plus déeveloppées
que B. bowersi. C’est au niveau de I’apophyse zygomatique de 1’os squamosal que la
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Evolution des conformations inter-spécifiques des cranes en vue ventrale de la tribu des Rattini.
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Figure 15: Evolution des conformations en vue ventrale des cranes entre les especes sceurs ou
des espéces pouvant étre confondues sur le terrain de la tribu des Rattini a ’exception de
celles du genre Rattus.



réduction du périmétre cranien est la plus marquée. Les foramens ptérigoides s’allongent plus
en arriere. Les rangées dentaires sont légerement plus allongées et les foramens incisifs
migrent vers 1’avant chez B. bowersi.

2.9.11. Différences entre Niviventer fulvescens et N. huang.

Les différences entre N. fulvescens et N. huang sont données a titre indicatif car N.
fulvescens n’est représenté que par un individu. Il semble cependant que I’arcade zygomatique
soit placée plus en arriere chez N. huang et que la jonction entre 1’0os squamosal et
I’alisphénoide soit plus étroite chez cette espece.

2.9.12. Différences entre Leopoldamys sabanus et L. edwardsi.

L’échantillonnage de L. sabanus est également limité (n = 4) et les différences
observées ne sont donc données qu’a titre indicatif. Il semble que L. edwardsi présente des
incisives plus incurvées vers I’arriére que L. sabanus, ses rangées dentaires sont légérement
allongées vers I’avant et la jonction des bulles tympaniques et de 1’os basioccipital est plus en
arriere.

2.9.13. Différences entre L. neilli et L. edwardsi.

Les différences entre L. neilli et L. edwardsi se concentrent principalement dans les
parties maxillaire et prémaxillaire du créne. Les rangées dentaires de L. edwardsi sont
légerement plus allongées, I’arcade zygomatique est plus courte, le maxillaire et le
prémaxillaires sont plus fins. Le prémaxillaire est lIégerement plus court chez L. edwardsi.
L’écartement maximum des foramens incisifs est plus en avant chez L. edwardsi.

2.9.14. Différences entre L. edwardsi et M. surifer.

La morphologie externe de M. surifer est celle d’un L. edwardsi miniature et les
patrons de coloration des fourrures sont identiques. La confusion est possible aussi est-il
intéressant de discriminer ces especes sur des criteres de morphologie crénienne. Chez M.
surifer, les foramens palatins sont placés beaucoup plus en avant du palais que chez L.
edwardsi. Les foramens palatins antérieurs foramens incisifs ont une forme caracteristique en
goutte d’eau, tres arrondis dans leur partie postérieure et effilés vers ’avant. Les incisives de
M. surifer sont plus redressées que celles de L. edwardsi et la partie maxillaire est plus large.
Les rangées dentaires sont raccourcies et le palais est Iégerement plus large et plus court. Les
bulles tympaniques sont plus développées et la boite cranienne plus allongé vers I’arriére.

2.9.15. Difféerences entre les espéces du genre Mus

Les trois especes de la tribu des Murini capturées en sympatrie durant le travail de
terrain du projet CERoPath sont décrites car leur identification est souvent problématique sur
le terrain.

2.9.17. Différences entre Mus cookii et M. cervicolor

M. cervicolor posséde des foramens incisifs qui s’allongent beaucoup plus en arriére
que M. cookii. Les incisives sont plus redressées et I’arcade zygomatique s’arréte plus en
avant chez M. cervicolor que chez M. cookii.
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2.9.18. Différences entre M. cookii et M. caroli

M. caroli posséde un os prémaxillaire plus court et des incisives plus redressées que
M. cookii. L’arcade zygomatique est plus en avant et le périmeétre cranien plus important
comparativement au reste du crane chez M. caroli.

2.9.19. Différences entre M. cervicolor et M. caroli

M. caroli posséde un os prémaxillaire plus court que M. cervicolor. Elle posséde
également un périmétre cranien est plus grand et son augmentation est plus importante dans sa
partie postérieure. Les rangées dentaires sont Iégerement moins longues. Les foramens incisifs
sont nettement plus courts dans leur partie postérieure.

Discussion

La distinction entre R. rattus et R. tanezumi n’est pas aisée (Mostert, 2009) et ces
espéces sont régulierement confondues (Musser et Carleton, 2005). Cependant un critére
discret, la longueur des foramens palatins antérieurs, semble étre en mesure de discriminer au
moins partiellement les deux especes. Pour confirmer cela une étude morphologique devra
étre menée sur des populations des deux especes vivant en sympatrie ce qui n’est pas le cas ici
ou les échantillons de R. tanezumi proviennent d’Asie du Sud-Est et les R. rattus du Niger. De
plus ce critere ne permet pas de dissocier I’ensemble des individus car la variabilité
individuelle peut conduire & une mauvaise identification dans certains cas. Avec la
configuration de points homologues utilisée pour la vue ventrale, R. tanezumi et R. rattus sont
trop semblables a R. tiomanicus pour que I’on puisse définir des critéres d’identification
utilisables visuellement. Leur discrimination porte sur la forme du crane (taille et
conformation associée). Ces especes tres semblables sont groupées par les taxonomistes dans
le complexe Rattus (Musser et Carleton, 2005 ; Aplin et al., 2011) au sein duquel les espéces
ont des écologies proches. R. tanezumi est par ailleurs connu pour entrer en concurrence et
remplacer R. tiomanicus dans les plantations de palmiers a huile (Wood, 2001) ce qui montre
que ces especes ont des niches écologiques suffisamment semblables pour entrer en
compétition. R. andamanensis ressemble fortement a R. tanezumi sur des criteres de
morphologie externe. Cependant R. andamanensis semble se différencier par ses foramens
incisifs qui ne s’étendent pas vers I’arriére au-dela de la M1. Cependant un échantillonnage
plus large de cette espéece sera nécessaire pour confirmer la stabilité de ce critére au regard de
la variabilité intra-spécifique de 1’espéce. Le crane de R. tanezumi ne se différencie pas de
celui de R. argentiventer par des criteres discrets mais par des différences quantitatives qui
rendent ces especes difficiles a distinguer. Au sein du genre Rattus, c’est entre ces deux
espéces que I’assignation morphologique pour les individus identifiés moléculairement donne
les résultats les plus divergents lorsque 1’on réalise une analyse discriminante (tableau 9, voir
partie 1). La différenciation de R. tanezumi avec R. exulans et R. nitidus est plus aisée sur le
terrain et les erreurs restent marginales. La encore aucun caractére discret ne permet de
différencier R. tanezumi des deux autres especes et ce sont seulement des différences de
proportions, entre le cortex et la partie frontale du créane pour la premiére ou les bulles
tympaniques pour la seconde qui, associée a des différences de taille, permettent de les
discriminer. Pour le genre Bandicota la differenciation des espéces pose probleme mais des
criteres de morphologie externe (Aplin et al., 2003a,b ; Chaval, 2011) ainsi que des criteres
moléculaires et de morphologie mandibulaire ont été avancés pour permettre de différencier
efficacement ces taxons (voir partie 1 et Chaval et al., en prép. en annexe 7). Le genre
Berylmys est caractérisé par des incisives a 1’émail blanc et B. bowersi a des incisives plus
orientées vers l’intérieur que B. berdmorei. Les individus des especes N. hinpoon et L.
sabanus sont trop faiblement représentées dans I’échantillonnage étudié pour que les
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différences observées puissent étre avancées comme criteres de discrimination. Les
différences entre L. edwardsi et M. surifer sont évidentes lorsque 1’on considére la forme des
foramens incisifs et la position des foramens palatins. Finalement, les différences entre les
espéces de la tribu des Murini sont elles aussi subtiles puisqu’elles reposent également sur des
différences de proportions.

Conclusion

Le croisement des données moléculaires et morphométriques est riche d’enseignement
pour la connaissance des espéces et pour la compréhension de I’assemblage de la biodiversité.
Cette approche intégrative permet d’une part de préciser les limites d’especes et en cela elle
représente un allié¢ précieux du systématicien. D’autre part grace aux méthodes comparatives
briévement abordées ici, ’approche intégrative permet aussi une visualisation et une
quantification de I’effet de divers facteurs, qu’ils soient historiques ou écologiques, fagconnant
le phénotype. Finalement, I’approche intégrative donne aux données moléculaires et
morphométriques une puissance d’investigation qu’aucune d’entre elles ne pourrait avoir
seule.
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Conclusion

Ce travail a été réalisé dans le cadre de deux programmes de recherche, roboviroses a
hantavirus (ANR, dir. Jean-Pierre Hugot) et CERoPath (ANR, dir. Serge Morand). L’objectif
de ces programmes est de comprendre la structuration des communautés de rongeurs et de
leurs communautés de parasites dans le contexte des changements globaux. Cette tache
nécessitait la mise a jour de la taxonomie des rongeurs de la zone étudiée ainsi que la
production d’outils d’identification adaptés a 1’identification de terrain, au laboratoire et a
I’actualisation des collections ostéologiques de référence. Un guide de synthése des
connaissances disponibles a été réalis¢ pour faciliter 1’identification de terrain
(http://www.ceropath.org/references/rodent_field_guide). L’identification au laboratoire a été
rendue accessible a une large communauté d’utilisateurs par la création d’un outil,
RodentSEA (http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea), permettant 1’identification
rapide des animaux capturés sur le terrain a partir de la séquence d’un géne mitochondrial
(COl). Cet outil est destiné aux utilisateurs capables de produire des données moléculaires et
posseéde une base systématique qui repose sur le croisement : de I’identification de terrain ;
des données d’habitat; des travaux de délimitation d’espéces et de phylogénie moléculaires et
des travaux de cytogénétique entrepris durant les programmes de recherche. L’outil est couplé
a un Museum virtuel qui permet la présentation des especes de rongeurs hdotes
(http://www.ceropath.org/virtual _museum/rodent_information_center) et de leurs parasites
(http://www.ceropath.org/virtual _museum/parasite_information_center).

Le travail présenté dans ce mémoire avait pour objectif principal d’étudier la faisabilité
de la mise au point d’un nouvel outil web-service destiné a la diffusion d’une expertise
morphométrique indépendante de 1’identification moléculaire mais réalisée a partir d’un
échantillonnage validé par celle-ci. Un outil de ce type était attendu pour permettre
I’actualisation des collections ostéologiques de référence et assurer une identification fiable
pour des utilisateurs dans I’incapacité de produire des données moléculaires. L’analyse de la
faisabilit¢ d’un tel outil s’est articulée autour de deux approches, 1’étude de la variabilité
morphologique des espéces réalisée a I’aide de techniques de morphométrie traditionnelle et
de morphométrie géométrique, et le questionnement relatif a 1’encadrement de ’erreur de
mesure lors de la production de données morphométriques par des opérateurs multiples.

L’étude de la variabilit¢ morphologique avait pour objectif d’appréhender la variation
intra-spécifique (age, sexe) et inter-specifique. En effet un certain nombre de facteurs
confondant ont une influence sur notre capacité a distinguer les especes et leur étude permet
de savoir lesquels sont a prendre en compte, pour chaque structure étudiée, lors de la mise en
place de I’outil d’identification. Cette étude a montré que chez les rongeurs étudiés, les tailles
corporelle et crénienne en vue ventrale des individus adultes sont influencées par 1’espéce a
laquelle ils appartiennent et par leur sexe. La conformation et la forme du corps sont
influencées par I’espece, 1’dge et le sexe. La conformation et la forme du crane en vue
ventrale sont influencées par 1’age et ’espéce mais ne présente pas de dimorphisme sexuel
significatif. Les tailles corporelle et cranienne sont fortement corrélées, cependant certaines
especes expriment des différences de proportions plus ou moins marquées. L’espace des
formes et celui des conformations corporelles sont relativement similaires, par ailleurs des
allométries intra-spécifiques sont différentes entre groupes d’espéces au niveau de la face
ventrale du créne. En particulier, la tribu des Murini et celle des Rattini, different dans leur
patron de variation lié & la taille. La conformation des crénes ne suit donc pas les mémes
patrons de variation au cours de la croissance chez les espéces de ces deux tribus.
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L’outil d’identification morphologique proposé repose sur I’analyse discriminante
linéaire prédictive. Celle-ci utilise I’appartenance mitotypique des individus comme a priori.
Cette analyse permet de discriminer les espéces avec plus ou moins de robustesse suivant le
jeu de données considéré (points homologues saisis sur le crane ou la mandibule, mesures
corporelles). Ainsi, I’information collectée sur la face inférieure du crane et dans une moindre
mesure celle collectée sur la face dorsale sont plus robustes pour discriminer les taxons
¢tudiés que I’information apportée par les hémi-mandibules qui elle-méme I’est plus que
I’information apportée par les mesures corporelles traditionnelles. L’étude fait néanmoins
ressortir que, pour certains genres, I’information portée par les hémi-mandibules est parfois
aussi pertinente que I’information cranienne pour ’identification. L’assignation au genre est
toujours réalisée par I’analyse discriminante lorsque 1’on considére la conformation de la face
ventrale du crane. Son pouvoir discriminant s’améliore lorsque I’on considere la forme de
cette structure. Au Final, sur 17 espéces différentes, les informations collectées sur la forme
de cette structure permettent d’identifier correctement 98% (i.e. de maniere congruente avec
leur identification mitotypique) des 660 individus de 1’échantillon, quel que soit leur age et
leur sexe.

Ces résultats prometteurs permettent d’envisager la mise en place d’un outil web-
service pour I’identification morphologique des rongeurs en Asie du sud-est. Cet outil permet
de gérer la variance induite par la présence d’opérateurs multiples en limitant I’erreur de
mesure systématique et stochastique. En particulier, la standardisation de la prise de données
permet de réduire ces erreurs et des protocoles prévus a cet effet sont fournis. De plus, un
module d’apprentissage permet a 1’utilisateur d’apprendre a placer ses points homologues de
maniére analogue a I’opérateur de référence. L’utilisateur est invité a digitaliser un sous-
échantillonnage des vues de référence, correspondant a environ 5% du jeu de données de
référence. L’outil est alors capable d’estimer et de visualiser 1’erreur produite et d’indiquer a
I’utilisateur quels sont les points homologues dont le placement s’¢loigne sensiblement de la
référence et dans quelle direction ils s’en éloignent. Une fois 1’utilisateur entrainé, les points
homologues sont placés de maniere analogue a la référence et 1’outil est en mesure d’assigner
un individu inconnu a I’échantillonnage de référence. Par ailleurs, 1’outil a été paramétré pour
pouvoir gérer des individus qui n’appartiennent pas aux espeéces présentes dans le jeu de
données de référence. Pour cela nous avons défini des restrictions quant aux possibilités
d’assignation d’un individu a un groupe. La premicre restriction empéche I’outil d’assigner un
individu au groupe auquel 1’assignerai 1’analyse discriminante si celui—Ci est trop eloigné
morphologiquement de la valeur centrale groupe. La seconde restriction est probabiliste et
empéche 1’outil d’assigner un individu inconnu & un groupe lorsque la probabilité postérieure
d’assignation est trop faible. Ces restrictions limitent fortement la tolérance de 1’outil a la
variance induite par I’effet ‘opérateurs’. Cependant elle autorise I’outil a fonctionner dans un
mode « dégradé » lorsque 1’utilisateur présage qu’il est suffisamment expert dans la prise de
données morphométriques. Dans ce mode, 1’outil pourra fournir des indications sur la
proximité de la morphologie de I’individu aux morphologies des genres de référence sans
toutefois assigner les individus soumis par I’utilisateur a un groupe.

Ce travail, en plus de permettre 1’étude de faisabilité de 1’outil d’identification, a
¢galement permis de compléter I’approche moléculaire pour la délimitation d’especes et de
mieux deéfinir certains taxons. Entre autre, il propose une taxonomie intégrative du genre
Bandicota et il permet de mieux de préciser la limite d’espéce de Rattus tanezumi. Cette
derniére espeéce possede la particularit¢ d’étre polyphylétique sur la base du signal
mitochondrial. La morphologie externe et la morphologie cranienne de 1’espéce ne sont pas
influencées par ’appartenance a I’'un ou l’autre de ces mitotypes. Les résultats de la
morphométrie confirment ceux obtenus par I’étude de marqueurs nucléaires hypervariables et
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permettent de fournir des arguments supplémentaires en faveur de la conspécificité des deux
mitotypes. Finalement la possibilité offerte par la morphométrie géométrique pour visualiser
les transformations craniennes inter-spécifiques a €té mises a profit pour préciser les
variations observées entre espece proches. Lorsque cela était possible, des caracteres
diagnostiques pour I’identification ont été proposés.

L’évolution des especes définit le cadre conceptuel de la biologie contemporaine, ce que
Dobzhansky résumait par le célébre aphorisme: "Rien n’a de sens en biologie, si ce n’est a la
lumiére de 1’évolution”. Le programme de recherche CERoPath a permis la réalisation d’un
travail moléculaire robuste décrivant les relations phylogénétiques au sein de la tribu des
Rattini pour la sous-région indochinoise. Ces connaissances nous ont permis d’interpréter la
diversité morphologique présente au regard de I’histoire évolutive commune entre les taxons
et de tester la corrélation entre I’évolution des phénotypes et 1’environnement. A 1’échelle
macro-évolutive, la phylogénie est fortement corrélée aux différences de morphologie
cranienne actuelle tandis que le milieu de vie semble avoir une influence moindre pour
comprendre ces différences. L’histoire évolutive des morphologies criniennes pour les
espéces de la tribu des Rattini de la sous-région indochinoise a été comparée a celle d’espéeces
appartenant a la méme tribu étudiées dans la sous-région du Sahul. Les différences de patrons
évolutifs observées ont été discutées dans le contexte de 1’histoire distincte des deux zones
biogéographiques considérées qui sont séparées par la célébre ligne de Wallace.

Dans le contexte évolutif des différences intra-spécifiques, des variations
morphologiques peuvent étre liées a I’ontogénese des especes, a 1’adaptation de populations a
des conditions locales ou a la plasticité phénotypique. Ce travail ouvre ainsi des questions sur
I’impact des changements de paysage sur les espéces et leur variabilité morphologique.
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Annexe | — Systématique utilisée dans ce mémoire et biogéographie
des Rattini et des Murini en Asie du Sud-Est.

1- Etat des lieux des connaissances sur la systématique des rongeurs étudiés

Les rongeurs étudiés dans le cadre des projets Roboviroses a Hantavirus et CERoPath
et par voie de conséquence dans le présent travail sont regroupés au sein de deux tribus de la
sous-famille des murinés, la tribu des Rattini et celle des Murini telles qu’elles ont été définies
lors de I’étude phylogénétique moléculaire réalisée par Lecompte et al. (2008). Les relations
phylogénétiques de ces deux tribus au sein de la sous-famille des murinés sont présentées a la
figure 1 (au verso). Ces deux tribus hébergent chacune au moins un modele biologique
important en écologie et pour la recherche médicale (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769
pour les Rattini et Mus musculus Linnaeus, 1758 pour les Murini). Toutefois, les relations
phylogénétiques et la systématique au sein de ces deux tribus demeurent trés parcellaires.
Ainsi, la récente étude de I’histoire évolutive du génome des Rattini et la reconstruction du
génome ancestral (Badenhorst et al., 2011) montrent que les Rattini ont un taux d’évolution
de leur génome globalement plus lent que les Murini et que ce taux alterne des périodes
d’accélération suivies de périodes de stases. Sa structure est par ailleurs plus proche de celle
de I’humain que celui des Murini, ce qui souligne I’intérét du modeéle Rattus pour des études
de génomique comparative (Badenhorst et al., 2011). Plusieurs ouvrages généraux constituent
de précieuses sources de connaissances pour 1’identification des rongeurs en Asie du Sud-Est.
Concernant la zone étudiée, I'un des ouvrages majeurs a été publié¢ par Boonsong et McNeely
(1977). Ce travail comprend une partie traitant des rongeurs, trés détaillée et réalisée par J.T.
Marshall (1977a). Elle porte sur 39 especes de Muroides dont 23 especes sont rattachées au
genre Rattus. La morphologie externe et cranienne ainsi que I’étude cytogénétique des
espéces sont explorés dans cet ouvrage pour la définition des espéces. D’autres travaux
généraux sont pertinents pour I’identification des rongeurs de la zone étudiée. Corbet et Hill
(1992) offrent une revue systématique approfondie des mammiféres de la zone indo-
malayenne ; Lunde et Nguyen Truong Son (2001) un guide d’identification des rongeurs du
Vietnam ; Aplin (2003a) un guide pour I’étude des rongeurs en Asie et indo-pacifique ;
Francis (2008) un guide de terrain des mammiferes d’Asie du Sud-Est; Smith et Xie (2008)
un guide de terrain des mammiféres de Chine. Finalement Wilson et Reeder (2005) est
I’ouvrage de référence pour la systématique des mammiferes. Toutefois, de nouvelles espéces
et de nouveaux genres au sein de ces deux tribus sont régulierement décrites en Asie du Sud-
Est, tant et si bien que les ouvrages de référence sont rapidement incomplets voir obsolétes.
Ainsi, dans la zone étudiée, la tribu des Murini s’est enrichie récemment d’un taxon, Mus
fagilicauda (Auffray et al., 2003) et Mus pahari Thomas, 1916 est aujourd’hui regardé
comme un complexe d’especes (Suzuki and Aplin, 2012). Au sein de la tribu des Rattini, les
populations du Sud-Est asiatique de Micromys minutus Pallas, 1771 ont été élevées au rang
specifique et rattachées a M. erythrotis (Blyth, 1856) par Abramov et al. (2009). Une partie
des populations de Rattus losea Swinhoe, 1870 ont été également élevées au rang d’espéce et
nommees Rattus sakeratensis Gyldenstolpe, 1917 par Aplin et al. (2011). D’autre part, la
sous-structuration géographique de clades génétiques décrivant certaines especes comme
Leopoldamys neilli J. T. Marshall, Jr., 1976, Maxomys surifer Miller, 1900 et Berylmys
bowersi Anderson, 1879 invitent a des études taxonomiques plus approfondies pour juger du
rang taxonomiques a attribuer a certaines lignées (Pages et al., 2010 ; 2011 ; Latinne, 2012a).
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De plus, de nouveaux genres sont encore régulierement décrits, comme Saxatilomys par
Musser et al. (2005) ou
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Figure 1: Chronogramme simplifié des principales tribus au sein de la sous-famille des
murinés rélisé a partir des génes Cytb, IRBP exon | et growth hormone receptor (GHR). Pour
chacune d’elle le plus vieux fossile est indiqué par une fléche noire. Les taxons africains sont
représentés en noir, les australiens en gris clair et les eurasiens en gris foncé. (Extrait de
Lecompte et al., 2008).
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Tonkinomys (Musser et al., 2006) tous deux de la Province de Khammouane au Laos et plus
récemment Halmaheramys (Fabre et al., 2013) sur I’ile indonésienne d’Halmahera dans
I’archipel des Moluques. Enfin, nombre de taxons n’ont pas de positionnement
phylogénétique solide et sont placés dans la catégorie taxonomique incertae sedis (Lecompte
et al., 2008) ou font I’objet de groupements artificiels (Musser et Newcomb, 1983 ; Musser et
Carleton, 2005). Les paragraphes ci-aprés font donc la synthése de I’état des lieux de
I’ensemble des connaissances disponibles a ce jour sur la systématique et les données
d’identification des représentants de ces deux tribus.

1.1- Systématique de la tribu des Rattini pour la zone étudiee

La tribu des Rattini comprend 35 genres correspondant a 167 especes murines (Musser
et Carleton, 2005). La diversité spécifique de la tribu est maximale dans le Sud-Est asiatique
(voir Figure 2 au verso) Les relations phylogénétiques des taxons indochinois de la tribu sont
présentées figure 3. En 1977, Marshall (1977a) ne distingue pour la Thailande que les genres
Rattus Fischer, 1803 et Bandicota Gray, 1873 au sein de la tribu des Rattini considérant les
genres Leopoldamys Ellerman, 1947-1948, Maxomys Sody, 1936, Berylmys Ellerman, 1947,
Sundamys Musser and Newcomb, 1983 et Niviventer J. T. Marshall, Jr., 1976 comme des sous
genres du genre Rattus. Les travaux de Musser et collaborateurs (voir les paragraphes 1.1.1 a
1.1.6) ont fait évoluer cette systématique en définissant les limites d’especes et de genres sur
des bases principalement morphométriques. Les Divisions Maxomys, Dacnomys, Rattus ont
été formalisées (Musser et Carleton, 2005) d’apres leurs affinités phylogénétiques estimées
d’aprés la présence ou 1’absence d’éléments transposables de type LINE-1 (Verneau et al.,
1997, 1998). De nombreux travaux et notamment ceux réalisés durant nos programmes de
recherche en cytogénétiques (Badenhorst et al., 2009, 2011, 2012) ou alliant données
moléculaires et morphologiques (Aplin et al. 2011 ; Pageés et al, 2010, 2011, 2013 ; Latinne et
al., 2011c ; Latinne, 2012a ; Latinne et al., 2012b ; 2013a; 2013b ; Fabre et al., 2012 ; 2013 ;
Balakirev et al., 2010 ; 2011 ; 2012 ; 2013) ont considérablement fait évoluer la systématique
de la tribu, et soulevé de nombreuses questions toujours en suspens. Le tableau 1 permet de
faire la correspondance entre les clades de la figure 3 et les noms utilisés dans chaque partie
de ce mémoire.

1.1.1- Le genre Maxomys Sody, 1936, Division Maxomys (Musser et Carleton, 2005)

Musser et collaborateurs (1979) distinguent le sous-genre Maxomys (Marshall, 1977a)
du genre Rattus et le caractérisent sur la base de criteres cytogénétiques et morphologiques.
Des études ultérieures viennent confirmer la validité de ce genre et renforcer sa distinction des
autres groupes d’especes définis par Musser et Carleton (2005). La Division Maxomys définie
a partir de 1’étude des éléments transposables de type LINE-1 (Verneau et al., 1997, 1998)
repris par Musser et Carleton (2005) est confirmée par les travaux moléculaires ultérieurs
(Lecompte et al. 2008, Pages et al., 2010). Dix-sept especes dont cing sont présentes en Asie
du Sud-Est continentale sont aujourd’hui considérées comme valides (Musser et Carleton,
2005). Le présent travail s’intéresse principalement a M. surifer et, avec des effectifs
beaucoup plus faibles, a M rajah Thomas, 1894 et M. whiteheadi Thomas, 1894. La
variabilité génétique et la structuration geographique des populations de M. surifer révélées
lors de nos travaux suggérent que dans le futur plusieurs espéces pourraient étre amenées a
étre décrites et que des études complémentaires sont donc nécessaires (Musser et al., 1979 ;
Musser, 1981; Gorog et al., 2004 ; Pages et al., 2010; 2011; Latinne, 2012a ; Latinne et al.,
2013a). La présence d’un chromosome X acrocentrique chez I’ensemble des individus de
notre échantillonnage pour cette espéce (Badenhorst et al., 2009, 2011) porte le nombre
fondamental NFa a 64 contre 62 dans les études précédentes (Marshall, 1977a ; Rickart et
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Richesse speécifique de la tribu des Rattini englobant 1'aire de répartition de 157 especes
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Figure 2: richesse spécifique mondiale de la tribu des Rattini réalisée a partir des aires de répartition de 157 espéces décrites
par PUICN (http://www.iucnredlist.org/technical-documents/spatial-data, site visité le 14/09/2013). La présence absence des
especes est estimée par ’intersection des aires de répartition des espéces et d’une grille carrée de 1 degré de coté. La richesse
spécifique est représentée par un code couleur selon 1’échelle située a droite de la carte (Chaval, données non publiées).

Tableaul : correspondance entre la dénomination des clades moléculaires de la figure 3 et les noms utilisés pour les nommer
dans I’article de Pages et al. (2010) et dans les parties de ce mémoire.

fig.3 Annexe 1 (Pages et al., 2010) Pages et al., 2010 Ce travail partie 1 Ce travail partie 2

R1 Rattus rattus Rattus rattus
R2 Rattus tanezumi Rattus tanezumi Rattus tanezumi
R3 Rattus sp. Rattus tanezumi Rattus tanezumi
R4 Rattus losea ou Rattus "losea-like" Rattus sakeratensis Rattus sakeratensis
R5 Rattus tiomanicus Rattus tiomanicus
R6 Rattus argentiventer Rattus argentiventer  Rattus argentiventer
R7 Rattus andamanensis Rattus andamanensis
R8 Rattus exulans Rattus exulans Rattus exulans
R9 Rattus norvegicus Rattus norvegicus Rattus norvegicus
R10 Rattus nitidus Rattus nitidus Rattus nitidus
B1 Bandicota indica Bandicota indica Bandicota indica
B2 Bandicota savilei Bandicota savilei Bandicota savilei
Bel Berylmys berdmorei Berylmys berdmorei  Berylmys berdmorei
Be2a Berylmys bowersi Berylmys bowersi Berylmys bowersi
Be2b Berylmys sp.
L1 Leopoldamys edwardsi Leopoldamys edwardsi Leopoldamys edwardsi
L2 Leopoldamys neilli Leopoldamys neilli Leopoldamys neilli
L3 Leopoldamys sabanus Leopoldamys sabanus
N1 Niviventer fulvescens Niviventer huang Niviventer huang
N2 Niviventer sp.1 Niviventer fulvescens
N3 Niviventer sp. 2
N4 Niviventer langbianis ou Chiromyscus chiropus
M1 Maxomys sp.
M2 Maxomys surifer Maxomys surifer Maxomys surifer
racine Micromys minutus Micromys minutus

Mus cervicolor
Mus cookii
Mus caroli
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Musser, 1993) et supporte I’hypotheése de 1’existence d’especes cryptiques au sein du taxon.
De méme, la phylogénie moléculaire réalisée par Pages et al. (2010) sur la délimitation
moléculaire des especes de Rattini sur la base de deux genes mitochondriaux cytochrome b
(Cytb) et Cytochrome C Oxydase I (COI) et d’un géne nucléaire Interphotoreceptor retinoid-
binding protein (IRBP) met en évidence deux clades moléculaires M1 et M2 pour M. surifer
(I’échantillonnage couvre I’ensemble de nos sites d’étude), qui pourraient correspondre a
deux espéces distinctes. Pour le moment, aucune étude morphomeétrique exhaustive ne permet
de trancher clairement sur le nombre de taxons en présence.

1.1.2- Le genre Niviventer J. T. Marshall, Jr., 1976, Division Dacnomys (Musser et
Carleton, 2005)

Musser (1981) excluent le sous-genre Niviventer (Marshall, 1977a) du genre Rattus
pour I’¢lever au rang de genre. La différenciation des genres Rattus et Niviventer est attestée
par des caryotypes distincts (Yong, 1969 ; Badenhorst et al., 2009 ; 2011). D’aprés la
systématique de Musser et Carleton (2005), ce genre compte 17 espéces valides dont 11
peuvent étre rencontrées en Asie du Sud-Est continentale. Les especes sont classées en deux
groupes d’espéces par Musser et Carleton (2005), « andersoni » (N. andersoni Thomas, 1911,
N. excelsior Thomas, 1911) et « niviventer » (toutes les autres especes). Ce dernier groupe
d’espéces est lui-méme subdivisé en deux. D’une part les espéces dont les limites
morphologiques et les aires de distribution sont bien définies : N. brahma Thomas, 1914 et N.
eha Wroughton, 1916 (Musser, 1970); N. cremoriventer Miller, 1900 et N. langbianis
Robinson and Kloss, 1922 (Musser, 1973); N. hinpoon J. T. Marshall, Jr., 1976 (Marshall,
1977a; Pages et al., 2010 ; Latinne, 2012a). D’autre part celles pour lesquelles les limites
d’especes restent floues et qui sont groupées par localités géographiques (N. niviventer
Hodgson, 1836, N. fulvescens Gray, 1847, N. confucianus Milne-Edwards, 1871, N. tenaster
Thomas, 1916, N. cameroni Chasen, 1940, N. coninga Swinhoe, 1864, N. rapit Bonhote,
1903, N. lepturus Jentink, 1879, N. bukit Bonhote, 1903, N. fraternus Robinson and Kloss,
1916). La taxonomie du genre reste donc trés confuse et nécessite une révision systématique
(Musser et Carleton, 2005). He et Jiang (2013) montrent a 1’aide d’une analyse bayésienne
partitionnée réalisée sur le géne Cytb qu’il y a certainement bien plus de taxons que d’especes
valides décrites aujourd’hui (21 phylo-espéces d’aprés cette étude qui n’inclut pas N.
hinpoon) au sein du genre Niviventer au sens de Musser et Carleton (2005).

Balakirev et al. (2011) ont entrepris une revision taxonomique du genre basée sur la
morphométrie crénienne et 1’analyse de séquences de génes mitochondriaux (Cytb et COI).
Cette etude est dans les grandes lignes congruentes avec la taxonomie de Musser et Carleton
(1993). Selon Balakirev et al. (2011), N. huang ne serait pas un synonyme de N. fulvescens
comme dans la taxonomie proposée par Musser et Carleton (2005) mais serait un nom
d’espece valide pour désigner les populations échantillonnées lors de nos programmes et
désignées sous I’appellation N1 (Pages et al., 2010). Les critéres craniens utilisés par
Balakirev et al. (2011) pour différencier N. huang Bonhote, 1905 et N. fulvescens sont :

- la différence de taille des bulles tympaniques chez les deux espéces. Cependant les
mesures prises par Balakirev et al. (2011 voir Appendix 3) ne permettent pas de
distinguer les deux taxons de fagon non ambigues car la variance de ce trait pour les
deux especes reste trés chevauchante ;

- la taille des foramens palatins dont la partie postérieure ne dépasse pas la limite
antérieure de la premiére molaire supérieure (M1) de plus de 0,1 mm chez N. huang
alors qu’elle la dépasse de plus de 0,4 mm chez N. fulvescens. En accord avec
Balakirev et collaborateurs, notre échantillonnage morphométrique du clade N1 (sensu
Pagés et al., 2010) s’approche en moyenne de la valeur observée pour N. huang avec
un dépassement de la limite antérieure de la M1 par les foramens palatins de 0,01 mm.
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Figure 3 : Arbre des relations phylogénétiques de la tribu des Rattini indochinois basé sur une analyse
combinée des génes (Ctyb, COI, IRBP) et reconstruit par des méthodes Bayésiennes. Les nombres au-
dessus des branches donnent le support par trois méthodes de reconstruction différentes (Bayésien,
Maximum de vraisemblance non-partitionné, Maximum de vraisemblance partitionné. « ** »
indiquent que les relations phylogénétiques ne sont pas soutenues pour les analyses de maximum de
vraisemblance partitionnées. Rr indique le groupe Rattus rattus, Re le groupe Rattus exulans, Rn le
groupe Rattus norvegicus (Extrait de Pagés et al, 2010).

122



- la jonction de la créte supra-orbitale et de 1’os supra-occipital chez N. huang mis en
évidence par Balakirev et al. (2011) semble se Vérifier sur les cranes du clade N1 de
notre échantillonnage.

L’un des échantillons que nous avons étudié¢ (R3212) a été collecté dans la province de
Kanchanaburi lors du travail de doctorat de V. Herbreteau (2007). Il correspond a un autre
clade moléculaire, N2, suivant la nomenclature de Pagés et al. (2010). Pour Balakirev et al.
(2011), N2 appartiendrait a N. fulvescens.

Cependant les criteres de morphologie cranienne proposés par ces auteurs pour
discriminer N. huang et N. fulvescens, et donc les clades N1 et N2 sensu Pages et al. (2010),
ne permettent pas de différencier R3212, notre seul représentant du clade N2 du reste de notre
jeu de données (N1). De méme 1’assignation du clade N2 a I’aide de la forme du crane en
notre possession (voir Partie 1 chapitre D1) le place dans la variabilité du clade N1 décrit dans
notre échantillonnage de référence. Concernant la morphologie externe, N1 est en tous points
semblables au N. huang décrit par Balakirev et al. (2011) et N2 ne difféere de N. fulvescens
que par la coloration de la fourrure dorsale. La morphologie externe et les distances
moléculaires (distances Kimura a deux parametres ou K2P) estimées a partir des sequences de
Cytb produites lors de différentes études (Pageés et al., 2010 ; Latinne 2012a ; Balakirev et al.,
2011) sont résumées dans le tableau 2 . Les distances génétiques mettent en évidence des
proximités genétiques entre clades mais dont les valeurs sont toujours comprises dans un
intervalle de distance de 2 a 11% que Bradley et Baker (2001) définissent comme une zone
d’incertitude a D’intérieure de laquelle les taxons étudiées peuvent avoir un statut
conspécifique ou interspécifique. Ainsi on note une proximité des clades N. hinpoon (Latinne,
2012) et N2 (Pagés et al., 2010) dont la distance est de 4,3 %. Ces deux mitotypes sont
également proches du clade N. fulvescens (Balakirev et al., 2012) avec des distances
respectives a celui-ci de 6,6 % et 5,1 %. Le clade N1 est pour sa part proche de N. huang
(Balakirev et al., 2012) avec une distance de 3 %. Concernant la morphologie externe, N1 est
en tous points semblables au N. huang décrit par Balakirev et collaborateurs (2012) et N2 ne
differe de N. fulvescens que par la coloration de la fourrure dorsale. Cependant ces deux
derniers taxons génétiquement proches de N. hinpoon en sont phénotypiquement bien
distincts. En conséquence dans ce travail, le taxon nommé N1 ou N. fulvescens dans le travail
de Pages et al. (2010) sera renommé N. huang et le taxon N2 sera dénommé N. fulvescens.

Le clade N3 de Pages et al. (2010) n’a pu étre nommé sur des bases phylogénétiques car
sa distance avec les taxons publiés (Jing et al., 2007, Pages et al., 2010 ; Balakirev et al.,
2011, Latinne, 2012a) est comprise entre 12,6 et 17,5 % (données non montrées) ce qui est
dans tous les cas de ’ordre des distances inter-spécifiques constatées pour ce géne (Bradley et
Baker, 2001).

Le clade N4, nommé N. langbianis (Pagés et al., 2010) est proche (5,2 % de divergence
sur le géne Cytb) du taxon nommé N. langbianis par Balakirev et al. (2012). Cependant les
analyses de He et Jiang (2013) placent ce clade a part du clade N. langbianis (Balakirev,
2012). Cependant la description de la morphologie externe des animaux examinés par
Balakirev et al. (2011) en tout point semblable a celle des animaux formant le clade N4 nous
invite a conserver ce nom.

1.2.3- Le genre Leopoldamys Ellerman, 1947-1948, Division Dacnomys (Musser et
Carleton, 2005)

Musser (1981) exclut le sous-genre Leopoldamys (Ellerman, 1947) du genre Rattus et
I’éleve au rang de genre a partir de criteres morphologiques, morphométriques et
cytogénetiques. Leopoldamys est classé au sein de la division Dacnomys sur la base de ses
affinités moléculaires (Verneau et al., 1997,1998) et morphologiques (Musser et Carleton,
2005) avec le genre Niviventer ainsi que par la presence chez ces taxons de synapomorphies
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Tableau 2 : Distance de Kimura a deux parametres par paires (délétion par paires) de
différentes lignées phylogénétiques (Chaval, non publi¢) définies a partir de 1’analyse du géne
mitochondrial Cyt B. N. fulvescens et N. huang, N. langbianis (Balakirev et al, 2011) ; N1 et
N2, N4 (Pageés et al., 2010); N. hinpoon qui inclut I’holotype de 1’espéce (Latinne, 2012a).

clades

1

2

3 4 5

6

morphologie corporelle

N.fulvescens

dos brun rougeétre, queue longue, 148 % de la
longueur téte corps, généralement faiblement
contrastée et complétement bicolore, ventre blanc pur.

N.huang

9,2

dos fauve, queue 123% de la longueur téte corps,
gueue completement bicolore trés contrastée, ventre
blanc pur.

N.langbianis

13,3

13,8

Dos gris brun séparé du ventre par une ligne nette,
queue 140% de la taille du corps, queue complétement
sombre, ventre blanc pur

N1

8,8

13,8

dos brun rougeétre, queue 115 % de la longueur téte
corps, queue complétement bicolore trés contrastée,
ventre blanc pur.

N2

51

9,2

141 9,2

dos fauve, queue longue, 144 % de la longueur téte
corps, faiblement contrastée mais complétement
bicolore. Ventre blanc pur.

N4

14,6

15,1

52 147 154

Dos gris brun séparé du ventre par une ligne plus
claire, taille de la queue inconnue, queue
complétement sombre, ventre blanc pur

N.hinpoon

6,6

10,1

3,5 104 43

13,5

dos gris marron, longueur de la queue équivalente a la
longueur téte corps (Marshall, 1977a), queue
complétement bicolore. Ventre créme a base grise.
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craniennes et dentaires (Musser et Newcomb, 1983). Le genre contient 6 espéces
d’apres la systématique de Musser et Carleton (2005) parmi lesquelles trois (L. neilli, L.
edwardsi Thomas, 1882 et L. sabanus Thomas, 1887) sont traitées dans le présent travail. Les
relations phylogénétiques entre ces trois espéces au sein de la tribu des Rattini ont fait I’objet
de travaux récents (Pageés et al., 2010 ; Latinne, 2012a ; Latinne et al. 2013b). La composition
en espéces du genre et la dénomination de celles-ci est revue par Balakirev et al. (2013) mais
partiellement remise en question par Latinne et al. (2013a). En ’absence d’une taxonomie
suffisamment étayée dans 1’étude de Balakirev et al. (2013), la systématique suivie ici eSt
celle de Musser et Carleton (2005). La diversité intra-spécifique et la structuration des
populations de L. neilli a été abondamment étudiée (Latinne et al., 2011a, 2011b ; Latinne
2012a ; Latinne et al. 2012b, 2013b ).

1.1.4- Le genre Bandicota Gray, 1873, Division Rattus (Musser et Carleton, 2005)

Une syntheése des travaux antérieurs basés sur la morphologie et la cytogénétique permet a
Musser et Brothers (1994) de confirmer les affinités de ce genre avec le genre Rattus. Ces
travaux sont renforcés par des travaux de génétique (Verneau et al., 1997, 1998, Lecompte,
2008, Pages, 2010) et cytogénétiques (Badenhorst et al., 2011). Ce genre comprend trois
espéces en Asie du Sud-Est: B. indica Bechstein, 1800, B. savilei Thomas, 1916, B.
bengalensis Gray, 1835 dont les deux premiéres sont présentes dans la zone étudiée. Les deux
especes s’identifient partiellement sur le terrain a 1’aide du rapport de la longueur téte corps
sur la longueur de la patte arriere mais elles restent cryptiques morphologiquement pour une
partie des classes d’age (Aplin et al. 2003; Chaval et al., 2010, en prep.).

1.1.5- Le genre Berylmys Ellerman, 1947, Division Rattus (Musser and Carleton,
2005)

Musser et Newcomb (1983) excluent le sous-genre Berylmys (Ellerman, 1947) du
genre Rattus en I’¢élevant au rang de genre a partir de critéres morphologiques,
morphométriques et cytogénétiques. Des travaux moléculaires postérieurs concluent a
I’affinité phylogénétique du genre Berylmys avec la Division Rattus (Usdin et al., 1995;
Verneau et al., 1997, 1998 ; Lecompte et al., 2008 ; Pageés et al., 2010). Des travaux
cytogénétiques récents confirment cette affinité (Badenhorst et al., 2011). Ce genre comprend
quatre especes en Asie du Sud-Est : B. bowersi, B. berdmorei Blyth, 1851, B. mackenziei
Thomas, 1916, B. manipulus Thomas, 1916 (Musser et Carleton, 2005 ; Chaval, 2011) dont
les deux premiéres sont présentes dans la zone étudiée, les deux autres espéces se rencontrent
au centre et dans la partie ouest du Myanmar. Le genre s’identifie aisément sur le terrain car il
a la particularité de posséder une couche d’émail blanc sur les incisives, alors qu’elle est
orange chez les autres genres (Marshall, 1977a; Aplin et al., 2003a). B. berdmorei est plus
petit que B. bowersi et possede une queue plus courte que la longueur téte corps alors que
celle-ci est plus longue chez B. bowersi (Marshall, 1977a ; Aplin et al., 2003a).

1.1.6- Le genre Rattus, Fischer, 1803, Division Rattus (Musser et Carleton, 2005)

Bien que nombre d’espéces ait été réaffecté au sein de 25 genres différents depuis la
création du genre Rattus par Fischer, ce genre demeure, possede la diversité spécifique la plus
importante au sein de la Classe des mammiféres (Pagés et al., 2013) avec 66 especes valides
recensées (Musser et Carleton, 2005). Cette richesse spécifique rend délicate la définition des
limites d’espéces et nombre de taxons appartenant au genre Rattus possedent un trés grand
nombre de synonymes (Pages et al., 2013). La délimitation des espéces du genre Rattus
demeure elle-méme incertaine (voir Fabre et al., 2012 ; Schenk et al., 2013). Par voie de
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conséquence, I’identification des espéces est elle-méme rendue délicate. Le genre est
subdivisé en sept groupes d’especes, le dernier groupe (xanthurus) correspondant a un groupe
ou sont placées toutes les espéces dont la phylogénie n’est pas résolue. Seuls trois groupes
d’espéces seront étudiés dans le présente rapport: les groupes Rattus norvegicus, Rattus rattus
et Rattus exulans. Des études genétiques récentes confirment la monophylie de ces trois
groupes (Robins et al., 2007 ; Lecompte et al., 2008 ; Pagés et al, 2011, Aplin et al., 2011,
Fabre et al., 2012). La taxonomie des espéces du groupe Rattus rattus a récemment évolué.

Ainsi, au sein de ce groupe, le taxon R4 selon la nomenclature de Pages et al. (2010)
nommé « R. losea-like », a été renommé R. sakeratensis a la suite d’une révision taxonomique
réalisée par Aplin et al. (2011). L’ancien taxon R. losea (Musser et Carleton, 2005) renfermait
en effet deux entités taxonomiques qui présentent des traits morphologiques et génétiques
caractéristiques et distincts bien que les deux espéces se ressemblent. Les R. losea vrais du
Nord Vietnam s’aveérent étre plus massifs que les R. sakeratensis. R. losea se rencontre au
Cambodge (Province de Pursat), Nord du Vietnam, de la Thailande et du Laos, Sud et Est de
la Chine ainsi que dans les iles du Hainan et de Taiwan (Aplin et al., 2011, et obs pers.). R.
sakeratensis est une version miniature du précédent taxon que 1I’on rencontre au sud Vietnam,
dans I’ouest du Cambodge et en Thailande et dans les zones rizicoles du sud et du centre du
Laos (Aplin et al., 2011 et obs pers.). Les deux especes sont possiblement sympatriques au
centre du Cambodge et dans le nord de la Thailande mais aucune observation confirmant cette
hypothese n’a encore ¢té publiée. Une comparaison entre les caryotypes des deux taxons (Yu
et al., 1996) montre que le chromosome X est plus petit chez les R. losea (échantillon de
Taiwan) que chez les R. sakeratensis (échantillons de Thailande). Les auteurs émettent
I’hypothése d’un isolement reproducteur entre ces deux taxons considérés alors comme des
SOUS-eSpeces.

De plus, I’¢tude de Pages et al. 2010 puis des études plus récentes (Aplin et al., 2011,
Lack et al., 2012) ont confirmé 1’existence d’un clade mitochondrial supplémentaire au sein
du genre Rattus nommée R3 dans le travail de Pages et al. (2010). Ce clade avait déja été mis
en évidence par Robins et al. (2007). R3 est morphologiquement identique aux Rattus
tanezumi Temminck, 1844, nommé R2 dans 1’étude Pages et al. (2010), mais proche
phylogénétiqguement de R4, autrement dit, R. sakeratensis. Cette étude utilise des genes
mitochondriaux (Cytb, COI) mais également un gene nucléaire (IRBP). Cependant se sont
surtout les geénes mitochondriaux qui soutiennent les nceuds terminaux des arbres
phylogénétiques et donc la proximité de R3 et R. sakeratensis. Récemment Pageés et al. (2013)
ont confronté les signaux mitochondriaux et nucléaires (microsatellites) sur un plus large
échantillonnage et révélé qu’il existait une discordance cyto-nucléaire. Les données
mitochondriales discriminent R. tanezumi et R3 alors que les données nucléaires ne le
permettent pas et suggeérent la conspécificité de ces deux mitotypes. Deux hypothéses
permettent de réconcilier ces signaux (voir partie 2 chapitre 1). Une étude préliminaire, qui
intéegre un échantillonnage élargi incluant le Vietnam (Gouy, 2013) et basée sur les mémes
marqueurs mitochondriaux et nucléaires que Pages et al. (2013) confirme le caractere
conspécificique des deux lignées mitochondriales en Thailande au Laos et a I’Ouest du
Cambodge. Cependant cette étude met en évidence des populations de la lignée R3 du Sud
Vietnam qui sont génétiquement tres différenciées sans qu’il soit possible pour le moment de
dire si cette différence est due a un isolement géographique de deux populations de la méme
espece ou s’il est la signature d’un isolement reproductif et donc de deux especes au sens de
Mayr (1942).
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2- Biogégraphie de la tribu des Rattini

Les archives fossiles (Musser and Carleton, 2005a) et les analyses phylogénétiques
(Schenck, 2013) s’accordent sur une origine sud-est asiatique de la sous-famille des Murinés
vers le milieu du Miocéne (23 & 5,3 Ma). Les membres de la tribu murine des Rattini sont
répartis, en majorité, sur deux régions biogéographiques, la région indomalayenne, foyer de
diversification de ce clade (Musser and Carleton, 2005a ; Rowe et al, 2011 ; Fabre et al.,
2013) et la region australienne (introduction Figure 2 et Annexe 8 Figure 4) qui n’a été
colonisée que plus tardivement. Ces deux régions biogéographiques sont portées par deux
plaques tectoniques distinctes: la plaque eurasienne et la plaque australienne. La zone de
contact de ces deux plaques, qui se situe a la jonction de la sous-région du Wallacea et de la
sous-région du Sahul est une zone de subduction dont 1’activité se caractérise d’une part par la
surrection de morceaux détachés du plancher océanique, les terranes, et d’autre part par une
activité volcanique intense (Lohman, 2011) depuis I’Eocéne moyen (43 Ma). A I’intérieur de
la région indo malayenne (portée par la plaque eurasienne), les sous-régions Sundaique
(regroupant les Tles de Bornéo, Java, Sumatra et la partie continentale de la Malaisie) et
indochinoise (s’étendant au nord de la ligne Kangar-Pattani qui barre 1’isthme de Kra) ont une
histoire commune longue et des contacts terrestres répétés (Woodruff, 2010, Lohman, 2011)
depuis le paléocéne ancien (60 Ma) et jusqu’a la fin du dernier maximum glaciaire (19-23
Ka). A I'opposé, la sous-région du Walacea a I’extréme Est de la région indomalayenne,
marque la transition avec la région australienne et est constituée par des fles oceaniques
d’origine volcanique sur lesquelles se sont accrétés des terranes. Ces iles sont séparées par de
multiples bras de mer qui forment des barrieres plus ou moins permeables au rythme des
oscillations climatiques et marines du Quaternaire.

Le climat de la région indomalayenne durant le Miocéne (23 a 5,3 Ma) et le Pliocéne
(5,3 a 2,6 Ma) était plus humide qu’aujourd’hui et la température supérieure en moyenne aux
températures actuelles d’environ 3°C. Dans ces conditions, la végétation était dominée par la
forét tropicale humide (Woodruff, 2010). Le clade formant la tribu des Rattini se diversifie
probablement vers 9 Ma (Lecompte et al, 2008, Fabre et al., 2013) dans ce paysage ou la forét
prédomine en Asie du sud-est continentale. A partir de 3,2 Ma, la température commence a
décroitre et a partir de 2,7 Ma, la calotte glaciaire se forme dans 1’hémisphére nord ce qui
s’accompagne d’une baisse des niveaux marins. Le climat est alors progressivement plus froid
et sec et c’est a cette époque qu’apparait le genre Rattus (Verneau et al, 1998, Robins et al.,
2008) probablement dans le sud-est asiatique (Rowe et al. , 2011). C’est dans cette zone que
sont localisés les premiers fossiles du genre (Chaimanee, 1998). La transition climatique du
milieu du Pléistocene (il y a 800 milles ans environs) est marqué par une remontée des eaux
froides océaniques profondes qui accentue la croissance et 1’épaississement des banquises en
surface des océans dans I’hémisphére nord et engendre la baisse du niveau marin (Woodruff,
2010). Dans la sous-région sundaique, cette baisse importante du niveau marin fait émerger le
plancher océanique formant le « sunda shelf » qui relie par voie terrestre le continent asiatique
et les Tles les plus importantes de la sonde ainsi que Bornéo et les Philippines (Annexe 8
Figure 5). Ce pont entre les sous-régions est maintenu jusqu’a la fin du dernier maximum
glaciaire il y a 19 mille ans. Cependant la période Quaternaire est marquée par de nombreuses
oscillations climatiques. Plus de 50 cycles glaciaires séparés ont étés enregistrés durant cette
période (Woodrufft, 2010). Ces changements de climat s’accompagnent de cycles de
contraction puis d’expansion des foréts et des savanes (Wurster, 2010) ce qui a pour effet de
séparer ou de réunir les populations animales avec des pas de temps variables suivant la
longueur de chaque cycle. La création de refuges pléistocenes est une explication a la
radiation de certains taxons par vicariance. Ces événements ont été mis en évidence chez les
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Figure 4: Distribution actuelle de la tribu des Rattini, Hydromyini et Murini dans les
différentes sous-régions de la zone indo-australienne (Fabre et al., 2013).
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Figue 5: Limite des terres au dernier maximum glaciaire (19-23Ka). Les sous-régions sundaique et
indochinoise sont largement connectées entre elles mais restent isolées de la sous-région du Sahul par
les multiples bras de mer parcourant la sous-région du Wallacea
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Map_of Sunda_and_Sahul.png)
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rongeurs de la tribu des Rattini des zones sundaique (Gorog et al., 2004) et
indochinoise (Latinne, 2012). L’histoire biogéographique des Rattini des sous-régions du
Wallacea et du Sahul est différente. La ligne de Wallace qui sépare ces deux sous-régions du
Sunda et qui suit a cet endroit le détroit de Makassar séparant 1’ile de Bornéo de la Sulawesi
est une frontiere faiblement perméable (Annexe 8, Figure 4 et Figure 5). Une connexion bréve
(quelques Millions d’années) entre le sud de la Sulawesi et Bornéo a été mise en évidence au
début de ’Eoceéne il y a 50 Ma (Wilson et Moss, 1999) mais les deux iles sont restées
séparées depuis 1’apparition des rongeurs en Asie du Sud-est (il y a 34 Ma). Le fort taux
d’endémisme enregistré dans la zone (90 % des especes en Sulawesi) est le signe d’une
radiation adaptative qui a suivi la colonisation par un petit nombre d’espéces migrantes a
I’Eocéne tardif (Lohman, 2011). Les éveénements de vicariance a partir des terranes
australiens sont rares et n’ont étés démontrés que pour les escargots pachychilides en
Sulawesi (Rintelen & Glaubrecht, 2005). D’autre part, les espéces de la sous famille des
murinés sont les seules mammiféres non volant asiatiques a avoir réussi a traverser les bras de
mer multiples partageant ces deux sous régions (Rowe et al., 2011). La sous-région
biogéographique du Wallacea a laquelle appartient la Sulawesi a connu des évenements de
colonisation multiples au cours du Miocene tardif et du plio-pléistocene notamment par des
taxons de la tribu des Rattini (Fabre, 2013). Le Sahul de son coté a fait I’objet de deux
colonisations distinctes par deux tribus de la sous-famille des murinés (Rowe et al., 2011).
Une premiére colonisation est attribuée a un groupe tres diversifié morphologiquement et
écologiquement et nommeé « old endemics » (Simpson 1961 ; Jansa, 2006 ; Rowe et al., 2008 ;
Rowe et al., 2011), dont le foyer de diversification est situé aux Philippines et dont la
monophylie est attestée (Rowe, 2008 ; Fabre et al., 2013). Ces taxons forment la tribu des
Hydromyini (Musser & Carleton, 2005 ; Rowe, 2008 ; Fabre et al., 2013). La seconde
colonisation est attribuable a des taxons de la tribu des Rattini. Elle est plus récente et daterait
de la transition plio-pléistocéne (Rowe et al., 2011 ; Fabre et al., 2013). La recolonisation
pléistoceéne du Walacea par un taxon de la tribu des Rattini & partir du Sahul est attestée par
Fabre et collaborateur (2013). Les Rattini semblent avoir supplanté les premiers colonisateurs
de la tribu des Hyromyini dont la répartition géographique était certainement plus étendue
qu’elle ne I’est aujourd’hui (Fabre et al., 2013). Cependant, parmi les Rattini colonisateurs du
Sahul, les espéces du genre Rattus sont réguliérement rencontrées vivant en sympatrie avec
les premiers colonisateurs (Rowe et al., 2011). Cependant les Rattus différent des autres
espéces en ce qui concerne leur taux de reproduction (Geffen et al.,, 2011). Ces différences
reproductives pourraient leur permettre d’utiliser des composantes différentes de niche
écologique (Schenke et al., 2013) et au travers de 1’histoire biogéographique complexe de la
zone avoir favorisé la mise en place d’une faune incroyablement riche et diversifiée.

3- Systématique de la tribu des Murini pour la zone étudiée

La tribu des Murini se limite au seul genre Mus (Linnaeus 1758) qui comprend 41
espéces valides (Auffray et Britton-Davidian, 2012 ; Suzuki et Aplin, 2012). Les espéces qui
constituent ce genre possédent une morphologie (Auffray et Britton-Davidian, 2012) et une
¢cologie (Suzuki et Aplin, 2012) relativement conservées. A titre d’exemple, le poids des
différentes espéces est compris dans une petite gamme de variation (de 5 a 35 grammes) et la
plupart ont adopté un mode de vie terrestre. Ce genre a été subdivisé en quatre sous-genres
(Coelomys, Mus, Pyromys, Nannomys) par Marshall (1977b) d’aprés des critéres cranio-
dentaires. Cette classification a ultérieurement été validée par des analyses phylogénétiques
(Lundrigan et al., 2002 ; Suzuky et al., 2004 ; Suzuky et Aplin, 2012). Une seule espéce, Mus
famulus, initialement placée par Marshall dans le sous-genre Coelomys a par la suite été
reclassée dans le sous-genre Mus (Chevret et al., 2003). Pour le sous-genre Mus, Suzuki et al.
(2004) reconnaissent quatre groupes d’espéces phylogénétiques (les groupes: musculus,
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cervicolor, lepidoides et booduga). Les espéces formant les groupes phylogénétiques
cervicolor, lepidoides, booduga sont, a quelques exceptions pres, distribuées dans des zones
géographiques proches en Asie du Sud et du Sud-Est. Il n’en est pas de méme pour le groupe
musculus, dont les espéces occupent une zone s’étendant sur I’ensemble de la zone
paléarctique. Parmi ce groupe d’espéces, M. musculus est une espéce a trés large répartition
géographique (Suzuky et Aplin, 2012 ; Suzuky et al. 2013) chez laquelle cing sous-especes
ont été décrites (Corbet, 1990; Auffray et Britton-Davidian, 2012). Au cours de nos
programmes de recherche, seules quatre especes du sous-genre Mus ont été échantillonnées.
Trois appartiennent au groupe cervicolor (Suzuky et Aplin, 2012) : M. cookii Ryley, 1914, M.
cervicolor Hodgson, 1845, M. caroli Bonhote, 1902. M. fragilicauda appartient quant a elle
au groupe d’espéces de M. booduga et elle est la seule espece de ce groupe qui est
majoritairement indien a posséder une répartition qui soit a ce point orientale. Les quatre
espéces sont difficilement distinguables sur le terrain & partir de leur morphologie externe.
Les relations phylogénétiques des taxons étudiés sont représentées a la figure 6.

4- Biogégraphie de la tribu des Murini

La tribu des Murini se caractérise par une répartition géographique étendue et une
présence naturelle dans la plupart des biomes de la forét tropicale a la steppe et aux milieux
semi-désertiques (Suzuki et Aplin, 2012). L’une des espéces du genre Mus, Mus musculus au
mode de vie commensal a été largement introduit sur tous les continents par 1’action de
I’homme. La plus ancienne cladogénése enregistrée au sein du genre Mus est celle du sous-
genre Coelomys vers 7,5 Ma (Veyrunes et al., 2006). Cette époque du Miocene tardif, est
marqueée par la surrection de la chaine Tibéto-Himalayenne (Suzuki and Aplin, 2012) qui a
permis la mise en place d’un climat de type saisonnier marqué par 1’apparition de la mousson
et une alternance de périodes humides et seches. Les espéces constituant le sous-genre
Coelomys fréquentent les milieux forestiers les plus humides allant de la forét a feuillage
permanant, classe typologique a laquelle sont inclues les foréts de montagnes, a la forét mixte
semi-décidue. Il se rencontre principalement en Asie du Sud-Est dans les sous-régions
indochinoise et sundaique (Figure 4) mais certaines espéces dont 1'une du complexe M.
pahari (voir Suzuki et Aplin, 2012) se rencontre en Inde et M. mayori au Sri Lanka. Le
second sous-genre a se séparer est sous-genre Nannomys vers 7 Ma (Veyrunes et al., 2006)
qui se diversifie ensuite sur le continent africain exclusivement. Les espéces de ce sous-genre
occupent des milieux plus secs a I’exception de M. setulosus, espéce basale dont 1’habitat est
la forét tropicale toujours verte. Les sous-genres Mus et Pyromys sont les derniers a diverger
vers 6,5 Ma. Le sous-genre Pyromys présente une diversifié spécifigue maximale dans le
centre-sud du continent Eurasien (Inde, Pakistan) mais 1’'un de ses représentants, M.
shortridgei, peut étre rencontré en Asie du Sud-Est. Il occupe des habitats plus secs que le
sous-genre Coelomys et I’habitat de M. shortridgei est la forét seche a dipthérocarpes. Enfin,
le sous-genre Mus dont 1’origine est probablement située en Asie centrale a, par la suite,
colonisé une grande partie de 1I’Eurasie (Suziki et Aplin, 2012). Des quatres groupes d’especes
reconnus au sein sous-genre Mus par Suzuki et collaborateurs (2004), M. musculus est
incontestablement le groupe le plus connu et le plus étudié car il comprend la souris
domestique (M. musculus) espéce commensale au comportement invasif, domestiquée en tant
qu’animal de compagnie et comme animale de laboratoire au méme titre que R. norvegicus
chez les Rattini. Cette espece est également un modele privilégié d’étude de la spéciation et
des mécanismes d’évolution (Macholan and Baird, 2012). Le groupe d’especes M. musculus
provient probablement de I’adaptation de taxons du groupe d’espéces M. Booduga au climat
tempéré au Cambrien vers 1,7 Ma. Il se diversifie alors en colonisant I’Europe de 1’Ouest et le
nord de I’Afrique (Suzuki et Aplin, 2012). L’espéce M. musculus, qui apparait probablement
en Asie centrale sur le plateau Iranien (Siahsarvie et al., 2012). Elle colonise & son tour la
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Species group Subgenus Genus

|:M. nitidulus nsazso

M. niiduius wsazsa

M. booduga booduga
M. fragilicauda

M. terricolor

M. macedonicus
M. spiciiegus
musculus Mus Mus
M. muscuius

M. spretus
M. lepidoides nesasz

lepidaides
M. kepidoides usass

M. carvicolor
EM- Coo“rﬁ Cemjco'br
M. caroii

M. platythrix | Pyromys
M. pahari I Codlomys
M. mattheyi | Nannomys
Apodemus

Micromys minutus

Ratius norvegicus
—— 0.01 substituticns/site

Figure 6 : Arbre phylogénétique de consensus strict construit par la méthode du maximum de
vraisemblance sur un jeu de données non-partitionné des génes Cytb, IRBP et recombination-
activating (Ragl). Les nceuds matérialisés par des cercles noirs possedent une valeur de
bootstrap supérieure a 80 % pour les analyses en neighbour-joining (1000 pseudo-réplicats),
maximum de parcimonie (1000 pseudo-réplicats) et maximum de vraisemblance (100 pseudo-
réplicats). D’aprés Simadha et al. (2010) et extrait de Suzuki et Aplin (2012).
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partie sud de I’Eurasie et se diversifie pour donner naissance a 5 sous-especes (Auffray and
Britton-Davidian, 2012) dont une seule, M. musculus castaneus est présente en Asie du Sud-

Est et est la seule espece qui se rencontre dans la sous-région du Wallacea (Figure 4 ; Suzuki
etal., 2013).
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Annexe ||

d)

\/ o) f)

Figure 1: Les étapes de la superposition Procru&gs’objectif est de comparer deux objets gdiédent par
leur position, leur orientation et leur taille. (B)nformation est résumée par un ensemble de pdinmologues

* (c) Le centre de gravité des figures est calgl)l@netranslation permet de faire correspondre les centres de
gravité des formes (e) umeise a I'échellepermet de séparer la variable de taille et calleahformation (f)
Enfin unerotation permet de faire correspondre les conformationsupaajustement au moindre carré. Les
fleches rouges représentent les différences eatf@anations aussi appelés les résidus Procrustes.

* |[ci trois points placés aux sommets résument lerde de l'information de forme. Ici les trianglentcété
conservés pour visualiser de facon plus parlantedtapes de la superposition mais en réalité Igsea ne
porte que sur les configurations de points homodsgfiaisant abstraction de I'objet proprement dit.
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Annexelll

Lentilles qu'il sera possible de corriger dans I'outil web service (base de données libre PTLensDB_06-
02-08 : http://sourceforge.net/projects/hugin/files/PTLens%20Database/)

Canon EF/TS:

Canon EF-S 10-22mm f/3.5-4.5
UsSM

Canon EF 16-35mm f/2.8L USM
Canon EF 17-35mm f/2.8L USM
Canon EF 17-40mm f/4L USM
Canon EF-S 17-85mm f/4-5.6 IS
UsSM

Canon EF-S 18-55mm f/3.5-5.6
Canon EF 24-70mm f/2.8L USM
Canon EF 24-85mm f/3.5-4.5
UsSM

Canon EF 28-70mm f/2.8L
Canon EF 24-105mm f/4L 1S
UsSM

Canon EF 24-105mm f/4L 1S
UsSM

Canon EF 28-105mm f/3.5-4.5 11
UsSM

Canon EF 28-300mm f/3.5-5.6L IS
UsSM

Canon EF 28-136mm f/3.5-5.6 IS
UsSM

Canon EF 35-70mm f/3.5-4.5
Canon EF 35-80mm f/4-5.6 111
Canon EF 35-105mm f/3.5-4.5
Canon EF 35-135mm f/4-5.6 USM
Canon EF 55-200mm f/4.5-5.6
Canon EF 70-200mm f/2.8L IS
UsSM

Canon EF 70-200mm f/2.8L IS
USM + EF 1.4x ext

Canon EF 70-200mm f/4L USM
Canon EF 70-200mm f/4L USM +
EF 1.4x ext

Canon EF 70-300mm f/4.5-5.6 DO
ISUSM

Canon EF 75-300mm f/4-5.6 IS
UsSM

Canon EF 80-200mm f/2.8L
Canon EF 100-300mm f/5.6L
Canon EF 100-400mm f/4.5-5.6L
ISUSM

Canon EF 20mm /2.8 USM
Canon EF 24mm f/1.4L USM
Canon EF 24mm /2.8

Canon EF 28mm /1.8

Canon EF 28mm /2.8

Canon EF 356mm f/1.4L USM
Canon EF 356mm /2.0

Canon EF 50mm /1.4

Canon EF 50mm /1.4

Canon EF 50mm /1.8 | and |1
Canon EF-S 60mm /2.8 Macro
Canon EF 85mm f/1.2L USM
Canon EF 85mm /1.8 USM
Canon EF 100mm /2.8 USM
Macro

Canon EF 100mm f/2.8 Macro
Canon EF 135mm f/2.8 Soft Focus
Canon EF 200mm /2.8L 1| USM
Canon TS-E 24mm f/3.5L

Canon TS-E 45mm /2.8

Canon TS-E 90mm /2.8

Canon:

WC-DC58N

Geobartic 0.5x Converter

Tiffen MegaPlus 0.56 Converter
Canon TC-DC 10 2x Converter
Tiffen .56x converter

Tiffen 2x converter

TC-DC58B

6X6:

Schneider 28mm Digitar /2.8
Mamiya 356mm f/3.5

Mamiya 80mm f/2.8

Mamiya 55-110mm /4.5
Schneider 80mm Xenotar /2.8

NikonSLR:

Nikkor 12-24mm f/4G ED-IF AF-
SDX

Nikkor 17-35mm /2.8 ED-AFS
Nikkor 17-55mm f/2.8G ED-IF
AF-SDX

Nikkor 18-35mm f/3.5-4.5D ED-
IF AF

Nikkor 18-55mm f/3.5-5.6G ED
AF-SDX

Nikkor 18-70mm f/3.5-4.5G ED-
IF AF-SDX

Nikkor 18-200mm f/3.5-5.6 G ED-
IF AF-SVR DX

Nikkor 24-50mm f/3.3-4.5D Ai AF
Nikkor 24-85mm f/2.8-4.0D AF
Nikkor 24-85mm f/3.5-4.5G ED-
IF AF-S

Nikkor 24-120mm f/3.5-5.6G ED-
IFAF-SVR

Nikkor 28-200mm f/3.5-5.6G ED-
IF AF

Nikkor 35-70mm f/2.8D AF
Nikkor 50-135mm f/3.5 Al-S

Nikkor 55-200mm f/4-5.6 G ED
AF-SDX

Nikkor 70-180mm f/4.5-5.6 ED-
AF-D Micro

Nikkor 70-200mm f/2.8G ED-IF
AF-SVR

Nikkor 70-210mm f/4.5-5.6
Nikkor 70-210mm f/4 AF
Nikkor 70-300mm f/4-5.6D ED
AF

Nikkor 70-300mm f/4-5.6G AF
Nikkor 80-200mm f/2.8D ED AF
Nikkor 80-400mm f/4.5-5.6 ED-
AF-D-VR

Nikkor 14mm f/2.8D ED AF
Nikkor 15mm /3.5 Al

Nikkor 16mm f/2.8D AF Fisheye
Nikkor 20mm f/2.8D AF

Nikkor 24mm f/2.8D AF

Nikkor 24mm f/2.0 Al-S

Nikkor 28mm f/2.8D AF

Nikkor 28mm /2.0 Al-S

Nikkor 28mm f/3.5 AI-SPC
(unshifted)

Nikkor 35mm f/1.4 Al-S

Nikkor 356mm f/2.0D AF

Nikkor 456mm f/2.8 Al GN
Nikkor 50mm f/1.4D AF

Nikkor 50mm /1.4 Al-S

Nikkor 50mm f/1.8 Al-S

Nikkor 50mm /2.0 non-Al
Nikkor 55mm f/1.2 Al

Nikkor 55mm f/2.8 Al-S Micro
Nikkor 58mm /1.2 Noct

Nikkor 85mm f/1.8D AF

Nikkor 105mm f/2.8D AF
Nikkor 135mm /2.0 Al-S
Nikkor 180mm /2.8 ED-AIS
Nikkor 500mm /8.0 Reflex

Nikon:

WM-E80

WC-E75
TC-E15ED (full tele)
WC-E80 (full wide)
WC-E80

WC-E68 (full wide)
TC-E2

TC-3ED

WC-E63

WC-E63

WC-E24

TC-E2
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WC-E6G3

Sony:

VCL-DHO0758 0.7x Converter
VCL-DH1758 1.7x Converter

std macro: 1 inch lens-to-subject
std macro: 2 inches lens-to-subject
std macro: 4 inches lens-to-subject
std macro: 6 inches lens-to-subject
std macro: 8 inches lens-to-subject
std macro: 12 inches lens-to-
subject

std macro: 16 inches lens-to-
subject

std macro: 20 inches lens-to-
subject

std macro: 24 inches lens-to-
subject

std macro: 32 inches lens-to-
subject

VCL-HGDO0758 Wide Angle
Sakar 1858W

VCL-DEHO7V Converter
VCL-DEH17V Converter
VCL-MHGO07a

Casio:

WC-DC58A

Raynox 0.66x

ContaxSLR:

Zeiss 21mm f/2.8 Distagon

Zeiss 28mm f/2.8 Distagon
Fujifilm:

WL-FXEO1 (full wide)
GenericSLR:

Schneider 28mm /2.8 PC

Sigma 10-20mm f/4-5.6 EX DC
Sigma 12-24mm f/4.5-5.6 EX DG
Sigma 15-30mm /3.5-4.5 EX DG
Sigma 17-35mm f/2.8-4 EX DG
Sigma 17-70mm f/2.8-4.5 DC
Macro

Sigma 18-50mm /2.8 EX DC
Sigma 18-50mm /2.8 EX DC
Sigma 18-50mm f/3.5-5.6 DC
Sigma 18-125mm f/3.3-5.6 (3.5-
5.6) DC

Sigma 18-125mm f/3.3-5.6 (3.5-
5.6) DC

Sigma 18-125mm f/3.3-5.6 (3.5-
5.6) DC

Sigma 18-200mm f/3.5-6.3 DC
Sigma 18-200mm f/3.5-6.3 DC
Sigma 24-70mm /2.8 EX DG
Macro

Sigma 28-70mm /2.8 EX DG
Sigma 28-300mm /3.5-6.3 Macro
ASPIF

Sigma 50-300mm f/4-6.3 EX
DG/HSM

Sigma 55-200mm f/4-5.6 DC
Sigma 70-300mm f/4-5.6 APO
Macro Super 11

Sigma 14mm /2.8 EX

Sigma 14mm /3.5 EX

Sigma 15mm /2.8 EX Diagonal
Fisheye

Sigma 15mm /2.8 EX Diagonal
Fisheye

Sigma 20mm /1.8 EX DG
Sigma 28mm f/1.8 EX DG
Sigma 30mm f/1.4 EX DC HSM
Tamron 17-35mm f/2.8-4 Di LD
Tamron 18-200mm f/3.5-6.3 XR

Dill LD
Tamron 18-200mm f/3.5-6.3 XR
Dill LD

Tamron 19-36mm f/3.5-4.5
Tamron 24-135mm f/3.5-5.6 SP
AD

Tamron 28-75mm /2.8 XR Di
Tamron 28-105mm /2.8 SPLD IF
Tamron 28-300mm /3.5-6.3 XR
Di LD

Tokina 12-24mm f/4 AT-X 124
AF PRO DX

Tokina 19-35mm f/3.5-4.5 AF 193
Tokina 28-70mm /2.8 AT-X 287
PRO SV

Tokina17mm f/3.5 AT-X AF PRO
Tokina17mm f/3.5 AT-X AF PRO
Zenitar 16mm f/2.8 MC Fisheye

KonicaMinolta:
ZCW-100

ZCW-100

ZCW-200

ACW-100 Converter

KM 24-105mm 3.5-4.5 AF D
KM 28-100mm 3.5-5.6 AF D
KM 80-200mm 2.8

KM 20mm 2.8

Olympus:

A-28iS/L Converter

WCON-08B

OlympusSLR:

Zuiko Digital 7-14mm /4.0
Zuiko Digital 11-22mm f/2.8-3.5
Zuiko Digital 14-45mm f/3.5-5.6
Zuiko Digital 14-54mm f/2.8-3.5
Zuiko Digital 40-150mm f/3.5-4.5
Zuiko Digital 50-200mm f/2.8-3.5
Zuiko Digital 50mm /2.0 Macro
WCON-08B

B-300 (full tele)

macro (full tele): 8 inches lens-to-
subject

macro (full tele): 12 inches lens-to-
subject

macro (full tele): 16 inches lens-to-
subject

macro (full tele): 20 inches lens-to-
subject

PentaxSLR:

Pentax 16-45mm f/4.0 P-DA J
ED/AL

Pentax 18-55mm f/3.5-5.6

Pentax 50-200mm f/4-5.6 P-DA
ED

Ricoh:
DW-4
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Annexe IV : Dénomination des points homologues

vue externe de la machoire

1-jonction entre la partie interne de I'incisive et de I'os mandibulaire ;
2-point le plus bas de I'os mandibulaire ;

3-jonction de la premiére molaire et de I'os mandibulaire ;

4-Point de superposition du Ramus et de la troisieme molaire ;
5-extrémité de I'apophyse coronoide ;

6-base postérieure de I'apophyse coronoide, sur I'incisure mandibulaire;
7-extrémité antérieure du cartilage de I'apophyse condylaire ;
8-extrémité postérieure du cartilage de I'apophyse condylaire ;
9-élargissement de I'apophyse condylaire ;

10-point le plus antérieur du Ramus postérieur ;

11-apex de I'apophyse angulaire ;

12-point le plus bas du Ramus ;

13-jonction du Ramus, de I'os mandibulaire et de la marge mastoide ;
14-point le plus bas de I'os mandibulaire ;

15- jonction entre la partie externe de l'incisive et de I'os mandibulaire.
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Vue interne de la machoire

1-jonction entre la partie interne de l'incisive et de I'os mandibulaire ;
2-point le plus bas de I'os mandibulaire ;

3-jonction de la premiére molaire et de I'os mandibulaire ;

4- jonction de la premiere et de la seconde molaire ;

5- jonction de la seconde et de la troisieme molaire ;

6-base postérieure de la troisieme molaire ;

7- extrémité de I'apophyse coronoide ;

8- base postérieure de I'apophyse coronoide sur I'incisure mandibulaire ;
9-extrémité antérieure du cartilage de I'apophyse condylaire ;
10-extrémité postérieure du cartilage de I'apophyse condylaire ;
11-élargissement de I'apophyse condylaire ;

12-point le plus antérieur du Ramus postérieur ;

13-apex de I'apophyse angulaire ;

14-point le plus bas du Ramus ;

15-point le plus haut de la limite inférieure du Ramus;

16-point le plus bas de I'os mandibulaire ;

17- jonction entre la partie externe de l'incisive et de I'os mandibulaire ;
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Vue dorsale du crane

1-apex du rostre ;

2-limite postérieure du rostre ;

3-limite antérieure du bulbe rachidien ;

4-jonction des sutures frontales et pariétales ;

5-jonction des sutures pariétales et interpariétales ;

6-point le plus postérieur de I'interpariétal ;

7-point le plus externe du renflement frontal du maxillaire ;

8-point le plus postérieur du foramen infra-orbital ;

9-base de I'apophyse lacrymale ;

10-forme avec 21 la plus petite largeur inter-orbitale ;

11-point de jonction entre la limite externe frontale et suture antérieure pariétale ;
12-point le plus postérieur de I'orbite, base de I'apophyse squamosal ;
13-forme avec 24 la plus grande largeur de la boite cranienne ;
14-point le plus postérieur de la créte supra-occipitale ;

15-point le plus externe de la créte supra-occipitale ;

16-jonction de la créte supra-occipitale et de I'os interpariétal ;

17- condyle exoccipital

18-28- symétriques des points précédents par I'axe de symétrie du crane.
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Vue ventrale du crane

1-jonction des incisives ;

2-jonction énamel, dentine os pré-
maxillaire ;

3-limite postérieure du palais ;

4-partie la plus antérieure du foramen
magnum ;

5-partie la plus postérieure du foramen
magnum ;

6-partie antérieure des foramens incisifs;

7-forme avec 25 la plus grande largeur des
foramens incisifs ;

8- partie postérieure des foramens incisifs;

9-limite antérieure de la premiére
molaire ;

10-limite la plus interne du renflement
maxillaire;

11-point le plus antérieur de 'arche
zygomatique ;

12-point le plus antérieur de |'orbite ;

13-forme avec 31 la plus petite largeur du
palais au niveau de la premiere molaire;

14-limite postérieure de la troisieme
molaire ;

15-jonction de I'os squamosal et de
I'alisphénoide;

16- Apophyse zygomatique de I'os
squamosal, point le plus postérieur de
I'orbite;

17- foramen mésoptérigoide ;
18- foramen palatin ;

19-jonction de la bulle tympanique et de
I’os basioccipital;

20-base externe de I'os du tube
eustachien, il forme avec 19 la plus grande
longueur de la bulle tympanique;

21-jonction entre la bulle tympanique, le
basisphénoide et le basisoccipital;

22-renflement du condyle exoccipital ;

23-40- symétriques des points précédents
par 'axe de symétrie du crane.
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AnnexeV

Représentation des mesures et du poids des animaux adultes échantillonnés durant le programme

CERoPath. La valeur médiane est donnée en bleue pour chaque trait mesuré. Les mensurations de

Suncus murinus sont données a

programme.

Bandicota indica n = 46

N

Bandicota savilei n = 138

Berylmys berdmorei n = 27

Berylmys bowersi n = 18

titre indicatif car I'espece fait partie de I’échantillonnage du

Chiropodomys gliroides n = 2
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Annexe VI

Représentation du plan principal de I'ACP pour

les données corporelles brutes (a), transformées
en logshape ratio (b), des prises de vues des
conformations en face ventrale (c), en face

dorsale (d), en vue internes pour les hémi-

mandibules(e) en vue externe pour les hémi-

mandibules (f). Les codes couleurs des espéces

sont les méme que pour la représentation des

elipses et donnés dans la légende.
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04 02 00 02
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ACP des données corporelles brutes
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Bandicota savilei
Berylmys berdmorei
Berylmys bowersi
Leopoldamys edwardsi
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Mus caroli
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Rattus argentiventer
Rattus exulans
Rattus nitidus

Rattus norvegicus
Rattus sakeratensis
Rattus tanezumi
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CP2
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Annexe VII
Article en cours de soumission.

From the field to the laboratory and collection: ataxonomic toolkit to
accurately identify Bandicota indica and Bandicota savilel.

(Rodentia-Muridae, genusBandicota Gray, 1873)
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Abstract (277 words) Bandicoot rats (Rodentia, Mae) are widespread species in Asia
where they live in close contact with human popatet and can occasionally produce
significant crop damage. All over their distributidoandicoot rats are of high sanitary
importance as reservoirs of at least ten humarasiese In Thailand, Cambodia, Laos and
Vietnam, two species coexists, the great Bandid@andicota indica(Bechstein, 1800), and
the lesser BandicooBandicota savile(Thomas, 1916). Species distinction based on rexiter
characters is often difficult and may lead to aaiarproportion of species misidentification.
Thus, a reliable, fast and inexpensive identifamatt the specific level of specimens collected
in the field is in need to develop effective stgas for population management or to map
sanitary risks during epidemiologic surveys. Theppsge of this paper is to evaluate the
efficiency of classical methods for identifying #eebandicoot species and provide new,
simple and cheap tools for discriminating both sgmebdased on molecular, morphological
ratio and morphometrics variation. Two PCR-testdaeeloped in this study: a first (PCR1)
for discriminating betweeBandicotaandRattusgenera; and a second (PCR2) to discriminate
betweenB. indicaandB. savileispecies. In addition, we evaluated two morphometata
sets for discrimination between species. a) onedas the ratio betwedread and body and
hind foot lengthproposed by Aplin and collaborators (2003a); and Becond one based on
landmark analysis of mandible forms. Accuracy ofhbmorphological tests was fairly high
and better for the landmark analysis than the ticadil one. Altogether the three
identification tools would probably be useful forlarge scientific community, including
museologists, agronomists, ecologists and epidegigtls willing to ensure their species
identifications.
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Introduction

Rats of the genuBandicotaare widely distributed throughout South Asia. Amahg
three species currently recognized, two coexisthailand, Cambodia, Laos and Vietnam
(Corbet and Hill, 1992; Marshall, 1977a; Musser &rdthers, 1994, Lundet al, 2001,
Aplin et al, 2003b, Wilson, 2005B. indicais known throughout South and Southeast Asia
and is characterized by its great size, its agyedsehaviour and its large burrow systems
that can cause damage to buildings, dams and rgadwais found in fields, villages and
urban habitats, and appears to be especially comammmnd permanent water sources. In
most areas, population densities Bf indica are quite low, although high densities may
locally occur (Aplinet al, 2003b; Singleton, 2003). By contrast, the lesserdicoot raB.
savileican be locally abundant and presumably cause#isagit damages in areas of rainfed
rice crops (Aplinet al, 2003b) and where maize production is replacimgdibareas (Musser
and Brothers, 1994, Herbreteatial, 2006). Both bandicoot rats are frequently hurfted
their meat in Thailand, Laos and Vietnam when nmuspular game like wild ungulates
became scarce. According to Corbet and Hill (1988shall (1977a) and Meijaard (2003),
B. indica has probably been geographically spread throughahuagency. In particular,
introduction was reported in peninsular Malaysiajwian and Java throughout its current
range (Aplinet al.,2003Db).

Bandicota species have been recently shown to be a majorvoeseof human
diseases. Over the last decade it has been ingdicg a reservoir for at least 10 zoonotic
diseasesin Thailand (Herbreteawet al, 2012). Hantaviruses, the causative agent of
Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) ina&dnas been reported from bdh
indica (Xiao et al, 1994, Nitatpattanat al, 2000a, 2002, Huget al., 2006) andB. savilei
(Blasdell et al., 2011). The Lymphocytic ChorioMeningitis Virus antibodi¢eCMV), a
member of the Arenaviridae family, was found in bieod of both species in Thai province
of Nakhon Pathom (Nitatpattaret al, 2000b, Blasdellet al., 2009). Many serovars of
Leptospirawere also described in the two bandicoots in Hnal (Wangroongsarbt al,
2002, Ahmeckt al, 2006, Thaipadungpanit, 2007) and Cambodia (lvaetal, 2012). The
etiologic agent of the scrub typhu®rientia tsutsugamushiwas also detected in both
bandicoot species in central and northern Thailg8tdckmanet al, 1994; Tanskukt al,
1998; Imvithayeet al, 2001, Wangroongsakt al, 2002 ). The fleaborne or murine typhus,
TT118 spotted fever group rickettsiae (SFGR)also documented in Thailand wheBe
indica was described as an important reservoir (Okabayashal, 1996). Moreover,
Bartonellasp. were found iB. indicafrom Thailand (Castlet al, 2004, Lerdthusnee , 2008,
Jiyiponget al. 2012 and inB. savileifrom Cambodia and Laos (Jiyipoegal.2012). Finally
a new type oBabesiaspecies, a tick-borne intraerythrocytic protozparasites known to be
responsible of babesiosis zoonotic disease (Gateeflal, 1998; Homeret al, 2000) was
discovered in Chiang Mai Province B indica(Dantrakoolet al, 2004).

Unfortunately, most studies describing bandicots s reservoir for zoonosis give no
information on the criteria used for bandicoot sgeecidentification whereas species
identification could be problematic (Apliat al, 2003a, Aplinet al, 2003b; Musser and
Brothers, 1994). For instance, Boonsong and F¢1i889) documented the occurrence of five
species in Thailand, yet the reanalysis of theia dsyy Musser and Brothers (1994) lowered
that number to only two species and point out, agnather things, that many Boonsong and
Felten's B. savilet were represented by young specimen$Bofindica It is now largely
demonstrated that systematic uncertainty in anigpaicies involved in zoonotic cycle can
lead to false perception of human risks. A recedngple is given by the search for the
reservoir of the Lassa fever in West Africa. Firsthree sibling rodent species belonging to
theMastomygyenera, and for which no reliable external crtevas available, were suspected
to be reservoirs (Granjoet al, 1997). Further, a PCR-test, developed by Lecomptal.
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(2005), unambiguously demonstrated that only thmmensal speciedlatomys natalensys
(Smith, 1834), was the reservoir of Lassa Fevecghgpteet al, 2006), opening new ways
for the prediction of human risks and the undeditamof the Lassa virus cycle.

For all this reasons, we tested the accuracy anélaged different methods, for
Bandicota species-specific identification using differenndti of data (either molecular or
morphological). The accuracy of these methods aduaed and discussed in the following.

Materiel and Methods
Summary of the protocols.

For helping at discriminating between species, g €onstituted a reference dataset
comprising 24B. indicaand 20B. savileithat were unambiguously determined through the
sequencing of mitochondrial genes cytochrome btySiwe individuals from different
species of theRattus genus were also added for comparison (Table 1J, lmcause the
distinction betweerRattusandBandicotagenera may be also problematic for young rodents
or inexperienced mammalogists (Pages et al., 284lih, 2003a). Based on this information,
we developed a PCR-tests based on the design aksgspecific primers in variable parts of
these two genes. We tested the primer specificitynost of the other species that could occur
in this area. We then applied the PCR-test ongelaample of 427 individuals identified as
Bandicotasp. during field works in Thailand, Laos and CaniboA part of this large dataset
comprising 87B. indica and 271B. savilej for which morphological information was
available was then used as a reference to teghéoanccuracy of species determination using
two morphological approaches: the first concermsrttio between head and body and hind
foot length, proposed by Aplin and collaborator®02a) while the second consist in a
geometric morphometric analysis based on manditdpesand size developed in this study.

Rodent sampling

Bandicoots andRattus were collected between 1998 and 2011 in the vicioit
localities from Thailand (Bangkok, 13°@8N, 100°28)"E, Buriram, 14°5389'N
103°0808"E, Kalasin 16°2%7"N, 103°3025"E, Kanchanaburi 14°11.28'N, 99°325.64'E,
Krabi, 8°333"N, 98°538"E, Loei 17°2912"N, 101°4310"E; Nakhon Pathom 13 58" N,
100 7 0" E, Nakhon Ratchasima 14°58'22.26"N, 102°6'12.12\Bkhon Sri Thammarat,
8°2611"N, 99°5747"'E, Nan,18°46.07'N, 100°4656.74'E, Phrae 18°82"'N, 100°826"E;
Prachinburi, 14°52"N, 101°2221"E, Ratchaburi 13°344”"N, 99°4852"E, Sakhon Nakhon,
17°915"N, 104°810"E, Samui, 9°3@"N, 100°00” E), Cambodia (Krong Preah Sihanouk,
10°380”"N, 103°300"E, Mondolkiri, 12°270"N, 107°140"E), and Laos (Champasak,
14°5258.8'N, 105°5157.6'E,, Luang Prabang, 19°88N, 102°80"E). Rattus rattussamples
came from Madagascar, Oman, Tanzania and Indiah36ast Asian animals were caught
using live-traps locally made (entirely wire mestamafactured). Habitat information was
recorded, using a typological nested description ee (s
http://www.ceropath.org/research/protocols/trappnedent¥. Animals were sexed, weighted
and assigned to an age-class by crossing sexuatitydestimated by the scrotal or inguinal
positions of testes and development of seminaklessfor males and opining of the vulva for
females) and the third molar growth rate. Animaéevdissected and liver were conserved in
90°-alcohol. Collections of measurements are erpthbelow.
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DNA extraction and sequencing

DNA was extracted from a piece of liver or hind f@onserved in 90°-alcohol. We used the
Qiagen protocol for purification of total DNA froamimal tissues (Spin-Column Protocol and
Quiagen DNeasy 96 Tissue kits for routine extramtio

We generated 48 sequences of two mitochondrialsgghe Cytochrome b (Cytb) and the
control region, of bandicoot rats amhttus Moreover, 80 cyt b sequences from a recent
phylogenetic work, covering thBandicota genus andRattus sensu stricto lineage, were
added in the analyses (Pagésl.,2010). Details for the number of sequences fon gehes,
the origin of the different samples and the depasitle in Genbank are indicated in
(STablexx).

For the PCR amplification of the Cytb, each |0 reaction contained fl of 10x
buffer with 1.5 mM of MgCI2, each dNTP at 0.2 mM52M of each primer, 0.1l of Taq
polymerase (QIAGEN) at 0.5 U anduk of Qiagen sample extraction diluted twenty times.
Cycling conditions were 94 °C denaturation for 2niollowed by 40 cycles of 94 °C for 30
s, 52 °C for 1, 30 min and 72 °C for 1, 30 min,hnét final 72 °C extension for 10 min. PCR
products were purified with Exosap and were seqegnio both directions with primers
H15915 and L14723 by Genoscreen Company.

Cytb generalist primers L14723:5’ACC-AAT-GAC-ATG-AAA-AAT-CAT-CGT-T 3’
H15915: 5" CT-CCA-TTT-CTG-GTT-TAC-AAG-AC 3’

For the PCR amplification of the control region ¢bp), each 2l reaction contained
2.5ul of 10x buffer with 1.5 mM of MgCI2, each dNTP@t mM, 1uM of each primer, 0.5
U of Taq polymerase (QIAGEN), andul of Qiagen sample extraction diluted twenty times.
Cycling conditions were 94 °C denaturation for 3niollowed by 40 cycles of 92 °C for 30
s, 58 °C for 45 s and 72 °C for 1 min, with a fif@l °C extension for 10 min. PCR products
were purified with Exosap and were sequenced i biatections with primers F1043 and

R1594 by Genoscreen Company

Dloop generalist primers F1043: 5 GGC-CAA-CTA-GCA-TCC-ATC-AG &
R1594: 5" GAC-GGC-TAT-GTT-GAG-GAA-GG 3

Development of molecular tests

We first constituted a reference data set of arsraaambiguously determined at the specific
level using mitochondrial sequences based on thlgénetic study of Pages et al (2010). To
this aim, 80 sequences of Cytb gene freages et alwere collected and 4 additional
sequences of the control region (Dloop) were predumn this dataset. Moreover, we added
29 new specimens of both bandicoot species (29segd for Cytb gene and 15 for Dloop
gene). Together our reference dataset included sE2fiences of 109 specimens of 11
taxonomic unitsBandicota indica(Bechstein, 1800), and. savilei(Thomas, 1916)Rattus
exulans (Peale, 1848)R tanezumi(Temmink, 1844),R R3 (see Pages et al.,, 2013,
sakeratensissyldenstolpe, 1917 (formdR losea(Swinhoe, 1871) see Aplin et al., 201R),
argentiventer(Robinson and Kloss, 19163 andamanensiBlyth, 1860,R rattus(Linnaeus,
1758),R tiomanicugMiller, 1900), R norvegicugBerkenhout), 1769)R nitidus(Hodgson,
1845).
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In order to select regions for designing the spe@fimers that could discriminate genera or
species, we aligned the sequences of the refedataset with the MEGA version 5 software
(Tamura et al., 2007)The strategy to identify areas of interest on the genes where
mutations (Cyt b gene (Lecompte, 2005) or indetstf@ Dloop gene (Galan, 2005)) could be
specific to only one genus or one species witBandicotagenera. In this respect, two
molecular tests where developped, one for distsigng betweerBandicota and Rattus
genera (PCR1, Fig. 1a), and the second for disshgwy betweermandicotaspecies (PCR2,
Fig. 2a). Once the primers were determined, wenop&id the PCR conditions by testing
different values of annealing temperature, and @rsmand MgCI2 concentration for each
gene. Values for these parameters were adjusteddier to amplify only within the target
genus or species when using a set of specific psinvath the exclusion of specimens from
the other genus or species. In each test, a positmtrol of the PCR was made by the
amplification of the complete Cyt b or Dloop genigéwgeneralist primers

PCR1: discrimination between the genus Rattus and Bandicota.

PCR amplifications were performed in 10 pl reactrotumes with 2 pul of DNA matrix pre-
diluted forty times after extraction. After adjusii the PCR reaction’s conditions, each
specific reaction included 0.2 pl for the FBan mmsand 0.2 ul for the other primer pairs
L14723 and H15915 (10 uM), 0.4 ul of a desoxynusil®triphosphate mixture (dNTP 2.5
mM), 1ul of reaction red Coral Load buffer (10*)i&Qen), 0.5 ul of MgCI2 (25 mM) and 0.1
pl of tag DNA polymerase (Qiagen). We used theofelhg thermal cycling parameters: 2
min at 94°C, 30 cycles (30 s at 94°C, 30 s at 5BUCs at 72°C), with a final extension of 10
min at 72°C.

PCR2: discrimination between B. savilei and B. indica.

PCR amplifications were performed in 10 pl reactrotumes with 2 pl of DNA matrix pre-
diluted forty times after extraction. After adjusdi the PCR reaction’s conditions, each
specific reaction included 0.2 pl for the FBsa mismand 0.2 pl for the other primer pairs
F1043 and R15945 (10 uM), 0.4 pl of a desoxynudalessiphosphate mixture (dNTP 2.5
mM), 1ul of reaction red Coral Load buffer (10%)i&Qen), 0.5 pl of MgCI2 (25 mM) and 0.1
pl of tag DNA polymerase (Qiagen). We used theofelhg thermal cycling parameters: 2
min at 94°C, 30 cycles (30 s at 94°C, 30 s at 5B0Cs at 72°C), with a final extension of 10
min at 72°C.

Reliability and specificity of the primer specifest.

In order to test the reliability of the primers siie test, 189 individuals were identified a
second time by sequencing the cytochrome b (Cytlihe® cytochrome C oxydase | (COIl)
gene. Moreover, specificity of the primers specdesigned in this work, FBsa (PCR2) and
FBin (PCR1), was tested on individuals laidopoldamys, Rattus, Chiropodomys, Berylmys,
Cannomys, Niviventagenera sampling during the same field work antiénsame localities.

Morphological tests

For the two morphological tests, we used a secefefance dataset constituted with 358
Bandicotaspecimens (8B. indicaand 271B. savile) whose species determination has been
previously done using the molecular tests devel@i®n/e (n = 254) or using mitochondrial
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gene sequence (n = 251). Table 2 summarizes thalomamber of individuals according to
species and localities.

Aplin’s test two measurements, head and body length, and footl length, where
systematically recorded in order to test the validif the field criterion presented by Aplin
and co-workers (Aplin et al., 2003a). A particutaire was taking when collecting these data
since minor variation could lead to misidentificetti Thus, hind foot length was recorded by
flattening the ruler under the hind-foot and takthg measurement between the back of the
heel to the tip of the central toe, without inchuglithe claw (Fig. 3a). In order to record head
and body length, we placed the animal lying onb#sk, in a straight position (Fig. 3a-1).
Two spines were placed respectively at the tiphef mose and at the side of the anus (for
males, scrotum was lift before placing the spiriéd)en the animal was removed and the
distance between the pins was measured precisdly aviruler (Fig. 3a-2). For further
information about the recording of measurements theerodent protocols book of the
CERoPath project (Herbreteau and al. 2011).

Ceropath data set reference is available in csudobat:
http://www.ceropath.org/rdbsea/species/bandicalac&@morphometrics
or
http://www.ceropath.org/rdbsea/species/bandicotdesmmorphometrics

A linear discriminant analysis was then appliedtloa dataset, using the molecularly defined
species as group, and the percentage of corressigreed specimens was computed using a
leave-out one cross validation (jackknife) proced{see Chiari and Claude, 2012 for further
details).

Mandible shape and size: the skulls of the 358 individuals were preparedbfeing a standard
protocol (Herbreteau et al., 2011) and a morphansettataset of 15 anatomical landmarks
(Fig.4a) digitalised on external right and left awas produced. Photographs were taken with
a Pentax K200 camera with a Pentax SMC DA 16-45mtfh ED/AL lens, keeping always
the same focal distance (45 mm). In order to evalmaeasurement error relative to inter-
individual variation, each specimen was re-posdthnre-photographed and re-digitized in a
second session. Right and left jaws were considerdte analysis. In this aim, each left jaw
was first flip in right one using ImageMagick versi6.7.3.3. For each individual, side and
replicate, the 15 landmarks coordinates were obthusing the TPSdig2 digitization software
Rohlf (2004). Two additional points, spaced fronmlavere digitized on a millimetric ruler
positioned close to the jaw for controlling the Iswa of photographs. These two points
correspond to the two last of each configuratiamshat 17 pairs of coordinates are recorded
for each photo.

Coordinates of landmarks for the jaws were tramséal from pixels into cm, by dividing the
raw coordinates by the Euclidean distance measurguxels between the two landmarks
digitized on the scale. All the individuals (involg replicates) were then superimposed
following the generalized partial Procrustes suppaosition, so that each configuration was
scaled to unit centroid size Dryden and Mardia 89€entroid size was used as estimation
for size. Shape was estimated based on projectmtultes coordinates into the euclidean
tangent shape space using an orthogonal proje@igmien and Mardia, 1998; Claude, 2008).
In order to appraise size measurement error weviedl the Anova approach described by
Yezerinac (1992). Since shape measurement error omasequent, we followed Palmer
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(1994) approach in order to decompose the totaanwee in it components induced by sides,
individuals, interactions between sides and indigld and measurement error. Then, it was
possible to compare our shape error rate to th&ati@r induced by inter individuals
variation.

We used average shape and size between right éindide and theirs replicates as an
estimation of individual shape and size. In orderewvaluate the influence of species
membership and sexual dimorphism on size variatadredult specimens, we performed an
analysis of variance with the sex, species factangl the interaction between these two
factors on centroid size. Type Il sums of squaresewsed for appraising the effects since sex
ratios and sample sizes differed between specess Cdaude, 2013). Because superimposed
coordinates contains redundant information (dudraoslation, scaling and rotation: four
degrees of freedom are lost during the superimipasiprocess), a principal component
analysis was performed, and only the Principal Camepts with non-zero eigenvalues were
considered for further analyses. We tested theienite of species membership and sexual
dimorphism as well as the interaction between thege factors by using a type I
multivariate analyse of variance on shape variatentroid size was added as explanatory
variable in this analysis for estimating its infhee on shape and its interaction with sex and
species were also considered for appraising whellanetric patterns due to growth differed
between sexes and species.

Finally, two discriminant analyses were appliede @n shape data only and a second on
shape and size. These analyses were using theespeolecular identification as group. The
percentage of correctly assigned specimens wamastl using a leave-out one cross
validation procedure (see Chiari and Claude, 2042 férther details). Analyses were
performed in R language and environment (R Devetygr€ore Team, 2011). The functions
and routines that were used come from Claude (2@0&83) and can be downloaded or
directly sourced from http://www.isem.univ-
montp2.fr/recherche/files/2012/01/Rfunctions1.txt

Ceropath data set reference is available in TP&dbat:
http://www.ceropath.org/rdbsea/species/bandicatecaimorphometrics

or

http://www.ceropath.org/rdbsea/species/bandicotdesanorphometrics

Description of the interspecific, gender and ontogfece mandible shape differences;

In order to visually estimate mandible shape diffeie between species, sex and due to
ontogeny within species, we elaborated a multvarhiaear model of shape on size for both sex and
species. Because these variables may have confgueflects on shape, we displayed: 1) the shape of
the females for both species for a centroid sizeesponding to the morphological maximum of the
smallest specieB. savilej 2) the sexual dimorphism of tH&savileiusing estimated shape for the
largest centroid size of the females representiegsinallest sex; 3) the ontogenetic changes within
both species using the shape comparison for thesthand the biggest centroid size of females for
both species.
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Results

Molecular tests.
PCR1: discrimination between the genus Rattus and Bandicota.

The Cyt b sequences were closely examined to todt Sequences of about 20 nucleotides
with no variation between the two species of theugdandicotabut differing by several
mutations from specimens of the geettus.We designed FBan (Fig.1a) which along with
H15915 (reverse primer) allows for the amplificatiof Bandicotasp. but not Rattussp.
Molecular tests were then performed by using FBaoh the two universal primers, L14723
(forward) and H15915 (reverse). F&andicota specimens we thus obtained two PCR
products, one of 320 bp and one of 1140 bp, wRddusspecimens only yielded the 1140 bp
amplification (Fig.1b).

Cytb
Specific of B. genus FBan: 5" TTA-ATC-TTA-GCC-TTC-ATA-CCT-CTA 3’

PCR2: discrimination between B. savilei and B. indica.

The Dloop sequences examination revealed an ioeedi 7 base pair differentiating.
savilei from B. indica (Fig. 2a). We thus designed FBsa, a 24 bp-long@rispecific ofB.
savileiwith the 3’ end corresponding to the end of theertion. The primer FBsa associated
with the universal primer R15945 allows for the difigation of B. savileiexcluding all other
species. Molecular tests were then performed imotu&Bsa and R15945, and the universal
primers F1043 (forward).

ForB. savileispecimens we thus obtained two PCR product, o8&@bp and one of 750 bp,
while B. indicaandRattusspecimens only yielded the 750 bp amplificatioiy(Eb).

Dloop
Specific of B. savilei FBsa: 5' CAT-ACA-CCA-TAA-AGT-CCA-AAA-TCA 3

Application to a data set of rodent tissues co#ddn Thailand, Cambodia and Laos.

We identified a total of 427 individuals using tRER test. These specimens were trapped
using the same protocol as those used for theergferdataset. Individuals tested here were
first visually identified in the field as bandicospecimens. We were able to assign
individuals to a specie8. savileivs. B. indicavs. Rattus sp.using PCR1 and then PCR2 in
the whole cases. PCR1 revealed that 12 individdidis't have a specific amplification using
Fban, when the others were assigned to both bastdsmecies. Moreover, 189 of these
individuals were identified a second time by seqiram the Cytb or COI gene. In all the
cases, results were congruent.

Individuals found to belong to a different genefale genuBandicota(n= 12, 2.8
%) using genus specific PCR1 were sequenced fantteehondrial cytochrome C oxydase |
gene and identified using the RodentSEA web servecemolecular distance based
identification tool build during the CERoPath picije
(http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentseAmong them, 11 were assigned to
Rattus sakeratensiand one was more surprisingly (see discussion)tifteh as Rattus
nitidus species (Table 1).
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Specificity test applied on individuals dfeopoldamys, Rattus, Chiropodomys, Berylmys,
Cannomys, Niviventegenera revealed that FBsa (PCR2) is highly speoifB. savileiand
only the complete dloop gene was amplified in la## bther cases. At the opposite, primer
specific (PCR1) failed to discriminaBandicotagenus fronBerylmysandNiviventergenus.

Morphological tests

Aplin’s ratio test: bivariate plot (Head and Body vs Hind foot lengtf)the molecularly
identified Bandicoots revealed a good agreemenivdmt morphological and molecular
results (Fig.3b). Indeed, the linear discriminamilgsis using molecular species as factor on
this dataset, demonstrated that 98 % of the indal&l were well assigned using the leave-
one-out cross validation procedure (Jackknife). By, in 7 cases the rodent identified as
lesser bandicoot on the basis of the ratio headbadgl on hind foot lengths were assigned as
great bandicoot by molecular methods. Six specimenre young individuals. One individual
was an adult. This latter misidentification coul@ lavoided easily. Indeed, since the
maximum head and body length for adultsBofsavileirecorded during our field work and
Aplin and colleagues work (Aplin, 2003a) doesn’tegd 250 mm, animals with a head and
body measuring more than this value could be censtl asB. indica even if the linear
discriminant analysis classified one of themBassavilei The discriminant power of Aplin
test conbined with this extreme limit then reach@s %.

Procrustes coordinates on Jaw.

Variations induced by the measurement error reptede0.2 % of the variance of size and
thus could be considered as negligible.

Variations induced by differences between individuapresent 67 % of the total variance of
shape in our dataset when those induce by sides meggligible. Interactions between these
two factors represent 12 % of the variation of ghdfrror rate when digitizing the landmarks
reaches 21 %.

Jaw centroid size of adults is influenced by speared sex (Table 3). Interaction between sex
and species is not significant suggesting that seeual dimorphism is similar between
species (Table 3). Males were found larger tharafesin both species, aid indicawas, in
average, taller thaB. savilei(Fig. 5).

When plotting PC1 and PC2 of the principal componanalysis of shape, no clear
distinctions could be observed between both spetidssexes (data not shown). The results
of the discriminant analysis on mandible shapegusine leave-one-out cross-validation (i.e.
Jackknife) on the 358 individuals reclassified eotlty 96.6 % of the individuals. Twelve
individuals are misidentified. Eigi8. indicawere identified a8. savileiincluding six males
and two females among which one young, four subit@dand tree adults. Individuals
misidentified were coming from different localiti@lsuang Prabang in Laos, Kalasin and Nan
in Thailand). FouB. savileiwere identified a8. indicaincluding two individuals of both sex
among which two sub adult and two adult from vasidacalities (Mondolkiri in Cambodia,
Loei and Phrae in Thailand). No correlation betwser, age and localities between these
animals could be established.

Jaw shape variation of adults is also influencedmcies and sex (Table 4). As for the size,
unsignificant interaction between sex and speadiggasts that shape sexual dimorphism is
similar for the two species.

Size is significantly related to shape suggestifgreetric changes during growth (Table 4);
moreover, the significant interaction between simd species suggest that allometric changes
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during growth differ among species. No other intgoas were significant, suggesting that
variation explained by size was similar among sexcombinations of sex and species. (Table
5). Displaying individuals in the space definedthy first shape component and the centroid
size allows displaying allometric changes withieaps (fig.4b). The two species appears to
fallows distinct allometric pattern. Accordinglyhen shape and centroid size were combined
as response variables in the discriminant analydes, score of reclassification after
jackknifing increased to 99, 4 % (Fig. 4c), showantptal congruence between molecular and
morphometric methods.

Mandible Shape changes between species, sexuaiptiisim and ontogenesis;

Differences of shape between species were notgtoough to be used without size
to distinguish species accurately. However the rijgsen of mandible shape changes
between species, sexual dimorphism and ontogerasigins informative from a functional
and ecological point of view. Thus, we compreheglyivdocumented shape variations
between and within the two species by using a tineadel describing allometric patterns of
species.

First, we estimated the mandible shape of the tpexiss for the maximal centroid
size of the females @. savilei(Fig 6 a). Females were selected because theysenréhe
most sampled sex of our sampling and because eliifess in shape between species followed
the same pattern for both sex (Table 4). Interfishape changes at the basis of the masseter
ridge area betwee. savileito B. indicaled to a shift of the shape of the angular pathef
ramus back and upward. Similarly, condylar and woid process shifted downwards to the
masseter ridge when incisors are projected forwkirthlly, the angular part of ramus Bf
indica species appears to have a finer appearance byacsom with those oB. savileifor
the same centroid size.

Second, sexual dimorphism shape changes were &stiroaly forB. savileispecies
since sexual dimorphism is similar within speciéalle 4). Shape estimation for both sex
was made for the maximal centroid size of the sstibex (i.e. for females). Shape changes
(Fig.6b) were concentrated mainly in the area efahgular process where males exhibited a
slightly stronger angular process than females.

Finally, ontogenetic changes were compared by denisig shape changes between
smallest and tallest sized animals for both spedigs6c, 6d). One more time, ontogenetic
trend was comparable for both sex (Table 4) ang thd most sampled sex (i.e females) was
displayed for each species (fig 6¢, 6d). Transfoiona are concentrated mainly in the whole
masseter insertion region for both species. Thesesformations are led by an important
change at the basis of the masseter ridge where@ibbl@margins are upraised during the
growth and less intensively in incisors insertisgaaaand those of the condylar process. The
latter is expanding backward and M1 insertion oa thandible is upraised fd. indica
during growth when these structures are evolving ¥ew in B. savilei Finally Coronoid
process is growing following a different orientatioshen comparing the growth Bf indica
andB. savilei

Discussion
In this study we have proposed a molecular toal, amorphometric procedure that allow to

accurately and rapidly identify Bandicoot rats be field. This better help to understand the
distribution and therefore the ecology of both $p&c
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Insight and limits on molecular discrimination

Among the twelve individuals found generically rdisntified by the PCR1 test, eleven were
molecularly identified afattus sakeratensend one aRattus nitidusRattus sakeratensis

a gray-belliedRattus that could be easily misidentify with young barits when not
expected.Rattus nitidushave a dull-gray belly fur that could be confusifg field
identification but it pearly white hind feet (Maedh 1977a) should easily differentiate it from
Bandicotaspecies.

When we tested the specificity of the primers, FfaGR1) discriminate@andicotagenus
from Leopoldamys, Rattus, Chiropodomys, Cannomgsera but failed to discriminate
Bandicotagenus fromBerylmysandNiviventergenera. Fortunately, these genera are easy to
separate using morphological differences in thiel figirst, species from thidiviventergenus
present one or two inguinal mammae pairs and tleeisp encompassed in tBerylmys
genus invariably two pairs (Corbet, 1992). The tepecies ofBandicotapresent a third
abdominal pair (Musser and Brother, 199M)viventer species are generally small while
Berylmysand Bandicotaspecies are stockWiviventerand Berylmysspecies have a purely
white belly fur that is sharply demarked from treek.Bandicotaspecies have a grayish belly
fur that is fuzzy demarked from their dark-grayisfown back. Finally the enamel of the
incisors of Berylmysis white while the one oBandicotaand Niviventer incisors is dark
orange. According to the lack of specificity foetRCR1 primers to the genBandicota we
highly recommend using these specific primers amthin the field of application defined
during this study.

Insight of morphometric identification

The criterion proposed by Aplin and collaborato#pl{n, 2003a) to discriminate bandicoot
rats from Viethamese and Cambodia is a fairly goeld criterion in Thailand. However, in 7
cases the rodents were wrongly reassigned as gkerlbandicoot. Misidentification of adult
individuals could be avoided easily by limiting thead and body length 8f savileispecies
to 250 mm and assigning taller individuals Bo indica species. In the 6 other cases,
misidentified individuals were young animals comingm Nan, Loei, Buriram and Kalasin
Provinces of Thailand. The diversity of the locaiavhere misidentified animals were caught
and their belonging to the same class of age stem#isat misidentification was not induced
by local variation but was clearly linked to thevdl®pment stage of the animals. This low
misidentification rate could appears to be margerad acceptable to the reader. However,
one must keep in mind that wildlife surveys haveely on an accurate taxonomic framework
and an efficient identification work. It is partiady true when studying host-parasite
communities (Chaval et al.,, 2010). Understanding fopulation dynamic, distribution,
ecology and outbreak mechanisms of low prevalenogses or bacteria requires a very
accurate taxonomic assessment for the whole hgsilgion. Indeed, Young and sub adult
individuals represent cohorts of interest whenwnglvertical transmission viruses as LCMV
(Kunz, 2006). Theses age class may have an impdrteldence in viruses epidemiology
since they represent the most numerous part ohdisé populations including the dispersal
one (Nunes, 2007). Geometric morphometrics leathfroving the specific identification
whatever the class of age considered. Thus, formnisnteresting option for identifying
species when care is needed as for parasitoldggtédisurveys.
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Insight of modern morphometric identification

Error rate when digitizing the landmarks reaches¥2bf the total variance of shape. This
relatively important error rate comes partly frdme relatively small variation of the mandible
shape between individuals the two species but msmauch smaller than the inter-individual
variation.

The different patterns observed for shape changds size within each species (Fig.4b)
illustrated the interest to take into account bsitlape and size as response variables in the
linear discriminant analyse. Indeed, when shapecanttoid size were combined congruence
with molecular identification reached 99,4 %. Timsthod provides a robust morphologic test
to assign unknown individuals to a data set refegen

Contribution to the distribution and the ecologytioé two species.

Application of the molecular test and sequencingooth COIl and cytb gene allowed to
precise the repartition, habitat preferences sttuboth bandicoot species. We find that the
great bandicoot was captured in twelve localitiéslevthe lesser bandicoot was captured only
in height localities (Table 5). Within the datasé3, individuals got accurate data concerning
the habitat where they were captured. Both spewese captured inside rice fields,
pineapples or crops. In two occasions both spewers captured in the same traps line and
the same day. In Loei province (Thailand), bothcgggewere captured in the same traps line
situated within a pineapple plantation closed tee riields and in Mondolkiri province
(Cambodia) the two species occur together in alingpsituated in a fallow land covered by
tall grasses including some remote shrubs. Symetiween both species was already noted
in southern Vietnam (Aplin, 2003a, Musser and Beot994), central Cambodia (Aplin,
2003a) and Thailand (Musser and Brothers, 1994).

In addition to it systematic interest, the studyhed shape diversity of mandible could also be
relevant to clarify our understanding of the ecalabniche of species (see Michaux et al.,
2007). Our study enlightened the sexual dimorphisrnoth species of the genBsindicota

on size (table 3 and Fig.5) and shape (table 4).88d species doesn't interact significantly
on size and shape (table 4 and table 5) suggesi@ighe two species fallow the same sexual
dimorphism trend. Males of both species are bigjgan their respective females (Fig. 5) and
exhibited a slightly larger angular process thandkes in both species (fig. 6B).

B. indicaindividuals appeared to have a slightly narrowst most elongated mandible than
B. savileiones for the same centroid size (fig.6 A). Thitedénce of shape at the same size
illustrates the result of the Figure 4B and con§irthatB. savileicould not be considered as
an ecological equivalent to a sma&ll indica This result is supported by the ontogenetic
observations of both species (fig 6 C, D). Ontogjershape transformation are resulting from
a trade-off between the growth of bones and thegiuhuscles inserted on these bones. The
ramus bone is the insertion area of the massetsclm(divided in anterior deep, posterior
deep and superficial masseter in Mesomorphs), thedytar process host the external
pterigoid when coronoid process is the insertiopaaof the lateral temporalis (Cox and
Jeffery, 2011). The two species of Bandicoot atkoiong a comparable pattern of growth
for much shape features also differed in some ldetdoth species masseter ridge is affected
at his basis by a deformation following the same kf action (fig 6 C and D) and testifying
of the important amount of the pull exercised dgrthe growth by the anterior masseter
which is the main muscle involved in the work oé timcisors when rodents are biting (Cox
and Jeffery, 2011). This deformation is accompabiedn enlargement of the angle for each
species when the posterior margin of the ramusfisrched towards incisors by the pull of the
posterior masseter muscle. These common allontednsformations have an opposite action
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of the transformation of shape between the twoispe®oreover, upraising of the maxillary
bone below the first molar is accentuatedBinindica species during the growth and the
coronoid process growth did not follow exactly S@me pattern of development for the two
species. Thus, the transformation of the shapehefrhandible between species can be
interpreted as a signature of the differentialactf the muscles of each species on the bones
of the jaw. This specific action of the musclesenmsd on the mandible of each species
suggests at least a partial differential diet betwéhe two species. Such observation is in
accordance with the ability of the two speciesd¢mbserved in sympatry in several localities.

Conclusion:

Crossing molecular and morphometrical variationghiwithe genudandicotaallows us to
assess the accuracy and complementing the domaialidity of one existing field criteria.
Two other identification tools where elaborate bb#sed on independent specific markers.
One belongs to the molecular field and the othemfrmorphometrics. The large panel of
methods presented in the present article to cl@#gdicotaidentification should benefit to
the whole scientific community to improve the fiettentification as well as identification of
museological material and identification of hose@ps during zoonotic surveys. Moreover
this provided more information concerning the dttion of the species as well as their
ecology, especially concerning factors that magafinandibule shape variation.
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Figure 1: a) Nucleotidic differences between the cyt b dpeprimer sequence for the genus
Bandicota(Fban) and all the haplotypes of the dataseteat&. b)Picture of an agar gel
showing the differential amplification on cyt b gene between the genus Bandicota and
Rattus. The individuals at the upper part are belonging to the Bandicota genus and
the individuals at the bottom are belonging to the genus Rattus sensu stricto.
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Figure 2 : a) Nucleotidic differences between the dloop specific primer for B. savilei
(FBsa) and all the haplotypes of the dataset reference b) Picture of an agar gel showing
the differential amplification on Dloop gene withime genuBandicotaand the specificity of
FBsa to B.savilei. The three individuals on the left aBe savilej the five individuals in the

middle areB. indica
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Figure 3: -a) measurements recorded on the 358 individuals b) plot of the
measurements, Head and body legnth in abscissa axis and hind foot length in
ordinate axis. Individuals molecularly identified as B. indica have blue background
when those molecularly identified B. savilei are transparent. Symbols represent the
age of individuals (circle: adult, square: sub adult, lozenge: unknown, triangle:
young) and border colour the sex (red for female and blue for male) When
performing a leave-one-out cross-validation on the discriminant function, 98, 6 % of
individuals are well assigned.
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Figure 4: a) The configuration of 15 landmarks on left external jaw of Bandicota indica.
b) Representation of the PC1 of the shape analysis (in ordinates) and the scaled size
(in abscises) enlighten two distinct specific allometric patterns. B. indica individuals
are collared in blue when B. savilei individuals are transparent. Symbols represent the
age of individuals (circle: adult, square: sub adult, lozenge: unknown, triangle:
young) and the outline colour represent the gender (red for female and blue for
male). Extrema of shapes on PCI1 are displayed in bleue c) Linear discriminant
analysis of form. When performing a leave-one-out cross-validation on the
discriminant function, 99,4 % of individuals are well assigned according to their
molecular identification.
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Figure 5 : box plot representing the size dimorphism of adults for both Bandicoot species.
Male of B.savilei are significantly (**) larger than their respective females when this tendance
is not significant for B.indica. Small sampling of B.indica for this class of age (n= 33) could
explain this result.
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Figure 6 : Comparison of estimated shapes by linear model: A) between females of B. savilei
(blue outline) and B. indica (red dotted outline) for a same size corresponding to the biggest
female size, vectors are amplified 2 times; B) of adult B. savilei females (blue outline) and
males (red dotted outline) for the same size corresponding to the biggest female, vectors are
representing the movement of the landmarks amplified 5 times; C and D) for the smallest
female and biggest one (respectively blue and red dotted outlines) for B. indica (C) and B.
savilei (D) , vectors are amplified 2 times.
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Table 1: Number of individuals studied for each species for cytb, dloop, COI genes and
tested with primer specific methods, Aplin’s criteria and morphometrics one.

studied studied for

0 Individus studied studied for studied for studied for
S peCleS total ( rl;c;r dc;)tl«':tsbet) (r e%'gg; et) for COI primer_spe Aplin's criteria  morphometrics
%'If:"ta 238 24 12 102 158 87 87
Bandicota 367 20 7 240 257 271 271
savilei
Rattus . ) ) 5
andamanensis
Rattus. ) ) 5
argentiventer
Rattus exulans 14 14 14
Rattus nitidus 4 3 3 1
Rattus . 4 4 3
norvegicus
Rattus rattus 4 4 4
Rattus 19 8 8 11
sakeratensis
Rattus 27 27 26
tanezumi
Rattus 1 1 1
tiomanicus
Grand Total 682 109 19 405 427 358 358

Table 2 Number of individuals, according to species awodalities, included in the
morphometric dataset.

Countries Cambodia | 1ot Lao PDR E Thailand Total | oo
Cambodia Lao PDR Thailand
species/locality Mondolkiri Champasak |Luang Prabang Buriram Kalasin Loei Nan Phrae
Bandicota indica 1 1 1 6 7 3 7 11 58 0 79 87
Bandicota savilei 71 71 0 0 20 0 25 0 155 200 271
Total 72 72 1 6 7 23 7 36 58 155 279 358

Table 3: Type Il Anova table showing sex and species eftecisize of adult individuals.
Species effect is highly significant sinBandicota indicaadults are taller thaBandicota
savilei ones. Absence of interaction between species @md ssiggest that the sexual
dimorphism influence both species in the same way.

Sum of Df F P
Effect Squares (effects) value (>F)
sex 4.436 1 7.3756 0.007416*
species 28.303 1 390.0681 < 2.2e-16 ***
sex:species 0.190 1 2.6248 0.107379
Residuals 10.521 145
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Table 4: Multivariate ANalysis of COVAriance table testingexies and sex effect on shape
and the covariance between size and shape. Shaparago be significantly influenced by
species and sex. Highly significant interactionsMeen size and species on shape suggest
that the two species fallow different developmeattgrns.

Effect d.f Test stat  Approximated df df Pr(>F)
(effect) F (num) (den)

size 1 0.89301 102.729 26 320 <2.2e-16
species 1 0.85086 70.216 26 320 <2.2e-16 ***
sex 1 0.11587 1.613 26 320 0.03204 *
size:species 1 0.26304 4.393 26 320 8.049e-11 ***
size:sex 1 0.07929 1.060 26 320 0.38787
species:sex 1 0.10625 1.463 26 320 0.07066 .
Size:species:isex 1 0.08641 1.164 26 320 0.26813

Table 5 Number of specimens collected for both Bandispaicies in Cambodia, Laos and
Thailand and molecularly identified using the prirapecific molecular test, Cyt b or COI

sequences.
Specie
Country Province: Bandicota indica Bandicota savilel ~ Country Total
Cambodia 3 79 82
MondolKiri 3 79 82
Laos 7 14 21
Champasa 1 14 15
Luang Praban 6 0 6
Thailand 22¢ 274 502
Buriram 3 21 24
Kalasir 50 0 50
Kanchanabul 5 5 10
Loei 20 28 48
Nakhon Pathol 1 0 1
Nakhon Ratchasin 7 7 14
Nar 75 0 75
Phrae 2 207 20¢
Prachuap Khiri Khal 4 0 4
Ratchabur 61 6 67
Species Total 23¢ 367 60t
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Annexe VIII

Liste des individus possédant une identification morphologique différente de I'assignation

mitotypique pour l'une des structures ou l'une des vues étudiées. L’'individu surligné en rouge est

celui pour lequel toutes les identifications morphologiques sont fausses, en orange les individus pour

lesquels toutes les identifications craniennes sont fausses. Les cases vertes signifient que

I'identification est congruente avec I'identification moléculaire pour la vue considérée.

structure Machoire Crane
vue interne externe dorsale ventrale

code individu mitoptype identification vue identification vue identification vue identification vue

C0044 Rattus argentiventer NA NA Rattus tanezumi

C0322 Niviventer fulvescens Rattus tanezumi

C0448 Niviventer fulvescens Rattus tanezumi

C0478 Maxomys surifer NA NA Niviventer fulvescens

C0488 Rattus argentiventer Rattus tanezumi Rattus tanezumi Rattus losea

C0492 Rattus argentiventer

C0504 Rattus phylogenetic R3  Rattus argentiventer

C0506 Rattus argentiventer

C0514 Rattus argentiventer

C0532 Rattus argentiventer Rattus tanezumi

C0547 Rattus argentiventer

C0569 Rattus phylogenetic R3 NA NA

C0581 Rattus argentiventer

C0582 Maxomys surifer Rattus argentiventer Rattus argentiventer

C0693 Rattus phylogenetic R3  Rattus argentiventer

L0048 Rattus tanezumi NA NA Niviventer fulvescens

L0158 Rattus tanezumi [ '[U[/[u./[/n:U>' ! Rattus argentiventer

L0181 Rattus nitidus NA NA Rattus tanezumi

L0265 Rattus losea Rattus argentiventer

L0266 Rattus losea NA Rattus tanezumi

R4182 Rattus tanezumi Rattus losea Rattus losea

R4230 Rattus losea Rattus tanezumi

R4245 Rattus losea Rattus tanezumi

R4250  Rattus losea

R4265  Bandicota indica NA

R4324 Bandicota indica NA

R4436 Rattus tanezumi Rattus argentiventer

R4447 Rattus tanezumi Rattus losea Rattus losea

R4471 Leopoldamys neilli Leopoldamys edwardsi

R4542 Rattus tanezumi Rattus argentiventer

R4764 Mus cookii NA NA Mus cervicolor

R4831 Bandicota indica NA

R4895 Berylmys bowersi NA NA Berylmys berdmorei

R4983 Berylmys berdmorei Berylmys bowersi

R4995 Leopoldamys edwardsi

R4996 Rattus tanezumi NA NA Rattus argentiventer

R5046 Rattus losea Rattus argentiventer

R5071 Rattus losea NA NA

R5090 Rattus losea Rattus argentiventer Rattus argentiventer

R5098 Leopoldamys neilli Leopoldamys edwardsi |

R5184 Rattus losea NA NA Rattus tanezumi

R5196 Rattus losea Rattus argentiventer

R5202 Niviventer fulvescens Rattus exulans Rattus exulans

R5211 Rattus phylogenetic R3 NA NA Rattus nitidus

R5330  Rattus tanezumi

R5348 Berylmys berdmorei Berylmys berdmorei Berylmys berdmorei

R5537 Rattus tanezumi NA NA Rattus nitidus

R5592 Mus cervicolor NA NA Mus caroli

R5555 Rattus losea Rattus tanezumi

R5600 Rattus phylogenetic R3 Rattus argentiventer

R5607 Mus cervicolor NA NA Mus cookii

R5621 Mus caroli NA NA

R5623 Mus caroli NA NA Mus cervicolor

R5669 Mus caroli NA NA Mus cervicolor

R5679 Rattus argentiventer Rattus tanezumi Rattus tanezumi Rattus tanezumi

R5848 Mus caroli NA NA Mus cervicolor

R5893 Mus cervicolor NA NA Mus cookii

R5908 Mus cervicolor NA NA Mus cookii

R5953 Mus caroli NA NA Mus cervicolor

R5995 Rattus losea NA NA Rattus tanezumi

R6005 Niviventer fulvescens Rattus tanezumi

R6019 Rattus phylogenetic R3  Rattus argentiventer

R6068 Mus cookii NA NA Mus caroli

R6176 Rattus argentiventer Rattus tanezumi

R6177 Rattus argentiventer Rattus tanezumi

R6208  Rattus argentiventer

R6220 Rattus losea Rattus tanezumi Rattus tanezumi

R6234 Rattus phylogenetic R3  Rattus argentiventer Rattus argentiventer

R6235 Rattus phylogenetic R3  Rattus argentiventer Rattus argentiventer

R6237  Bandicota indica NA

R6259  Rattus tanezumi

R6273 Bandicota indica Bandicota savilei

R6350 Mus caroli NA Mus cervicolor

R6426 Mus cervicolor NA Mus cookii

R6541  Bandicota savilei NA 0 Bandicota indica

R6548 Mus cervicolor NA NA Mus cookii

R6556 Mus caroli NA NA Mus cookii

P00526  Leopoldamys neilli NA NA Leopoldamys edwardsi

P00532  Leopoldamys edwardsi NA NA Leopoldamys neilli

P00533  Leopoldamys edwardsi NA NA

P00543 Leopoldamys neilli NA NA
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Exemples de phylomorpho espaces reconstruits a partir de plusieurs

Annexe | X

méthodes d’estimation des caractéres ancestraux

1- Représentation du phylomorpho espace de la vue palatine du crane des rongeurs de la tribu des Rattini. Les

ancétres communs sont reconstruits avec la méthode présentée par Claude (2008) et sont représentés par de

petits points blancs cerclés de noir. Les branches de la phylogénie sont matérialisées par des traits gris. Les

especes actuelles sont représentées par des points noirs et leur nom est codé avec la premiére lettre du genre

en majuscule suivie d’une ou deux lettres du nom d’espéce en minuscule (voir le tableau 3 partie 2 pour une

correspondance avec les noms d’espéces et leurs abréviations).
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2- Représentation du phylomorpho espace de la vue palatine du crane des rongeurs de la tribu des Rattini. Les

ancétres communs sont reconstruits avec la méthode a) Phylogenetically Independent Contrasts, b)

Generalized least squared c) squared change parcimony. Les espéces sont positionnées au méme endroit que

sur la figure précédente. La fleche bleue indique I'ancétre commun.
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Glossaire

ACP: L’analyse en composante principale est une méthode d’analyse de données qui permet
la description des données contenues dans un tableau individus/variables avec des variables
sous forme numérique. L’analyse crée des variables composites, les composantes principales,
a partir des variables originales dans le but de maximiser la variance expliquée par chacune
d’elle.

ALD: L’Analyse linéaire discriminante est une méthode d’analyse de données qui permet la
discrimination de groupes définis a priori a partir de variables sous forme numérique.
L’analyse décompose la variance totale en variance intra-groupe et en variance inter-groupe et
défini des fonctions discriminantes en minimisant la premiére tout en maximisant la seconde.

Allométrie : désigne une corrélation entre la conformation d’un objet et sa taille. Un exemple
classique est le changement de proportions du corps humain lors de la croissance. Lorsque
I’homme grandit, son crane devient proportionnellement plus petit que chez le nourrisson. On
dit alors que la croissance du corps de ’homme est allométrique. A "opposé, certains
organismes possedent une croissance dite isométrique durant laquelle aucun changement de
proportion corporelle n’est observable. L’allométrie peut étre également vue comme la
variation d’un trait au sein des individus d’une méme cohorte, on parle alors d’allométrie
statique ou comme variation liée aux relations phylognétiques entre les espéces, on parle alors
d’allométrie inter-spécifique ou d’allométrie d’évolution.

ANOVA: ANalysis Of Variance est une analyse qui permet de vérifier si plusieurs
échantillons (ici des mitotypes ou des espéces) sont extraits d’une méme population (au sens
statistique).

Cladistique : méthode de classification phylogénétique du vivant ou les taxons doivent étre
monophylétiques.

Correction de Bonferroni: correction du seuil de significativité d’un test statistique tenant
compte du nombre de comparaisons effectuées. Celles-ci sont susceptibles d’augmenter les
erreurs de type 1.

Cryptique : des especes cryptiques ne sont pas distinguables morphologiquement.
Dérive : évolution d’une population d’individus causée par les phénomenes aléatoires.

Diptérocarpes : genre d’arbre de la famille des Dipterocarpacés caractéristique des foréts
séches caducifoliees du sud-est asiatique.

Division: rang taxonomique non officiel définit comme un taxon intermédiaire entre la tribu
et le genre. La division regroupe des genres possédant de fortes affinités phylogénétiques.

Ecart-type: racine carrée de la variance, 1’écart-type mesure la dispersion par rapport a la
valeur centrale d’un ensemble de données.
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Erreur de type | : L’erreur de type I consiste, a rejeter I’hyptothése HO alors que celle-ci est
vrai.

Erreur de type Il : L’erreur de type II consiste, a accepter I’hyptothése HO alors que celle-Ci
est fausse.

Espece biologique: concept le plus utilisé pour définir 1’espéce comme des groupes de
populations naturelles, effectivement ou potentiellement interfécondes, donnant naissance a
une progéniture féconde et qui sont génétiquement isolées d’autres groupes similaires.

estimate.missing{geomorph}: estimate.missing est la fonction utilisée et geomorph est le
package dans lequel se trouve la fonction.

Homologie : deux structures sont dites homologues (au sens de 1’homologie primaire)
lorsque, prises chez des étres différents, elles conservent le méme plan d’organisations
fondamentales et les mémes connexions avec les structures avoisinantes. L’homologie
secondaire ou homologie de filiation est la similarité chez une ou plusieurs especes de
caracteres lorsque 1’on peut présumer que cette correspondance provient de I’héritage d’un
ancétre commun.

Homoplasie : similarité d’état de caractéres chez plusieurs espéces lorsque 1’0on peut
présumer que cette similarité ne provient pas d’un ancétre commun.

IC99 % : Intervalle de Confiance a 99 %. 99% représente le degré de confiance de
I’intervalle. Si on répéte un grand nombre de fois la mesure en considérant que la valeur se
trouve d’ans I’intervalle ainsi défini, on aura en moyenne 1 % de chance de se tromper.

IDH : I’Indice de Développement Humain est un indice composite mesurant le niveau moyen
atteint dans trois dimensions essentielles du développement humain : santé et longévité, accés
a D’éducation et niveau de vie décent (voir http://hdr.undp.org/fr/content/I’indice-du-
développement-humain-idh).

MANOVA : Multivariate ANalysis Of Variance. Analyse de variance prenant en compte la
variance simultanée de plusieurs traits.

Ontogénique : qui est lié a 1’ontogénese c’est-a-dire au développement des organismes.

Procédure de Burnaby : méthode statistique de « correction par la taille » qui permet la
comparaison entre groupes libérée des relations d’allométrie. La procédure proposée par
Burnaby ¢élimine I’effet de la croissance d’un jeu de données multivarié en projetant les points
dans un sous-espace orthogonal au vecteur de croissance. Ce vecteur est généralement la
premiére composante principale de la matrice de covariance intra-groupe.

Plasticité phénotypique : la plasticité phénotypique est la capacité d’un génome donné a
générer des phénotypes diverses en fonction des conditions environnementale.

Plésiomorphes : similarit¢ d’état de caractéres chez plusieurs espéces hérité d’un ancétre
commun.
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Paraphylétique : groupe phylogénétique qui comprend une espece ancestrale et seulement
une partie de ses déscendants.

Pseudo-reéplication : effet lié a I’application de statistiques inférentielles sur des données non
répliquées ou des replicats non-indépendantes (cas des espéces phylogénétiquement proches).

Puissance statistique : La puissance statistique est la probabilité de rejeter I’hypothése HO
(les groupes testés sont équivalents pour les variables explicatives testées) alors que cette
hypothése est fausse.

Répetabilité : la répétabilité d’une mesure est ’erreur de mesure en I’absence de variation
des contions de mesure. Exemple : le placement de points homologues par deux opérateurs
différents a partir du méme jeu de photographies.

Reproductibilité : la réproductibilit¢ d’une mesure est ’erreur de mesure qui inclue la
variation des contions de mesure. Exemple : le placement de points homologues par deux
opérateurs différents a partir de leur jeu de photographies propre réalisé sur les mémes objets
biologiques.

Roboviroses: « Rodent Borne Viruses ». Terme qui regroupe 1’ensemble des zoonoses virales
transmises a I’homme par les rongeurs. Les virus concernés appartiennent aux familles des
Hantavirus et des Arenavirus.

Synapomorphie : en phylogénie la synapomorphie est un état de caractere dérivé hérité de
I’ancétre commun (une apomorphie) et présent chez des especes sceurs.

Temps de coalescence : temps écoulé (en nombre de générations) entre les différents
haplotypes d’un gene et leur ancétre commun. Plus le nombre d’haplotypes est grand dans une
population et plus le temps de coalescence sera important.

TPS : Tin Plate Spline représentation des grilles de déformation d’ Arcy Thompson (1917) qui
sont une quantification des déformations locales produites lors d’un changement dans
conformation d’un objet. Leur expression mathématique a ét¢ donnée par Bookstein (1998).

Trace de Pillai : la trace de Pillai est une approche paramétrique permettant de tester si
plusieurs variables continues distinctes sont liées a une variable qualitative a K modalités
lorsqu’elles sont considérées avec leurs différentes interactions multivariées, que les matrices
de covariances respectives aux K groupes sont egales au sens statistique du terme et que les
données suivent une loi multinormale.

La statistique de test de la trace de Pillai est: V = t(SCF((SCF+SCR)™))

Avec SCF matrice de dispersion du facteur ou inter-groupes et SCR matrice de dispersion
résiduelle ou intra-groupe.

Variance : mesure de I’étalement équivalant au carré moyen de 1’écart de chaque nombre par
rapport a la moyenne d’un ensemble de données.

Zoonoses : Maladies animales transmissibles a I’homme.
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Taxonomie intégrative de la tribu des Rattini
(Rodentia, Muridae) en Asie du Sud-Est

Yannick Chaval
Soutenu le 25/04/2014
RESUME

L’Asie du Sud-Est est un point chaud de la biodiversité et, dans le méme temps, cette
région est un foyer actif d’émergence ou de réémergence de zoonoses (SRAS, grippes
aviaires, leptospirose, roboviroses etc..). Le développement économique sans précédent et la
croissance démographique humaine que connait la zone biogéographique indochinoise sont
un moteur de changements considérables des écosystéemes. Dans le contexte du changement
global, il est primordial de comprendre comment ces modifications environnementales
modifient les interactions entre les communautés d’hotes et leurs communautés de
parasites/pathogenes afin d’appréhender les transformations du paysage épidémiologique.
Certaines especes, qui sont des réservoirs de zoonoses constituent, de par leur mode de vie et
leur statut de gibier des modéles particuliérement intéressants a étudier dans ce cadre. C’est le
cas, pour la zone étudiée, des rongeurs et plus particulierement des représentants de deux
tribus de la sous-famille des Murinae : les Rattini et les Murini. La premiere partie de ce
mémoire porte sur ces deux tribus, particulierement diversifiés en Asie du Sud-Est. L’objectif
a été d’étudier la faisabilité d’un outil d’identification web-service innovant basé sur la
morphométrie. Cet outil viendra compléter des réalisations qui lui sont antérieures a savoir :
un guide d’identification de terrain et un premier outil web-service basé sur I’identification
moléculaire. Ces productions formeront un ensemble cohérent d’outils d’identification
permettant d’offrir a la communauté des personnes désireuses d’étudier les rongeurs de la
zone des acces multiples et adaptés a une identification de qualité. Pour la réalisation de cet
outil d’identification morphométrique, nous avons tout d’abord étudié quels sont les facteurs
intra et inter-spécifiques qui influencent la variation morphologique des espéces de rongeurs.
Cette étude, au travers d’une approche de systématique intégrative a ainsi contribué a la
stabilisation de la taxonomie des Rattini. L’étude morphométrique est entierement basée sur
un jeu de données de six cent soixante individus qui appartiennent a dix-sept especes.
L’ensemble des individus a fait au préalable 1’objet d’une identification moléculaire réalisée a
I’aide d’un géne mitochondrial. Dans le cadre de la création du web-service morphométrique,
les sources d’erreurs relatives a la comparaison de jeux de données produits par des
opérateurs différents sont identifiees et encadrées car elles pourraient compromettre
I’identification des individus. Des seuils d’assignation sont également définis pour permettre a
I’outil de gérer la confrontation avec des espéces qui ne sont pas représentées dans le jeu de
données de référence. Dans un second temps nous avons souhaité replacer la disparité
morphologique observée chez les espéces actuelles dans un contexte évolutif. L’objectif était
de comprendre les patrons macro-évolutifs qui ont potentiellement gouverné la mise en place
de la variation morphologique et ainsi d’évaluer le role de 1’environnement sur celle-ci.

MOTS-CLES : Rattini, Murini, taxonomie intégrative, code barre moléculaire,
analyse Procrustes, identification, web-service.
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