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INTRODUCTION 
 
 
 
   
 
 La faune de Primates de Madagascar semble être le produit d'une colonisation unique par un 
Primate ancestral venant d'Afrique. Cette colonisation aurait eu lieu à une époque à laquelle il 
n'existait plus aucune liaison terrestre entre le continent et l'île. Il y a en effet au moins 150 millions 
d'années une profonde faille océanique sépara Madagascar du continent Africain (267). Ceci 
impliquerait que cet ancêtre ait du emprunter des radeaux de végétations (362). Mais on ne peut pas 
tout à fait exclure une autre hypothèse considérant que l'ancêtre était déjà présent sur l'île au 
moment où celle-ci s'est séparée du continent Africain. 
 

Un certain nombre d'études ont fixé le début de l'évolution des Lemuriformes, soit à la fin 
du Paléocène (291), soit à la fin de l'Eocène (22); il existe une différence d'environ 20 millions 
d'années entre ces deux hypothèses. Les travaux de Yoder et coll. (387) ont permis de montrer que 
les Primates malgaches avaient divergés des Lorisiformes, tant en Afrique qu'en Asie, il y a à peu 
près 62 millions d'années. Mais il est toutefois difficile de déterminer cette date avec précision.  

 
 Au cours des 2 000 dernières années on peut considérer qu'environ 25 espèces de Vertébrés, 
de taille relativement grande, ont disparu de Madagascar, et la plupart de ceux-ci étaient des 
Primates (39). 
 
 La première description publiée d'un Lémurien malgache est due à Flacourt (100) qui, dans 
son 'Histoire de la grande isle Madagascar' note: 
 

"Tretretretre ou Tratratratra, c'est un animal grand comme un veau de deux ans qui a 
le teste rond, & une face d'homme: les pieds de devant comme un singe, & les pieds de 
derrière aussi. Il a un poil frisoté, la queue courte & les oreilles comme celles d'un 
homme. Il ressemble au Touachi décrit par Ambroise Paré. Il s'en est vu un proche 
l'estang de Lipomami, aux environs duquel est son repaire. C'est un animal fort 
solitaire, les gens du païs en ont grand peur & s'enfuient de luy comme luy d'eux." 

 
Cet animal existait, du temps de Flacourt, dans la région de Fort-Dauphin et, même si l'on 

peut considérer qu'il y ait une certaine exagération quant à la taille, il semble bien que ce soit là l'un 
des derniers spécimens de Megaladapis madagascariensis dont un crâne fut présenté, pour la 
première fois, à la Royal Society par Forsyth-Major (101) le 15 Juin 1893. Depuis cette date aucun 
autre spécimen vivant de cet animal n'a été trouvé. 
 
 Au cours des trente dernières années l'apparition et le développement des outils de biologie 
moléculaire, de même que l'utilisation d'outils mathématiques et statistiques de plus en plus 
performants, ont permis un important essor des phylogenèses moléculaires. Il a ainsi été possible de 
préciser, ou de définir, un grand nombre de relations phylogénétiques, entre autres, dans le cas des 
Primates malgaches. 
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TECHNIQUES D'ETUDE 

Généralités 

Etapes d'un traitement phylogénétique 
 
   La réalisation d'un traitement phylogénétique complet peut être divisée en 
quatre étapes principales: 
 

 Définition des données à traiter: il s'agit ici de sélectionner des séquences nucléotidiques 
correspondant à des gènes complets ou partiels, ou des séquences non codantes, ou 
encore des séquences protéiques. 

 
 Alignement des séquences sélectionnées: cette étape est réalisée à l'aide de logiciels 

adaptés, ou dans certaines conditions elle peut être effectuée manuellement. 
 

 Application d'une ou plusieurs méthodes de reconstruction: ces méthodes sont 
généralement choisies en fonction des caractéristiques des séquences traitées. 

 
 Evaluation statistique de l'arbre, ou des arbres obtenus: des comparaisons peuvent 

également être effectuées avec les phylogenèses obtenues à partir de données autres que 
des séquences, par exemple des données morphologiques. 

 

Données utilisables 
 
   Deux hypothèses doivent être posées quant aux caractères qui vont être 
utilisés pour les reconstructions phylogénétiques: 
 

 Les caractères doivent être indépendants. 
 

 Les caractères doivent être homologues. 
 

Dans la grande majorité des cas les caractères utilisés sont de type quantitatif, c'est à dire 
qu'ils peuvent présenter deux ou plusieurs états, encore appelés valeurs discrètes. Lorsque plus de 
deux états peuvent survenir ceux-ci peuvent être ordonnés ou non. 
 

Dans le cas des séquences nucléotidiques les caractères utilisés sont représentés par les 
nucléotides. Généralement chacun d'eux peut présenter quatre états, non ordonnés, qui sont en 
relation par le biais des transitions et des transversions (Figure 1). 
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Figure 1 : Relations entre transitions et transversions 
 

Alignement des séquences 
 
   Pour un grand nombre de séquences nucléotidiques, l'alignement est un 
préalable essentiel pour les analyses phylogénétiques. L'algorithme généralement utilisé pour 
calculer cet alignement est une extension de la procédure décrite par Needleman et Wunsch (236) 
pour deux séquences protéiques. Mais lorsque le travail doit porter sur plus de deux séquences, 
qu'elles soient protéiques ou nucléotidiques, il existe trois sources principales d'ambiguïtés: 
 

 La première est due à la nécessité d'attribuer des poids relatifs aux différents évènements 
permettant le passage d'une séquence à l'autre et à la création de l'alignement. Ces 
évènements se traduisent en termes d'insertions, de délétions, ou de changements de 
bases. En pratique un poids est attribué arbitrairement pour l'alignement généré à chaque 
type d'événement, ce qui permet de calculer un score. Plusieurs alignements sont testés 
et, en définitive, celui présentant le score optimal (généralement le plus faible) est 
retenu. 

 
 Dans le cas des alignements multiples (comportant plus de deux séquences) le résultat 

final est obtenu soit par l'utilisation d'une méthode dite exacte, soit en utilisant une 
recherche de type heuristique. On peut montrer que le résultat final est dépendant de 
l'ordre dans lequel les séquences sont traitées. En effet l'algorithme commence par 
aligner deux séquences, puis la troisième est alignée en fonction des deux précédentes, et 
ainsi de suite. Il est alors possible, en utilisant le même ensemble de séquences, les 
mêmes paramètres d'alignement (poids des évènements), mais des ordres d'introduction 
des séquences différents, d'obtenir plusieurs alignements ayant un score optimal. Une 
solution envisageable pour obtenir le meilleur alignement possible est alors de 'guider' le 
traitement à partir d'un arbre phylogénétique, donc en fixant les relations entre les 
différentes séquences. 
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 La dernière source d'ambiguïté réside dans le fait que l'algorithme utilisé peut suivre 
plusieurs voies d'alignement, ce qui, comme dans le cas précédent, peut conduire à 
l'obtention de plusieurs alignements présentant le score optimal. Une telle situation peut 
se présenter même avec l'utilisation d'un arbre phylogénétique comme guide. 

 
Lorsque plusieurs alignements sont trouvés à l'issue de la procédure, le meilleur pourra être 

déterminé en considérant le fait que ce doit être celui fournissant le cladogramme le plus 
parcimonieux. 
 

Horloge moléculaire et temps de divergence 
 
   L'hypothèse de l'existence d'une horloge moléculaire pour l'évolution des 
séquences (nucléotidiques ou protéiques) considère que le taux d'évolution moléculaire est 
sensiblement constant pour toutes les lignées étudiées (393). Après avoir été fortement contestée, 
même récemment (83, 139, 162), l'existence de cette horloge est maintenant généralement admise. 
Elle a tout d'abord fourni un fort support pour la théorie de la neutralité des mutations, postulant que 
la majorité des changements moléculaires survenant au cours de l'évolution sont le fait de mutations 
neutres, ou pratiquement neutres (166, 168). En effet Miyata et Yasunaga (224) ont montré qu'il 
existait des taux quasi équivalents pour les mutations dites synonymes (n'induisant pas de 
modification de l'acide aminé codé), tant dans les différents gènes, que dans les différentes lignées. 
Toutefois des études plus récentes (33, 189, 372) ont montré que les taux de substitution étaient 
significativement plus élevés chez les Rongeurs que chez les Primates et les Artiodactyles. 
 
 L'utilisation de cette horloge moléculaire pour calibrer les divergences entre lignées a été 
suggérée parMargoliash (207) et Zuckerhandl et Pauling (393). Mais pour Hillis et coll. (138), si 
l'on considère une horloge parfaite, c'est à dire suivant un processus de Poisson, l'existence de 
variations aléatoires fait que l'horloge pouvant être définie devient très peu précise lorsqu'elle est 
utilisée pour l'estimation des divergences. 
 
 Chez les Mammifères il a toutefois été possible de définir une horloge globale (78), mais 
également des horloges dites locales (19, 248) rendant compte des caractéristiques d'évolution pour 
seulement une, ou quelques lignées. 
 
 Les travaux de Bonner et coll. (28) dans lesquels est utilisée une technique d'hybridation de 
l'ADN chez les Lemur, Loris, Tarsiers et Simiens, ont montré que ces groupes avaient divergé au 
début de l'évolution des Primates, il y a environ 60 millions d'années et que les taux de substitution 
nucléotidique étaient significativement plus lents chez les Lemurs que pour les autres groupes. Ces 
données ont été confirmées par Harris et coll. (127) dans son travail sur les gènes de la β-globine 
chez les Lemurs et les Primates supérieurs; de même que par Li et coll. (188). D'autre part Gu 
(126), en utilisant deux points de calibration internes, dont une date de divergence entre 
Mammifères et Oiseaux estimée à partir de fossiles, a pu montrer que les Métazoaires avaient 
divergé il y a environ 600 millions d'années. 
 
 Ce problème des temps de divergence a été abordé par de nombreux auteurs, même lorsqu'il 
n'était pas possible de prendre en compte l'existence d'une horloge moléculaire (146, 177, 268, 281, 
346, 351). Par contre dans l'approche proposée par Takezaki et coll. (335), l'horloge moléculaire est 
testée pour l'ensemble des séquences et celles qui ne sont pas compatibles avec le modèle (avec un 
degré de significabilité supérieur à 1 %) sont éliminées de l'analyse. Les séquences restantes sont 
alors utilisées pour la reconstruction d'un arbre phylogénétique, en assumant un taux de substitution 
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constant. L'arbre obtenu (arbre linéarisé) peut alors être utilisé afin d'estimer les temps de 
divergence pour n'importe laquelle des paires de séquences. Les taux de substitution peuvent aussi 
être estimés à partir d'autres sources telles que des fossiles ou des dates géologiques. 
 
 Le calcul d'une date de divergence ne peut être effectué que si l'on connaît le contexte 
géologique et environnemental de cet événement. Généralement les données génétiques peuvent 
être utilisées dans ce but (18, 24, 25, 60, 132, 142, 257, 270, 355). Les estimations de divergences 
obtenues à partir de ces données génétiques donnent très souvent des valeurs plus anciennes que 
celles obtenues à partir des fossiles. Les contraintes sélectives, les mécanismes de réparation de 
l'ADN, ainsi que la taille effective des populations sont des paramètres affectant l'utilisation et le 
pouvoir d'un marqueur génétique, ce qui peut être une explication pour les différences observées 
entre datations effectuées à partir de séquences nucléotidiques, et celles effectuées à partir de 
séquences protéiques. 
 
 Le rôle de l'analyse statistique ne doit pas être négligé dans ce type d'étude. En effet 
l'utilisation de modèles trop simples peut provoquer l'apparition de biais dans l'estimation des dates 
de spéciation (379). 
 
 Il existe de nombreuses méthodes permettant de tester la constance des taux d'évolution. 
Parmi celles-ci on trouve les méthodes 'tree-species' ou 'species-group' (96, 185, 233, 329, 372), 
'least squares' (90, 352), et 'Maximum Likelihood' (92). 
 

Reconstructions phylogénétiques 
 
  Les reconstructions phylogénétiques sont utilisées pour la représentation des 
relations historiques existant entre différents 'objets biologiques' qui peuvent être, par exemple, des 
séquences (nucléotidiques ou protéiques) ou des espèces. 
 

Modèles de substitution et distances génétiques 
 
   L'estimation des distances génétiques est généralement basée sur le nombre 
de substitutions affectant les nucléotides, ou acides aminés, présents dans les deux séquences à 
analyser. Chacune de ces différences peut être la traduction d'une modification unique, soit d'une 
série plus ou moins importante de modifications. A l'heure actuelle il n'est pas possible de 
déterminer laquelle de ces deux hypothèses représente le cas réel. De plus il faut considérer les cas 
où, à la suite de plusieurs modifications affectant un même site, le caractère modifié retrouve l'état 
dans lequel il se trouvait dans la séquence initiale, ou ancestrale. Afin d'évaluer un tel phénomène il 
faudrait pouvoir disposer de tous les intermédiaires entre séquence ancestrale et actuelle, ce qui est 
très rarement le cas. 
 
 Au cours de l'évolution la substitution d'un nucléotide peut être divisée en deux étapes 
principales: 
 

• Une mutation qui n'est pas corrigée par le système normal de réparation de l'ADN. 
 

• L'intervention de forces de sélection et d'effets de dérive génétique aléatoire faisant que 
le nouvel allèle va se trouver fixé dans la population. 
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En fait le taux de substitution ou de mutation observé est le résultat d'un processus 
multifactoriel faisant intervenir la sensibilité aux mutagènes, la fiabilité de l'ADN polymérase et 
l'efficacité du système de réparation de l'ADN. 
 
 L'étude des taux de substitution est importante afin de comprendre la dynamique d'évolution 
des séquences (106, 168, 247). Les premières études effectuées dans ce domaine ont concerné les 
protéines (68), elles ont permis de montrer que les taux de substitution des acides aminés variaient 
considérablement en fonction de la protéine analysée (26, 187, 370). De même, pour les séquences 
nucléotidiques, les modalités de substitution à différents sites ne sont pas identiques, et de plus elles 
ne sont pas indépendantes. 
 
 Un autre estimateur fréquemment utilisé est la valeur du rapport 'Transitions/Transversions' 
(Ti/Tv). Ce calcul peut être effectué en utilisant les proportions de sites présentant des transversions 
(Q) ou des transitions (P), pour les deux séquences étudiées. Toutefois avec cette approche le 
principal problème est l'existence d'une corrélation entre la distance génétique et la valeur observée 
du rapport Ti/Tv. Cette corrélation fait qu'à de faibles taux de divergence le rapport apparaît élevé, 
alors qu'il apparaît bas pour de fortes divergences. 
 
 Dans un travail portant sur trois groupes d'Euthériens Yang et Yoder (382) montrent que la 
fréquence des transitions présente un pic pour des distances génétiques de l'ordre de 15 %; au delà 
les valeurs de transitions et transversions tendent à l'équilibre, et à partir d'une divergence de 20 % 
les deux types d'évènements présentent une fréquence égale. Un autre phénomène devant être pris 
en considération est la saturation des transitions à de forts degrés de divergence génétique (34, 228). 
De ce fait il semble que l'estimation des processus de substitution soit meilleure lorsqu'elle est 
effectuée sur des séquences très proches, que lorsqu'elle prend en compte des séquences plus 
divergentes (266). De plus, à de faibles niveaux de divergence, si le nombre de sites analysés est 
faible et si il existe un important biais pour les transitions, la variance du rapport Ti/Tv est 
généralement élevée (360). 
 
 On admet généralement que les substitutions nucléotidiques suivent un processus de Markov 
homogène, défini par une matrice de taux (appelée Q) et dont les éléments représentent les taux 
instantanés de substitution des quatre nucléotides. Ce modèle, encore appelé REV, a été introduit 
dans l'analyse des séquences nucléotidiques par Tavare (345). 
 
 Les méthodes qui peuvent être utilisées pour l'estimation des distances génétiques sont 
fonction des modèles de substitution considérés (112, 277, 298). Comme des sites différents 
peuvent présenter des valeurs différentes du rapport Ti/Tv (366), les méthodes autorisant une 
correction pour les substitutions multiples fournissent généralement une meilleure estimation de ce 
rapport (156). 
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p-distances 
 
    Cette méthode est la plus simple de toutes. Elle consiste à déterminer 
la proportion de sites pour lesquels il existe une différence entre les deux séquences. On obtient 
ainsi: 
 

n
np d=  

 
avec: nd = nombre de différences observées et n = nombre total de sites étudiés 
 
 Lorsque la valeur de p est faible (inférieure à 0,1) on peut considérer qu'elle correspond 
sensiblement au nombre de substitutions par site. Dans ce cas son utilisation pour les 
reconstructions phylogénétiques fournit des résultats similaires à ceux qui pourraient être obtenus 
en utilisant des méthodes plus sophistiquées. 
 

Si, pour toutes les lignées étudiées, les taux de substitution sont à peu près identiques, 
l'utilisation des p-distances permet une meilleure évaluation de la topologie correcte que d'autres 
méthodes, et ce du fait de la faible variance associée à ces p-distances (278, 286, 307, 331). Par 
contre cette méthode n'est pas valable lorsque l'on souhaite estimer la divergence entre deux 
séquences. 
 
Sous ce modèle il est aussi possible d'estimer les proportions de sites auxquels se produisent des 
transitions (P) et ceux auxquels se produisent des transversions (Q). Ces estimations sont données 
par: 
 

n
nP s=   et  

n
nQ v=  

 
avec: ns + nv = nd 
 
On peut également calculer le rapport (R) de ces deux estimations: 
 

Q
PR =  

 

Modèle JC69 
 
    Dans ce modèle défini par Jukes et Cantor (157) les taux de 
substitutions nucléotidiques sont supposés être identiques pour toutes les paires possibles de 
nucléotides. Ce modèle est en fait un cas particulier du modèle général de substitution défini pour 
l'ADN. Le nombre de substitutions (d) entre deux séquences est alors estimé par une méthode de 
maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood): 
 

4

)
3

41(log3 p

d
e −−

=  
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Cette estimation n'est possible que si la p-distance présente une valeur inférieure à 0,75; 
dans ce cas elle représente alors une bonne estimation du nombre réel de substitutions si: 
 

 Chacun des quatre nucléotides présente une fréquence voisine de 0,25. 
 

 Il n'existe aucun biais dans le rapport Ti/Tv; celui-ci devant avoir une valeur voisine de 
0,5. 

 
 Les distances estimées (d) sont inférieures à 1,0. 

 
Lorsque le nombre de nucléotides analysés est faible 
(inférieur à 100) cette méthode tend à surestimer le 
nombre réel de substitutions (330). 
Ce modèle JC69 peut être représenté comme indiqué 
dans le Tableau 1. 
 

λ = taux de substitution 
Tableau 1 : Modèle JC69 

 

Modèle TN84 
 
    Dans ce modèle décrit par Tajima et Nei (331) les fréquences de 
chacun des quatre nucléotides sont supposées être différentes de 0,25. Cette approche permet, en 
général, de mieux prendre en compte la composition réelle des séquences. On obtient ainsi une 
meilleure estimation des substitutions que dans le cas du modèle JC69. L'estimation qui est utilisée 
ici est basée sur le modèle décrit par Nei et Tajima (243): 
 

)1(log
b
pbd e −−=  

 

avec : )1(
2
1 24

1

2

c
pb

i
i +Π−= ∑

=

  et  ∑ ∑
= += ΠΠ

Π
=

3

1

4

1 2i ij ji

ijc  

 
 

Cette estimation est robuste et elle peut être 
appliquée dans un grand nombre de cas, du moins 
tant que le nombre de substitutions nucléotidiques 
par site est inférieure à 1,0. 
Ce modèle peut être représenté comme indiqué dans 
le Tableau 2. 

α, β, γ, δ = taux de substitution  
pour chaque nucléotide 
Tableau 2 : Modèle TN84 

 

 A T C G 
A - λ λ λ 
T λ - λ λ 
C λ λ - λ 
G λ λ λ - 

 A T C G 
A - β γ δ 
T α - γ δ 
C α β - δ 
G α β γ - 
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Modèle K80 
 
    Ce modèle défini par Kimura (167) est également appelé 'Kimura à 
deux paramètres'. Comme généralement, et en particulier dans l'ADN mitochondrial (mtDNA), les 
transitions surviennent avec une fréquence plus grande que les transversions (29), le modèle JC69 
fournit une sous estimation du taux de substitution (λ), spécialement lorsque la valeur de la distance 
génétique (d) est inférieure à 0,1. De ce fait l'estimation, par le maximum de vraisemblance, de 
Kimura est utilisée: 
 

)
4

)21(log()
2

)21(log( QQPd ee −
−

−−−
=  

 
Sous ce modèle il est également possible d'estimer les substitutions par transitions (v) et par 
transversions (s): 
 

)
4

)21(log()
2

)21(log( QQPs ee −
+

−−−
=  

  

4
)21(log Qv e −−

=  

 
ainsi que le rapport (R) des transitions sur les transversions: 
 

2
1)

)21(log
)21(log( −

−
−−

=
Q

QPR
e

e  

 
 

Ce modèle peut être représenté par la matrice du 
Tableau 3. 
 
 
 
 

α = taux de transitions 
β = taux de transversions 
Tableau 3 : Modèle K80 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A T C G 
A - β β α 
T β - α β 
C β α - β 
G α β β - 
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Modèle F81 
 
    Ce modèle a été décrit par Felsenstein (89). 
 
 

Il prend en compte des fréquences inégales à 
l'équilibre pour les quatre nucléotides. Il peut être 
représenté comme indiqué dans le Tableau 4 où Π 
représente la fréquence d'une base 
 
Tableau 4 : Modèle F81 

 

Modèle T92 
 
    Ce modèle a été défini par Tamura (336). Si dans le modèle K80 les 
fréquences des quatre nucléotides sont supposées être identiques à l'équilibre, l'analyse de 
nombreuses séquences montre qu'il existe des variations, parfois importantes dans le contenu en 
Guanine et Cytosine (G + C). Une telle situation se retrouve, en particulier, dans le mtDNA pour 
lequel le modèle T92 a été défini. L'estimation de (d) est ici effectuée par le maximum de 
vraisemblance: 
 

)
2
21(log))1(21())

)1(2
(1(log)1(2 QQPd ee

−
Θ−Θ−−−

Θ−Θ
−Θ−Θ−=  

 
avec Θ = contenu en G + C 
 
 
 
L'estimation des transitions et transversions est effectuée par : 
 

)21log)1())
)1(2

(1(log)1(2 QQPs ee −Θ−Θ+−
Θ−Θ

−Θ−Θ=  

 

2
)21(log Qv e −

=  

 
et celle de (R) par : 
 

)1(2)21(log

))
)1(2

(1(log)1(4

Θ−Θ−−

−
Θ−Θ

−Θ−Θ
=

Q

QP

R
e

e

 

 
 

 A T C G 
A - ΠTλ ΠCλ ΠGλ 
T ΠAλ - ΠCλ ΠGλ 
C ΠAλ ΠTλ - ΠGλ 
G ΠAλ ΠTλ ΠCλ - 
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Dans toutes ces estimations le contenu en Guanine et 
Cytosine (Θ) peut être calculé, soit pour chaque 
paire de séquences, soit pour l'ensemble des 
séquences étudiées. La matrice représentant ce 
modèle est donnée au Tableau 5. 
 

Tableau 5 : Modèle T92 

 

Modèle HKY85 
 
    Ce modèle a été décrit par Hasegawa et coll. (131). Il s'agit de l'un des 
plus utilisés au cours des études sur les séquences de mtDNA. Il n'existe pas ici de formule 
analytique permettant l'estimation de (d). 
 
 

La matrice définissant ce modèle est celle du 
Tableau 6. On peut remarquer qu'elle est très proche 
de celle du modèle F81. 
 
 
 

Tableau 6 : Modèle HKY85 

 

Modèle TN93 
 
    Dans ce modèle décrit par Tamura et Nei (337) est intégré le fait que, 
dans les séquences réelles, les taux de transitions entre purines et entre pyrimidines ne sont pas 
identiques. Ce modèle apparaît donc plus réaliste que le modèle HKY85. L'estimation de (d) est 
donnée par: 
 
 

))
2

1(1(log))()((2

))
2

1()
2

(1(log2))
2

1()
2

(1(log2
21

Q

QPQPd

YR
e

Y

RCT

R

YGA
YR

YCT

Y
e

Y

CT

RGA

R
e

R

GA

ΠΠ
−

Π
ΠΠΠ

−
Π

ΠΠΠ
−ΠΠ−

Η
−

ΠΠ
Π

−
Π

ΠΠ
−

Π
−

ΠΠ
Π

−
Π

ΠΠ
−=

 

 
avec P1 = proportion de transitions entre A et G  et  P2 = proportion de transitions entre T et C 
 
Il est également possible d'estimer les valeurs de (s) et (v) : 
 

))
2

1(1(log))()((2

))
2

1()
2

(1(log2))
2

1()
2

(1(log2
21

Q

QPQPs

RY
e

Y

RCT

R

YGA

YCT

Y
e

Y

CT

RGA

R
e

R

GA

ΠΠ
−

Π
ΠΠΠ

−
Π

ΠΠΠ
+

Π
−

ΠΠ
Π

−
Π

ΠΠ
−

Π
−

ΠΠ
Π

−
Π

ΠΠ
−=

 

 A T C G 
A - (1−Θ)β Θβ Θα 
T (1−Θ)β - Θα Θβ 
C (1−Θ)β (1−Θ)α - Θβ 
G (1−Θ)α (1−Θ)β Θβ - 

 A T C G 
A - ΠTβ ΠCβ ΠGα 
T ΠAβ - ΠCα ΠGβ 
C ΠAβ ΠTα - ΠGβ 
G ΠAα ΠTβ ΠCβ - 
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))
2

1(1(log2 Qv
YR

eYR ΠΠ
−ΠΠ−=  

 
 

La matrice correspondant à ce modèle est celle 
présentée dans le Tableau 7. 
 
 
 
 

α1 = taux de transitions entre purines 
α2 = taux de transitions entre pyrimidines 
β = taux de transversions 
Tableau 7 : Modèle TN93 

 

Modèle F84 
 
    Ce modèle décrit par Felsenstein (90) est sensiblement identique au 
modèle HKY85. Les fréquences nucléotidiques à l'équilibre sont différentes pour les quatre types de 
nucléotides. 
 

Modèle REV 
 
    Ce modèle a été défini par Yang (375); il s'agit d'une modification du 
modèle REV général. Il requiert six paramètres: les taux de substitution de A en C, de A en G, de A 
en T, de C en G, de C en T et de G en T. Pour ces six paires de nucléotides les deux types de 
substitution possibles sont supposés survenir avec la même fréquence. 
 

Distances gamma 
 
    Dans les modèles précédents le taux des substitutions nucléotidiques 
est supposé être identique pour tous les sites étudiés. En fait ceci est rarement le cas. Des analyses 
statistiques ont montré que cette valeur variait en suivant approximativement une distribution de 
type gamma (173, 337, 353, 358). Il s'agit d'une densité de probabilité qui est souvent utilisée pour 
des études de probabilités et de statistiques (par exemple le test du X² est un cas particulier de cette 
distribution gamma). La forme de la distribution change de manière très importante en fonction du 
paramètre de forme appelé (a) ou (α). Ce paramètre est défini comme étant l'inverse du taux de 
substitution (λ), et de c e fait la moyenne de la distribution a une valeur de 1,0 et sa variance est de 
(1/a). Lorsque (a) tend vers l'infini ce modèle d'hétérogénéité des taux entre sites tend vers un 
modèle dans lequel les taux sont égaux. 
 

La plupart des estimations empiriques du paramètre (a) donnent des valeurs comprises entre 
0,1 et 0,5 (379), ce qui implique bien l'existence de variations non négligeables des taux entre sites. 
La distribution gamma peut être appliquée à trois des modèles précédents: 
 

 A T C G 
A - ΠTβ ΠCβ ΠGα1 
T ΠAβ - ΠCα2 ΠGβ 
C ΠAβ ΠTα2 - ΠGβ 
G ΠAα1 ΠTβ ΠCβ - 
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Modèle JC69 
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Modèle K80 
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Modèle TN93 
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 Les relations existant entre les principaux modèles de substitutions nucléotidiques sont 
résumées dans la Figure 2. 
 
 

 
Figure 2 : Relations entre les principaux modèles de substitutions 
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Séquences protéiques 
 
    Dans le cas des séquences protéiques il est possible d'utiliser les 
calculs de distances suivants: 
 

p-distances 
 
Il s'agit ici de l'estimation de la proportion d'acides aminés différents entre les deux séquences 
traitées: 
 

n
np d=  

 
Distances avec correction de Poisson 

 
Le calcul prend en compte le fait que le nombre de substitutions par site suit une loi de Poisson: 
 

)1(log pd e −=  
 

Distances gamma 
 
Dans ce modèle, comme pour les séquences nucléotidiques, le taux de substitutions des acides 
aminés varie de site à site en suivant une distribution de type gamma. Les calculs pour ce type de 
distances ont été établis par Nei et coll. (241): 
 

)1)1(( )/1( −−= − apad  
 
 Les modèles de substitutions qui viennent d'être définis peuvent également être modifiés 
afin de tenir compte d'évènements tels que les insertions et les délétions (27, 349, 350), ou la 
structure secondaire des protéines formées dans le cas de séquences codantes (230, 348), ou encore 
de la corrélation existant entre taux de substitution et sites (48, 93, 376). 
 

Substitutions synonymes et non synonymes 
 
   Dans le cas des séquences codantes, l'interprétation des modifications des 
taux de substitution doit tenir compte de la manière dont ces changements vont influer sur le produit 
final (la protéine). On est ainsi amené à définir deux types de changements (296): 
 

 Ceux n'altérant pas la protéine. Ces changements sont dits silencieux ou synonymes. 
 

 Ceux induisant des changements d'acides aminés, ils sont alors appelés changements non 
silencieux ou non synonymes. 

 
Lorsque l'on constate une augmentation dans le nombre des changements synonymes, cela 

est généralement le signe d'une évolution adaptative (213). D'autre part une prédiction importante 
de la théorie de la neutralité est que les taux de substitutions synonymes et non synonymes doivent 
être identiques tant entre les espèces qu'à l'intérieur des espèces (197). Dans le cas de l'ADN 
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mitochondrial cette prédiction n'est pas fondée puisque l'on constate que le taux des substitutions 
non synonymes est de 5 à 10 fois supérieur à l'intérieur des espèces qu'entre les espèces. 
 
 Les mécanismes de sélection font que la plupart des substitutions non synonymes se 
trouvent éliminées, ce qui fait que, généralement, le taux des substitutions synonymes apparaît plus 
élevé que celui des substitutions non synonymes (168, 224). Toutefois, dans certains cas, à la suite 
d'une sélection Darwinienne positive, on peut constater une accélération de l'apparition des 
substitutions non synonymes (148, 183). Dans la sélection naturelle les substitutions synonymes 
sont invisibles (7), alors que les mutations non synonymes sont soumises à de fortes pressions de 
sélection. Le taux de fixation de ces deux types de substitutions fournit alors un outil performant 
pour l'étude des mécanismes d'évolution des séquences nucléotidiques. Par exemple un taux 
variable du rapport des deux types de modifications peut indiquer l'existence d'une évolution 
adaptative (213), ou de contraintes sélectives (55), et ainsi permettre la détection de sites présentant 
une sélection positive (245). 
 
 L'approche la plus basique pour l'estimation de ces deux types de substitutions est la 
suivante: 
 

 Dénombrer les sites synonymes et non synonymes dans les séquences à analyser. 
 

 Comparer chaque paire de codons homologues, site à site, et en déduire le nombre de 
différences synonymes et non synonymes en utilisant la voie d'évolution la plus 
parcimonieuse entre les deux codons. 

 
 Ajuster les valeurs obtenues afin de tenir compte des substitutions multiples, en utilisant 

un modèle standard d'évolution, tel que le modèle JC69, ou le modèle K80. 
 

Cette estimation peut également être effectuée en utilisant différentes autres méthodes (190, 
224, 242) dont certaines utilisent le principe du maximum de vraisemblance (115, 231, 232). Le 
modèle décrit par Nei et Gojobori fournit de bonnes estimations dans les cas où il n'existe pas de 
biais important du rapport Ti / Tv. Par contre dans le modèle de Goldman et Yang le biais du 
rapport Ti / Tv est pris en compte, de même que les propriétés physico-chimiques des acides aminés 
en utilisant les distances de Grantham (120): plus cette distance est élevée, plus les deux acides 
aminés en cause sont différents. Toutefois cette approche ne tient pas compte du fait que le nombre 
et la localisation des deux types de sites peuvent être modifiés dans le temps. Les approches basées 
sur l'étude des codons ont permis, entre autre, d'expliquer l'hétérogénéité des taux trouvés dans le 
génome des chloroplastes, en les reliant à des différences survenant dans les taux de substitutions 
non synonymes (232). Pour Kimura (168) les substitutions non synonymes faisant intervenir des 
acides aminés similaires surviennent plus fréquemment que celles faisant intervenir des acides 
aminés très différents; cette interprétation est consistante avec la théorie neutre de l'évolution 
moléculaire. Par contre pour Gillespie (106), les substitutions les plus fréquentes ne sont pas celles 
impliquant des acides aminés identiques, mais ceux pour lesquels les distances de Miyata (mesure 
de la dissimilarité des acides aminés positivement corrélée avec la distance de Grantham) sont égale 
à 1,0. 
 

La comparaison et le classement de ces deux types de sites sont délicats car leur nombre et 
leur position sont susceptibles de changer dans le temps. 
 
 Chez les Mammifères, le taux des substitutions synonymes varie significativement en 
fonction des gènes étudiés (26, 229, 370). Ces variations peuvent être le résultat tant d'une 
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variabilité dans les taux de mutation que de différences de pressions sélectives portant sur les sites 
synonymes. Pour de nombreux auteurs ces sites synonymes sont neutres car les taux de substitution 
les affectant sont très proches de ceux que l'on trouve au niveau des pseudo gènes, ou encore au 
niveau du génome total (187, 370). Un autre facteur qui doit être pris en compte est l'existence, 
comme cela a été montré chez la souris, d'une sélection dans l'usage des codons (64). De plus la 
comparaison des deux types de substitutions suggère que les positions synonymes et non 
synonymes peuvent avoir la même étendue sous l'influence de pressions sélectives (9, 229, 247). De 
plus l'intensité de la sélection portant sur les codons est positivement corrélée avec le niveau 
d'expression du gène considéré (72, 297). Certains travaux tendent également à montrer que les taux 
de mutations pourraient varier en fonction du modèle d'expression du gène considéré (72, 297, 321). 
Enfin si l'on compare les fréquences estimées des substitutions synonymes et non synonymes 
survenant sans aucune sélection et que ces valeurs sont soustraites de celles effectivement 
observées, la valeur résiduelle est celle que l'on peut attribuer à un effet de sélection. 
 
 Un certain nombre de travaux montrent qu'il existe des différences significatives dans les 
taux de substitutions trouvés chez les Mammifères et les Vertébrés, en général, lorsque des 
séquences de mtDNA sont utilisées. En particulier ce taux, calculé à partir des sites du type 'four 
fold degenerate' est de 7 à 8 fois plus lent chez les Requins que chez les Primates ou les Ungulates 
(210). Dans le cas des poissons téléostéens l'évolution est de 4 à 5 fois plus faible que pour les 
Mammifères lorsque l'on considère les substitutions non synonymes (40). Mais pour les Tortues les 
résultats obtenus sont discordants et dépendent des séquences analysées: en utilisant le cytochrome 
b, ou les sites de restriction, le taux obtenu est plus faible que celui trouvé chez les autres Vertébrés 
(17, 30); alors qu'en utilisant le 12S rRNA cette hypothèse ne se vérifie plus (293). Une telle 
hétérogénéité des substitutions, pour les séquences mitochondriales, a également été reportée lors de 
l'étude des séquences protéiques (1): dans ce cas on constate que les Mammifères évoluent au moins 
six fois plus rapidement que les Poissons. Ces études montrent également que les taux augmentent 
des Amphibiens aux Oiseaux et aux Mammifères. 
 
 L'étude des 13 protéines, ou des gènes correspondants, disponibles chez les Mammifères 
(correspondant à 6 espèces appartenant à 5 ordres) montre que pour la majorité des gènes 
mitochondriaux les substitutions non synonymes suivent une horloge moléculaire (152). Des 
données plus récentes, obtenues à partir d'un plus grand nombre de gènes, montrent pour leur part 
que les Primates évoluent plus rapidement que tous les autres ordres (6, 12, 14, 141) et parmi ceux-
ci ce sont les babouins et les orangs-outangs qui présentent les taux les plus élevés (3, 13, 143, 374). 
 
 L'évaluation du taux absolu d'évolution du mtDNA a été effectuée parPenny et Hendy (259). 
Ces auteurs ont comparé des espèces proches pour lesquelles les dates de divergence étaient 
connues et ils ont ainsi montré l'existence d'une certaine hétérogénéité des taux au niveau des sites 
non synonymes, ce qui permet de calculer que les Primates évoluent 1,8 fois plus rapidement que 
les Perissodactyles et 1,5 fois plus vite que les Carnivores. 
 
 Tous les modèles de substitutions implémentés par le maximum de vraisemblance, de même 
que les méthodes d'estimation de distances génétiques, supposent que les substitutions suivent un 
processus de Poisson homogène dans le temps. Afin de tester la validité de ces modèles il est 
possible d'effectuer un test statistique dans lequel l'hypothèse nulle est celle dans laquelle 
transitions et transversions surviennent avec des fréquences identiques. Le modèle F81 est 
particulièrement bien adapté pour de tels calculs. Les valeurs ainsi obtenues pourront alors être 
comparées à celles obtenues par l'utilisation du modèle HKY85 dans lequel il est possible de 
différencier les taux de transitions et de transversions. 
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Méthodes de reconstruction 
 
   La reconstruction d'arbres phylogénétiques est avant tout un problème 
statistique (45). En ce sens l'arbre reconstruit doit être considéré comme une estimation de l'arbre 
réel, cette estimation étant caractérisée par une topologie et des longueurs de branches données. 
Mais il est également important de tenir compte des données biologiques disponibles pour accepter, 
ou rejeter, une topologie particulière. 
 
 Lorsqu'un arbre est obtenu par l'étude d'un gène, cet arbre est appelé un 'gene tree'; alors que 
lorsqu'il est obtenu en prenant en compte l'enchaînement d'évènements tels que séparations et 
divergences entre espèces, il est appelé un 'species tree'. Un 'gene tree' est sensible aux erreurs 
d'échantillonnage due à la présence d'allèles polymorphiques dans la population ancestrale (237, 
244, 254, 328). D'autre part si les séquences utilisées pour la reconstruction proviennent d'espèces 
différentes le 'gene tree' peut ne pas présenter la même topologie que l'arbre reliant les espèces. 
 
 De nombreuses méthodes de reconstruction peuvent être utilisées, tant avec des séquences 
nucléotidiques qu'avec des séquences protéiques (92, 221). Ces méthodes utilisent: 
 

 Soit des distances estimées entre chaque paire possible de séquences. L'arbre est alors 
calculé en utilisant certains principes et algorithmes. 

 
 Soit des caractères discrets, et dans ce cas l'arbre est reconstruit en considérant les 

relations d'évolution des différentes séquences, et ce pour chaque caractère ou position 
nucléotidique. 

 
La plupart des méthodes de reconstruction ne tiennent compte que des homologies entre 

séquences, c'est à dire des similitudes héritées d'un ancêtre commun. Les homoplasies, ou 
similitudes non héritées d'un ancêtre commun, ne sont pas prises en compte. D'autre part ces 
méthodes sont généralement basées sur des principes d'optimisation (240, 326), dans ce cas la 
topologie finale est sélectionnée en attribuant à chaque arbre possible un score et en choisissant, 
selon la méthode, l'arbre ayant le score le plus faible ou le plus élevé. 
 
 Il est possible de reconstruire des arbres enracinés et non enracinés: 
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 Le nombre de topologies possibles est fonction du type de reconstruction et il augmente 
fortement avec le nombre de séquences, ou taxa, étudiés. Ainsi pour un arbre non enraciné 
comprenant 'n' taxa le nombre de topologies possibles est donné par la formule: 
 

32!)2(
!)52(
−−

−
nn

n  

 
alors que dans le cas d'un arbre enraciné ce nombre est donné par la formule: 
 

22!)2(
!)32(
−−

−
nn

n  

 
 Ainsi pour des reconstructions comprenant de 4 à 10 taxa les nombres de topologies 
possibles seront: 
 

n Non enraciné Enraciné 
4 3 15 
5 15 105 
6 105 945 
7 945 10 395 
8 10 395 135 135 
9 135 135 2 027 025 

10 2 027 025 34 459 425 
 
 Dans les alignements de séquences utilisés pour les reconstructions phylogénétiques il existe 
des positions dites constantes. Celles-ci peuvent apparaître soit sous l'effet du hasard, soit parce que 
la, ou les substitutions ayant eu lieu à ces positions ont laissé les séquences identiques. Une telle 
constatation suggère que certaines positions sont si vitales que la sélection naturelle empêche 
qu'elles soient modifiées (98, 99, 131, 253). De tels sites sont dits invariables. De ce fait un site peut 
être constant, soit par chance, soit parce qu'il est invariable, et il est difficile de savoir si un site 
apparemment constant, pour un ensemble donné de séquences, deviendra variable si une nouvelle 
séquence est ajoutée au groupe. 
 

Méthode UPGMA 
 
    La méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method Analysis) a été 
développée en premier lieu dans le cadre d'études taxonomiques. 
 
 Si les taux de substitution (que ce soit pour les nucléotides ou pour les acides aminés) sont 
identiques dans toutes les lignées analysées, cette méthode peut être appliquée tant aux séquences 
nucléotidiques que protéiques. Des simulations sur ordinateur ont montré que l'utilisation d'une 
horloge moléculaire, combinée avec des distances évolutives importantes entre lignées, font que la 
probabilité d'obtenir l'arbre correct est faible (313, 339). La méthode UPGMA est donc à réserver 
pour l'étude des lignées proches ou très proches. Si le traitement porte sur plusieurs gènes est si le 
nombre de caractères étudiés est important, l'arbre obtenu sera fiable. Cet arbre est 'non enraciné', 
les taux d'évolution étant ici considérés comme constants. Toutefois il est nécessaire que les 
estimations de distances, sur lesquelles repose l'arbre, soient linéaires par rapport au temps 
d'évolution. 
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Méthode ME 
 
    Dans la méthode ME (Minimum Evolution) décrite par Saitou et Nei 
(279) les estimations de distances sont corrigées afin de tenir compte des modifications multiples 
pouvant survenir à un même site. 
 

Au cours de la recherche l'arbre qui sera considéré comme étant le plus 'correct' sera celui 
pour lequel la somme des longueurs des branches sera la plus faible. Si (n) séquences sont traitées 
et si il existe uniquement des bipartitions dans l'arbre, la méthode ME nécessite l'évaluation, pour 
chaque arbre possible, de (2n – 3) longueurs de branches. Lorsque les estimations de distances ne 
présentent aucun biais la méthode ME présente un solide fond théorique (276). 
 
 Toutefois la méthode ME présente un inconvénient: le temps de calcul est particulièrement 
long car il est toujours nécessaire d'évaluer un grand nombre de longueurs de branches. 
 

Méthode NJ 
 
    La méthode NJ (Neighbor-Joining) est une version simplifiée de la 
méthode ME dans laquelle les longueurs des branches ne sont pas calculées pour toutes les 
topologies possibles. L'algorithme initial a été modifié par Studier et Keppler (320), il permet 
d'obtenir un arbre non enraciné. Cet arbre pourra être, ultérieurement, enraciné par l'intermédiaire 
d'un outgroupe. Mais sans la présence de cet outgroupe la racine peut parfois être donnée par le 
point séparant les deux séquences les plus éloignées, en admettant que le taux d'évolution est 
constant dans toutes les branches. Si le nombre de séquences analysées est élevé et si les 
divergences entre séquences sont faibles, les méthodes NJ et ME fournissent des topologies très 
voisines. D'autre part des simulations ont permis de montrer que l'existence de petites erreurs dans 
les estimations de distances n'empêchent pas d'obtenir l'arbre correct (16). 
 

Méthode MP 
 
    Initialement la méthode MP (maximum Parsimony) a été utilisée pour 
le traitement de caractères morphologiques (204, 308, 325). Par la suite de très nombreuses 
approches ont été basées sur ce modèle et la plus utilisée est celle décrite par Eck et Dayhoff (79). 
Dans ce cas les changements évolutionnaires sont supposés survenir entre n'importe laquelle des 
paires possibles de nucléotides. Dans certaines conditions il est également possible d'attribuer un 
poids différent aux transitions et aux transversions afin de mieux prendre en compte certaines 
contraintes d'évolution (324, 365). 
 
 Les travaux de Felsenstein (92) ont permis de montrer que si le taux d'évolution varie 
largement avec l'évolution des séquences, la méthode MP représente un estimateur non consistent 
de l'arbre correct. Les conditions dans lesquelles la méthode MP peut être utilisée sont les suivantes 
(239): 
 

 La divergence entre les séquences doit être faible, les valeurs estimées de (d) devant être 
inférieures à 0,1. 

 
 Le taux des substitutions nucléotidiques doit être plus ou moins constant. 
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 Le biais du rapport Transitions / Transversions doit être faible. 
 

 Le biais du contenu en Guanine et Cytosine doit être faible. 
 

 
 Le nombre de nucléotides analysés doit être élevé (plusieurs centaines). 

 
De nombreux travaux (278, 340) tendent à montrer que la méthode MP a une efficacité 

moindre que les méthodes NJ ou ME. 
 
 La méthode MP suppose l'existence d'un certain nombre d'hypothèses: 
 

 Chacun des sites étudiés évolue de manière indépendante. 
 

 Les différentes lignées utilisées dans l'analyse évoluent indépendamment. 
 

 
 La probabilité pour que survienne la substitution d'une base à un site donné est faible en 

regard de la longueur de la branche de l'arbre (celle-ci étant une approximation du temps 
de divergence). 

 
 Le nombre de changements dans les différentes branches de la topologie ne doit pas 

varier en dehors des limites suivantes: un changement dans les branches présentant un 
faible taux de variation et deux changements dans les branches avec un taux de variation 
élevé. 

 
 La quantité, supposée ou estimée, de changements ne doit pas présenter de trop grandes 

variations entre les différents sites analysés. 
 

Au cours de l'analyse l'ensemble des sites présents sur les séquences n'est pas étudié; seuls 
sont pris en considération ceux pour lesquels il existe au moins deux nucléotides différents, chacun 
d'eux étant présent au moins deux fois. De tels sites sont appelés 'parsimony informative sites'. Pour 
chaque site retenu, et pour une topologie donnée, les nucléotides des séquences ancestrales sont 
estimées, de même que le nombre minimum de substitutions nécessaires pour expliquer les 
différences observées. La somme de toutes ces valeurs, pour une topologie, constitue ce que l'on 
appelle le nombre de pas, ou longueur d'arbre. La topologie pour laquelle la longueur d'arbre est la 
plus faible représente l'arbre le plus parcimonieux. En pratique on trouve souvent deux ou plusieurs 
arbres présentant cette valeur minimale. De tels arbres sont dits également parcimonieux. Dans ce 
dernier cas la résolution finale sera effectuée en faisant appel à une méthode de consensus. 
 
 Les arbres obtenus par la méthode MP ne sont normalement pas enracinés. D'autre part, dans 
certaines conditions, les longueurs des branches individuelles peuvent être déterminées (95, 204, 
324). 
 

Lorsque l'analyse porte sur moins de 10 séquences, il est possible d'examiner l'ensemble des 
topologies pouvant être reconstruites. Par contre si le nombre de séquences est plus élevé, le temps 
de calcul devient très long, et afin de le diminuer on a généralement recours à une méthode dite 
'branch-and-bound' (133) dans laquelle tous les arbres ayant une longueur supérieure à celle de 
l'arbre précédemment examiné sont ignorés dans la suite du traitement. Si le nombre de séquences 
est supérieur à 20 la méthode MP devient très lente et l'on utilise alors une recherche de type 
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heuristique. Dans celle-ci seulement un petit nombre d'arbres possibles est examiné, ce qui fait que 
l'on ne peut être absolument certain de trouver le ou les arbres les plus parcimonieux. 

 
 L'algorithme utilisé pour la méthode 'branch-and-bound' débute par un arbre constitué de 
trois séquences, pour lequel il n'existe qu'une seule possibilité de topologie non enracinée. Cet arbre 
peut être choisi, comme c'est le cas dans le logiciel MEGA, avec une longueur relativement 
importante. Afin de trouver cet arbre initial les différences nucléotidiques sont examinées pour 
toutes les paires possibles de séquences. Les deux séquences les plus divergentes sont alors retenues 
et l'on recherche, dans les séquences restantes, celle qui, ajoutée aux deux précédentes, permet 
d'obtenir un arbre dont la longueur, calculée par le principe du maximum de parcimonie, est 
maximale. Les autres séquences sont alors ajoutées une à une et la longueur de l'arbre est calculée à 
chaque étape. Si cette longueur est supérieure à une valeur prédéterminée, la topologie 
correspondante, ainsi que toutes celles qui en découlent, est ignorée. 
 
 L'approche par le maximum de parcimonie pose un certain nombre de problèmes: 
 

 Elle ne présente aucune structure en fonction du temps. 
 

 La probabilité pour qu'une substitution survienne dans un laps de temps court est 
supposée identique à celle pour qu'elle survienne dans un laps de temps long (114, 347). 

 
 

 Dans la topologie obtenue les longueurs individuelles des branches ne sont pas prises en 
compte, bien qu'il s'agisse là d'un paramètre important pour la détermination des 
changements sur ces branches. 

 
 La matrice de substitutions utilisée ne présente pas de bases claires. 

 
 La réversion des substitutions n'est pas prise en compte, alors que ce facteur semble 

avoir une certaine importance lorsque les séquences analysées sont très voisines. 
 

 L'existence d'une horloge moléculaire, combinée avec une faible valeur d'évolution, ne 
garantit pas la fiabilité statistique de la parcimonie, en particulier lorsque le nombre de 
séquences traitées est élevé. 

 
 La démarche d'une reconstruction par parcimonie pour 5 séquences (S1 à S5) de 5 caractères 
peut être résumée de la manière suivante: 
 

Site 1 2 3 4 5 
S1 G C A T T 
S2 G C T T T 
S3 A A C C T 
S4 A A T G T 
S5 A A T T A 

 
L'une des topologies, non enracinée, possible est définie par: (((S3, S4), S5), (S1, S2)). Si 

l'on considère, par exemple, le site 3 il est possible de calculer le nombre minimal de changements 
nécessaires pour que ce site rende compte de la topologie choisie. Pour le groupe (S3, S4) ce site 
présente les nucléotides C et T, donc le nœud basal (nœud 6) pour ce groupe contiendra, au site 3, 
l'un de ces deux nucléotides. La séquence S5 est reliée par l'intermédiaire du nœud 7 à (S3, S4) et le 
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nucléotide présent au site 3 de S5 est T. La voie la plus parcimonieuse est alors d'assigner au site 3 
du nœud 7 le nucléotide T. De même pour le groupe (S1, S2) le nœud basal (nœud 8) contiendra, au 
site 3, soit le nucléotide A, soit le nucléotide T. Comme pour le nœud 7 ce site contient T, la voie la 
plus parcimonieuse est d'attribuer au site 3 du nœud 8 le nucléotide T. De ce fait pour l'ensemble de 
l'arbre le site 3 présentera deux changements de nucléotides (A et C). Cette opération étant répétée 
pour chaque site il est alors possible d'estimer le nombre total de changements pour la topologie 
choisie. Enfin cette analyse sera répétée pour chacune des topologies possibles et celle, ou celles, 
présentant le nombre minimal de changements constituera l'arbre retenu comme étant le plus 
parcimonieux. 
 

Méthode ML 
 
    Dans la méthode ML (Maximum Likelihood), si l'on considère une 
topologie comprenant (b) branches définies à partir de (c) caractères, chacun de ceux-ci pouvant 
présenter (s) états, la vraisemblance pour l'ensemble des caractères de l'arbre est donnée par la 
formule suivante: 
 

∏ ∑ ∏
c s b

bp )))(((  

 
Dans la pratique c'est le logarithme de cette valeur qui est calculé (ou log likelihood). 
 
 

 A T C G 
A - 0,75µ(κ+2) 0,25µ 0,25µ 0,25µ 
T 0,25µ - 0,75µ(κ+2) 0,25µ 0,25µκ 
C 0,25µκ 0,25µ - 0,75µ(κ+2) 0,25µ 
G 0,25µ 0,25µκ 0,25µ - 0,75µ(κ+2) 

Tableau 8 : Matrice ML pour le modèle K80 

 
 Dans le cas des séquences nucléotidiques si l'on considère que tous les changements sont 
équiprobables, et que l'estimation du nombre de changements par site est (µ), il est alors possible 
d'utiliser le modèle JC69 (dans lequel chaque cellule de a matrice à une valeur de 0,25µ) comme 
matrice de substitution. Par contre si l'on veut tenir compte des la valeur (κ) du rapport Transitions / 
Transversions, il faut utiliser le modèle K80 et la matrice prend la forme présentée au Tableau 8. 
 
 Dans la méthode ML les caractères, qu'il s'agisse de nucléotides ou d'acides aminés, sont 
considérés séparément pour toutes les séquences, c'est à dire qu'ils sont vus comme indépendants. 
L'utilisation conjointe d'un modèle de substitution du type 'Markov chain' et de la méthode ML est 
actuellement bien établie, mais de nombreux mécanismes ne sont pas encore suffisamment connus 
pour permettre une modélisation aussi fiable que possible (113). 
 
 La lenteur de l'algorithme initial de la méthode ML peut être optimisé par l'utilisation de 
calculs comportant un certain nombre d'approximations (2, 250). D'autre part l'enracinement de 
l'arbre final peut être obtenu en utilisant la méthode de comparaison des outgroupes (84). 
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Quartet Puzzeling 
 
    L'utilisation de la méthode ML pour la reconstruction d'arbres à partir 
de séquences, soit nucléotidiques, soit protéiques, ne pose aucun problème dans le cas du traitement 
de quatre séquences. De nombreuses méthodes existent pour la reconstruction d'une topologie en 
utilisant tous les assemblages possibles de quatre séquences (21, 71, 97, 284). Ces méthodes 
présentent des performances similaires à celles de la méthode NJ (286). 
 
 La méthode de 'Quartet Puzzeling' décrite par Strimmer et Von Haeseler (319) reconstruit, 
en utilisant la méthode ML, tous les quartets possibles à partir de l'ensemble des séquences à 
analyser. Ces quartets sont ensuite combinés afin d'obtenir l'arbre final. Dans cette méthode les 
séquences sont ajoutées, de manière aléatoire, à un sous arbre existant. L'arbre final est obtenu en 
utilisant un procédé de consensus du type 'majority rule' (208) à partir de tous les arbres reconstruits 
au cours de multiples traitements, ou itérations. Cet arbre peut être binaire ou multifurqué et une 
valeur indique la 'crédibilité' de chacune des branches internes. 
 
 Le pourcentage de quartets non résolus, c'est à dire ceux pour lesquels la branche interne a 
une valeur nulle, parmi l'ensemble des quartets possibles est un bon indicateur de la possibilité 
d'utiliser les séquences pour des reconstructions phylogénétiques. Ces données peuvent être 
représentées, de manière graphique, dans un diagramme triangulaire (Figure 3). Dans cette 
représentation les quartets non résolus se trouvent localisés dans la région centrale du triangle, alors 
que ceux totalement résolus se trouvent dans les angles du triangle. 
 
 
 

 
Figure 3 : Analyse 'likelihood mapping' 
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Parsimony Ratchet 
 
    La méthode de 'Parsimony Ratchet' (246) a été mise au point afin 
d'apporter une solution aux problèmes posés par les méthodes de réarrangements qui constituent 
l'étape finale de nombreuses méthodes de reconstruction. Elle comporte les étapes suivantes: 
 

 Génération d'un arbre initial, par exemple un arbre du type 'Wagner', sur lequel sont 
effectuées une ou plusieurs étapes de 'branch swaping'. 

 
 Sélection aléatoire d'une partie des caractères traités. Les poids de ces caractères sont 

alors modifiés: on peut, par exemple, ajouter 1,0 au poids initial. 
 

 Réalisation d'un 'branch swaping' par la méthode TBR ou 'branch breaking' sur l'arbre en 
utilisant la nouvelle matrice de poids de caractères. A l'issue de cette opération un ou 
plusieurs arbres sont conservés. 

 
 Les poids des caractères, précédemment sélectionnés, sont remis à leurs valeurs initiales. 

 
 Réalisation d'un 'branch swaping' sur l'arbre ou les arbres sélectionnés à l'étape 3. A 

l'issue du traitement un ou quelques arbres sont conservés. 
 

 Retour à l'étape 2. 
 
En pratique 50 à 100 itérations sont effectuées en utilisant la sélection aléatoire de 5 à 25 % des 
caractères. 
 
 A titre d'exemple l'analyse d'un ensemble de 500 taxa, en utilisant l'option TBR du 
programme PAUP, réalisée sur un ordinateur Mac-Quadra, nécessite un mois afin d'obtenir un arbre 
ayant une longueur minimale de 16 225. Le même ensemble de données a été réanalysé par Rice et 
coll. (272) en ne conservant à chaque étape qu'un nombre minimal d'arbres et en effectuant l'analyse 
par la méthode TBR; dans ce cas, après 11,6 mois, un arbre de longueur 16 220 a été trouvé. 
Toujours avec le même ensemble de données Nixon et Davis, en utilisant le 'Parsimony Ratchet' et 
un ordinateur Pentium trouvent en 78 heures des arbres de longueur 16 220 (lorsque deux arbres 
sont conservés à chaque itération), et de longueur 16 218 en 150 heures. 
 
 Il semble que la méthode 'Parsimony Ratchet' soit en mesure de fragmenter les îlots d'arbres 
sub optimaux, et de permettre ainsi une meilleure analyse des données. 
 

Mesures de la validité des arbres 
 
   La méthode de test décrite par Wilson (368) utilise la technique des quartets 
et elle peut être décomposée en deux étapes: 
 

 Décider, pour chaque quartet, lequel de ceux totalement résolus décrit le mieux les 
relations entre les quatre lignées. 

 
 Combiner tous les quartets retenus en un 'super arbre'. 
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La première étape peut être réalisée en utilisant le principe du maximum de parcimonie: les 
longueurs des trois arbres possibles sont calculées et celui ayant la plus faible longueur est 
sélectionné. Il est également possible d'utiliser le principe du maximum de vraisemblance: la 
topologie est celle présentant la valeur maximale de vraisemblance. 
 

La seconde étape peut être réalisée par addition des quartets en ordre aléatoire, le processus 
étant répété un certain nombre de fois et une méthode de consensus est utilisée pour l'obtention de 
l'arbre final. Mais il est aussi possible d'effectuer l'addition dans un ordre tel que la 'force du signal' 
soit maximale à chaque étape. Une dernière solution consiste à rechercher l'arbre le moins 
inconsistant. 
 

Méthodes de rééchantillonnage 
 
    Si l'on considère la topologie d'un arbre phylogénétique, il est possible 
de la subdiviser en un ou plusieurs 'sous arbres'. Les méthodes de rééchantillonnage peuvent alors 
être utilisées afin d'évaluer les limites de confiance de ces sous arbres (91). Deux méthodes sont 
principalement utilisées pour ce faire (82): 
 

• Le bootstrap: les séquences obtenues par cette méthode ont des tailles identiques à celles 
des séquences d'origine. Le tirage aléatoire d'un site est effectué avec remise (c'est à dire 
que le même site peut être sélectionné plusieurs fois pour la constitution d'une 
séquence). Les nucléotides présents dans chacune des séquences à traiter, à la position 
du site tiré sont alors ajoutés aux séquences en cours de 'construction' et l'opération est 
répétée jusqu'à ce que les nouvelles séquences aient une taille identique à celle des 
séquences d'origine. Si le rééchantillonnage est effectué (N) fois, la probabilité pour 
qu'un site ne soit jamais rééchantilloné est de (1/N). Ce rééchantillonnage suit une loi de 
Poisson, de moyenne 1,0; de ce fait on peut considérer que 37 % des sites ne sont jamais 
rééchantillonés. 

 
• Le jacknife: dans ce procédé il y a purge, de manière aléatoire, d'une partie des sites des 

séquences. Si la moitié des sites sont ainsi éliminés on effectue un 'half jacknife'. Les 
séquences obtenues sont donc toujours de taille inférieure aux séquences d'origine. 

 
Ces deux méthodes fournissent généralement des résultats très peu divergents et sont utilisées afin 
de tester la robustesse des différents nœuds d'une topologie. 
 

Tests de vraisemblance 
 
    L'un des points essentiels au cours des analyses phylogénétiques est 
l'estimation de la manière dont les modèles de substitution utilisés, et les hypothèses formulées, 
jouent un rôle dans le résultat final (85, 219). 
 
 Dans une analyse de parcimonie sont inclus l'indépendance des caractères ainsi qu'un 
modèle spécifique pour la transformation de ces caractères. L'estimation de l'arbre 'correct' peut être 
effectuée avec une probabilité élevée, même si plusieurs hypothèses ne sont pas correctes, du moins 
partiellement. En effet les méthodes MP, ML et celles permettant l'estimation des distances 
génétiques sont robustes quant à la violation des hypothèses, en particulier celles concernant les 
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processus de substitution, la variation des taux entre sites et l'indépendance entre sites (144, 147, 
287). 
 L'utilisation, dans l'analyse, de modèles explicites permet non seulement une estimation de 
la phylogenèse, mais aussi une approche des processus d'évolution en prenant en compte les 
hypothèses testées. 
 
 La mesure de la validité relative de deux hypothèses est obtenue par l'évaluation du rapport 
des vraisemblances de chaque hypothèse. Ce test est le LTR (Likelihood Ratio Test) décrit par 
Edwards; Kendall et Stuart; Milinkovitch et coll. (80, 163, 217): 
 

)))(_((
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Si ∆ est inférieur à 1,0 l'hypothèse nulle (L0) est rejetée; dans le cas contraire c'est 

l'hypothèse alternative (L1) qui est rejetée. Cette dernière situation ne peut se produire que si les 
deux modèles ne sont pas liés (en d'autres termes si l'hypothèse nulle ne représente pas un cas 
particulier de l'hypothèse alternative. Lorsque ∆ est inférieur à 1,0 la valeur ( – 2 log ∆) suit 
sensiblement une distribution du X² sous l'hypothèse nulle et avec un nombre de degrés de liberté 
égal à la différence entre le nombre de paramètres libres pour les deux hypothèses. De plus ce test 
présente certaines propriétés statistiques faisant que sa performance est optimale dans le cas 
d'hypothèses simples et qu'il se montre sous performant lorsque les hypothèses sont plus complexes 
(271). 
 
 Au cours de ces études phylogénétiques Felsenstein (92) a introduit un autre type de test: le 
'parametric bootstrap' (52, 53) qui permet de générer une distribution nulle de (- 2 log ∆) en utilisant 
une simulation de type Monte Carlo. Ce test est en mesure d'évaluer la robustesse d'une 
phylogenèse. 
 
 D'autres facteurs peuvent également être pris en compte pour tester la validité, ou la 
vraisemblance, d'une topologie. Par exemple Lanave et coll. (180) suggèrent l'analyse de la 
fréquence des bases. En effet tous les modèle de type 'Markov chain', habituellement utilisés, 
prédisent une égalité des fréquences des bases pour toutes les séquences étudiées. Il serait 
également possible d'utiliser le rapport des variances des différences entre les différentes paries de 
séquences (105, 168). 
 

Méthodes de consensus 
 
   Ces méthodes sont utilisées afin de déterminer l'arbre 'moyen' d'une série 
d'arbres possibles ou probables, ce qui est par exemple le cas d'une série d'arbres également 
parcimonieux. Deux types de consensus sont principalement utilisés: 
 

 Le consensus strict dans lequel ne sont pris en compte que les groupes, ou 'sous arbres' 
présents dans 100 % des topologies analysées. 

 
 Le consensus de type 'majority rule' dans lequel sont pris en compte les groupes présents 

avec une fréquence définie, comprise entre 50 % et 100 %. 
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Méthodes de réarrangements 
 
   Dans le cas de la méthode MP, la recherche de l'arbre le plus parcimonieux 
est un processus complexe utilisant des techniques dites de réarrangements ou 'branch swaping'. Ces 
méthodes peuvent être classées en deux groupes: 
 

 Les réarrangements locaux: ils impliquent un segment interne de l'arbre qui est échangé 
avec un autre segment de cet arbre. Si le nouvel arrangement fournit un arbre présentant 
de meilleures caractéristiques que l'arbre initial, il est retenu pour la suite du traitement. 
Un tel processus est très sensible à l'ordre d'introduction des séquences et il ne peut être 
mis en œuvre qu'à partir de l'addition de la cinquième séquence. Si le nombre (n) de 
séquences analysées est important le temps de traitement est long car il y a (n – 1)(2n – 
3) topologies différentes à prendre en considération. 

 
 Les réarrangements globaux: dans ce processus chaque 'sous arbre' de la topologie est 

supprimé, puis ajouté à toutes les positions possibles. Ce processus est appelé SPR 
(Subtree Pruning and Regrafting) (326). Il est aussi possible d'utiliser des procédés 
quelque peu différents qui sont le NNI (Nearest Neighbor Interchange) et le TBR (Tree 
Bissection and Reconection). 

 
A l'heure actuelle les méthodes les plus utilisées sont celles de 'branch breaking' (87) et de 

TBR. Le principal problème rencontré lors de l'utilisation de ces méthodes est le temps de 
traitement qui augmente logarithmiquement avec le nombre de taxa traités, et ceci est 
particulièrement sensible avec la méthode TBR. De plus lorsque les données à traiter sont 
nombreuses il existe toujours un grand nombre d'arbres 'sub optimaux' qui se répartissent dans des 
formations appelées 'islands' (202). Plusieurs stratégies ont été développées afin de minimiser ces 
effets, par exemple en diminuant le nombre d'arbres initiaux, ou en réduisant le nombre d'arbres 
conservés à chaque réplication, ou encore en collectant les résultats de nombreuses réplications et 
en utilisant un sous ensemble de ces résultats pour des analyses plus complètes. 
 

Indices 
 
   Quatre types principaux de mesures peuvent être effectuées afin de juger de la 
validité d'un arbre phylogénétique, de sa crédibilité: 
 

 Mesures de la réalité des branches: elles peuvent être effectuées en utilisant le 'Bremer 
indice', ou le SI (Support Index) (31), ou encore le bootstrap (91). 

 
 Mesures de la validité de l'ensemble des caractères: elles peuvent utiliser 

 
• Le CI (Consistency Index) (171). Cet indice de cohérence est défini comme étant le 

rapport entre le nombre minimal de transformations nécessaires pour expliquer les 
états de tous les caractères, et le nombre effectif de transformations dans l'arbre 
considéré. Cet indice est une mesure du taux d'homoplasies présentes dans les 
données étudiées. Lorsque l'indice est voisin de 1,0 l'arbre est dépourvu 
d'homoplasies et l'on peut considérer que pour des valeurs inférieures ou égales à 0,3 
l'arbre n'a plus de cohérence car il est trop riche en homoplasies (61). Le nombre de 
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caractères étudiés, de même que le nombre de séquences analysées, affectent de 
manière importante la valeur du CI (11, 282). 

• Le RI (Retention Index) (36, 86, 116). Cet indice est défini comme étant le rapport 
entre le nombre d'homoplasies observables et le nombre d'homoplasies observées. 
Cet indice semble être la meilleure estimation du nombre d'homoplasies (61), de plus 
il est insensible au nombre de taxa inclus dans l'analyse (11). 

 
• Le TSI (Total Support Index) (32). Cet indice est une approche de la mesure de la 

crédibilité d'une phylogenèse. Il est influencé par l'incongruence des caractères, ainsi 
que par les caractères non informatifs (autapomorphies, caractères invariants). Cet 
indice est dérivé du SI en ce sens qu'il représente la somme des valeurs des SI 
déterminés pour tous les clades d'une topologie (161). 

 
• Le PSI (Proportional Support Index) (182). Il s'agit d'une version modifiée du TSI. 

Cet indice n'est pas affecté par la présence de caractères non informatifs et il 
représente ainsi une manière plus fiable de rendre compte de la force du signal 
phylogénétique présent dans les données. 

 
 Mesures de la validité des changements de caractères pour l'arbre entier: les trois méthodes 

principales pouvant être utilisées sont le 'Dynamic weighting' (365), les 'Exact Indices' 
(295), la 'Self weighting optimization' (117). 

 
 Mesures de la validité des optimisations effectuées pour les nœuds internes: de très 

nombreuses méthodes ont été décrites dans ce domaine, entre autres par Maddison; Pagel; 
Schuler; Schuler et coll.; Yang et Roberts (202, 252, 288, 289, 381). 

 
Il est par ailleurs possible d'effectuer une approche cladistique de la robustesse des nœuds 

d'un arbre en utilisant le DC (Decay Index) (31, 54, 70). Ces résultats peuvent être comparés avec 
ceux obtenus par l'utilisation d'une méthode de rééchantillonnage. 
 

Modalités d'utilisation 
 
  Pour les méthodes ME et NJ l'estimation des p-distances semble être plus efficace 
que les estimations effectuées en utilisant des modèles plus complexes (279, 313, 331). Ceci serait 
du à la faible variance estimée sur les p-distances par rapport aux autres types d'estimations de 
distances génétiques. 
 
 Dans le cas de la méthode ML le modèle de substitution HKY85 est moins efficace que le 
modèle JC69 (35, 378). Ceci serait du au fait que les méthodes complexes nécessitent un nombre 
important de paramètres; mais aussi à la nature complexe du traitement ML (238, 378, 380). 
 
 Des études empiriques récentes, utilisant des séquences réelles (10, 140, 209, 212, 338) 
suggèrent que les méthodes MP, NJ et ML fournissent généralement des phylogenèses identiques 
lorsque le test du bootstrap leur est appliqué. 
 
 Lorsque certains caractères dits 'pertinents' doivent être privilégiés par rapport aux 
homoplasies, il est possible d'utiliser des méthodes de pondérations successives; un tel traitement 
peut, par exemple, être appliqué après une analyse de parcimonie. La pondération décrite par Farris 
(86) permet d'attribuer à chaque caractère un indice, appelé RCI (Rescaled Consistency Index) qui 



 30

est en réalité le produit entre CI et RI. Une telle méthode est généralement en mesure de réduire le 
nombre d'arbres retenus. 

Analyses combinées 
 
   L'analyse combinée de différents gènes, ou de différentes zones de séquences, 
semble être en mesure, à priori, de fournir des informations plus consistantes, pouvant être utilisées 
dans le cadre des reconstructions phylogénétiques. L'utilisation de données provenant de gènes 
multiples peut permettre l'exécution de tests concernant les similitudes ou les différences pouvant 
exister dans les dynamiques d'évolution des différents gènes considérés. Il est par exemple possible 
d'étudier les fréquences nucléotidiques et les biais du rapport Transitions / Transversions dans ces 
gènes. 
 
 Toutefois il existe une controverse quant à l'utilisation, séparée ou conjointe, de différents 
gènes pour les analyses phylogénétiques (38, 323). 
 

Effets d'échantillonnage 
 
   Dans une étude sur les Eulemur Yoder et Irwin (388) montrent que les 
résultats de parcimonie effectués à partir de différents gènes (mitochondriaux et nucléaires) donnent 
des topologies différentes, que les modèles de substitutions utilisés soient plus ou moins complexes. 
 
 L'augmentation du nombre de caractères analysés a été étudiée par Sober (308) sur des 
simulations et par Bull et coll. (38), ou Huelsenbeck et coll. (145) sur des données réelles et il 
semble bien que la faible résolution obtenue avec un petit nombre de caractères soit à relier à ce 
faible nombre. D'autre part des données empiriques montrent que l'on gagne en résolution en 
utilisant de nombreux ensembles de données, relativement petits, et provenant de plusieurs gènes, 
plutôt qu'en augmentant le nombre de caractères pour un seul gène (42, 59). 
 
 Le nombre de taxa introduits dans l'analyse est un facteur dont l'augmentation permet très 
souvent de résoudre certains problèmes se posant au niveau des nœuds de la topologie (122, 135, 
136, 164, 165, 263, 311). D'autre part le fait d'attribuer des poids différents aux caractères peut 
permettre l'augmentation du seuil de résolution d'une phylogenèse (47, 137, 220, 234, 390). Mais il 
existe aussi des arguments en faveur de l'attribution de poids égaux à tous les caractères (8, 49). 
 

Problèmes principaux 

Longueur des branches 
 
   La longueur des branches d'une topologie joue un rôle important dans les 
méthodes ML et ME. Pour de nombreuses raisons les estimations de ces longueurs de branches ne 
sont pas statistiquement indépendantes sous les deux types de reconstructions (195). La fréquence 
et l'amplitude des corrélations (dont la plupart sont négatives) entre les estimations des longueurs 
des branches sont des facteurs augmentant l'hétérogénéité de ces longueurs. De nombreuses 
méthodes ont été proposées afin de surmonter, du moins en partie, les problèmes liés aux longueurs 
des branches rencontrés au cours des reconstructions. Par exemple Felsenstein (88) suggère que 
l'utilisation d'algorithmes incorporant un modèle pour les changements d'état des caractères peut 
être en mesure de résoudre le problème des branches internes courtes. Pour d'autres auteurs 
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l'augmentation du nombre de caractères, ou l'augmentation du nombre de taxa, pourrait contribuer à 
une meilleure définition de la topologie. 
 
 Dans le cas des gènes mitochondriaux les phylogenèses réalisées à partir d'un gène unique 
(de taille inférieure à 2 kb) semblent manquer de réalité et de résolution (51). Différents gènes 
peuvent générer des topologies différentes (41, 42, 47) car des séquences trop courtes, ou hautement 
conservées, peuvent diminuer l'information phylogénétique nécessaire à la détection des branches 
courtes. Les séquences uniques peuvent également être sujettes à des contraintes dont le résultat 
pourra être le biais du signal phylogénétique. Tous ces phénomènes entraînent des distorsions de 
l'arbre (36, 37). 
 

Le phénomène LBA 
 
   Ce phénomène (Long Branch Attraction) a une grande importance car il peut 
entraîner la formation d'artefacts dans les reconstructions phylogénétiques. Pour Felsenstein (88) il 
doit être considéré comme un biais de topologie et Brown et coll. (34) ont identifié ce biais au 
supplément de fréquence avec lequel ces branches longues sont associées. 
 
 Afin de juger de l'effet LBA un arbre est construit par la méthode ML en utilisant un modèle 
de substitutions supportant un taux égal entre tous les sites. Cet arbre est alors comparé à celui 
obtenu en utilisant d'autres méthodes dans lesquelles, soit une partie des sites est considérée comme 
invariable, soit en admettant que les taux pour tous les sites suivent une distribution de type gamma, 
soit encore en considérant une partie des sites comme invariants et l'autre partie suivant une 
distribution gamma. Les indices de vraisemblance de ces arbres sont comparés avec les résultats 
d'arbres obtenus par la méthode NJ en utilisant les p-distances. Généralement ces tests montrent que 
la vraisemblance des arbres ML augmente si l'hétérogénéité des taux entre sites est prise en compte. 
 
 Lorsque les taux de substitutions sont très différents entre les lignés étudiées il est important 
d'utiliser un modèle représentant les probabilités actuelles des substitutions afin d'obtenir une 
topologie correcte (191, 326, 334, 377). Par exemple dans les phylogenèses utilisant les rRNA la 
première violation du modèle concerne le contenu en Guanine et Cytosine (129). Toutefois si toutes 
les lignées étudiées présentent le même biais de ce contenu en Guanine et Cytosine la topologie 
reste constante (184) et dans le cas contraire il est nécessaire d'utiliser un modèle sensible au biais 
de ce facteur, par exemple la 'Transversion parcimony' (369), ou la 'Det Log distance' (191). Un 
autre facteur qu'il est nécessaire de prendre en compte est la variation du taux d'évolution entre sites 
(RAS ou Rate Among Sites) (249, 377). 
 
 Certaines méthodes, telle la méthode HOP (High Order Parsimony), introduisent des 
corrections dans les formules MP et sont en mesure de réduire le phénomène LBA. Dans le 'taxon 
sampling' (269) les taxa sont sélectionnés de manière telle que leurs positions 'casse' les branches 
longues. Il est également possible d'attribuer des poids différents à certains types de substitutions: 
dans la 'Transversion parsimony' (326) les transversions ont un poids différent de celui des 
transitions. Enfin Sankoff (283) a proposé un système beaucoup plus général pour attribuer des 
poids aux caractères. Ce système serait en mesure d'apporter une solution au phénomène LBA. 
 
 On peut enfin noter qu'il existe aussi un phénomène appelé LBD (Long Branch Distracts) 
(102, 264). 
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Méthodes complémentaires 

Interior branch test 
 
 
 

 
Figure 4 : Interior branch test 

 
 
 Le test 'least squares' permet l'estimation de la longueur et de la variance de la branche 
interne d'une topologie construite à partir de quatre séquences ou quatre clusters de séquences. Le 
test 'Interior branch' est alors construit afin d'examiner si la longueur de la branche interne est 
statistiquement différente de zéro (271) en utilisant le calcul 'Interior branch' de Sitnikova et coll. 
(304), tel qu'il est implémenté dans le logiciel PHYLTEST. Le complément de la probabilité (CP = 
1 – α) d'une erreur de type 1, mesurée au moyen d'un test 'two tailed normal deviate' est calculé et 
plus la valeur  de CP est élevée, plus la crédibilité de la branche interne est forte. 
 

Four cluster analysis 
 
   Cette méthode a été mise au point par Rzhetsky et coll. (275) et elle fournit 
un moyen efficace de comparer les trois topologies possibles pouvant être obtenues à partir de 
quatre groupes monophylétiques de séquences. Dans ces trois topologies la somme des branches 
entre chaque cluster est égale et leurs contributions se trouvent annulées lorsque les différences sont 
calculées. Il est ainsi possible, en utilisant le test 'Interior branch' d'obtenir trois valeurs de 
probabilités, et donc trois valeurs de CP dont la plus élevée indique la meilleure topologie. 
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Relative rate test 
 
   Ce test est le test 'deux clusters' de Takezaki et coll. (335) dans lequel la 
constance de l'horloge moléculaire est évaluée entre deux lignées, en utilisant une troisième lignée 
comme outgroupe. Si LA et LB représentent les moyennes des nombres de substitutions par site (soit 
la longueur des branches) calculées à partir de l'ancêtre commun des lignées A et B, l'hypothèse 
nulle du test est que LA – LB = 0. 
 

 
Figure 5 : Relative rate test 

 
 Cette hypothèse est posée en admettant la constance de l'horloge moléculaire. On peut alors 
calculée δ = LA – LB = 0. Comme il est possible d'estimer la variance de δ, on peut tester la 
déviation de ce facteur par rapport à la valeur nulle et ainsi évaluer la constance du taux d'évolution 
entre les lignées A et B en utilisant un test 'two tailed normal deviate'. Lorsque l'outgroupe est 
choisi proche des deux lignées à tester, cela rend le test statistique plus performant dans le rejet de 
l'hypothèse nulle. 
 

Arbres linéarisés 
 
   La méthode des arbres linéarisés a été décrite par Takezaki et coll. (335). 
Dans un premier temps une série de tests sont conduits afin d'éliminer les séquences hétérogènes, 
c'est à dire celles pour lesquelles le taux d'évolution est significativement différent de la moyenne 
des taux d'évolution. Puis, en utilisant une topologie donnée (généralement obtenue par la méthode 
NJ) les longueurs des branches sont estimées sous l'hypothèse d'un taux d'évolution constant. 
Certaines branches peuvent alors avoir une longueur négative (ceci étant du aux méthodes de 
calcul) et dans ces cas leur longueur est considérée comme nulle, ce qui conduit à une 
multifurcation dans la topologie. Un tel arbre linéarisé peut alors être utilisé afin d'estimer les dates 
de divergence entre séquences ou entre clusters de séquences. Cette méthode devient difficilement 
applicable lorsque le nombre de séquences traitées est important. 
 

Niveau d'information phylogénétique 
 
  Les distances génétiques sont parfois utilisées afin de juger de la présence, ou de 
l'absence, d"un signal phylogénétique dans une séquence donnée. Dans le cas du cytochrome b, et 
de celui d'autres gènes mitochondriaux, cette approche peut poser un certain nombre de problèmes. 
En effet des distances génétiques élevées peuvent indiquer l'existence d'une saturation des gènes et 
conduire à la conclusion de leur non utilisation pour des analyses phylogénétiques. Certains auteurs, 
dont Meyer (214), ont suggéré que l'existence de distances génétiques élevées (supérieures à 15 %) 
disqualifiaient un gène chez la grenouille. Par contre Graybeal (121) avait trouvé que pour des 
distances génétiques comprises entre 15 % et 20 % les séquences protéiques déduites des séquences 
nucléotidiques étaient pratiquement invariables. Pour le cytochrome b, et en utilisant des distances 
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non corrigées, les valeurs calculées entre n'importe lequel des Lemur et n'importe lequel des Loris 
sont au maximum de 21 % et de 25 % au moins pour les comparaisons effectuées entre Strepsirhini 
et Anthropoïdes (390). Pour les Strepsirhini la plupart des distances inter-taxa sont comprises entre 
15 % et 20 %, ce qui indique sans doute une saturation de la troisième position des codons (214). 
Par contre les distances calculées à partir des séquences protéiques sont en moyenne 1,7 fois plus 
faibles, mais elles ne sont pas dramatiquement basses, comme cela est le cas chez les grenouilles 
(121). 
 

Datation des séquences 
 
  La datation d'une divergence dépend de l'attribution de dates fiables à au moins l'un 
des nœuds de l'arbre phylogénétique. Chez les Mammifères, le peu de fossiles disponibles fait que 
les datations ne peuvent pas toujours être très précises. Si dans un premier temps la calibration de 
l'horloge moléculaire pour les branches impliquées dans la divergence était nécessaire pour 
effectuer la datation, des travaux récents ont suggéré la possibilité de ne pas prendre en compte 
cette horloge moléculaire (146, 268, 281, 351). 
 
 Dans le cas des Primates, on peut tenir compte d'une date d'origine comprise entre 80 
millions d'années (211) et de 63 à 70 millions d'années (108). La branche séparant les Strepsirhini 
du nœud correspondant au Primate ancestral représente seulement un faible pourcentage de la 
longueur cumulée des branches menant aux différents Strepsirhini. Une telle constatation peut 
indiquer que les Strepsirhini, ou du moins la grande majorité de ceux-ci, ont évolué dès leur 
divergence d'avec les Anthropoïdes. 
 
 Après avoir évalué les taux relatifs de substitutions dans différentes lignées Arnason et coll. 
(14) estiment que Hominoides et Chimpanzés ont divergé il y a 6,1 millions d'années (de 5,2 à 6,9 
pour un intervalle de confiance de 95 %). Pour Pan troglotydes et Pan paniscus la divergence 
daterait de 3 millions d'années (de 2,4 à 3,6). Ces résultats suggèrent que la séparation Gorille / Pan 
– Homo serait intervenue il y a 8,4 millions d'années (de 7,3 à 9,4). Toutes ces estimations sont 
indépendantes de l'utilisation de fossiles hominoïdes et d'interprétations morphologiques, elles 
utilisent le 'Phoca standard' en tant que référence externe pour la calibration. 
 
 Chez les Métazoaires les séquences de 12S rRNA ont été largement utilisées pour rechercher 
la date d'origine de ce groupe (94, 178, 357), ainsi que pour estimer la date de la première évolution 
des Eucaryotes (309, 310). L'utilisation de ces séquences implique les hypothèses formulées dans 
les différents modèles de reconstruction qui, si elles sont valables pour des espèces proches, ne le 
sont plus pour des espèces distantes. Dans le cas de séquences distantes il est alors possible 
d'utiliser des gènes, dits fondamentaux, dans lesquels les taux de substitutions nucléotidiques à 
différents sites sont fortement variables du fait de l'existence de domaines structurels et fonctionnels 
(régions variables et conservées). Si l'on ignore les variations de taux ceci affecte dramatiquement 
l'analyse phylogénétique avec une sous estimation de la longueur des branches et du rapport 
Transitions / Transversions (104, 333, 359, 375), dans ce cas la topologie est sans doute également 
affectée. Afin de contourner ce problème les distances utilisées peuvent être estimées en utilisant un 
modèle de type gamma (154, 186, 337). 
 
 Une autre hypothèse couramment utilisée considère que les taux de substitutions sont 
homogènes dans le temps et qu'ils sont stationnaires en suivant le même modèle (aléatoire) dans les 
différentes lignées considérées. Toutefois cette hypothèse n'est pas très réaliste lorsque l'on 
s'adresse à des séquences très distantes. Pour les reconstructions effectuées à partir de séquences de 
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12S rRNA les topologies sont perturbées si les fréquences des bases présentent des valeurs très 
différentes entre les lignées étudiées (129, 193). Par contre si des génomes ont acquis, 
indépendamment, des compositions en bases identiques, les méthodes de parcimonie tendent à 
suggérer l'existence d'un arbre faux dans lequel sont regroupées les séquences ayant des 
composition en bases identiques, plus que celles ayant une histoire génétique commune (192, 317, 
363). Ce problème des fréquences inégales est confondu avec le phénomène LBA et les topologies 
ne peuvent être utilisées pour des datations. En choisissant les taxa de manière à 'casser' les 
branches longues le problème est généralement surmonté (381). 
 
 Pour Hasegawa et coll. (130) les arbres reconstruits à partir de séquences protéiques seraient 
plus fiables, les fréquences des acides aminés étant plus constantes que celles des nucléotides (1, 
193). Ils pourraient fournir un support fiable pour des datations. 
 

Reconstruction de séquences ancestrales 
 
  Les séquences protéiques actuelles peuvent être utilisées pour reconstruire des 
séquences ancestrales (79, 258), et ce en utilisant une approche par parcimonie (4, 153, 206). La 
reconstruction des séquences ancestrales est également possible à partir de séquences 
nucléotidiques. 
 
 Il est ainsi possible d'estimer les voies de substitution des nucléotides, ou des acides aminés, 
à chacun des sites des séquences. Une telle approche peut être utilisée afin d'identifier des 
nucléotides, ou des acides aminés, spécifiques susceptibles de provoquer des changements 
fonctionnels du gène étudié, ainsi que pour détecter des évolutions convergentes ou des sélections 
Darwiniennes positives (318, 322). 
 
 Un certain nombre d'algorithmes de reconstruction on été développés par Fitch (95) pour les 
arbres enracinés et bifurqués, et par Hartigan (128) pour des topologies générales. La validité de la 
reconstruction est généralement inconnue, sauf dans le cas où les séquences analysées sont très 
proches. 
 
 Dans les modèles qui sont utilisés avec la méthode ML les états des caractères dans les 
séquences ancestrales sont vus comme des variables aléatoires (89, 114). L'approche par 
vraisemblance de Yang et coll. (380) utilise les longueurs des branches de la topologie des 
séquences actuelles et les modèles de substitutions définis pour la reconstruction des séquences 
ancestrales. Ces reconstructions peuvent alors être effectuées par l'une des deux méthodes 
suivantes: 
 

 Reconstruction marginale: un nucléotide, ou un acide aminé, est associé à chaque 
nœud interne de la topologie et à chaque site, en tenant compte de ses 'posterior 
probabilities'. 

 
 'Joint reconstruction': dans cette méthode on considère l'attribution d'un jeu de 

caractères à tous les nœuds interne de la topologie et à chaque site. Dans le logiciel 
PAML, si il y a moins de 15 nœuds internes pour un arbre obtenu à partir de séquences 
nucléotidiques, ou moins de 7 pour un arbre obtenu à partir de séquences protéiques, 
toutes les reconstructions possibles sont évaluées. Dans le cas contraire un algorithme de 
parcimonie est utilisée, générant à chaque nœud le 'equivocal character state' qui est 
ensuite utilisé pour la reconstruction des séquences ancestrales. 



 36

Ces deux méthodes sont sensées fournir des résultats identiques, mais la reconstruction 
marginale semble être la plus fiable. 
 
 La connaissance de la, ou des séquences ancestrales est d'une grande importance en biologie. 
Par exemple dans le cas du lysozyme (318) il a été possible d'identifier des sites pour lesquels le 
même acide aminé intervenait indépendamment dans toutes les lignées menant du bœuf au langur. 
 

Evolution générale des séquences 
 
  Komiyama et coll. (174) ont émis l'hypothèse que d'importantes modifications, ou le 
réajustement de la fonction d'une protéine, peuvent être le résultat de l'évolution de seulement un 
petit nombre de sites. Un tel processus a pu être décrit dans le cas de l'hémoglobine des crocodiles, 
des lysozymes de l'estomac (175, 318), de certains pigments visuels (15, 332, 338). 
 
 On admet généralement que la genèse d'une nouvelle séquence est le résultat du clivage en 
deux d'une lignée ancestrale, les deux nouvelles lignées divergeant ensuite graduellement. D'autre 
part les relations d'évolution ainsi que les facteurs modelant les séquences nucléotidiques sont des 
évènements qui ne peuvent être facilement dissociés du fait de leur interaction. 
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L'ADN MITOCHONDRIAL 

Généralités 
 
 
 Les gènes présents dans l'ADN mitochondrial des animaux supérieurs sont fortement 
conservés. A quelques exceptions près ce génome circulaire dont la taille est comprise entre 16 000 
et 17 000 paires de bases code pour 13 protéines, 2 ARN ribosomaux et 22 ARN de transfert. 
Généralement il existe une région non codante présentant des fonctions de régulation (CR ou 
Control Region, ou D-Loop), ainsi qu'une faible quantité d'ADN non codant. 
 
 Chez l'homme la cartographie du mtDNA a pu être établie (Figure 6): 
 

 
Figure 6 : Cartographie de l'ADN mitochondrial humain 

 
 Chez la plupart des Vertébrés pour lesquels la totalité du génome mitochondrial a pu être 
séquençé, on constate une forte conservation de l'ordre des gènes (67) et les réarrangements 
possibles constituent des évènements évolutionnaires uniques pouvant être utilisés pour des 
reconstructions phylogénétiques, en particulier lorsque les séquences analysées appartiennent à des 
taxa distants (29, 306). 
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 Le génome mitochondrial est transmis à la manière d'un locus non recombinant. Tous les 
gènes mitochondriaux portent une seule histoire d'évolution et, théoriquement, devraient fournir des 
arbres phylogénétiques identiques lorsque les séquences analysées proviennent d'un même taxon. 
 
 Les forces agissant sur le génome mitochondrial peuvent avoir pour résultat l'établissement 
de taux de substitutions différents entre les taxa. Dans ce contexte interviennent les taux de 
mutation ainsi que les taux de fixation des mutations qui, tous deux, se trouvent sous l'influence de 
facteurs multiples (169, 219). Il semble également que le génome nucléaire puisse influencer 
l'évolution du génome mitochondrial en modifiant les contraintes sélectives globales de ce dernier. 
 
 D'une manière générale l'évolution de l'ADN mitochondrial est plus rapide que celle de 
l'ADN nucléaire (367), ce qui fait que ce génome a été largement utilisé dans des études génétiques 
de différenciation des populations (77). 
 

Caractéristiques 
 
  Les travaux de Gissi et coll. (109) ont permis de montrer que le taux d'évolution du 
génome mitochondrial était variable, aussi bien entre les différents ordres, qu'à l'intérieur même de 
ces ordres, et dans certains cas entre espèces proches ou très proches. 
 
 Les gènes mitochondriaux codant pour des protéines montrent une saturation de la troisième 
position des codons pour des distances génétiques (estimées suivant le modèle JC69) comprises 
entre 0,15 et 0,20 (5, 121, 214). 
 
 Chez les Mammifères les substitutions synonymes présentent un taux plus élevé dans le 
mtDNA que dans l'ADN nucléaire. De plus les taux de substitutions ne sont pas identiques pour 
tous les gènes mitochondriaux: par exemple le taux des mutations synonymes dans le gène NADH 4 
(Nicotinamine Adenine Dehydrogenase sous unité 4) est seulement de 60 % du taux qui peut être 
calculé à partir des données des neuf gènes complets actuellement publiés. 
 

Gènes étudiés 

Cytochrome b 
 
   Le cytochrome b est l'une des sous unités du complexe du cytochrome dont 
une représentation est donnée à la Figure 7. La région de 357 bp étudiée dans notre travail est 
figurée en rouge dans ce schéma, elle correspond aux acides aminés 24 à 142 et comprend trois 
zones hélicales (notées I, II et III). Les acides aminés essentiels au fonctionnement de la molécule 
(ceux participant au site actif) sont localisés au niveau de l'hélice II, ou à proximité de celle-ci, aux 
positions 80, 83, 97 et 100 (soit les acides aminés 57, 60, 74 et 77 de la séquence analysée). 
 
 Traditionnellement le cytochrome b est considéré comme un marqueur génétique valable et 
utilisable à différents niveaux d'analyse phylogénétique (81, 216, 228, 391). Ce gène présente un 
taux d'évolution accéléré dans les lignées menant à l'Homme (149, 196). Il est constitué d'une 
mosaïque de zones conservées et de zones à plasticité variable. Comme pour d'autres protéines il 
semble qu'il existe ici une corrélation entre la localisation, le type fonctionnel de la protéine et le 
degré de conservation des acides aminés. Ainsi les régions transmembranaires sont relativement peu 
contraintes pour les fonctions spécifiques de la protéine, alors que les régions de la membrane 
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externe, ou interne, sont le siège des processus biologiques essentiels. Il en résulte que les régions 
transmembranaires du cytochrome b sont plus variables que les autres régions. En particulier dans 
les régions IV et IX au moins 43 % des sites peuvent changer une ou plusieurs fois, et la région III 
est la plus conservée de toute la protéine. Dans ce gène la troisième position des codons évolue plus 
rapidement que la seconde position, ceci implique l'existence d'une relation inverse entre la pression 
de sélection sur les acides aminés et le taux d'évolution. Toutefois on peut remarquer que la 
première position évolue aussi plus rapidement que la seconde, bien que pour ces deux sites la 
pression sur l'acide aminé correspondant soit sensiblement identique. 
 

 
Figure 7 : Représentation schématique du cytochrome b 

 
 
 Le rapport Transitions / Transversions à une valeur voisine de 1,0 pour la première et la 
troisième position. D'autre part pour les premières et secondes positions les taux de substitutions 
sont très variables entre sites. 
 
 Comme dans le cas des autres Mammifères (149) les Primates présentent, à la première 
position des codons une distribution à peu près identique des quatre nucléotides, alors qu'à la 
seconde position il existe une préférence pour la Thymine et à la troisième position une forte sous 
représentation de la Guanine. En outre le cytochrome b des Mammifères montre un fort biais des 
Guanines dans la chaîne L (ce qui est typique du mtDNA) et ceci peut poser un problème lors des 
reconstructions phylogénétiques car la surabondance de l'état d'un caractère augmente la tendance 
des sites présentant ce caractère à se saturer prématurément (149, 214). D'autre part le biais des 
mutations peut conduire à une violation des hypothèses de parcimonie (260). En effet si il existe 
une mutation maintenant la Guanine à une fréquence plus faible que celle de l'Adénine, la 
vraisemblance d'une transformation de A en G sera plus faible que celle d'une transformation de G 
en A. 
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 Chez tous les Primates la seconde position des codons est celle présentant les variations les 
plus faibles, alors que la troisième position montre les variations les plus importantes. Toutes ces 
variations peuvent être corellées avec le degré de contrainte sélective agissant sur ces sites. 
 
 Le taux d'évolution, de même que les transitions et les transversions, peuvent varier en 
fonction de la position sur les codons. D'autre part des caractères dont l'évolution est rapide 
(transitions, troisième position), du fait de leur fort taux de substitutions, peuvent être 
particulièrement sujets à l'homoplasie résultant de substitutions multiples. 
 
 Les caractères pour lesquels la sélection est intense (les secondes positions par exemple) 
sont tellement contraints qu'ils ne peuvent être informatifs pour les phylogenèses, ou bien les 
substitutions observées à ces sites reflètent plus l'existence de contraintes de sélection similaires que 
l'existence d'une histoire commune (235). 
 
 Chez les Primates sur les 453 sites phylogénétiquement informatifs du cytochrome b, 103 
sont localisés au niveau des premières positions, 48 au niveau des secondes positions et 302 au 
niveau des troisièmes positions. Toutes les substitutions affectant les secondes positions conduisent 
à un changement d'acide aminé alors que cela est le cas pour seulement 30 % des substitutions 
affectant les troisièmes positions. 
 
 Les phénomènes de transversions à la troisième position, ainsi que tous les changements sur 
les secondes positions, doivent être considérés comme 'conservatifs', dans le sens ou ils sont 
relativement libres des effets de saturation; et le degré avec lequel ils reflètent la phylogenèse et la 
sélection est différent (390). 
 

12S et 16S rRNA 
 
   Les séquences nucléotidiques correspondant aux 12S et 16S rRNA ont été 
utilisées avec succès pour la résolution de nombreux problèmes phylogénétiques (20, 50, 151, 215, 
217, 218, 222). 
 
 Comme ces gènes codent pour des ARN ribosomaux, de plus nombreuses variations par 
rapport à un gène codant pour une protéine sont possibles. Toutefois ces variations sont soumises à 
des pressions sélectives destinées à maintenir une structure secondaire correcte de la molécule 
nécessaire au bon fonctionnement des ARN. Il existe également dans ces gènes des blocs très 
conservés pouvant être utilisés pour la construction de primers (172). 
 
 Les gènes rRNA de l'ADN mitochondrial évoluent de deux à trois fois plus rapidement que 
les gènes codant pour des protéines, dans la même molécule d'ADN mitochondrial. 
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LES LEMURIFORMES ACTUELS ET SUB-FOSSILES 
 
 Les Lemuriformes forment avec les Lorisiformes le groupe des Strepsirhini. A la suite des 
travaux de Grandidier et Milne-Edwards, à la fin du XIXème siècle et au début du XXème siècle, 
les bases essentielles de la taxonomie des Primates malgaches furent établies par (290). Puis 
l'utilisation de techniques cytogénétiques a permis à Bender et Chu (23), et à Rumpler et Albignac 
(273) d'étudier de manière plus précise la systématique ainsi que l'évolution des Lémuriens. 
Quelques années plus tard Dutrillaux (73) réalise une reconstruction phylogénétique de l'ensemble 
des Primates en utilisant les informations fournies par les réarrangements chromosomiques pouvant 
être détectés au cours de l'évolution des caryotypes. 
 
 Les Lémuriens malgaches comprennent 36 espèces classées en 14 genres et 5 familles. Ces 
animaux montrent une très large palette de morphologies, de styles de vie, ainsi que de 
comportements. En outre parmi les sub-fossiles qui ont pu être collectés on a dénombré au moins 16 
espèces de Primates appartenant à au moins 7 genres (111, 160, 300, 301). Plusieurs de ces espèces 
étaient encore présentes à Madagascar il y a 500 ans (110), ce qui tend a faire considérer ces sub-
fossiles, au sens de l'évolution, comme contemporains des Lémuriens actuels. 
 
 Les relations phylogénétiques qui ont pu être proposées pour ce groupe de Primates 
endémiques ne sont pas toujours concordantes, tant pour celles basées sur des données de biologie 
moléculaire, que pour celles utilisant des caractères morphologiques ou caryologiques. 
 
 Au cours des années 70, toute une série d'articles furent publiés concernant l'unité 
phylogénétique des Primates malgaches (43, 46, 292, 327, 343). Ces données ont pu être confirmées 
à la suite d'études récentes de biologie moléculaire (5, 58, 158, 265, 384, 390). Après une vingtaine 
d'années de controverses ces phylogénies apparaissent maintenant comme robustes. L'un des points 
problématiques que l'on pouvait alors relever concernait la position phylogénétique du Daubentonia 
(Aye-Aye) qui était apparu pour la première fois dans les classifications en 1870 (312) et était alors 
classé avec les Tarsiers. Puis en 1795, St. Hilaire en fait un Rongeur et c'est en 1800 que Cuvier 
créée le genre Cheiromys. Depuis qu'il est relié au groupe des Primates certains auteurs l'ont placé 
dans une sous famille des Indriidae (291, 314, 343), ou encore comme un infra- ou un sub-ordre 
séparé (103, 123, 150, 155, 262, 354), ou encore une super-famille séparée (77). A l'heure actuelle il 
est classé dans la famille des Daubentoniidae qui est un infra-ordre des Lemuriformes (134, 261, 
341). De nombreuses données cytologiques (74, 274) ainsi que des travaux de phylogenèses 
moléculaires (65, 66, 265) indiquent que le Daubentonia est le taxon le plus basal parmi les 
Lemuriformes. Toutefois il faut noter qu'une étude de (5), utilisant des séquences de CO II 
(Cytochrome Oxidase sous unité II,) est en contradiction avec ce résultat et place le Daubentonia en 
tant que groupe frère de tous les autres Strepsirhini, avec toutefois un faible support statistique de 
cette topologie. Dans le travail de Yoder et coll. (390) l'utilisation de séquences du cytochrome b 
place le Daubentonia à la base de tous les Primates malgaches et à la base des Strepsirhini lorsque 
des séquences de CO II sont utilisées. La combinaison des deux types de séquences, en utilisant un 
rapport de Transitions / Transversions de 1,0 permet de montrer que le clade des Primates 
malgaches, dans lequel est inclus le Daubentonia, présente un support de bootstrap de 53 % si 
toutes les positions des codons sont utilisées, et de 93 % si seules les troisièmes positions sont 
prises en compte. Ce résultat tendrait à prouver l'existence de contraintes fonctionnelles au niveau 
des acides aminés. 
 
 L'un des points apparaissant comme le plus constant dans les phylogenèses moléculaires est 
le classement des Primates malgaches dans un groupe monophylétique (28, 65, 66, 176, 265). 
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Toutefois certains travaux, tels ceux de Stanger-Hall et Cunningham (316) dans lesquels sont 
utilisées des séquences de 16S rRNA, ainsi que les positions 1 et 2 des codons du cytochrome b et 
du CO II, fournissent des résultats contradictoires: le groupe est monophylétique dans les 
reconstructions effectuées à partir des séquences de 16S, et diphylétique avec les positions 1 et 2 du 
cytochrome b et du CO II. Certains auteurs avaient d'ailleurs montré, auparavant, que pour le 
cytochrome b et le CO II il pouvait exister d'importantes différences dans les phylogenèses 
obtenues à partir de l'une ou l'autre des trois positions des codons (5, 371). Si les phylogenèses des 
Lémurs ne fournissent pas une organisation monophylétique il faut admettre qu'il a existé entre le 
continent Africain et Madagascar au moins deux migrations ayant concouru au peuplement de l'île 
(43). Mais un ensemble de données, tant paléogéographiques (256, 267) que paléontologiques (107, 
108, 211) tendent à montrer que l'éventualité des migrations multiples est peu probable. Lorsque les 
caractères morphologiques sont utilisés les résultats sont quelque peu différents, en effet trois des 
quatre études actuellement disponibles indiquent une paraphylie, ou une diphylie, des Strepsirhini. 
Par contre la plupart des données génétiques vont dans le sens d'une monophylie des Lemuriformes 
avec inclusion des Cheirogaleidae dans ce clade (5, 28, 57, 66, 176, 265, 274, 384, 390). 
 
 Sur la base des données morphologiques les Cheirogaleidae, Galagidae et Lorisidae 
présentent des relations spéciales (43). Dans le cas des Cheirogaleidae et Lorisidae les individus 
sont de petite taille, insectivores ou omnivores, nocturnes et ils présentent généralement un bas taux 
métabolique. Ces deux groupes pourraient alors constituer un clade séparé de celui des autres 
Primates malgaches. Mais des travaux portant sur certaines régions variables du génome semblent 
fournir des résultats en contradiction avec cette hypothèse et il faudrait admettre que les similitudes 
observées ne seraient que des convergences ou des rémanences d'un Strepsirhine ancestral (46). 
Cette dernière hypothèse est clairement favorisée par le critère de parcimonie. Toutefois des travaux 
plus récents (5, 65, 66, 74, 176, 265, 274, 385) tendent à montrer que les Cheirogaleidae doivent 
être inclus dans les Lémurs malgaches. 
 
 La majorité des études réalisées à ce jour indiquent l'existence de problèmes concernant la 
résolution de certains nœuds de l'arbre (316, 388). Si différents schémas, attribuant des poids 
différents aux caractères étudiés, sont utilisés, chacun d'eux favorisera une topologie différente pour 
les nœuds posant des problèmes. Des analyses utilisant le principe du maximum de parcimonie se 
heurtent aux mêmes problèmes, mais les arbres sont généralement mieux résolus que dans le cas de 
ceux utilisant les troisièmes positions des codons. A une exception près tous les nœuds entièrement 
résolus sont en accord avec les phylogenèses obtenues antérieurement pour les Mammifères (44, 
149, 265). L'exception concerne le Daubentonia. La position de Varecia est également quelque peu 
problématique: il a été placé en dehors des Lemuridae (198, 315); à la base de tous les Lemurids (5, 
58, 384, 390); en tant que groupe frère des Eulemur (124, 125, 342); ou encore en position non 
résolue par rapport aux Lemur, Hapalemur et Eulemur (58, 316). D'autre part pour Yoder et coll. 
(390) Propithecus apparaît étant le clade frère des Cheirogaleidae, alors que Varecia est le clade 
frère de l'ensemble (Cheirogaleidae, Propithecus, autres Lémurs). Mais si l'analyse est effectuée en 
attribuant comme poids aux différentes positions l'inverse du nombre de caractères génétiquement 
informatifs, et en standardisant les valeurs pour les troisièmes positions (soit un schéma 3 : 6 : 1) 
Varecia et Propithecus se trouvent placés comme précédemment, mais les Primates anthropoïdes 
forment un groupe frère du Daubentonia seul, cette association étant supportée par une valeur 
élevée de bootstrap (86 %). 
 
 Dans le cas des Strepsirhini les fossiles disponibles sont peu nombreux et la plupart de ceux 
que l'on connaît actuellement sont postérieurs à la date de séparation qui peut être fixée entre 
Galagidae et Lorisidae (199). L'utilisation du Primate ancestral pour les calibrations dans ce groupe 
pose également des problèmes car sa date d'apparition est assez incertaine (entre 80 et 63 millions 
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d'années). Un autre événement qui pourrait être pris en compte pour les datations est le taux de 
changement des nucléotides que Irwin et coll. (149) ont estimé, chez les Artiodactyles, à 0,5 % par 
million d'années et Smith et Patton (306) à 1,7 % chez les Rongeurs murins. La voie la plus sûre est 
alors d'accepter l'estimation la plus conservative, c'est à dire celle donnant la date de divergence la 
plus récente pour l'origine des Primates. Cette date peut alors être utilisée pour calibrer l'horloge 
moléculaire et ce en considérant que les analyses de distances génétiques fournissent des valeurs qui 
sont relatives aux temps de divergences. Ainsi en fixant l'origine des Primates à 63 millions 
d'années, l'origine des Strepsirhini peut être évaluée à 61 millions d'années lorsque l'on utilise les 
informations contenues dans les trois positions des codons; ou à 62 millions d'années si l'on ne 
prend en compte que les troisièmes positions de ces codons. L'une ou l'autre de ces estimations 
place cette origine au milieu du Paléocène. 
 
 Les travaux de Yoder (383) et Yoder (384) ont permis d'établir un modèle parcimonieux de 
l'origine des Lémuriens dans lequel le premier événement rencontré est la séparation du 
Daubentonia des autres Lemuriformes, puis intervient la séparation entre les Cheirogaleidae et les 
autres Lémurs. D'autre part en prenant en compte les travaux les plus récents il est possible de 
définir, ou de préciser, les points suivants: 
 

 Varecia se trouve en position basale de la famille des Lemuridae et il existe un fort 
support statistique de cette organisation. 

 
 Hapalemur et Lemur catta forment un clade qui est le clade frère de celui regroupant les 

individus du genre Eulemur, et cette disposition présente un fort support statistique. 
 

 Les sous espèces de Eulemur fulvus forment un groupe monophylétique regroupant trois 
lignées distinctes. 

 
 Dans toutes les études pour lesquelles un poids égal est attribué à tous les caractères 

Hapalemur coronatus apparaît comme étant le taxon frère de Eulemur macaco. 
 

 Les positions de Eulemur rubriventer et Eulemur mongoz ne peuvent jamais être 
définies avec un fort support statistique. Toutefois il semble que E. mongoz soit le plus 
basal dans le genre Eulemur. 

 
Les trois classifications suivantes montrent les différentes modifications apportées, au fil de 

l'évolution des techniques d'étude. La première est celle de Osman-Hill (1953) reprise d'après celle 
établie par Simpson (302): 
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Figure 8 : Classification des Lemuriformes de Osman-Hill (1953) 
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 La seconde est tirée des travaux de Petter et coll. (261): 
 

 
Figure 9 : Classification des Lemuriformes de Petter et al. (1977) 
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 La troisième représente une compilation des données les plus récentes: 
 

 
 

Figure 10 : Classification générale des Lemuriformes 

 
 Dans les trois classifications précédentes les formes sub-fossiles sont indiquées en caractères 
gras-italique. 
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 Les références de première description des familles, sous-familles, genres et taxa pour le 
groupe des Lemuriformes sont les suivantes: 
 
Famille Lemuridae (Gray, 1821) 
 Sous-famille Lemurinae (Gray, 1821) 
  Genre Lemur (Linneaus, 1758) 
   L. catta (Linneaus, 1758) 
  Genre Eulemur (Simons) 
   E. mongoz (Linneaus, 1766) 
   E. macaco (Linneaus, 1766) 
   E. fulvus (Geoffroy, 1796) 
    E. f. fulvus (Geoffroy, 1796) 
    E. f. albifrons (Geoffroy, 1796) 
    E. f. rufus (Audebert, 1800) 
    E. f. collaris (Geoffroy, 1812) 
    E. f. mayottensis (Schlegel, 1886) 
    E. f. sanfordi (Archbold, 1932) 
    E. f. albocollaris (Rumpler, 1975) 
   E. coronatus (Gray, 1942) 
   E. rubriventer (Geoffroy, 1850) 

Genre Hapalemur (Geoffroy, 1851) 
   H. griseus (Link, 1793) 
    H. g. griseus (Link, 1793) 
    H. g. alaotrensis (Rumpler, 1975) 
    H. g. occidentalis (Rumpler, 1975) 
    H. g. meridionalis (Warter) 
   H. simus (Gray, 1870) 
   H. aureus (Meier) 
  Genre Varecia (Gray, 1863) 
   V. variegata (Kerr, 1792) 
    V. v. variegata (Kerr, 1792) 
    V. v. rubra (Geoffroy, 1812) 
   V. insignis † (Filhold, 1895) 
   V. jollyi † (Standing, 1908) 
Famille Lepilemuridae (Rumpler, 1972) 
 Sous-famille Lepilemurinae (Rumpler, 1972) 
  Genre Lepilemur (Geoffroy, 1851) 
   L. mustellinus (Geoffroy, 1851) 
   L. ruficaudatus (Grandidier, 1867) 
   L. dorsalis (Forsyth-Major, 1894) 
   L. leucopus (Forsyth-Major, 1894) 
   L. edwardsi (Forsyth-Major, 1894) 
   L. septentrionalis (Rumpler, 1975) 
   L. andrafiamenensis (Rumpler, 1975) 
 Sous-famille Megalapinae † (Forsyth-Major, 1894) 
  Genre Megaladapis † (Forsyth-Major, 1894) 
   M. madagascariensis † (Forsyth-Major, 1894) 
   M. edwardsi † (Grandidier, 1899) 
   M. grandidieri † (Standing, 1903) 
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Famille Indriidae (Bennett, 1828) 
 Sous-famille Indriinae (Bennett, 1828) 
  Genre Indri (Geoffroy, 1796) 
   I. indri (Gmelin, 1788) 
  Genre Avahi (Jourdan, 1834) 
   A. laniger (Gmelin, 1788) 
   A. occidentalis (Lorenz, 1898) 
  Genre Propithecus (Bennett, 1832) 
   P. diadema (Bennett, 1832) 
    P. d. diadema (Bennett, 1832) 
    P. d. candidus (Grandidier, 1871) 
    P. d. edwardsi (Grandidier, 1871) 
    P. d. homoleas (Gunther, 1875) 
    P. d. perrieri † (Levauden, 1931) 
   P. verrauxi (Grandidier, 1867) 
    P. v. verreauxi (Grandidier, 1867) 
    P. v. coquereli (Milne-Edwards, 1867) 
    P. v. deckeni (Peters, 1870) 
    P. v. coronatus (Milne-Edwards, 1871) 
   P. tattersalli (Simons) 
  Genre Mesopropithecus † (Standing, 1905) 
   M. pithecoides † (Standing, 1905) 
   M. globiceps † (Lamberton, 1936) 
 Sous-famille Archaeolemurinae † (Standing, 1908) 
  Genre Archaeolemur † (Filhold, 1895) 
   A. majori † (Filhold, 1895) 
   A. edwardsi † (Filhold, 1895) 
  Genre Hadropithecus † (Lorenz, 1899) 
   H. stenognathus † (Lorenz, 1899) 
 Sous-famille Palaeopropithecinae † (Tattersall, 1973) 
  Genre Palaeopropithecus † (Grandidier, 1899) 
   P. ingens † (Grandidier, 1899) 
  Genre Archaeoindris † (Standing, 1908) 
   A. fontognonti † (Standing, 1908) 
Famille Daubentoniidae (Gray, 1870) 
  Genre Daubentonia (Geoffroy, 1795) 
   D. madagascariensis (Gmelin, 1788) 
   D. robusta † (Lamberton, 1934) 
Famille Cheirogaleidae (Gregory, 1915) 
 Sous-famille Cheirogaleinae (Geoffroy, 1812) 
  Genre Cheirogaleus (Geoffroy, 1812) 
   C. major (Geoffroy, 1812) 
   C. medius (Geoffroy, 1812) 
  Genre Microcebus (Geoffroy, 1828) 
   M. berthae 
   M. griseorufus 
   M. murinus (Miller, 1777) 

M. myoxinus (Peters, 1852) 
M. ravalobensis (Zimmermann, 1998) 
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   M. ruficaudatus (Lesson, 1840) 
M. sambiarensis 

  Genre Mirza (Lesson, 1840) 
   M. coquereli (Grandidier, 1867) 
  Genre Allocebus (Peter-Rousseau, 1967) 
   A. trichotis (Gunther, 1875) 
  Genre Phaner (Gray, 1870) 
   P. furcifer (Blainville, 1833) 
 
 On peut considérer que les études phylogénétiques deviennent de plus en plus précises et 
que leur fondement théorique s'accroît (62, 63, 181, 285) de même que leurs conditions d'utilisation 
(41, 373). Ainsi les classifications précédentes seront elles certainement modifiées ou précisées, au 
cours des prochaines années. 
 
 Les travaux de Yoder et coll. (390) fournissent une comparaison des valeurs relatives des 
branches inter-nodales (ce qui correspond à un temps de divergence relatif) chez les Strepsirhini. 
Lorsque sont prises en compte les trois positions des codons, ou lorsque l'analyse porte uniquement 
sur les troisièmes positions, la longueur de la branche séparant l'ancêtre des Strepsirhini de l'ancêtre 
des Primates représente seulement une faible fraction de la distance séparant le taxon des 
Strepsirhini de l'ancêtre des Primates (entre 1,7 % et 2,6 %). Deux explications peuvent être 
apportées à cette observation: 
 

 Du fait de l'évolution rapide du mtDNA, le cytochrome b a pu accumuler un nombre 
suffisant de mutations pour que le gène entier se trouve saturé. Dans ce cas les 
algorithmes utilisés pour les estimations de distances ne sont plus en mesure de corriger 
correctement les données. La branche courte ne serait alors qu'un artefact. 

 
 La branche courte peut être le reflet de l'existence d'un laps de temps relativement court 

séparant les ancêtres des Primates et des Strepsirhini. 
 

Un certain nombre d'arguments permettent de privilégier la seconde hypothèse. En effet la 
topologie de l'arbre obtenu au moyen des estimations de distances est tout à fait concordante avec 
celle obtenue par la méthode MP, ainsi que celle obtenue par la méthode ML. D'autre part une 
analyse détaillée des changements relatifs des caractères par rapport aux distances génétiques 
montre que le cytochrome b est une molécule informative au niveau de la divergence Strepsirhini / 
Anthropoïdes. Mais il faut toutefois tenir compte du fait que ces lignées divergent et radient si 
rapidement que cela peut conduire à un manque de précision des reconstructions effectuées (303). 
 
 En ce qui concerne les formes sub-fossiles des études morpho-fonctionnelles ont permis de 
montrer qu'elles présentaient une plus grande diversité que les Lémurs actuels. Par exemple la 
forme Megaladapis apparaît comme beaucoup plus proche des koalas que de tous les autres 
Primates (159, 361). La forme Palaeopropithecus peut être reliée à un 'paresseux arboricole' (200) 
et la forme Archaeoindri à un 'paresseux terrestre' (159, 356). D'autre part sur la base d'études 
cranio-dentales les genres Archaeolemur et Hadropithecus sont plus proches des singes que des 
Lémurs (205, 314). En ce qui concerne les Daubentonia des espèces plus grandes que celle vivant 
actuellement ont du exister dans le Sud-Ouest de Madagascar il y a environ 1 000 ans (118, 119, 
179, 201), l'un des représentants de ces sub-fossiles est le Daubentonia robusta. Lorsque l'on 
cherche à étudier les relations phylogénétiques existant entre ces sub-fossiles et les Lémuriens 
actuels le problème de l'homoplasie, typique des primates malgaches endémiques (76), doit être pris 
en compte. 
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 En fonction des données disponibles à l'heure actuelle il est possible de postuler un certain 
nombre d'hypothèses concernant la phylogenèse de ces sub-fossiles: 
 

 Palaeopropithecus, Mesopropithecus, Babakotia et Archaeoindri constituent une famille 
monophylétique (Palaeopropithecidae) apparaissant comme étant le clade frère des 
Indriidae actuels. 

 
 Palaeopropithecidae et Indriidae forment le groupe frère des Archaeolemuridae (160, 

301). 
 

 Megaladapis est proposé comme étant le groupe frère des Lepilemurs actuels (291). 
 

 Daubentonia robusta et le Daubentonia actuel forment deux clades frères (299). 
 

 Pachylemur est plus proche des Varecia que des Lemurs (56, 294). 
 

Il est ainsi possible de représenter ces relations par l'arbre phylogénétique de la Figure 11, 
tiré du travail de Yoder et Irwin (388) et dans lequel les formes sub-fossiles sont indiquées en 
caractères gras-italique. 
 
 
 

 
Figure 11 : Relations entre formes sub-fossiles et actuelles (d'après Yoder et Irwin – 1999) 
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Dans ce travail les auteurs ont étudié un fragment de cytochrome b provenant des genres 
Palaeopropithecus, Megaladapis et Archaeolemur. L'analyse effectuée par le maximum de 
parcimonie montre que si tous les taxa sont pris en compte Palaeopropithecus et Megaladapis 
forment un clade qui est basal par rapport à tous les autres Lemuriformes, à l'exception du 
Daubentonia. Mais un tel résultat n'est pas retrouvé lorsque sont prises en compte les données 
morphologiques. Cette association existe, bien que les séquences présentent une divergence de 5,5 
% (de l'ordre de celle qui existe entre Propithecus et Varecia: 4,6 % par exemple). Ceci semblerait 
indiquer que ces deux taxa, tout comme les lignées de Lemuriformes actuels, ont débuté leur 
évolution indépendante il y a plusieurs millions d'années (386). 
 

Comme nous l'avons vu précédemment il existe un certain nombre d'études systématiques 
réalisées sur différents groupes de Primates malgaches. Les reconstructions ont été effectuées en 
utilisant soit des données morphologiques, soit des données cytogénétiques, soit encore des données 
moléculaires (portant sur l'étude de l'ADN hautement répété et l'amplification de gènes nucléaires 
ou mitochondriaux). Dans la grande majorité des cas, et en particulier pour le traitement des 
données de biologie moléculaire, ces études portent sur un groupe particulier de Lémurs, mais il en 
existe très peu dans lesquelles sont pris en compte l'ensemble des Lémurs. Dans ce dernier cas 
chaque taxon n'est généralement représenté que par un seul individu, ou une séquence consensus. 

 
 Il nous a ainsi semblé intéressant d'effectuer des reconstructions, sur la base de données 
moléculaires, en utilisant toutes les espèces de Lémuriens pour lesquelles de telles données sont 
disponibles. 
 
 Nous avons utilisé, dans ce travail, deux segments de deux gènes mitochondriaux (un 
fragment de 357 bp issu du cytochrome b, et un fragment de 393 bp issu du 12S rRNA) qui ont pu 
être amplifiés pour les espèces pour lesquelles les données n'étaient pas disponibles sur la banque de 
données EMBL. Comme ces deux gènes peuvent avoir des évolutions différentes, les différentes 
reconstructions seront effectuées en prenant en compte l'un ou l'autre de ces gènes, ainsi que la 
combinaison des deux. Nous avons également pu amplifier les mêmes segments à partir d'une forme 
sub-fossile (Megaladapis edwardsi) et ces résultats sont utilisés dans notre analyse. 
 
 Les principaux objectifs de ce travail vont être de tenter de préciser un certain nombre de 
points sujets à controverse, en particulier concernant la position des Tupaia, du Daubentonia, des 
Varecia, ainsi que des Lepilemurs. L'utilisation d'un nombre important de taxa devrait être en 
mesure de produire des reconstructions 'fiables'. D'autre part l'étude de l'évolution des différentes 
séquences permettra d'effectuer des datations des principales divergences entre groupes. 
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MATERIEL ET METHODES 

Extraction de l'ADN 
 
  L'ADN est extrait à partir de petits fragments d'oreilles prélevés sur le terrain, sous 
anesthésie générale au Ketalar. Ces fragments sont stockés à sec dans de l'azote liquide jusqu'à leur 
utilisation. 
 
Après décongélation les fragments sont incubés pendant au moins 24 heures à 37 °C dans 300 µl de 
tampon d'extraction : 
 
   Tris-HCl 50 mM pH 8,0 
   EDTA 10 mM pH 8,0 
   SDS 0,5 % 
 
auquel sont ajoutés 10 µl de proteinase K (solution à 10 mg/ml). L'ADN est ensuite extrait en 
utilisant le protocole phénol / chloroforme décrit par Sambrook et coll. (280), puis précipité par 
l'éthanol absolu en présence d'acétate d'ammonium 6 M (1/10 volume à volume). Le culot final 
d'ADN est lavé deux fois par l'éthanol 70°, puis il est repris par de l'eau bidistillée. La solution 
finale est ajustée à une concentration de 12 ng/µl. 
 

Amplification des séquences mitochondriales 

Cytochrome b 
 
   Les primers utilisés pour l'amplification sont ceux décrits par Kocher et coll. 
(172); leurs séquences sont les suivantes: 
 

P181 (L14841): 5' – AAA AAG CTT CCA TCC ACC ATC TCA GCA TGA TGA AA – 
3' 
P182 (H15149): 5' – AAA CTG CAG CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A – 
3' 

 
(Les positions sur les chaînes L et H sont données en référence à la séquence d'ADN mitochondrial 
humain) 
 
 L'amplification est réalisée dans un volume de 100 µl. Le milieu de réaction contient: 
 
   Tris-HCl 20 mM pH 8,4 
   KCl 50 mM 
   MgCl2 2 mM 
   200 mM de chaque dNTP 
   15 pM de chaque primer 
   Taq DNA polymerase 5 U 
   Albumine sérique bovine 500 µg 
   ADN 100 ng 
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Après une phase de prédénaturation de 10 minutes à 94 ° C, 40 cycles d'amplification sont réalisés: 
 
   Dénaturation: 1 minute à 94 ° C 
   Association: 1 minute à 48 ° C 
   Elongation: 2 minutes à 72 ° C 
 
L'amplification se termine par une phase d'élongation de 10 minutes à 72 ° C. 
 

12S rRNA 
 
   Les primers utilisés sont également dérivés de ceux décrits par Kocher et coll. 
(172). Ce sont: 
 

RL211 (L1104): 5' – CTG GGA TTA GAT ACC CCA CTA A – 3' 
RL212 (H1486): 5' – GAG GTG GAC GGG CGG TGT GT – 3' 

 
Le milieu d'amplification est identique à celui utilisé pour le cytochrome b. 
 
 Après une phase de prédénaturation de 10 minutes à 94 ° C, 35 cycles d'amplification sont 
réalisés: 
 
   Dénaturation: 30 secondes à 94 ° C 
   Association: 45 secondes à 52 ° C 
   Elongation: 1 minute 30 secondes à 72 ° C 
 
L'amplification se termine par une élongation de 10 minutes à 72 ° C. 
 

Analyse des produits d'amplification 
 
  Les produits d'amplification sont analysés sur des gels d'agarose 1,2 % (TBE 1X) 
contenant du bromure d'éthidium (0,5 µg/µl). Après une migration de 2 à 4 heures sous 150 volts, et 
examen sous lumière UV, les bandes amplifiées sont découpées et l'ADN est extrait de celles-ci par 
la méthode de freeze-squeeze décrite par Tautz et Renz (344). 
 

Séquençage des produits d'amplification 
 
  Les fragments amplifiés de cytochrome b et de 12S rRNA sont séquençés 
directement en utilisant les même primers que ceux définis pour l'amplification. 
 
 Les séquences sont déterminées à l'aide d'un séquenceur automatique (ABI – Modèle 377) 
en utilisant le kit 'Taq Deoxy Terminal Polymerase Sequencing' avec de l'Ampli Taq Polymerase et 
quatre dideoxynuicléotides marqués par des fluorochromes. 
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Séquences utilisées 

Origine des séquences et groupes d'études 
 
   Le Tableau 9 regroupe l'ensemble des séquences de cytochrome b et de 12S 
rRNA utilisées dans notre étude. Certaines ont été extraites de la banque de données EMBL (elles 
sont référencées par leurs numéros d'accès). Celles qui ont été déterminées au Laboratoire sont 
indiquées par '**' (non encore déposées à EMBL), ou par un numéro d'accès suivi de '*'. Lorsque, 
pour un même taxon, plusieurs séquences sont disponibles le logiciel BIOEDIT est utilisé pour 
construire une séquence consensus (consensus majoritaire). 
 
 Pour certaines analyses, les séquences de cytochrome b et de 12S rRNA ont été extraites des 
génomes mitochondriaux complets, déposés sur la banque EMBL. Les références de ces séquences 
sont indiquées dans le Tableau 10. D'autre part des séquences de Lorisidae supplémentaires ont été 
utilisées pour les études de monophylie (Tableau 11). 
 
 Les séquences de Lemuriformes analysées dans cette étude sont réparties dans les groupes 
taxonomiques suivants: Eulemurs, Hapalemurs, Varecia, Indriidae, Lepilemuridae, Cheirogaleidae 
et Daubentoniidae. Deux séquences du groupe des Tupaia sont également utilisées. La composition 
de ces différents groupes est présentée dans le Tableau 12. De plus les séquences d'un sub-fossile 
(Megaladapis edwardsi), récemment déterminées au laboratoire (225) sont aussi incluses dans 
l'étude. Enfin au cours des traitements des associations de ces différents groupes ont été réalisées, 
elles sont indiquées dans le Tableau 13. 
 
 

Espèce Cytochrome b 12S rRNA 
ALA ** ** 
AOC ** ** 
CMA U53570 ** 
DMA Af175840-Z34952-U53569 AF175781 
ECO AF175831-AF175832-Z34981 AF175772-AF175773 
EFA AF081048-AF175856 AF175797 
EFC AF175833-AF175834-U53576 AF175774-AF175774 
EFF AF175841-AF175842-Z38983 AF175782-AF175783 
EFR AF175854-AF175855-U53577 AF175795-AF175796 
EMF AF175835-AF175836-AF081050 AF175776-AF175777 
EMM AF175837-AF175849-Z34982-AF081049 AF175778-AF175790 
EMO AF175843-AF175844-Z35096-AF081051 AF175784-AF175785 
ERU AF175847-AF175848-Z35097-AF081052 AF175788-AF175789 
HAU ** ** 
HGA ** ** 
HGG ** ** 
HGM ** ** 
HGO ** ** 
HGR Z34986-U53574-** ** 
HSI AF175859-AF175860-** AF175800-AF175801-** 
IIN Z35098-AJ406044* ** 

LCA AF175838-AF175839-Z34980-AF175953 à 
AF175960-U53575-U38271 AF175779-AF175780 

LDO AJ406001 à AJ406014*-AJ243867 à AJ243973*-
AJ007619* AJ270669 à AJ270684*-AJ270611 à AJ270621* 

LED AJ405992 à AJ406000* ** 
LLE AJ406015 à AJ406021*-AJ243869 ** 
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LMU AJ007782* ** 
LRU AJ406022 à AJ406030*-AJ007781* ** 

LSE AJ304652 à AJ304778*-AJ406031 à AJ406039*-
AJ243868*-AJ007620* AJ270622 à AJ270668* 

LTA AF212963-U53581 AF212943 
MBE AF285540 à AF285543 - 
MCO U53571 ** 
MED AJ278142* ** 
MGR AF285567 à AF285568 - 
MMU AF285557 à AF285566-U53572-** ** 
MMY AF285535 à AF285539 - 
MRA AF285529 à AF285532 - 
MRU AF285544 à AF285553 - 
MSA AF285554 à AF285556 - 
MTA AF285533 à AF285534 - 
PDI ** ** 
PTA AF175853-AJ406044*-U53573 AF175793-AF175794-** 
PVC AF285528-** ** 
TGL Z34984 AF153003 
TUB AF217811 AF217811 
VVR AF175850-U55578 AF175791 
VVV AF175851-Z34986-AF081047 AF175792 

Tableau 9 : Origine des séquences utilisées 

 
Groupe Référence N° d'accès Nom 

HGY X72004 Halichocetus gryphus 
PHI X63726 Phoca vitulina 
CFA U90639 Canis familiaris 

Carnivora 

FCA U20753 Felis cattus 
HLA X99256 Hylobates lar 
PPY D38115 Pongo pygmaeus 
GGO D38114 Gorilla gorilla Primates 

PTR D38113 Pan troglotydes 
BPH X61145 Balaneoptera physallus Cetacea BMU X72204 Balaenoptera musculus 
RNO X14848 Rattus norvegicus Rodentia MUM AB042524 Mus musculus 
FPE AF090338 Falco perigrinus 
GGA X62392 Gallus gallus 
CFR Y18522 Corvus frugileus Aves 

RAM AF090399 Rhea americana 
Hymenoptera AME L06178 Apis melifera 

Tableau 10 : Génomes mitochondriaux complets utilisés 

 
Espèce Nom Cytochrome b 12S rRNA 
GAD Galagoides demidoff AF271411 AF212945 
GAL Galago alleni AF212966-AF235095 AF212946 
GCR Galago crassicaudatus U53579 AF179889 
GDE Galago demidovii AF271409 AF212947 
GMA Galago matschei AF271409 - 
GMO Galago moholi AF271410 AF212951 
NCO Nycticebus coucang U53580 AF212942 
PPO Perodictius potto AF271413 - 

Tableau 11 : Origine des séquences de Lorisidae 
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Groupe Identification Séquences Noms 
ECO E. coronatus 
EFA E. fulvus albocollaris 
EFC E. fulvus collaris 
EFF E. fulvus fulvus 
EFR E. fulvus rufus 
EMF E. macaco flavifrons 
EMM E. macaco macaco 
EMO E. mongoz 

Eulemurs EUL 

ERU E. rubriventer 
HAU H. aureus 
HGA H. griseus alaotrensis 
HGG H. griseus griseus 
HGM H. griseus meridionalis 
HGO H. griseus occidentalis 
HGR H. griseus rufus 

Hapalemurs HAP 

HSI H. simus 
ALA Avahi laniger 
AOC Avahi occidentalis 
IIN Indri indri 
PDI Propithecus diadema 
PTA ¨Propithecus tattersalli 

Indriidae IND 

PVC Propithecus verrauxi coquerelli 
Megaladapidae  MED Megaladapis edwardsi 

LDO L. dorsalis 
LED L. edwardsi 
LLE L. leucopus 
LMU L. mustellinus 
LRU L. ruficaudatus 

Lepilemuridae LEP 

LSE L. septentrionalis 
CMA Cheirogaleus major 
MBE Microcebus berthae 
MCO Microcebus coquerelli 
MGR Microcebus griseorufus 
MMU Microcebus murinus 
MMY Microcebus myoxinus 
MRA Microcebus ravalobensis 
MRU Microcebus ruficaudatus 

Cheirogaleidae CHE 

MSA Microcebus sambiarensis 
Daubentoniidae  DMA Daubentonia madagascariensis 

TGL T. glys Tupaia TUP TUB T. belangeri 
VVR V. variegata rubra Varecia VAR VVV V. variegata variegata 

Tableau 12 : Définition des groupes taxonomiques 
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Groupe Nombre de séquences Composition 

EHP 17 Eulemurs + Hapalemurs 
MGA 7 Megaladapis + Lepilemuridae 
EHV 19 Eulemurs + Hapalemurs + Varecia 
IMG 13 Indriidae + Megaladapis + Lepilemuridae 

GRA 32 Eulemurs + Hapalemurs + Varecia + Indriidae + Megaladapis + 
Lepilemuridae 

GRB 42 Eulemurs + Hapalemurs + Varecia + Indriidae + Megaladapis + 
Lepilemuridae + Cheirogaleidae 

GRC 45 Eulemurs + Hapalemurs + Varecia + Indriidae + Megaladapis + 
Lepilemuridae + Cheirogaleidae + Daubentonia + Tupaia 

DTU 3 Daubentonia + Tupaia 

Tableau 13 : Composition des groupes d'étude 

 

Prétraitement des séquences 
 

Cytochrome b 
 
    Le fragment de cytochrome b analysé a une taille de 357 bp, ce qui 
correspond à 119 codons entiers. Du fait de l'absence d'insertions ou de délétions ces séquences 
peuvent facilement être alignées sans l'aide d'un logiciel. Le programme MEGA est utilisé pour 
extraire les positions 1 et 3 des codons, ainsi que pour les traductions protéiques de ces séquences 
en utilisant le code génétique défini pour le génome mitochondrial des Mammifères. Les logiciels 
BIOEDIT et MEGA sont utilisés pour produire les fichiers d'alignements de ces séquences. 
 

12S rRNA 
 
    Dans un premier temps ces séquences sont alignées en utilisant le 
logiciel CLUSTAL X. Ce traitement permet d'obtenir des séquences de 393 bp après introduction 
des 'gaps' nécessaires. 
 
 Les séquences alignées sont ensuite traitées dans le logiciel MFOLD qui permet la 
détermination de la structure secondaire de la molécule. Cette étude, dont le résultat est présenté à la 
Figure 12, permet de définir des zones pour lesquelles il n'existe pas de complémentarité (zones 
'Loop'), et d'autres présentant cette complémentarité (zones 'Steem'). Le logiciel BIOEDIT est alors 
utilisé afin de produire, à partir des séquences totales, les deux types de séquences partielles: 213 bp 
pour les zones 'Loop' et 180 bp pour les zones 'Steem'. 
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Figure 12 : Structure secondaire du fragment de 12S rRNA étudié 
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RESULTATS 

Caractéristiques générales des séquences 

Cytochrome b 

Séquences nucléotidiques 

Composition 
 
     Les caractéristiques de composition des différents groupes 
étudiés, ainsi que de l'ensemble des séquences sont indiquées aux Tableaux 14 (séquences totales – 
357 bp) et 15 (séquences partielles – comprenant uniquement les positions 1 et 3 des codons). Pour 
les deux types de séquences on note un faible pourcentage de Guanine: de 14,8 % à 17,5 % pour les 
séquences totales; et de 12,4 % à 16,0 % pour les séquences partielles. Ce biais de composition est 
une caractéristique générale des séquences mitochondriales. Si dans le cas des séquences totales les 
pourcentages d'Adénine, Thymine et Cytosine sont sensiblement identiques, dans le cas des 
séquences partielles le pourcentage d'Adénine est toujours supérieur à celui de la Thymine ou de la 
Cytosine. Ces différences se traduisent par un biais général de composition relativement faible (de 
0,1007 à 0,1360) pour les séquences totales et plus élevé (de 0,1227 à 0,1713) pour les séquences 
partielles. Pour ce qui est des différents groupes il n'existe que très peu de variations dans les 
compositions nucléotidiques, sauf en ce qui concerne VAR et DMA pour lesquels le biais de 
composition est significativement plus élevé que la moyenne, tant pour les séquences totales que 
partielles. 
 
 

Groupe T C A G G + C Biais 
EUL 29,2 27,0 27,7 16,1 43,1 0,1126 
HAP 32,3 24,9 26,7 16,2 41,1 0,1193 
VAR 30,0 27,5 27,6 15,0 42,5 0,1340 
IND 27,6 27,8 27,4 17,2 45,0 0,1040 
LEP 27,8 28,2 26,6 17,5 45,7 0,1007 
MED 28,3 28,0 26,3 17,4 45,4 0,1013 
CHE 32,2 23,9 28,0 16,0 39,9 0,1153 
DMA 29,7 28,0 27,5 14,8 42,8 0,1360 
TUP 28,9 25,1 28,9 17,2 42,3 0,1073 
Total 30,0 26,2 27,4 16,4 42,6 0,1147 

Tableau 14 : Compositions nucléotidiques du cytochrome b (séquences de 357 bp) 

Le biais est calculé en utilisant la formule: 
 

)25,025,025,025,0(
3
2

GCTA Π−+Π−+Π−+Π−  
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Groupe T C A G G + C Biais 
EUL 25,3 27,5 33,1 14,0 41,5 0,1460 
HAP 29,7 24,5 31,6 14,2 38,7 0,1507 
VAR 26,1 28,6 33,0 12,4 41,0 0,1687 
IND 22,8 28,9 32,6 15,7 44,6 0,1533 
LEP 23,2 29,4 31,4 16,0 45,4 0,1573 
MED 26,4 29,0 30,7 16,0 45,0 0,1340 
CHE 29,7 22,9 33,4 17,9 40,8 0,1487 
DMA 26,1 29,4 32,4 12,2 41,6 0,1713 
TUP 25,2 25,0 34,0 15,8 40,8 0,1227 
Total 26,5 26,4 32,6 14,5 40,3 0,1400 

Tableau 15 : Compositions nucléotidiques du cytochrome b (positions 1 et 3) 

 
 Les pourcentages de sites variables, parcimonieux informatifs et singletons sont reportés 
dans les Tableaux 16 (séquences totales) et 17 (séquences partielles). L'utilisation des seules 
positions 1 et 3 des codons fait passer le pourcentage de sites variables, pour l'ensemble des 
séquences, de 49,58 % (séquences totales) à 64,70 % (séquences partielles). Ce résultat montre que 
l'élimination des sites correspondant aux positions 2 des codons ne retire que peu d'information. La 
même constatation peut être faite en ce qui concerne les sites parcimonieux informatifs qui sont des 
sites pour lesquels il existe au moins deux changements nucléotidiques, chaque nucléotide étant 
représenté au moins deux fois. Par contre pour les sites singletons, qui sont des sites présentant un 
seul changement à un même site pour toutes les séquences analysées, le pourcentage est légèrement 
plus faible pour les séquences partielles que pour les séquences totales. Lorsque ces mêmes valeurs 
sont étudiées en fonction des différents groupes on peut remarquer d'importantes variations. Les 
groupes VAR, EUL et TUP sont ceux présentant les plus faibles pourcentages de sites variables, et 
le groupe CHE le pourcentage le plus élevé. 
 
 

Groupe Pourcentage de sites 
variables 

Pourcentage de sites 
parcimonieux informatifs 

Pourcentage de sites 
singletons 

EUL 17,37 10,36 7,00 
HAP 22,69 14,56 8,12 
VAR 1,;40 - - 
IND 24,93 15,69 9,24 
LEP 7,56 2,24 5,32 
CHE 28,85 19,61 9,24 
TUP 5,6 - - 
Total 49,58 42,58 7,00 

Tableau 16 : Caractéristiques des séquences cytochrome b (357 bp) 

 
Groupe Pourcentage de sites 

variables 
Pourcentage de sites 

parcimonieux informatifs 
Pourcentage de sites 

singletons 
EUL 24,79 15,55 9,24 
HAP 33,61 21,43 12,18 
VAR 2,10 - - 
IND 35,29 22,69 12,60 
LEP 8,82 2,94 5,88 
CHE 42,44 28,99 13,44 
TUP 8,40 - - 
Total 64,70 58,40 6,30 

Tableau 17 : Caractéristiques des séquences cytochrome b (Positions 1 et 3) 
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Transitions et transversions 
 
     Le Tableau 18 montre qu'il existe des variations importantes 
dans la valeur du rapport des Transitions (Ti) sur les Transversions (Tv), aussi bien pour les 
séquences totales que pour les séquences partielles, lorsque ce rapport est calculé pour chaque 
groupe indépendamment. Toutefois si l'on prend en compte l'ensemble des séquences les valeurs ne 
sont que très peu différentes: 2,0 pour les séquences totales et 1,9 pour les séquences partielles. Les 
valeurs les plus faibles de ce rapport sont trouvées pour les groupes LEP et TUP (1,4 et 1,9 
respectivement pour les séquences totales) et c'est le groupe EUL qui montre la valeur la plus 
élevée (10,0). 
 
 

Séquences totales (357 bp) Séquences partielles (positions 1 et 3) Groupe 
% Ti % Tv R % Ti % Tv R 

EUL 6,16 0,56 10,0 8,82 0,84 10,9 
HAP 7,84 1,40 5,5 11,34 2,10 5,4 
VAR 1,40 - - 2,10 - - 
IND 9,80 2,24 4,4 14,28 2,94 4,8 
LEP 1,68 1,40 1,4 2,10 1,26 1,6 
CHE 9,52 2,24 4,4 13,86 2,94 4,6 
TUP 3,64 1,96 1,9 5,46 2,94 1,9 
Total 11,20 5,60 2,0 15,97 7,98 1,9 

Tableau 18 : Transitions et transversions pour les séquences cytochrome b 

 
 A partir des comparaisons des séquences deux à deux pour chaque groupe comme pour 
l"ensemble des séquences, et en prenant en compte les compositions nucléotidiques de ces 
séquences il est possible, dans le logiciel DAMBE, de déterminer les types de transitions et de 
transversions, d'évaluer leur nombre réel en fonction des nucléotides impliqués et d'estimer quelle 
devrait être la répartition théorique de ces évènements. Les résultats concernant les transitions sont 
présentés aux Tableaux 19 (séquences totales) et 20 (séquences partielles), et ceux concernant les 
transversions aux Tableaux 21 (séquences totales) et 22 (séquences partielles). 
 
 

AG CT Groupe 
Observé Calculé Observé Calculé 

EUL 170 104 611 183 
HAP 152 108 624 200 
VAR 3 1 2 1 
IND 151 83 381 139 
LEP 29 20 65 34 
CHE 272 229 1236 387 
TUP 7 3 6 4 
Total 8584 7196 31128 12571 

Tableau 19 : Transitions observées et calculées pour le cytochrome b (357 bp) 
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AG CT Groupe 
Observé Calculé Observé Calculé 

EUL 162 105 603 159 
HAP 152 111 609 180 
VAR 3 1 2 1 
IND 151 86 362 112 
LEP 29 17 49 24 
CHE 272 234 1227 342 
TUP 1 3 6 3 
Total 8540 7296 29246 10786 

Tableau 20 : Transitions observées et calculées pour le cytochrome b (positions 1 et 3) 

 
AC AT CG GT Groupe 

Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé 
EUL 52 174 4 188 21 101 1 110 
HAP 55 165 45 215 21 100 21 130 
VAR 0 1 0 1 0 1 0 1 
IND 37 134 31 133 20 84 13 83 
LEP 18 33 28 32 21 22 2 21 
CHE 176 336 146 453 13 192 10 259 
TUP 2 4 3 4 1 2 1 3 
Total 9234 11471 6872 13154 1882 6873 1454 7886 

Tableau 21 : Transversions observées et calculées pour le cytochrome b (357 bp) 

 
AC AT CG GT Groupe 

Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé 
EUL 52 209 4 192 13 88 1 81 
HAP 55 191 45 232 21 86 21 104 
VAR 0 1 0 1 0 0 0 0 
IND 57 159 17 526 20 77 13 61 
LEP 13 32 18 25 18 16 0 13 
CHE 160 385 146 499 13 160 10 207 
TUP 2 5 3 5 1 2 1 2 
Total 2124 13278 6344 13301 1796 5916 1452 5926 

Tableau 22 : Transversions observées et calculées pour le cytochrome b (positions 1 et 3) 

 
 On peut tout d'abord constater que les deux types de transitions (A ⇔ G et C ⇔ T) 
surviennent plus fréquemment que prévu en fonction de la composition nucléotidique. Cette 
augmentation est très marquée pour les transitions Cytosine ⇔ Thymine et beaucoup plus faible 
pour les transitions Adénine ⇔ Cytosine, ce qui est à relier au fait que les Guanines sont les 
nucléotides présentant la plus faible fréquence. Cette constatation est valable tant pour les 
séquences totales que pour les séquences partielles. 
 

Dans le cas des transversions il existe une hétérogénéité marquée: les transversions Adénine 
⇔ Cytosine sont plus fréquentes que les trois autres types pour tous les groupes, sauf LEP et TUP 
chez lesquels ce sont les transversions Adénine ⇔ Thymine qui sont les plus fréquentes. D'autre 
part les transversions impliquant l'Adénine sont toujours plus fréquentes que celles impliquant la 
Cytosine, que ce soit pour les séquences totales ou pour les séquences partielles. 
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 En fonction des caractéristiques de composition qui viennent d'être définies, le modèle de 
substitution TN93 sera utilisé pour les traitements portant sur les séquences de cytochrome b 357 
bp, et le modèle K80 pour celles regroupant les positions 1 et 3 des codons. 
 

Distances 
 
     Le Tableau 23 présente les distances de Tamura-Nei, prenant 
en compte les transitions et les transversions, calculées à partir des séquences consensus 
déterminées pour chaque groupe (partie inférieure de la matrice), à partir de l'ensemble des 
séquences de chaque groupe (partie supérieure de la matrice); ainsi que les moyennes intra groupe 
(diagonale de la matrice). 
 

En utilisant les séquences consensus ces distances sont comprises entre 0,124 (entre EUL et 
VAR) et 0,317 (entre MED et TUP). En ce qui concerne la séquence MED (sub-fossile) la distance 
minimale (0,047) est trouvée pour la comparaison avec le groupe LEP. Les groupes DMA et TUP 
sont ceux présentant les distances les plus élevées par rapport aux autres groupes. Des résultats 
allant dans le même sens sont trouvés si l'on utilise cette fois l'ensemble des séquences disponibles 
pour chaque groupe. 
 

Dans le cas des distances intra groupe la valeur la plus faible est trouvée pour VAR (0,014) 
et la plus élevée pour IND (0,142). On peut remarquer que ces valeurs sont nettement supérieures à 
0,100 pour deux groupes: IND et CHE, ce qui peut être le signe d'une certaine hétérogénéité de ces 
groupes. 
 
 

 EUL HAP VAR IND LEP MED CHE DMA TUP 
EUL 0,073 0,167 0,152 0,193 0,207 0,194 0,212 0,244 0,277 
HAP 0,168 0,104 0,180 0,197 0,203 0,201 0,221 0,257 0,315 
VAR 0,124 0,173 0,014 0,188 0,185 0,178 0,215 0,260 0,274 
IND 0,149 0,169 0,165 0,142 0,214 0,203 0,232 0,254 0,267 
LEP 0,182 0,181 0,178 0,62 0,031 0,052 0,255 0,285 0,328 
MED 0,172 0,188 0,176 0,164 0,047 - 0,246 0,279 0,339 
CHE 0,182 0,201 0,178 0,196 0,220 0,215 0,135 0,269 0,299 
DMA 0,236 0,250 0,250 0,243 0,270 0,279 0,256 - 0,275 
TUP 0,252 0,302 0,274 0,231 0,292 0,317 0,302 0,261 0,059 

Tableau 23 : Distances génétiques pour les séquences de cytochrome b (357 bp) 

 
 Une étude similaire a été réalisée en utilisant les séquences partielles (Tableau 24) et les 
distances de Kimura-2-paramètres prenant en compte les transitions et les transversions. Les valeurs 
de distances obtenues sont légèrement supérieures à celles calculées avec les séquences totales, 
mais les variations sont identiques pour les deux types de séquences. 
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 EUL HAP VAR IND LEP MED CHE DMA TUP 
EUL 0,109 0,252 0,230 0,301 0,308 0,293 0,336 0,365 0,391 
HAP 0,247 0,159 0,269 0,302 0,299 0,303 0,347 0,387 0,445 
VAR 0,188 0,251 0,021 0,286 0,279 0,273 0,337 0,403 0,395 
IND 0,230 0,250 0,248 0,214 0,318 0,308 0,365 0,384 0,373 
LEP 0,278 0,283 0,275 0,240 0,037 0,070 0,389 0,432 0,472 
MED 0,259 0,277 0,269 0,249 0,067 - 0,381 0,430 0,499 
CHE 0,287 0,301 0,275 0,299 0,337 0,329 0,205 0,413 0,425 
DMA 0,353 0,366 0,383 0,365 0,415 0,430 0,390 - 0,405 
TUP 0,349 0,415 0,393 0,303 0,419 0,458 0,416 0,378 0,090 

Tableau 24 : Distances génétiques pour les séquences de cytochrome b (positions 1 et 3) 

 

 
Figure 13 : Test 'Likelihood mapping' pour les différents types de séquences 



 66

Test 'Likelihood mapping' 
 
     Pour les séquences totales le test est mené en utilisant les 
distances de Tamura-Nei, alors que pour les séquences partielles le modèle HKY85 a été choisi car 
le modèle K80 n'est pas disponible dans le logiciel TREE-PUZZLE. Les diagrammes obtenus avec 
les deux types de séquences sont présentés à la Figure 13. Les résultats chiffrés du test apparaissent 
dans le Tableau 25. 
 
 On peut constater que pour les séquences totales (cytochrome b 357 bp) et pour les 
séquences partielles (cytochrome b positions 1 et 3) le bassin 7, représentant les quartets non 
résolus contient environ 16 % des 10 000 quartets analysés. D'autre part environ 78 % des quartets 
se répartissent dans les bassins 1, 2 et 3 qui sont ceux pour lesquels les quartets sont entièrement 
résolus. 
 
 Ces tests indiquent que les deux types de séquences de cytochrome b peuvent être utilisées 
pour des études phylogénétiques. 
 

 Bassin 1 Bassin 2 Bassin 3 Total bassins 
1, 2 et 3 Bassin 7 

Séquences 
totales 25,2 26,7 26,3 78,2 16,2 

Séquences 
partielles 26,1 26,3 26,2 78,6 15,9 

Tableau 25 : Résultats du test 'Likelihood mapping' pour les séquences cytochrome b 

 

Séquences protéiques 

Composition 
 
     Le Tableau 26 indique les pourcentages des vingt acides 
aminés présents dans l'ensemble des séquences étudiées, ainsi que dans les différents groupes. Dans 
ce tableau les valeurs indiquées en rouge représentent les acides aminés dont les pourcentages 
s'écartent de l'intervalle (moyenne ± écart type). On peut constater que les acides aminés les plus 
représentés sont Gly et Leu. Deux acides aminés, Pro et Glu montrent des pourcentages constants 
dans tous les groupes. Il existe également des acides aminés qui ne présentent que de faibles 
variations entre les différents groupes: Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His et Trp. Enfin Lys apparaît 
comme l'acide aminé le moins représenté, il n'est trouvé que dans les groupes IND et MED. L'acide 
aminé présentant le plus de valeurs en dehors de l'intervalle (moyenne ± écart type) est Met. Enfin 
le groupe IND est celui présentant le plus d'acides aminés s'écartant de la moyenne (7 sur 20, soit 35 
%), puis on trouve dans l'ordre EUL et DMA (6), TUP (5), MED (4), HAP et CHE (3) et VAR et 
LEP (2). 
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Acide 
aminé Total EUL HAP VAR IND LEP MED CHE DMA TUP 

Ala 7,92 7,84 8,28 6,72 8,12 8,26 8,40 7,90 5,04 7,94 
Arg 2,54 2,52 2,52 2,52 2,66 2,52 2,52 2,52 2,52 5,52 
Asn 4,09 4,20 4,08 4,20 3,64 4,20 3,36 4,20 4,20 4,20 
Asp 1,66 1,68 1,68 1,68 1,54 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 
Cys 2,52 2,43 2,52 2,52 2,52 2,66 2,52 2,52 2,52 2,52 
Gln 1,85 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 2,44 1,68 1,68 
Glu 0,82 0,75 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 
Gly 10,03 10,27 10,08 10,08 9,52 10,08 9,24 10,08 10,08 10,08 
His 3,47 3,36 3,84 3,36 3,36 3,50 3,36 3,45 3,36 3,36 
Ile 7,97 9,15 7,80 8,82 6,72 7,14 6,72 8,57 9,24 5,04 

Leu 11,54 11,76 11,76 12,61 12,04 11,34 11,76 10,50 13,45 11,76 
Lys 0,09 0 0 0 0,56 0 0,84 0 0 0 
Met 4,93 4,30 5,52 4,20 4,76 5,32 5,04 5,13 4,20 5,46 
Phe 8,20 8,40 8,40 8,40 7,70 8,12 7,56 8,40 7,56 7,56 
Pro 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 
Ser 7,90 7,56 7,68 7,56 8,40 7,28 8,40 8,24 10,08 7,56 
Thr 8,25 8,78 7,80 9,24 7,84 8,54 8,40 7,98 8,40 7,98 
Trp 5,06 5,14 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 
Tyr 5,00 5,04 4,68 5,04 5,46 5,04 5,88 4,37 5,88 6,72 
Val 4,46 3,45 4,08 3,78 5,88 5,04 5,04 4,45 2,52 6,30 

Tableau 26 : Composition des séquences protéiques de cytochrome b 

 

Distances 
 
     Les distances pour ces séquences protéiques on été calculées 
en utilisant le modèle de Poisson avec corrections. Dans la matrice présentée au Tableau 27, les 
valeurs correspondent aux calculs effectués sur les séquences des différents groupes (partie 
inférieure de la matrice), les séquences consensus de chaque groupe (partie supérieure de la 
matrice) et les moyennes intra groupe (diagonale de la matrice). 
 

 EUL HAP VAR IND LEP MED CHE DMA TUP 
EUL 0,024 0,052 0,034 0,079 0,079 0,106 0,070 0,097 0,135 
HAP 0,055 0,033 0,061 0,043 0,079 0,106 0,079 0,135 0,144 
VAR 0,043 0,055 0,020 0,088 0,079 0,106 0,079 0,079 0,125 
IND 0,094 0,069 0,099 0,060 0,089 0,061 0,097 0,154 0,154 
LEP 0,103 0,098 0,091 0,115 0,035 0,026 0,106 0,144 0,154 
MED 0,114 0,108 0,102 0,030 0,043 - 0,135 0,134 0,184 
CHE 0,078 0,083 0,081 0,109 0,123 0,123 0,030 0,144 0,144 
DMA 0,104 0,127 0,092 0,147 0,160 0,174 0,141 - 0,154 
TUP 0,138 0,145 0,125 0,150 0,174 0,184 0,137 0,149 0,017 

Tableau 27 : Distances génétiques pour les séquences protéiques de cytochrome b 

 
 En utilisant pour chaque groupe la totalité des séquences disponibles la distance la plus 
faible est trouvée pour la comparaison entre MED et LEP (0,043) et la plus élevée pour la 
comparaison entre TUP et MED (0,184). Les distances sont toujours élevées lorsque la comparaison 
implique le groupe TUP. Lorsque les séquences consensus sont utilisées les distances calculées sont 
beaucoup plus faibles que précédemment, mais les variations observées sont les mêmes. Dans le cas 
des distances intra groupe la valeur la plus faible est trouvée pour le groupe TUP et la plus élevée 
pour le groupe IND. 
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 Il faut remarquer que la traduction des séquences nucléotidiques fournit un certain nombre 
de séquences protéiques identiques. Ces identités sont trouvées à l'intérieur de certains groupes, 
mais jamais entre deux groupes différents. Dans le groupe EUL la traduction des séquences ECO, 
EFC et EMO conduit à des séquences protéiques identiques, de même que celle des séquences EFA, 
EFF et EFR. Dans le groupe HAP ce sont les séquences HGA, HGG et HGO qui sont identiques. 
Dans le groupe IND ce sont les séquences PTA et PVC; dans le groupe LEP les séquences LED et 
LLE; et enfin dans le groupe CHE les séquences MRU et MTA. 
 

Test 'Likelihood mapping' 
 
     Ce test est mené en utilisant le modèle de substitution 
mtREV24. Le diagramme obtenu par l'analyse dans TREE-PUZZLE est présenté Figure 13 
(cytochrome b séquences protéiques). A partir de l'analyse de 10 000 quartets on constate que 69 % 
de ceux-ci se répartissent dans les bassins 1, 2 et 3, alors que 24,9 % sont répartis dans le bassin 7. 
Ces séquences protéiques sont donc à la limite d'une utilisation pour des reconstructions 
phylogénétiques. 
 

12S rRNA 

Composition 
 
    Les caractéristiques de composition des séquences de 12S rRNA sont 
indiquées dans les Tableaux 28 (séquences de 393 bp), 29 (zones 'Loop') et 30 (zones 'Steem'). 
Dans le cas des séquences de 393 bp on peut noter une faible représentation de la Guanine, et une 
représentation assez forte de l'Adénine. Les pourcentages de Thymine et de Cytosine sont, quant à 
eux, sensiblement identiques. Cela se traduit par un biais général de composition, pour l'ensemble 
des séquences, de 0,1700. 
 
 
 

Groupe T C A G G + C Biais 
EUL 23,1 21,2 38,1 17,7 38,9 0,1740 
HAP 27,2 21,1 39,0 16,7 37,8 0,1867 
VAR 22,8 21,3 39,7 16,2 37,5 0,1960 
IND 22,9 22,1 37,1 17,9 40,0 0,1613 
LEP 21,1 24,2 37,3 17,3 41,5 0,1647 
MED 21,0 24,1 36,7 18,1 42,2 0,1567 
CHE 22,9 22,1 37,2 17,9 40,0 0,1620 
DMA 22,2 23,5 35,0 19,3 42,8 0,1333 
TUP 22,2 23,9 34,5 14,9 43,3 0,1267 
Total 22,6 22,1 37,7 17,5 39,6 0,1700 

Tableau 28 : Composition nucléotidique des séquences 12S rRNA (393 bp) 
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Groupe T C A G G + C Biais 
EUL 18,2 20,4 52,7 8,7 29,1 0,3693 
HAP 17,9 20,3 54,3 7,5 27,8 0,3907 
VAR 18,9 18,6 55,1 7,4 26,0 0,4013 
IND 18,7 20,4 50,7 10,2 30,6 0,3427 
LEP 17,1 23,1 51,3 8,5 31,6 0,3507 
MED 17,5 22,3 50,5 9,7 32,0 0,3400 
CHE 20,3 20,0 43,3 10,5 30,5 0,3233 
DMA 20,1 19,6 49,0 11,3 30,7 0,3200 
TUP 18,8 22,5 40,3 12,5 35,0 0,2433 
Total 18,3 20,8 51,9 9,0 29,8 0,3587 

Tableau 29 : Composition nucléotidique des séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
Groupe T C A G G + C Biais 

EUL 28,6 22,1 21,5 27,8 49,9 0,0853 
HAP 29,2 21,9 21,8 27,1 49,0 0,0560 
VAR 27,4 24,3 22,1 26,3 50,6 0,0487 
IND 27,6 24,1 21,4 26,8 48,9 0,0487 
LEP 25,8 25,5 21,1 27,6 53,1 0,0520 
MED 25,1 26,3 20,6 28,0 54,3 0,0587 
CHE 25,8 24,5 23,4 26,4 50,5 0,0287 
DMA 24,6 27,9 19,0 28,5 56,4 0,0853 
TUP 26,1 25,6 21,0 27,3 52,9 0,0533 
Total 27,5 23,7 21,5 27,3 51,0 0,0640 

Tableau 30 : Composition nucléotidique des séquences 12S rRNA (zones 'Steem') 

 
Dans le cas des zones 'Loop' la répartition est identique à celle trouvée pour les séquences de 

393 bp, mais les différences sont plus marquées faisant que le biais, pour l'ensemble des séquences, 
a une valeur de 0,3587. Enfin pour les zones 'Steem' on trouve des pourcentages sensiblement 
égaux pour les quatre types de nucléotides avec une faible valeur de biais (0,064 pour l'ensemble 
des séquences), ce qui confirme le fait que l'on est bien en présence d'un ensemble de zones 
complémentaires deux à deux. 
 

Lorsque les valeurs sont analysées en fonction des groupes on peut constater l'existence de 
peu de différences pour les séquences de 393 bp. Dans le cas des zones 'Loop' quelques petites 
différences peuvent être notées: une augmentation du pourcentage de Thymine chez CHE et DMA; 
une diminution de la Cytosine chez VAR, une diminution de l'Adénine chez TUP, et une 
augmentation de la Guanine chez DMA et TUP. 
 
 La répartition des sites variables, parcimonieux informatifs et singletons, est indiquée au 
Tableau 31 pour les trois types de séquences. En tenant compte de l'ensemble des séquences 
analysées le pourcentage de sites variables le plus élevé est trouvé pour les zones 'Loop' et le plus 
faible pour les zones 'Steem'. La répartition est identique en ce qui concerne les sites parcimonieux 
informatifs. Les singletons, quant à eux, ne présentent que de faibles variations entre les trois types 
de séquences. Le groupe dans lequel est trouvé le plus fort pourcentage de sites variables et 
parcimonieux informatifs est IND et celui présentant les plus faibles valeurs est le groupe CHE. 
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Séquences de 393 bp Zones 'Loop' Zones 'Steem' Groupe 
% V % Pi % S % V % Pi % S % V % Pi % V 

EUL 6,36 3,31 3,05 8,92 4,69 4,22 3,33 1,67 1,67 
HAP 5,85 3,82 2,03 7,51 5,16 2,35 3,89 2,22 1,67 
VAR 2,03 - - 2,35 - - 1,67 - - 
IND 13,74 6,11 7,63 17,84 8,45 9,39 8,89 3,33 5,55 
LEP 8,65 3,82 4,83 8,45 3,75 4,69 8,89 3,89 5,00 
CHE 1,78 - 1,53 2,35 - 1,88 1,11 - 1,11 
TUP 6,11 - - 6,57 - - 5,55 - - 
Total 41,47 34,35 6,61 47,89 38,97 7,98 33,89 28,89 5,00 

Tableau 31 : Caractéristiques des différents types de séquences 12S rRNA 

Transitions et transversions 
 
    Le Tableau 32 montre l'existence de variations importantes du rapport 
Ti / Tv en fonction des différents groupes analysés. Cette constatation est valable pour les trois 
types de séquences. Dans tous les cas, sauf en ce qui concerne le groupe CHE, les transitions sont 
plus ou tout aussi fréquentes que les transversions. La valeur la plus élevée du rapport Ti / Tv est 
trouvée pour le groupe TUP avec les séquences de 393 bp (5,0), pour les groupes EUL et TUP avec 
les zones 'Loop' (3,8 et 3,7), et pour le groupe TUP avec les zones 'Steem' (9,0). 
 
 

Séquences de 393 bp Zones 'Loop' Zones 'Steem' Groupe 
% Ti % Tv R % Ti % Tv R % Ti % Tv R 

EUL 1,78 0,51 3,9 2,35 0,47 3,8 1,11 0,00 3,9 
HAP 1,27 1,02 1,2 1,41 1,41 1,1 1,11 0,55 1,8 
VAR 1,02 1,02 1,0 0,94 1,41 0,7 1,11 0,55 2,0 
IND 4,83 1,27 3,6 6,10 1,88 3,5 2,78 0,55 4,0 
LEP 2,80 0,76 3,3 2,35 0,94 2,1 3,33 0,55 6,8 
CHE 0,25 0,76 0,3 0,47 0,94 0,5 0,00 0,55 0,0 
TUP 5,09 1,02 5,0 5,16 1,41 3,7 5,00 0,55 9,0 
Total 7,63 3,56 2,1 8,92 4,69 1,8 6,11 2,22 2,8 

Tableau 32 : Transitions et transversions pour les différents types de séquences 12S rRNA 

 
 Les différents types de transitions (valeurs observées et calculées) sont indiqués aux 
Tableaux 33 (séquences de 393 bp), 34 (zones 'Loop') et 35 (zones 'Steem'). Pour ce qui est des 
transversions, les résultats sont reportés dans les Tableaux 36 (séquences de 393 bp), 37 (zones 
'Loop') et 38 (zones 'Steem'). D'une manière générale les deux types d'évènements surviennent plus 
fréquemment que prévu. Toutefois dans le groupe HAP les transitions impliquant l'Adénine et la 
Guanine sont moins fréquentes que prévu pour les séquences de 393 bp, ainsi que pour les zones 
'Loop'. Il faut également remarquer que les transitions impliquant la cytosine et la thymine 
surviennent plus fréquemment que celles impliquant l'Adénine et la Guanine. Dans le cas des 
transversions les valeurs observées sont nettement plus faibles que les valeurs qui peuvent être 
calculées. D'autre part les transversions impliquant l'Adénine sont plus fréquentes que celles 
impliquant la Cytosine. 
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AG CT Groupe 
Observé Calculé Observé Calculé 

EUL 93 49 111 34 
HAP 20 46 121 33 
VAR 2 1 0 1 
IND 84 57 169 43 
LEP 37 31 98 23 
CHE 0 2 2 1 
TUP 4 4 14 3 
Total 7125 4921 11420 3562 

Tableau 33 : Transitions observées et calculées pour les séquences 12S rRNA (393 bp) 

 
AG CT Groupe 

Observé Calculé Observé Calculé 
EUL 64 29 91 23 
HAP 5 23 90 20 
VAR 2 1 0 1 
IND 63 34 126 28 
LEP 19 12 47 11 
CHE 0 1 2 1 
TUP 2 2 8 2 
Total 4689 2483 6957 2030 

Tableau 34 : Transitions observées et calculées pour les séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
AG CT Groupe 

Observé Calculé Observé Calculé 
EUL 29 9 20 10 
HAP 15 11 31 12 
VAR 0 0 0 0 
IND 21 12 43 14 
LEP 18 13 51 13 
CHE 0 1 0 1 
TUP 2 1 6 2 
Total 2436 1424 4463 1532 

Tableau 35 : Transitions observées et calculées pour les séquences 12S rRNA (zones 'Steem') 

 
AC AT CG GT Groupe 

Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé 
EUL 25 56 12 61 6 27 9 30 
HAP 14 56 42 62 41 25 12 28 
VAR 1 1 3 2 0 1 0 1 
IND 24 70 29 72 7 35 0 36 
LEP 8 42 15 36 10 20 0 17 
CHE 0 2 6 2 2 1 0 1 
TUP 2 5 2 5 0 3 0 3 
Total 3651 5986 3024 6127 615 2860 549 2928 

Tableau 36 : Transversions observées et calculées pour les séquences 12S rRNA (393 bp) 
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AC AT CG GT Groupe 
Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé 

EUL 25 66 11 61 6 11 2 10 
HAP 14 64 35 54 34 9 0 7 
VAR 0 2 3 2 0 0 0 0 
IND 19 76 24 70 2 14 0 12 
LEP 8 33 10 24 5 5 0 4 
CHE 0 2 4 2 0 0 0 0 
TUP 2 4 1 3 0 1 0 1 
Total 2831 5901 2244 5187 423 972 283 854 

Tableau 37 : Transversions observées et calculées pour les séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
AC AT CG GT Groupe 

Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé Observé Calculé 
EUL 0 7 1 9 0 10 7 13 
HAP 0 8 7 12 7 12 12 16 
VAR 1 0 0 0 0 0 0 0 
IND 5 10 5 12 5 14 0 16 
LEP 0 11 5 11 5 15 0 15 
CHE 0 1 2 1 2 1 0 1 
TUP 0 1 1 1 0 2 0 2 
Total 820 1166 780 1361 192 1603 266 1872 

Tableau 38 : Transversions observées et calculées pour les séquences 12S rRNA (zones 'Steem') 

 
 En fonction des caractéristiques observées, seules les séquences de 393 bp et les zones 
'Loop' seront utilisées dans les traitements et, dans les deux cas, le modèle de substitution utilisé 
sera le modèle TN93. 
 

Distances 
 
    Le Tableau 39 présente les distances de Tamura-Nei pour les 
séquences de 393 bp (prenant en compte les transitions et les transversions (avec l'option 'complete 
deletion') calculées à partir des séquences consensus de chaque groupe (partie inférieure de la 
matrice) et de l'ensemble des séquences disponibles pour chaque groupe (partie supérieure de la 
matrice). Les moyennes intra groupe sont, quant à elles, indiquées sur la diagonale de la matrice. En 
utilisant les séquences consensus, les distances sont comprises entre 0,027 (comparaison entre LEP 
et MED) et 0,279 (comparaison entre IND et TUP). L'utilisation de l'ensemble des séquences 
disponibles pour chaque groupe fournit des résultats similaires: de 0,035 (entre LEP et MED) à 
0,255 (entre IND et TUP). Les moyennes des distances intra groupe vont, quant à elles, de 0,009 
(groupe CHE) à 0,066 (groupe TUP). 
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 EUL HAP VAR IND LEP MED CHE DMA TUP 
EUL 0,020 0,057 0,074 0,115 0,140 0,149 0,111 0,131 0,222 
HAP 0,054 0,026 0,088 0,118 0,147 0,164 0,133 0,147 0,247 
VAR 0,081 0,084 0,017 0,113 0,131 0,140 0,126 0,143 0,224 
IND 0,121 0,110 0,108 0,063 0,155 0,167 0,137 0,144 0,255 
LEP 0,143 0,157 0,130 0,159 0,033 0,035 0,153 0,139 0,208 
MED 0,153 0,168 0,149 0,164 0,027 - 0,158 0,145 0,210 
CHE 0,116 0,136 0,135 0,150 0,162 0,170 0,009 0,131 0,209 
DMA 0,150 0,162 0,145 0,159 0,148 0,163 0,151 - 0,226 
TUP 0,227 0,260 0,244 0,279 0,217 0,219 0,222 0,247 0,066 

Tableau 39 : Distances génétiques pour les séquences 12S rRNA(393 bp) 

 
 L'étude réalisée avec les zones 'Loop' (Tableau 40) montre qu'avec les séquences consensus, 
la plus faible distance (0,025) est trouvée entre les groupes MED et LEP, alors que la plus 
importante est celle entre IND et TUP (0,367). Lorsque sont prises en compte toutes les séquences 
disponibles pour chaque groupe les valeurs vont de 0,034 (entre MED et LEP) à 0,328 (entre IND et 
TUP). La plus faible valeur de distance intra groupe se trouve chez CHE (0,011) et la plus élevée 
pour le groupe IND (0,095). 
 
 

 EUL HAP VAR IND LEP MED CHE DMA TUP 
EUL 0,030 0,072 0,081 0,186 0,184 0,193 0,138 0,175 0,245 
HAP 0,073 0,035 0,101 0,192 0,178 0,200 0,168 0,192 0,289 
VAR 0,083 0,082 0,027 0,181 0,173 0,183 0,159 0,182 0,238 
IND 0,197 0,170 0,167 0,095 0,227 0,236 0,194 0,214 0,328 
LEP 0,178 0,188 0,175 0,236 0,033 0,034 0,203 0,202 0,254 
MED 0,195 0,205 0,193 0,242 0,026 - 0,223 0,209 0,237 
CHE 0,151 0,181 0,163 0,219 0,220 0,247 0,011 0,176 0,269 
DMA 0,197 0,213 0,217 0,223 0,200 0,227 0,204 - 0,279 
TUP 0,243 0,301 0,253 0,367 0,260 0,283 0,302 0,297 0,075 

Tableau 40 : Distances génétiques pour les séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 

Test 'Likelihood mapping' 
 
    Les diagrammes obtenus à partir des séquences de 393 bp et celles 
correspondant aux zones 'Loop' sont présentées à la Figure 13. Le Tableau 41 résume les résultats 
chiffrés des tests. On peut remarquer que les séquences de 393 bp présentent un plus fort 
pourcentage de quartets résolus (83,6 %) que les zones 'Loop' (74,2 %). Si les séquences totales 
sont utilisables pour des reconstructions phylogénétiques le pourcentage relativement peu élevé de 
quartets résolus avec les zones 'Loop' fait que les reconstructions effectuées à partir de celles-ci 
devront être examinées avec précautions. 
 

 Bassin 1 Bassin 2 Bassin 3 Total bassins 
1, 2 et 3 Bassin 7 

Séquences 
totales 27,8 27,9 27,9 83,6 12,6 

Zones 'Loop' 24,5 24,7 25,0 74,2 21,6 

Tableau 41 : Résultats du test 'Likelihood mapping' pour les séquences 12S rRNA 
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Données mixtes 
 
   Pour ces données mixtes les séquences de cytochrome b 357 bp et les 
séquences des zones 'Loop" du 12S rRNA ont été combinées, ce qui permet d'obtenir des séquences 
de 570 bp. 
 

Caractéristiques 
 
    Pour l'ensemble des séquences combinées, les pourcentages des 
nucléotides sont les suivants: 25,5 % pour la Thymine; 24,5 % pour la cytosine, 36,3 % pour 
l'Adénine et 13,8 % pour la Guanine, ce qui donne un biais général de composition de 0,1567. Les 
pourcentages des différents types de sites, de même que les pourcentages des transitions et des 
transversions, ainsi que le rapport Ti / Tv pour les différents groupes et l'ensemble des séquences 
sont indiqués au Tableau 42. On peut constater que près de la moitié des 570 sites sont variables et 
environ 41 % des sites sont de type parcimonieux informatifs. Le rapport Ti / Tv pour l'ensemble 
des séquences est de 2,0, c'est à dire comparable à celui trouvé tant pour les séquences de 
cytochrome b que pour les séquences de 12S rRNA. 
 

Groupe % V % Pi % S % Ti % Tv R 
EUL 14,21 8,24 5,96 4,74 0,70 7,6 
HAP 17,02 11,05 5,96 5,44 1,40 3,8 
VAR 1,75 - - 1,23 0,53 2,3 
IND 22,28 12,98 9,30 8,60 2,10 4,1 
LEP 7,89 2,81 5,09 1,93 1,23 1,6 
CHE 14,56 - 14,38 7,19 2,98 2,5 
TUP 5,96 - - 4,21 1,75 2,4 
Total 49,65 40,88 8,42 10,17 5,09 2,0 

Tableau 42 : Caractéristiques des séquences mixtes 

 
 Le modèle de substitution TN93 sera utilisé pour tous les traitements réalisés à partir de ces 
données mixtes. 

Test 'Likelihood mapping' 
 
    Le diagramme obtenu par l'analyse dans TREE-PUZZLE est présenté 
à la Figure 13. Pour ces séquences mixtes, 96,2 % des 10 000 quartets analysés sont entièrement 
résolus et seulement 1,4 % ne sont pas du tout résolus. Ceci fait que ces séquences devraient être 
celles fournissant les meilleurs résultats lors des reconstructions phylogénétiques. 
 

Test de la monophylie des Lemuriformes 
 
  Ce test de monophylie a été mené d'une part avec les séquences de cytochrome b 357 
bp et d'autre part avec les séquences de 12S rRNA de 393 bp. Les reconstructions sont effectuées en 
utilisant la méthode NJ avec des distances de Tamura-Nei prenant en compte les transitions et les 
transversions. Dans le cas des séquences 12S l'option 'complete deletion' est utilisée. La crédibilité 
des nœuds est testée par un bootstrap avec 5 000 réplications. Les arbres sont enracinés en utilisant 
la séquence XLA (Xenopus laevis). 
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 Dans le cas du cytochrome b (Figure 14) le groupe des Lemuriformes (dans lequel ne sont 
incluses ni la séquence DMA, ni celles du groupe TUP) est supporté par une valeur de bootstrap de 
87 %. L'inclusion de la séquence LTA dans le groupe des Lemuriformes fait passer la valeur de 
bootstrap à 47 %, ou à 34 % si les séquences LTA et DMA sont incluses. Quant aux séquences du 
groupe TUP elles sont trouvées dans un cluster renfermant les représentants des Rongeurs, Cétacés 
et Carnivores. 
 

 
Figure 14 : Reconstruction phylogénétique à partir des séquences de cytochrome b (357 bp) pour les tests de 

monophylie 

 
 Dans le cas des séquences de 12S rRNA (Figure 15), le groupe des Lemuriformes, dans 
lequel se trouve incluse la séquence DMA est supporté par une valeur de bootstrap relativement 
faible (48 %). Si la séquence LTA est incluse la valeur de bootstrap passe à 36 %, ce qui est 
comparable avec les résultats obtenus pour le cytochrome b. Les séquences du groupe TUP sont ici 
situées entre le cluster des Primates et les séquences correspondant aux représentants des Rongeurs, 
Carnivores et Cétacés. 
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Figure 15 : Reconstruction phylogénétique à partir des séquences de 12S rRNA (393 bp) pour les tests de 

monophylie 

 
 Un troisième test a été mené en utilisant la combinaison des séquences de cytochrome b et 
de 12S rRNA (Figure 16). Dans ce cas le groupe des Lemuriformes est supporté par une faible 
valeur de bootstrap (30 %) sans inclusion de la séquence DMA et de 27 % avec inclusion de cette 
séquence. Comme dans le cas des séquences 12S rRNA seules, le groupe TUP est ici situé entre le 
cluster des Primates et les séquences des Rongeurs, Cétacés et Carnivores. 
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Figure 16 : Reconstruction phylogénétique à partir des séquences mixtes (cytochrome b et 12S rRNA zones 

'Loop') pour les tests de monophylie 

 
 Ces trois topologies montrent que les séquences de Lemuriformes utilisées dans cette étude 
se trouvent groupées dans un cluster si l'on ne tient pas compte de la séquence DMA et de celles du 
groupe TUP dont des analyses plus précises pourront préciser la position. 
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Détermination de la séquence outgroupe optimale 
 
  La détermination d'une séquence outgroupe optimale est essentielle afin d'obtenir la 
crédibilité maximale des études phylogénétiques. Si de nombreux critères ont pu être proposés pour 
cette définition (69, 203, 227, 305, 364), celui défini par Lyons-Weiler et coll. (194) semble être en 
mesure de fournir les meilleurs résultats. Ce dernier stipule que le signal phylogénétique présent 
dans une analyse fournissant un arbre enraciné (comprenant donc l'outgroupe) doit être supérieur à 
celui trouvé lors d'une analyse fournissant un arbre non enraciné, ne prenant en compte que les 
séquences de l'ingroupe. 
 
 Une mesure directe du contenu phylogénétique consiste en la détermination de la proportion 
des caractères présentant l'état ancestral dans une séquence donnée. Toutefois cette mesure 
nécessitant la connaissance de l'évolution de l'ensemble des séquences du groupe étudié, il n'est 
généralement possible d'effectuer qu'une mesure approximative. Dans un outgroupe trois facteurs 
vont déterminer la distribution de la pleisomorphie: 
 

 Le nombre de caractères ayant changé. 
 

 La position des caractères ayant changé. 
 

 La manière dont les caractères ont changé. 
 

On admet que la distance d'évolution entre l'outgroupe et le MRCA (More Recent Common 
Ancestor) de l'ingroupe est une fonction du temps et permet ainsi une bonne évaluation du nombre 
de caractères ayant changé. Si cette distance est importante le contenu pleisomorphique de 
l'outgroupe est généralement faible. 
 
 Pour réaliser cette étude les p-distances ont été calculées entre les différents groupes et 5 
séquences uniques, phylogénétiquement plus ou moins proches des Lemuriformes: BMU, GGO, 
LTA, PPY et XLA. Les résultats obtenus avec les séquences de cytochrome b 357 bp sont présentés 
dans le Tableau 43 et ceux obtenus avec les séquences de 12S rRNA 393 bp dans le Tableau 44. 
 
 

Outgroupes  
BMU GGO LTA PPY XLA 

EUL 0,229 0,230 0,175 0,240 0,256 
HAP 0,239 0,248 0,199 0,243 0,266 
VAR 0,225 0,214 0,169 0,223 0,277 
IND 0,242 0,248 0,199 0,252 0,275 
LEP 0,253 0,222 0,187 0,226 0,294 
MED 0,252 0,232 0,204 0,232 0,291 
CHE 0,245 0,261 0,196 0,261 0,287 
DMA 0,230 0,218 0,196 0,238 0,266 
TUP 0,231 0,249 0,207 0,255 0,269 

Moyenne 0,238 0,236 0,192 0,241 0,276 
± SE 0,010 0,015 0,012 0,012 0,012 

Tableau 43 : Test pour la séquence outgroupe optimale (cytochrome b 357 bp) 
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Outgroupes  
BMU GGO LTA PPY XLA 

EUL 0,161 0,158 0,121 0,171 0,287 
HAP 0,172 0,151 0,126 0,177 0,285 
VAR 0,157 0,154 0,132 0,179 0,286 
IND 0,169 0,157 0,124 0,179 0,292 
LEP 0,174 0,154 0,162 0,183 0,303 
MED 0,183 0,162 0,172 0,193 0,315 
CHE 0,157 0,178 0,150 0,205 0,305 
DMA 0,160 0,165 0,139 0,179 0,292 
TUP 0,202 0,212 0,197 0,232 0,316 

Moyenne 0,171 0,167 0,147 0,183 0,298 
± SE 0,014 0,017 0,024 0,018 0,011 

Tableau 44 : Test pour la séquence outgroupe optimale (12S rRNA 393 bp) 

 
Dans le cas du cytochrome b, la moyenne des distances entre l'outgroupe et les 

Lemuriformes va de 0,192 ± 0,012 pour la séquence LTA à 0,276 ± 0,012 pour la séquence XLA. 
Quant au 12S rRNA les valeurs vont de 0,147 ± 0,024 pour la séquence LTA à 0,298 ± 0,011 pour 
la séquence XLA. 
 
 La séquence LTA est donc celle qui présente, pour les deux types de fragments, les 
meilleures caractéristiques, et sera donc utilisée dans toutes les analyses. 
 

Traitements sur les séquences cytochrome b 

Séquences nucléotidiques 

Substitutions nucléotidiques par site 
 
    Le logiciel GZ-GAMMA permet d'estimer le nombre de substitutions 
par site, ainsi que le paramètre de forme (appelé α) de la distribution du taux de substitution. Ces 
estimations sont effectuées par une méthode de maximum de vraisemblance en utilisant une 
topologie définie pour les séquences étudiées. 
 
 Nous utilisons ici des topologies obtenues par la méthode NJ en utilisant les distances de 
Tamura-Nei (prenant en compte les transitions et les transversions) et un test de bootstrap 
comportant 5 000 réplications. En fonction de cette topologie, les séquences ancestrales peuvent 
être estimées à chaque nœud par une approche Bayesian (392) en utilisant le modèle de Kimura-2-
paramètres. Puis le nombre de substitutions par site est estimée en suivant le modèle de Jukes-
Cantor. Enfin le paramètre α est estimé à partir de la distribution du nombre minimal de 
substitutions par site. 
 
 Le logiciel TREE-PUZZLE a également été utilisé pour l'estimation du paramètre α, et de 
plus dans ce cas il est possible d'obtenir une estimation de la variance de la distribution gamma. 
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 Les résultats de ces différentes estimations sont reportés dans le Tableau 45. 
 
 

Groupe Alpha 1* Alpha 2** Variance de la distribution 
gamma 

EUL 0,236783 0,20 ± 005 5,09 
HAP 0,341681 0,30 ± 0,06 3,34 
IND 0,504956 0,38 ± 0,13 2,60 
LEP 0,091595 0,13 ± 0,11 7,45 
CHE 0,301728 0,21 ± 0,04 4,75 
MGA 0,180461 0,14 ± 0,08 7,37 
EHP 0,279447 0,22 ± 0,03 4,45 
EHV 0,120210 0,13 ± 0,03 4,32 
IMG 0,604270 0,53 ± 0,07 2,34 
GRA 0,352313 0,32 ± 0,02 3,16 
GRB 0,304454 0,31 ± 0,02 3,28 
GRC 0,346072 0,32 ± 0,02 3,10 

* estimation dans GZ-GAMMA 
** estimation dans TREE-PUZZLE 

Tableau 45 : Estimations du paramètre alpha pour les séquences cytochrome b 

 
On peut constater qu'il existe d'importantes variations dans la valeur du paramètre de forme 

de la distribution gamma entre les différents groupes de Lemuriformes étudiés. La valeur la plus 
faible (0,091595 dans GZ-GAMMA et 0,13 dans TREE-PUZZLE) est trouvée pour le groupe des 
Lepilemuridae alors que la plus élevée (0,604270 dans GZ-GAMMA et 0,53 dans TREE-PUZZLE) 
pour le groupe constitué par l'association des Indriidae et Megaladapidae (IMG). 
 

Le paramètre α permet de rendre compte du taux de substitution par site (λ), ces deux 
valeurs étant liées par: 
 

Coefficient de variation de 
α

λ 1
=  

 
Ceci fait que lorsque la valeur de α est très élevée, le taux de substitution est uniforme ou 

quasi uniforme pour tous les sites considérés. A l'inverse de faibles valeurs de α indiquent 
l'existence d'une variabilité du taux de substitution. 
 
 Dans le cas du cytochrome b, le groupe des Lepilemuridae est celui montrant la plus grande 
variabilité du taux de substitution et le groupe des Indriidae est celui pour lequel cette variabilité est 
la plus faible. On peut par ailleurs remarquer que l'inclusion du sub-fossile MED dans le groupe des 
Lepilemuridae (formant ainsi le groupe MGA) entraîne un doublement de la valeur de α estimée 
dans GZ-GAMMA, et seulement une légère augmentation de cette valeur lorsqu'elle est estimée 
dans TREE-PUZZLE. 
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Figure 17 : Répartition des substitutions par site (cytochrome b 357 bp) 

 
Pour l'ensemble des séquences étudiées (groupe GRC), la valeur de alpha est de 0,346072 

(estimée dans GZ-GAMMA) ou de 0,32 (estimée dans TREE-PUZZLE). Elle traduit une 
hétérogénéité du taux de substitution par site. Ces données sont confirmées par le diagramme de 
répartition des nombres supposés de substitutions par site (Figure 17). Dans ce diagramme la 
courbe représentée en rouge représente la moyenne mobile calculée avec une période de 10. 
 

Reconstructions phylogénétiques 
 
    Pour les deux types de séquences de cytochrome b (séquences totales 
de 357 bp et séquences regroupant les positions 1 et 3 des codons) les méthodes de reconstruction 
utilisées sont les suivantes: 
 

 Maximum Likelihood (ML): le programme DNAML du pack PHYLIP est utilisé avec 
une valeur du rapport Transitions / Transversions de 2,0 pour les séquences totales et de 
1,9 pour les séquences partielles. L'arbre final est obtenu après réarrangements globaux. 
L'analyse est répétée 10 fois en utilisant à chaque fois un ordre aléatoire d'introduction 
des séquences. 

 
 Maximum Parsimony: le programme DNAPARS du pack PHYLIP est utilisé soit en 

prenant en compte tous les types de substitutions (MP), soit en ne considérant que les 
transversions (MPV). Le ou les arbres les plus parcimonieux sont obtenus après 
réarrangements globaux. L'arbre final est le consensus strict des arbres les plus 
parcimonieux (traitement par le programme CONSENSE du pack PHYLIP). Comme 
dans le cas de l'analyse ML le traitement est répété 10 fois avec un ordre aléatoire 
d'introduction des séquences. 

 
 Parsimony Ratchet (PR): le traitement est effectué à l'aide du logiciel WINCLADA en 

utilisant 500 réplications et le rééchantillonnage, à chaque réplication, de 20 % des 
caractères. Un seul arbre est retenu à chaque itération. L'arbre final est obtenu par 
consensus strict des arbres les plus parcimonieux. 
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 Neighbor-Joining: le traitement est effectué dans le logiciel MEGA. Chaque arbre est 
calculé à partir de 5 000 réplications, en utilisant les distances de Tamura-Nei pour les 
séquences totales, et celles de Kimura-2-paramètres pour les séquences partielles. Une 
reconstruction est effectuée en prenant en compte les transitions et les transversions (NJ) 
et une seconde en ne prenant en compte que les transversions (NJV). 

 
Les résultats obtenus à partir des séquences de 357 bp sont présentés à la Figure 18: (a) 

pour l'arbre ML, (b) pour l'arbre MP, (c) pour l'arbre MPV, (d) pour l'arbre PR, (e) pour l'arbre NJ 
et (f) pour l'arbre NJV. 
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Figure 18 : Reconstructions phylogénétiques utilisant le cytochrome b (357 bp) 

 
Ceux obtenus à partir des séquences partielles sont reproduits dans la Figure 19: (a) pour 

l'arbre ML, (b) pour l'arbre MP, (c) pour l'arbre PR, (d) pour l'arbre NJ et (e) pour l'arbre NJV. Pour 
ce type de séquences l'analyse MPV n'a pas été possible. 
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Figure 19 : Reconstructions phylogénétiques utilisant le cytochrome b (positions 1 et 3) 

 
Pour les séquences de 357 bp, l'arbre MP est le consensus de 244 arbres et celui reconstruit à 

partir des séquences partielles est le consensus de seulement 6 arbres. L'arbre MPV, obtenu à partir 
des séquences totales, est unique. Dans le cas des reconstructions PR, pour les deux types de 
séquences, les arbres obtenus correspondent au consensus de 6 arbres. 
 
 Ces différentes topologies ont été comparées en utilisant le programme BASEML du pack 
PAML avec un test de bootstrap comprenant 10 000 réplications, d'une part par la méthode RELL 
(170), et d'autre part en utilisant la méthode de Shimodaira et Hasegawa (1999) avec une correction 
pour les comparaisons multiples. Ces tests ont été menés en considérant, ou non, l'existence d'une 
horloge moléculaire globale. Les résultats sont présentés aux Tableaux 46 (séquences totales) et 47 
(séquences partielles). 
 
 

Sans horloge Avec horloge Topologie 
LnL pSH pRELL LnL pSH pRELL 

ML - 4083,994 - 1,000 0,629 - 4138,413 - 1,000 0,494 
MP - 4090,506 0,737 0,282 - 4152,653 0,570 0,103 

MPV - 4232,034 0,000 0,000 - 4369,876 0,000 0,000 
PR - 4100,311 0,484 0,042 - 4154,823 0,481 0,018 
NJ - 4100,754 0,482 0,048 - 4140,480 0,840 0,386 

NJV - 4202,209 0,000 0,000 - 4261,763 0,000 0,000 
- 1,000 pour une valeur pSH indique que le calcul n'est pas possible 

Tableau 46 : Comparaison des topologies (cytochrome b 357 bp) 

 
Sans horloge Avec horloge Topologie 

LnL pSH pRELL LnL pSH pRELL 
ML - 3684,718 - 1,000 0,648 - 3734,547 - 1,000 0,815 
MP - 3692,586 0,675 0,173 - 3763,185 0,195 0,006 
PR - 3696,875 0,543 0,113 - 3758,191 0,263 0,016 
NJ - 3706,251 0,320 0,060 - 3667,901 0,491 0,163 

NJV - 3818,869 0,000 0,000 - 3876,883 0,000 0,000 
- 1,000 pour une valeur pSH indique que le calcul n'est pas possible 

Tableau 47 : Comparaison des topologies (cytochrome b positions 1 et 3) 
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 Pour les deux types de séquences, que l'on prenne ou non en compte l'existence d'une 
horloge moléculaire, la topologie ML apparaît comme étant celle représentant l'arbre 'correct'. Dans 
celle reconstruite à partir des séquences de 357 bp (Figure 18a) les séquences des groupes EUL, 
HAP et VAR se trouvent réunies dans un cluster qui se présente comme étant le cluster frère d'un 
second dans lequel sont regroupées les séquences MGA et CHE. Les séquences du groupe IND 
forment un cluster situé à la base de l'ensemble précédent. La séquence DMA se trouve à la base 
des Lemuriformes et enfin le groupe TUP occupe la position la plus basale dans cette topologie. 
 

Par contre pour la reconstruction effectuée à partir des séquences partielles (Figure 19a) on 
trouve, comme précédemment, un cluster formé des séquences EUL, HAP et VAR. Le groupe IND 
se trouve à la base de ce cluster, puis on trouve dans l'ordre, les groupes MGA, CHE et enfin la 
séquence DMA. Comme pour la topologie ML avec les séquences totales, dans le cas des séquences 
partielles le groupe TUP occupe la position la plus basale. 

 
 Lorsque l'on prend en compte l'existence d'une horloge moléculaire la topologie NJ est la 
plus probable après la topologie ML. Dans le cas des séquences de 357 bp (Figure 18e) on trouve 
un cluster formé par les groupes EUL, HAP et VAR qui est le cluster frère d'un second dans lequel 
sont regroupées les séquences des groupes IND et MGA. Le groupe CHE se trouve à la base de 
l'ensemble précédent. Enfin la séquence DMA et le groupe TUP forment un cluster dont la position 
est la plus basale dans la topologie. Le cluster regroupant Lemuridae, Indriidae et Megaladapidae 
est supporté par une valeur de bootstrap de 77 % et celui formé de DMA et TUP par une valeur de 
bootstrap de 48 %. Dans le cas des séquences partielles (Figure 19d) la topologie générale est 
identique avec toutefois des valeurs de bootstrap légèrement plus faibles. 
 
 Dans les reconstructions qui sont totalement résolues, c'est à dire celles ne présentant aucune 
multifurcation, le sub-fossile MED est toujours trouvé associé au cluster formé par les séquences de 
Lepilemuridae et occupe une position basale par rapport à ce cluster. Une seule exception à cette 
disposition a été trouvée pour la topologie NJ reconstituée à partir des séquences partielles, dans 
laquelle le sub-fossile est associé à la séquence LMU. 
 
 On peut également constater que les reconstructions NJV fournissent des topologies dont la 
disposition générale est identique à celle des topologies ML. Mais la crédibilité de ces topologies 
NJV est très faible. 
 
 Le choix entre la topologie ML et la topologie NJ est guidé par les résultats obtenus 
précédemment par d'autres auteurs, ainsi que par l'étude des longueurs des branches principales de 
chacune de ces topologies. Ces longueurs sont estimées pour les reconstructions effectuées tant avec 
les séquences totales qu'avec les séquences partielles (Tableau 48). 
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Séquences totales Séquences partielles Branches 
Arbre ML Arbre NJ Arbre ML Arbre NJ 

Longueur totale 3,13447 3,22088 4,72417 4,78532 

IND – MGA 0,152 
(4,85 %) 

0,206 
(6,39 %) 

0,275 
(5,82 %) 

0,311 
(6,50 %) 

IMG – EHV 0,067 
(2,14 %) 

0,044 
(1,37 %) 

0,051 
(1,08 %) 

0,079 
(1,65 %) 

CHE – GRA 0,067 
(2,14 %) 

0,092 
(2,86 %) 

0,178 
(7,76 %) 

0,160 
(3,34 %) 

DTU – GRB 0,114 
(3,64 %) 

0,117 
(3,63 %) 

0,136 
(2,88 %) 

0,100 
(3,09 %) 

 
Les valeurs entre parenthèses représentent le pourcentage de la longueur de la branche par rapport à 

la longueur totale de l'arbre. 
Tableau 48 : Longueurs des branches principales des topologies ML et NJ (cytochrome b 357 bp) 

 
On peut constater qu'en général les branches sont mieux définies, c'est à dire que leur 

longueur représente un pourcentage plus important de la longueur totale de l'arbre, avec les 
séquences partielles. 
 
 Le logiciel PHYLTEST est également utilisé afin de tester, au moyen de l'analyse quatre 
clusters, la crédibilité des différentes topologies constituées de quatre ensembles de séquences. Les 
principaux résultats de ces test sont indiqués dans le Tableau 49. 
 

Topologie Séquences Branche interne CP Probabilité 
357 bp 0,00442525 0,251 NS (IND,HAP), (MGA,VAR) 
238 bp 0,00104022 0,0876 NS 
357 bp 0,00533065 0,281 NS (IMG,CHE+DTU), 

(HAP,EUL+VAR) 238 bp 0,00974687 0,528 NS 
357 bp 0,00507973 0,0956 NS (EUL,VAR), (HAP,IMG) 238 bp 0,0100814 0,205 NS 
357 bp 0,0276895 0,959 < 5 % (TUP,DMA), 

(CHE,IMG+EHV) 238 bp 0,031438 0,847 < 20 % 
357 bp 0,0801632 1,000 < 0,1 % (MED,LEP), (IND,EHV) 238 bp 0,121091 1,000 < 0,1 % 
357 bp 0,0134725 0,959 < 5 % (IMG,EHV), 

(CHE,DAM+TUP) 238 bp 0,0253644 0,957 < 5 % 

Tableau 49 : Test des branches internes pour les topologies cytochrome b (357 bp) 

Ces résultats indiquent d'une part que l'association du sub-fossile MED et des séquences de 
Lepilemuridae est crédible avec une très forte probabilité et d'autre part que les séquences des 
groupes composés des Indriidae et Megaladapidae et des Eulemurs, Hapalemurs et Varecia ont une 
importante probabilité de former deux clusters associés. Parmi les groupes dont l'association est 
fortement improbable on trouve: Indriidae et Hapalemurs; Megaladapidae et Varecia; l'ensemble 
Indriidae, Megaladapidae et l'ensemble Cheirogaleidae, Daubentonia, Tupaia. 
 
 En fonction de ces résultats la topologie considérée comme la plus probable doit être 
représentée par celle fournie en utilisant la méthode NJ. Elle peut être représentée de la manière 
suivante (sans prendre en compte la séquence LTA utilisée comme outgroupe): 
 

((DMA, TUP), (CHE, ((IND, MGA), (VAR, (HAP, EUL)))))  
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Reconstruction des séquences ancestrales 
 
    La reconstruction des séquences nucléotidiques ancestrales est 
effectuée à l'aide des logiciels ANC-GENE et BASEML du pack PAML. Ces deux programmes 
travaillent à partir d'une topologie qui leur est fournie. Celle utilisée dans ce travail est la topologie 
NJ obtenue avec les séquences totales (Figure 18e). Les nœuds pour lesquels sont estimées les 
séquences ancestrales sont indiqués au Tableau 50 et à la Figure 20. 
 
 
 

 
Figure 20 : Nœuds ancestraux étudiés pour le cytochrome b 
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Noeud Groupe de séquences 
NdA1 EUL 
NdA2 HAP 
NdA3 VAR 
NdA4 IND 
NdA5 LEP 
NdA6 CHE 
NdA7 TUP 
NdA8 MGA 
NdA9 EHP 

NdA10 EHV 
NdA11 IMG 
NdA12 DTU 
NdA13 GRA 
NdA14 GRB 
NdA15 GRC 

Tableau 50 : Correspondances entre nœuds ancestraux et groupes de séquences pour le cytochrome b 

 
 Si l'on compare la composition nucléotidique de ces séquences ancestrales (Tableau 51) 
avec celle des groupes actuels correspondants (Tableau 14) on peut constater que les valeurs du 
biais général de composition sont toujours plus élevées pour les séquences ancestrales que pour 
celles des groupes actuels, sauf en ce qui concerne le groupe LEP, que celui-ci soit considéré seul, 
ou avec inclusion de la séquence MED. Cette variation est due, dans les séquences ancestrales, à 
une augmentation des pourcentages en Cytosine et Adénine et à une diminution du pourcentage en 
Thymine. Pour la Guanine, les variations sont plus faibles que celles affectant les trois autres 
nucléotides, avec des pourcentages légèrement plus faibles dans les séquences ancestrales que dans 
les séquences actuelles. 
 

Séquence Groupe T C A G Biais 
NdA1 EUL 27,7 29,6 27,7 16,0 0,1267 
NdA2 HAP 29,4 26,9 28,3 15,4 0,1280 
NdA3 VAR 30,0 27,5 27,7 14,8 0,1360 
NdA4 IND 25,2 30,3 28,6 15,7 0,1227 
NdA5 LEP 28,0 28,3 25,8 17,3 0,0947 
NdA6 CHE 28,9 26,9 29,1 15,1 0,1320 
NdA7 TUP 28,6 25,2 29,7 16,5 0,1140 
NdA8 MGA 28,0 28,9 25,5 17,6 0,0987 

NdA12 DTU 26,9 26,6 31,4 15,1 0,1320 
NdA15 Total 26,9 27,2 30,8 15,1 0,1320 

Tableau 51 : Compositions nucléotidiques des séquences ancestrales de cytochrome b 

 
 En utilisant comme référence la séquence ancestrale estimée pour le nœud le plus basal 
(NdA15), l'analyse des 14 autres séquences ancestrales montre l'existence de 115 sites modifiés 
(soit 32,21 % des sites étudiés). Ces sites sont répartis dans 87 codons (79,11 % des codons 
étudiés). La répartition de ces sites est indiquée à la Figure 21. Parmi ces sites modifiés 18 (20,69 
%) correspondent une modification sur une seule séquence ancestrale, 11 de ceux-ci (61,11 %) sont 
trouvés dans la séquence NdA7 (nœud ancestral des Tupaia), 3 (9,62 %) pour la séquence NdA6 
(nœud ancestral des Cheirogaleidae), 2 (11,11 %) pour la séquence NdA1 (nœud ancestral des 
EUL) et 1 (5,55 %) pour les séquences NdA2 (nœud ancestral des Hapalemurs) et NdA3 (nœud 
ancestral des Varecia). Les sites modifiés sont localisés à 70,43 % en position 3 des codons, à 20,87 
% en position 1 et à 9,70 % en position 3. 
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Figure 21 : Codons variables pour les séquences ancestrales de cytochrome b 

 
 Les transitions et transversions ont été calculées entre les nœuds ancestraux consécutifs et, 
pour les nœuds terminaux, entre la séquence ancestrale et la séquence consensus du groupe (Figure 
22). On peut alors constater que le nombre de transitions est égal ou supérieur à celui des 
transversions pour toutes les comparaisons effectuées. 
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Figure 22 : Transitions et transversion pour les séquences ancestrales de cytochrome b 

 Le détail de ces différentes substitutions est indiqué dans le Tableau 52. 
 

Transitions Transversions Entre 
AG CT AC AT CG GT 

NdA15 – NdA12 0 5 1 1 0 0 
NdA15 – NdA14 0 11 7 3 0 0 
NdA12 – DMA 8 19 18 6 0 1 
NdA12 – NdA7 6 22 8 6 1 0 
NdA14 – NdA6 0 11 4 4 0 0 

NdA14 – NdA13 1 3 2 2 0 0 
NdA13 – NdA10 0 7 5 0 0 0 
NdA10 – NdA3 2 21 1 2 2 0 
NdA10 – NdA9 0 1 1 0 0 0 
NdA9 – NdA1 4 15 1 1 0 0 
NdA9 – NdA2 0 9 2 0 1 1 

NdA13 – NdA11 1 2 4 0 0 1 
NdA11 – NdA4 1 6 4 1 1 1 
NdA11 – NdA8 9 18 6 2 1 0 
NdA8 – MED 1 2 1 1 0 0 
NdA8 – NdA5 0 1 1 0 0 1 

NdA1 – CnsEUL 0 6 1 0 0 0 
NdA2 – CnsHAP 1 17 2 2 0 0 
NdA3 – CnsVAR 1 1 0 0 0 0 
NdA4 – CnsIND 3 6 1 1 1 1 
NdA5 – CnsLEP 3 5 0 0 0 0 
NdA6 – CnsCHE 2 10 5 2 1 0 
NdA7 – CnsTUP 1 2 0 2 0 0 

Tableau 52 : Répartition des transitions et transversion pour les séquences ancestrales de cytochrome b 
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 Du fait du biais de composition des séquences (proportion de Guanine inférieure à 25 %) les 
substitutions dans lesquelles est engagée la Guanine sont très peu représentées. 
 

Substitution Pourcentage 
observé 

Pourcentage 
calculé 

AG 14,13 37,65 
CT 85,87 62,35 
AC 67,28 33,23 
AT 28,11 32,63 
CG 2,76 17,22 
GT 1,85 16,92 

Transitions 55,98 44,02 
Transversions 32,86 67,14 

Tableau 53 : Substitutions observées et calculées pour les séquences ancestrales de cytochrome b 

 
Une simulation, effectuée sur l'ensemble des séquences ancestrales, permet de comparer les 

valeurs réelles, et celles qui peuvent être calculées, pour les différents types de substitution 
(Tableau 53). Ce sont les transversions C  G et G  T qui présentent les plus fortes différences 
entre valeurs observées et calculées. Par rapport aux valeurs qui peuvent être calculées, les 
transitions sont augmentées d'environ 25 % et les transversions diminuées de 50 %. 
 
 Lorsque l'on analyse les modifications de sites survenant le long des branches menant aux 
groupes actuels, du nœud ancestral (NdA15) jusqu'au nœud ancestral du groupe (par exemple NdA1 
pour le groupe EUL), il est possible de comparer les évolutions des différents groupes. Ces analyses 
sont effectuées à partir des alignements des séquences ancestrales, en prenant comme référence la 
séquence NdA15. Les résultats sont présentés au Tableau 54. 
 
 

Branche 
menant à 

Sites 
modifiés 

(1) 

Codons 
modifiés 

(2) 

Positions 1 
(3) 

Positions 2 
(3) 

Positions 3 
(3) 

Modifications 1 
(4) 

Modifications 2 
(5) 

EUL 13,16 36,97 17,02 6,38 76,60 34,09 23,40 
HAP 12,04 33,61 16,28 6,98 76,74 40,00 18,60 
VAR 14,84 39,49 20,75 5,66 73,59 23,40 33,96 
IND 11,48 31,93 14,63 7,32 78,05 44,74 21,95 
MED 16,81 42,02 20,00 8,33 71,67 50,00 46,67 
LEP 17,08 42,86 21,31 6,56 72,13 27,45 1,64 
CHE 9,52 26,89 17,05 8,82 74,13 46,87 38,23 
DMA 1,96 5,88 0,00 14,28 85,72 - - 
TUP 13,44 32,77 20,83 14,58 64,53 12,82 85,42 

(1) Pourcentage par rapport au nombre total de sites (357) 
(2) Pourcentage par rapport au nombre de codons (119) 
(3) Pourcentage par rapport au nombre de sites modifiés 

(4) Pourcentage par rapport au nombre de sites modifiés. Modifications du type ACCCCC 
(5) Pourcentage par rapport au nombre de sites modifiés. Modifications du type AAAAAC 

Tableau 54 : Modifications des sites sur les séquences ancestrales de cytochrome b en fonction des groupes 

 
 Les branches présentant le pourcentage le plus élevé de sites modifiés sont celles menant à 
MED et LEP (respectivement 16,81 % et 17,08 %). Le pourcentage le plus faible est trouvé pour la 
branche menant à DMA (1,96 %). Pour les autres branches les valeurs varient de 14,84 % (branche 
menant à VAR) à 11,48 % (branche menant à IND). En terme de codons, les variations sont 
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identiques. Si l'on analyse les modifications en fonction de la position sur les codons on peut 
remarquer qu'environ 75 % des positions modifiées sont les troisièmes positions; les secondes 
positions étant celles pour lesquelles on retrouve le moins de modifications. Deux types particuliers 
de changements on été analysés: d'une part ceux pour lesquels le nucléotide de la séquence NdA15 
est modifié dès le premier nœud, cette modification restant constante jusqu'au nœud terminal; 
d'autre part celles pour lesquelles le site n'est modifié que pour le nœud terminal. Pour le premier 
type de modification les pourcentages les plus importants se trouvent pour les branches menant à 
MED (50,0 %) et CHE (46,87 %); et les plus faibles pour les branches menant à TUP (12,82 %) et à 
LEP (27,45 %). Ces modifications impliquent en grande majorité la substitution d'une Adénine en 
une Cytosine, ou d'une Thymine en une Cytosine, sauf dans le cas de la branche menant à TUP pour 
laquelle la modification la plus fréquente est la substitution d'une Cytosine en une Thymine. Pour le 
second type de changement, les variations entre groupes sont très importantes: de 85,42 % (pour la 
branche menant à TUP) à 1,64 % (pour la branche menant à LEP); pour les autres branches les 
valeurs vont de 21,95 % (branche menant à IND) à 46,67 % (branche menant à MED). Dans ce cas, 
pour tous les groupes, la substitution la plus fréquence est celle d'une Cytosine en une Thymine. 
 
 Si l'on étudie maintenant les modifications survenues entre la séquence du nœud terminal 
d'un groupe et la séquence consensus de ce groupe (Tableau 55) on peut constater que les groupe 
EUL, VAR, MED et TUP renferment peu de sites variables dans la branche et à nouveau modifiés 
dans la séquence consensus (entre 0,28 % et 1,40 %). Pour trois groupes les valeurs sont un peu 
plus élevées: de 2,24 % à 4,48 % pour HAP, IND et CHE. Enfin la valeur la plus élevée est trouvée 
pour le groupe DMA (13,44 %). 
 
 

Sites déjà variables Nouveaux sites variables 
Groupe 

Sites (1) Position 1 
(2) 

Position 2 
(2) 

Position 3 
(2) Sites (3) Position 1 

(4) 
Position 2 

(4) 
Position 3 

(4) 
EUL 0,56 0,00 0,00 100,00 10,64 40,00 0,00 60,00 
HAP 3,64 15,38 7,69 76,93 18,60 0,00 0,00 100,00 
VAR 0,28 100,00 0,00 0,00 1,89 100,00 0,00 0,00 
IND 2,24 25,00 12,50 62,50 12,19 40,00 0,00 60,00 
MED 1,40 20,00 0,00 80,00 8,33 0,00 0,00 100,00 
LEP 1,12 0,00 0,00 100,00 6,56 0,00 0,00 100,00 
CHE 4,48 31,25 0,00 68,75 11,76 0,00 0,00 100,00 
DMA 13,44 22,92 14,58 62,50 42,86 0,00 33,33 66,67 
TUP 1,12 25,00 0,00 75,00 2,08 0,00 0,00 100,00 

(1) Pourcentage par rapport au nombre total de sites (357) 
(2) Pourcentage par rapport au nombre de sites variables sur la branche 

(3) Pourcentage par rapport au nombre de sites variables 
(4) Pourcentage par rapport au nombre de nouveaux sites variables 

Tableau 55 : Modifications des sites sur les séquences ancestrales de cytochrome b entre nœud terminal et 
groupe actuel de séquences 

 
 En ce qui concerne les sites devenant variables entre la séquence ancestrale et la séquence 
consensus les résultats vont dans le même sens que les précédents. 
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Horloge moléculaire et arbres linéarisés 
 
    Une partie de cette étude est réalisée au moyen du logiciel 
LINETREE. Dans un premier temps les séquences de cytochrome b totales (357 bp) sont utilisées 
pour la reconstruction d'un arbre NJ en utilisant les distances de Tamura-Nei. La topologie obtenue 
(Figure 23) est en tous points conforme à celle qui peut être calculée dans le logiciel MEGA 
(Figure 18e). 
 
 
 
 

 
Figure 23 : Reconstruction NJ dans LINETREE pour le cytochrome b (357 bp) 
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 Les valeurs de bootstrap, ainsi que les résultats de l'analyse 'deux clusters' effectuée dans 
LINETREE sont indiquées dans le Tableau 56. 
 

Cluster A Cluster B Bootstrap 
(%) bA bB Z CP 

(%) 
IND MGA 16 0,098932 0,113920 1,112271 73,30 
EUL HAP 35 0,078483 0,088082 1,242538 78,50 
DMA TUP 49 0,119987 0,154928 1,546446 87,40 
VAR EHP 27 0,077974 0,087172 1,160942 75,40 
IMG EHV 55 0,110462 0,087822 2,136028 96,68 
CHE GRA 77 0,116985 0,110419 0,509352 38,30 
DTU GRB - 0,150661 0,134222 0,835495 59,34 

Tableau 56 : Test 'deux clusters' pour la reconstruction NJ à partir du cytochrome b (357 bp) 

 
Une étude détaillée du test 'deux clusters' permet de montrer que la séquence HSI du groupe 

HAP présente une évolution significativement plus lente que celle de toutes les autres séquences 
analysées (avec une valeur de CP de 99,96 %, soit une significabilité du test de 1 %). D'autre part le 
test effectué sur les longueurs des branches de la topologie indique qu'en plus de la séquence HSI, 
la séquence ECO du groupe EUL montre une évolution significativement plus lente que celle de 
toutes les autres séquences (les valeurs de CP pour HSI et ECO, dans ce test, sont de 100 %, soit 
une significabilité de 1 %). 
 

Compte tenu de ces résultats la reconstruction de l'arbre linéarisé est effectuée sans prendre 
en compte les séquences HSI et ECO. Les résultats du test 'deux clusters' avec ce nouvel ensemble 
de séquences sont reportés au Tableau 57. Ce test, de même que celui portant sur les longueurs des 
branches, ne montre plus de séquences ayant des évolutions significativement plus lentes que la 
valeur moyenne. 
 

Cluster A Cluster B Bootstrap 
(%) bA bB Z CP 

(%) 
IND MGA 16 0,098409 0,114443 1,199733 76,60 
EUL HAP 35 0,081727 0,093236 1,343234 81,98 
DMA TUP 49 0,119933 0,154982 1,550597 87,64 
VAR EHP 27 0,078841 0,090427 1,393298 83,54 
IMG EHV 55 0,110853 0,089830 1,964961 95,00 
CHE GRA 77 0,117038 0,111926 0,392912 30,34 
DTU GRB - 0,151213 0,135115 0,817175 59,82 

Tableau 57 : Test 'deux clusters' pour la reconstruction NJ à partir du cytochrome b (357 bp) après élimination 
des séquences aberrantes 

 
 L'arbre linéarisé obtenu à partir de ces données est celui de la Figure 24. 
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Figure 24 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences de cytochrome b (357 bp) 

 
 En considérant que la divergence entre les Strepsirhini et les Lorisidae est intervenue il y a 
62 millions d'années (MA), l'arbre linéarisé permet d'estimer les temps de divergence correspondant 
aux nœuds principaux de la topologie. Les estimations obtenues sont reportées dans le Tableau 58 
(arbre linéarisé 1). Un certain nombre de divergences ne peuvent être ici précisées correctement: 
séparation LEP – MED (nœud NdA8); séparation (IND,MGA) – (EUL,HAP,VAR) (nœud NdA13) 
et séparation VAR – (EUL,HAP) (nœud NdA10). 
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Nœud Divergence Arbre 
linéarisé 1 

Arbre 
linéarisé 2 

Arbre 
linéarisé 3 

Arbre 
linéarisé 4 Moyenne ± SD 

NdA1 EUL 18,27 - 18,36 - 18,31 ± 0,04 
NdA2 HAP 31,53 - 33,91 - 3272 ± 1,19 
NdA3 VAR 2,94 - 2,93 - 2,93 ± 0,01 
NdA4 IND 35,97 - 38,55 - 37,26 ± 1,29 
NdA5 LEP 10,68 - 8,26 - 9,47 ± 1,21 
NdA6 CHE 36,22 - 41,37 - 38,79 ± 2,57 
NdA7 TUP 12,08 - 12,25 - 12,16 ± 0,08 
NdA8 MED – LEP 10,97 10,28 9,49 9,86 10,15 ± 0,56 
NdA9 EUL – HAP 34,88 27,44 39,95 29,20 32,87 ± 4,93 

NdA10 VAR – EHP 36,05 37,59 40,75 43,56 39,49 ± 2,90 
NdA11 IND – MGA 43,86 35,98 44,76 39,32 40,98 ± 3,55 
NdA12 DMA – TUP 56,65 57,64 56,25 57,44 56,99 ± 0,57 
NdA13 IMG – EHV 41,35 40,34 43,49 44,57 42,44 ± 1,68 
NdA14 CHE – GRA 47,18 43,55 53,15 44,62 47,12 ± 3,72 
NdA15 DTU – GRB 59,00 59,10 59,22 60,31 59,41 ± 0,53 

Tableau 58 : Temps de divergence estimés à partir des arbres linéarisés pour le cytochrome b 

 
 La constance du taux d'évolution pour l'ensemble de la topologie peut être testée au moyen 
d'un test du X². Ce dernier fournit une valeur de 60,179028 avec un nombre de degrés de liberté 
(ddl) de 43. Ce test est significatif à 5 % (la valeur critique est de 59,3035). On peut donc supposer 
que le taux d'évolution n'est pas constant sur la totalité de l'arbre analysé. 
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Figure 25 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences consensus de cytochrome b pour les différents groupes 

 
 Les trois multifurcations qui sont présentes dans l'arbre linéarisé sont à rapprocher des 
faibles valeurs de bootstrap obtenues pour l'arbre NJ de la Figure 18e: 16 % pour ce qui est de la 
séparation IND – MGA et 21 % pour la séparation (EUL,HAP) – VAR. Afin de tenter de résoudre 
ces multifurcations les séquences consensus correspondant aux différents groupes sont utilisées. 
L'arbre linéarisé obtenu à partir de celles-ci est présenté à la Figure 25. On peut noter qu'il ne reste 
plus ici qu'une seule multifurcation. Comme dans le cas précédent cet arbre est utilisé pour 
l'estimation des temps de divergence, les valeurs obtenues sont indiquées dans le Tableau 58 (arbre 
linéarisé 2). Le test des longueurs des branches (Tableau 59) montre que les séquences des groupes 
EUL, VAR et IND ont une évolution plus lente que les séquences des autres groupes. 
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Groupe Distance à la racine Delta * Z CP 
(%) 

DMA 0,130308 0,000590 0,029400 2 
TUP 0,152547 0,022828 0,998769 68 
CHE 0,134868 0,005150 0,317123 24 
EUL 0,105067 0,024057 2,296664 98 
VAR 0,111552 0,017572 1,795886 93 
HAP 0,136935 0,007215 0,526045 40 
IND 0,110112 0,019605 1,913910 94 
LEP 0,139271 0,009553 0,796515 57 
MED 0,145617 0,015899 1,267977 79 

* Différence entre la distance à la racine et la moyenne générale des distances à la racine 
Tableau 59 : Test 'deux clusters' pour la topologie à partir des séquences consensus de cytochrome b 

 
 Pour la séquence EUL, la valeur de CP est de 98 % ce qui fournit une probabilité voisine de 
5 % pour le rejet de l'hypothèse de constance du taux d'évolution. Pour les séquences VAR et IND, 
cette même probabilité est comprise entre 5 % et 10 %. Ces données sont confirmées par le test du 
taux d'évolution effectué sur la topologie: celui-ci fournit une valeur de 14,755541 (avec 9 ddl), soit 
une probabilité de 10 % (la valeur critique est de 14,6837). Ceci confirme le fait qu'avec les 
séquences consensus, comme avec les séquences individuelles, le taux d'évolution ne peut être 
considéré comme constant pour les différents groupes de Lemuriformes. 
 
 Une étude similaire est effectuée en utilisant les séquences partielles de cytochrome b. 
L'analyse portant sur l'ensemble des séquences montre, comme précédemment, que les séquences 
HSI et ECO présentent une évolution significativement plus lente que celle des autres séquences et 
doivent être retirées de l'analyse. L'arbre linéarisé obtenu en utilisant les distances de Kimura-2-
paramètres est présenté à la Figure 26. Comme dans le cas des séquences de 357 bp on constate ici 
l'existence de multifurcations ne permettant pas de préciser l'émergence relative des groupes IND et 
MGA d'une part, et des groupes VAR, EUL et HAP d'autre part. Par contre la divergence MED – 
LEP est individualisée. 
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Figure 26 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences partielles de cytochrome b (positions 1 et 3) 

 
 L'utilisation des séquences consensus pour les différents groupes permet la reconstruction de 
l'arbre linéarisé de la Figure 27. Cet arbre ne présente plus qu'une seule multifurcation faisant que 
la divergence (EUL,VAR,HAP) – (IND,MGA) ne peut être précisée. Les estimations des temps de 
divergence, effectuées à partir de cette topologie, sont indiquées au Tableau 58 (arbre linéarisé 4). 
Le test de la constance du taux d'évolution donne ici une valeur de 16,651343 ce qui avec 9 ddl, 
montre que le test est significatif à 5 % (la valeur critique est de16,9190) et donc que la constance 
du taux d'évolution ne peut être supportée. Ce résultat est en contradiction avec celui obtenu lors de 
l'utilisation de l'ensemble des séquences partielles pour chaque groupe. Il semble ici que les 
séquences consensus, d'une certaine manière, ont tendance, pour les séquences partielles du 
cytochrome b, à amplifier les différences intervenant dans les calculs de taux d'évolution. 
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Figure 27 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences consensus partielles de cytochrome b (positions 1 et 3) 

 
 Les temps de divergence on également été estimés en utilisant le logiciel BASEML du pack 
PAML avec la topologie NJ de la Figure 18e. Dans ce cas différents modèles de substitutions ont 
été testés: JC69, K80, F81, F84, HKY85, TN93 et REV. Ces études ont été menées avec les 
séquences totales et avec les séquences partielles. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 60. 
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Nœud JC69 K80 F81 F84 HKY85 TN93 REV 

NdA1 10,16 
(12,94) 

9,33 
(11,92) 

10,93 
(12,57) 

9,07 
(11,02) 

9,03 
(11,03) 

9,11 
(11,37) 

9,30 
(11,62) 

NdA2 19,53 
(25,22) 

18,38 
(24,08) 

21,50 
(25,11) 

18,39 
(23,89) 

18,35 
(23,91) 

18,91 
(25,04) 

19,30 
(25,58) 

NdA3 1,46 
(1,90) 

1,27 
(1,64) 

1,58 
(1,85) 

1,24 
(1,49) 

1,23 
(1,49) 

1,21 
(1,49) 

1,24 
(1,52) 

NdA4 21,61 
(26,78) 

21,95 
(27,81) 

23,75 
(26,99) 

22,01 
(28,76) 

22,06 
(28,80) 

23,13 
(30,42) 

23,14 
(30,59) 

NdA5 4,88 
(5,11) 

4,39 
(4,57) 

5,30 
(4,97) 

4,24 
(4,19) 

4,21 
(4,20) 

4,24 
(4,32) 

4,32 
(4,41) 

NdA6 24,95 
(32,96) 

25,93 
(35,03) 

27,72 
(33,33) 

26,63 
(36,81) 

26,56 
(36,76) 

27,43 
(38,21) 

27,25 
(38,24) 

NdA7 5,72 
(7,73) 

5,49 
(7,43) 

6,20 
(7,64) 

5,53 
(7,41) 

5,59 
(7,46) 

5,91 
(8,09) 

6,06 
(8,36) 

NdA8 5,78 
(6,41) 

5,28 
(5,81) 

6,10 
(6,13) 

4,99 
(5,20) 

4,97 
(5,21) 

5,01 
(5,31) 

5,17 
(5,45) 

NdA9 21,55 
(27,77) 

20,53 
(26,83) 

23,71 
(27,97) 

20,49 
(26,97) 

20,46 
(26,91) 

21,14 
(28,35) 

21,44 
(28,95) 

NdA10 21,55 
(27,77) 

20,53 
(26,83) 

23,71 
(27,97) 

20,49 
(26,97) 

20,46 
(26,91) 

21,14 
(28,35) 

21,44 
(28,95) 

NdA11 27,14 
(33,83) 

30,36 
(39,79) 

29,85 
(33,95) 

30,35 
(41,63) 

30,37 
(41,71) 

31,83 
(44,14) 

31,67 
(44,10) 

NdA12 37,47 
(47,21) 

43,41 
(55,58) 

42,15 
(50,02) 

45,48 
(63,79*) 

45,15 
(63,69*) 

46,05 
(66,24*) 

44,92 
(64,71*) 

NdA13 29,69 
(37,72) 

30,36 
(39,79) 

32,82 
(38,12) 

30,35 
(41,63) 

30,37 
(41,71) 

31,83 
(44,14) 

31,67 
(44,10) 

NdA14 32,75 
(43,11) 

36,66 
(49,75) 

36,19 
(43,76) 

37,26 
(53,83) 

37,27 
(53,85) 

38,95 
(56,54) 

38,36 
(55,96) 

NdA15 41,75 
(51,92) 

49,72 
(62,38) 

46,06 
(53,23) 

51,29 
(69,57*) 

51,07 
(69,55*) 

52,46 
(73,03*) 

50,55 
(70,82*) 

Les valeurs entre parenthèses correspondent au traitement des séquences partielles, les autres au 
traitement des séquences totales. 

Tableau 60 : Temps de divergences calculés dans BASEML à partir des séquences cytochrome b (357 bp) avec 
différents modèles de substitution 

 
 On peut constater que pour les faibles valeurs de temps de divergence il n'existe que de 
petites variations en fonction du modèle de substitution utilisé. Par contre pour les valeurs élevées 
de temps de divergence les variations sont importantes et, de plus, un certain nombre de ces valeurs 
sont définies avec un écart type très important (elles sont signalées dans le tableau par '*'), 
conduisant à leur retrait du traitement. D'autre part les estimations effectuées à partir des séquences 
partielles sont généralement un peu plus élevées que celles obtenues à partir des séquences totales. 
 
 L'ensemble de ces données permet de construire le schéma d'évolution de la Figure 28 en 
utilisant les valeurs moyennes et les écart types des dates de divergence des différents nœuds 
(Tableau 61). 
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Nœud Date moyenne de divergence ( ± SD ) 
NdA1 11,62 ± 2,80 
NdA2 23,29 ± 4,49 
NdA3 1,65 ± 0,52 
NdA4 27,02 ± 4,93 
NdA5 5,14 ± 1,72 
NdA6 32,21 ± 5,28 
NdA7 7,39 ± 2,06 
NdA8 6,52 ± 2,00 
NdA9 26,36 ± 5,09 

NdA10 27,83 ± 7,01 
NdA11 36,37 ± 5,84 
NdA12 48,95 ± 6,37 
NdA13 37,45 ± 5,47 
NdA14 44,60 ± 7,47 
NdA15 53,43 ± 5,67 

Tableau 61 : Dates moyennes de divergence des nœuds ancestraux dans le cas des séquences de cytochrome b 

 
 

 
Figure 28 : Schéma d'évolution des différents groupes en fonction des données obtenues à partir des séquences 

de cytochrome b 

 
 Comme l'étude des taux d'évolution a montré qu'il existait des variations non négligeables 
entre les différents groupes, le programme BASEML est utilisé avec la topologie NJ de la Figure 
18e afin de déterminer les taux de substitution pour les branches de l'arbre correspondant aux 
différents groupes. Les résultats de cette étude sont résumés dans le Tableau 62. 



 104

 
Branches du groupe Taux de substitution 

EUL 0,31598 
HAP 0,46546 
VAR 0,45055 
IND 0,56356 

MGA 0,26899 
CHE 0,63983 
TUP 1,34884 
DMA 1,01675 

Tableau 62 : Taux de substitution pour les différents groupes (cytochrome b) 

 
Ces valeurs sont comparables à celles qui avaient été calculées précédemment (Tableau 45). 

Les valeurs pour les groupes VAR, DMA et TUP, qui n'avaient pu être déterminées avec les 
logiciels GZ-GAMMA ou TREE-PUZZLE ont pu être chiffrée en utilisant BASEML. On peut alors 
constater que le taux de substitution pour les Varecia est sensiblement identique à celui trouvé pour 
les Hapalemurs. En ce qui concerne le Daubentonia et le groupe TUP, les taux sont nettement plus 
élevés que celui trouvé pour les autres groupes. Enfin la seule différence entre les deux évaluations 
concerne le groupe des Vheirogaleidae qui avec BASEML montre le taux de substitution le plus 
élevé, alors qu'avec GZ-GAMMA ou TREE-PUZZLE la valeur obtenue est l'une des plus faibles de 
celles trouvées dans le groupe des Lemuriformes. 
 

Il apparaît donc ici que l'existence d'horloges moléculaires locales rende mieux compte des 
données que l'hypothèse d'une horloge moléculaire globale. 
 
 Le logiciel BASEML permet également d'estimer le taux de mutation pour l'ensemble des 
séquences de la topologie étudiée. En utilisant la topologie NJ et différents modèles de substitution 
nucléotidique ces taux de mutation ont été estimés à partir des séquences totales, ainsi qu'à partir 
des séquences partielles. Les valeurs obtenues sont regroupées dans le Tableau 63. 
 
 

Modèle de substitution Séquences totales Séquences partielles 
JC69 4,19 10-3 5,19 10-3 
K80 4,97 10-3 6,24 10-3 
F81 3,92 10-3 5,32 10-3 
F84 5,13 10-3 6,96 10-3 

HKY85 5,11 10-3 6,95 10-3 
TN93 5,25 10-3 7,30 10-3 
REV 5,06 10-3 7,08 10-3 

Moyenne 4,80 10-3 6,43 10-3 
Ecart type 0,49 0,80 

Tableau 63 : Taux de mutation pour les différents groupes (cytochrome b) 

 
Les estimations effectuées à partir des séquences totales sont toujours inférieures à celles 

obtenues avec l'utilisation des séquences partielles. Cette différence confirme le fait que les 
positions 1 et 3 des codons sont les plus sujettes à des modifications. La valeur moyenne trouvée 
pour les séquences totales est de 4,80 ± 0,49 10-3, elle est du même ordre de grandeur que celle qui 
avait été précédemment définie pour l'ADN des Mammifères. 
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Substitutions synonymes et non synonymes 
 
    Une partie de l'étude des substitutions synonymes et non synonymes 
est réalisée au moyen du logiciel Bn-Bs. Celui-ci permet, pour un groupe donné de séquences, d'une 
part de déterminer les nombres moyens des deux types de substitution et d'autre part, en fonction 
d'une topologie donnée, d'estimer les longueurs des branches en termes de substitutions synonymes 
ou en termes de substitutions non synonymes. Les résultats obtenus pour les différents groupes 
définis dans cette étude sont récapitulés au Tableau 64. 
 
 

Groupe Nombre moyen de substitutions 
synonymes 

Nombre moyen de substitutions 
non synonymes 

EUL 241,034 115,966 
HAP 246,245 110,755 
IND 245,893 111,107 
LEP 255,174 101,826 
CHE 247,065 109,935 
MGA 254,429 102,571 
EHP 245,304 111,636 
EHV 245,291 111,709 
IMG 250,364 106,636 
DTU 254,268 102,732 
GRA 249,525 107,475 
GRB 251,066 105,934 
GRC 252,167 104,833 

Tableau 64 : Substitutions synonymes et non synonymes pour les différents groupes (cytochrome b) 

 
On peut constater qu'il n'existe que de faibles variations entre les différents groupes. Il y a 

sensiblement deux fois plus de substitutions synonymes que de substitutions non synonymes. Ce 
sont les groupes LEP, MED et DTU qui présentent le plus petit nombre de sites avec des 
substitutions non synonymes, alors que la valeur la plus élevée est trouvée pour le groupe EUL. 
 
 Sur les 234 substitutions non synonymes possibles, 131 correspondent à la modification 
d'une seule des trois positions du codon. De telles substitutions sont appelées SSNCS (Single Step 
Nonsynonymous Codon Substitutions). L'étude de ces substitutions particulières est effectuée dans 
le logiciel DAMBE qui permet à la fois le calcul du nombre réel de SSNCS en fonction de la 
position sur les codons, et l'estimation de ces mêmes valeurs en fonction des caractéristiques des 
séquences. Il est alors possible, en utilisant un test du X², de déterminer si les valeurs observées 
dévient significativement ou non de celles qui peuvent être calculées. Cette étude est réalisée en 
utilisant es séquences ancestrales estimées pour chaque branche menant à un groupe. L'analyse est 
effectuée soit en prenant en compte la séquence consensus du groupe terminal, soit en omettant 
celle-ci. Le Tableau 65 résume les résultats obtenus sans prise en compte de la séquence consensus 
du groupe terminal; l'inclusion de ces séquences consensus fournit des valeurs dont les variations 
sont identiques, bien qu'un peu moins prononcées. 
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Pourcentages observés Pourcentages calculés Branche 

Pos. 1 Pos. 2 Pos. 3 Pos. 1 Pos. 2 Pos. 3 
Probabilité 

EUL 0,367 0,300 0,333 0,429 0,435 0,135 NS 
HAP 0,219 0,281 0,500 0,429 0,435 0,136 NS 
VAR 0,278 0,333 0,389 0,429 0,435 0,136 NS 
IND 0,450 0,400 0,150 0,430 0,438 0,131 < 1 % 

MGA 0,568 0,243 0,189 0,431 0,438 0,131 < 10 % 
LEP 0,610 0,203 0,186 0,431 0,438 0,131 10 % 
CHE 0,500 0,333 0,167 0,429 0,439 0,132 < 10 % 
DTU 0,000 1,000 0,000 0,429 0,439 0,132 NS 
TUP 0,333 0,667 0,000 0,430 0,441 0,130 NS 

Tableau 65 : Pourcentage des SSNCS observées et calculées pour les différents groupes (cytochrome b) 

 
Le test du X² montre une bonne significabilité uniquement dans le cas du groupe IND avec 

une répartition sensiblement égale des SSNCS dans les positions 1 et 3, et des valeurs beaucoup 
plus faibles pour la position 3. Pour les groupes EUL et VAR, la répartition est sensiblement 
identique pour les trois positions. Pour le groupe HAP, les modifications localisées en position 3 
sont les plus fréquentes, leur pourcentage est le double de celui trouvé pour les positions 1 et 2. 
Pour les groupes MGA et LEP ce sont les positions 1 qui renferment plus de la moitié des SSNCS. 
Enfin pour les groupes DTU et TUP aucun SSNCS n'est trouvé pour les positions 3 et ce sont les 
positions 2 qui présentent les pourcentages les plus élevés. 
 
 Si l'on examine maintenant les moyennes des distances de Grantham pour les trois positions 
du codon (Tableau 66), on peut constater que les substitutions non synonymes survenant à la 
seconde position impliquent des remplacements d'acides aminés avec des effets plus importants que 
pour les positions 1 et surtout que pour les positions 3. 
 
 

Branche Position 1 Position 2 Position 3 
EUL 51,45 99,56 12,40 
HAP 77,00 99,56 12,25 
VAR 43,60 104,00 11,71 
IND 56,22 104,00 10,00 

MGA 62,05 99,00 10,00 
LEP 62,31 96,50 10,00 
CHE 34,00 104,00 10,00 
DTU - 64,00 - 
TUP 22,00 43,00 - 

Tableau 66 : Distances de Grantham pour les différents groupes (cytochrome b) 

 
Ceci est une indication du fait que les substitutions non synonymes à la seconde position 

sont sujettes à une sélection de purification relativement importante, expliquant le fait qu'elles sont 
moins fréquentes que prévu dans la majorité des groupes analysés. 
 

Les résultats du Tableau 65 permettent d'évaluer l'effet pouvant être attribué à un processus 
de sélection en examinant la différence entre pourcentages observés et calculés. Ces résultats 
confirment l'existence d'une sélection de purification pour les positions 2 dans tous les groupes, sauf 
DTU et TUP. Par contre, pour les positions 3 la situation est inverse avec l'existence d'une sélection 
positive pour tous les groupes sauf DTU et TUP. Pour les positions 1 les résultats sont plus partagés 
avec une sélection de purification marquée pour DTU. 
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Séquences protéiques 

Modifications des acides aminés 
 
    Sur les 119 acides aminés étudiés et pour l'ensemble des séquences 
protéiques, 42 (soit 35,29 %) sont variables et leur répartition est indiquée à la Figure 29. Les 
nombres d'acides aminés variables pour chaque groupe en fonction de l'ensemble des séquences, ou 
des seules séquences composant le groupe, sont reportés dans le Tableau 67. Les faibles valeurs 
intra groupe trouvées pour VAR et TUP sont sans doute à relier au faible nombre (2) de séquences 
composant chacun de ces groupes. 
 
 

 
Figure 29 : Acides aminés variables pour les séquences cytochrome b 

 
 

Groupe Acides aminés variables dans le 
groupe 

Acides aminés variables pour 
l'ensemble 

EUL 7 (5,88 %) 7 (5,88 %) 
HAP 8 (6,72 %) 10 (8,40 %) 
VAR 3 (2,52 %) 6 (5,04 %) 
IND 14 (11,76 %) 17 (14,28 %) 
LEP 9 (7,56 %) 16 (13,44 %) 

MGA 11 (9,24 %) 18 (15,13 %) 
CHE 11 (9,24 %) 14 (11,76 %) 
TUP 2 (1,68 %) 15 (12,60 %) 
DTU 17 (14,28 %) 19 (15,97 %) 

Tableau 67 : Répartition des acides aminés variables en fonction des différents groupes (cytochrome b) 
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L'alignement de ces acides aminés variables est donné à la Figure 30. Sur les 42 sites un 
seul, celui se trouvant à la position 20, est variable uniquement lorsque sont prises en compte toutes 
les séquences; cette variation apparaît uniquement dans les groupes MGA et CHE et à l'intérieur de 
ces groupes il n'est pas variable. Entre les groupes LEP et MGA il existe deux acides aminés 
(positions 9 et 11) qui sont caractéristiques de la séquence du sub-fossile MED. Par contre pour les 
groupes TUP et DTU il existe seulement deux acides aminés variables qui soient communs au 
groupe TUP et à la séquence DMA (aux positions 16 et 99), ce sont également les seuls acides 
aminés variables trouvés pour les séquences du groupe TUP. 
 
 

 
Figure 30 : Alignement des acides aminés variables pour les différentes séquences (cytochrome b) 
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Groupe Position des acides aminés 
variables caractéristiques Nature de l'acide aminé et séquence 

39 V (EMM) 
47 W (EMM) EUL 
88 G (EMM) 

HAP - - 
VAR 22 V (VVR) 

49 V (ALA) 
51 K (PDI) IND 
61 S (IIN) 
12 C (LDO) – I (LED) 
13 M (LDO et LSE) 
97 H (LMU) LEP – MGA 

104 V (LMU) 
16 T (DMA) – V (TGL) – M (TUB) 
38 S (DMA) 
84 Y (TGL et TUB) 
94 V (TGL et TUB) 
99 A (TGL) 

TUP – DTU 

104 T (TGL et TUB) 
59 I (MCO) 
79 V (MSA) – M (autres) 
86 M (CMA) CHE 

87 S (CMA et MBE et MCO et MMY et MRU) 
– Y (MRA et MSA) – T (MMU) 

Tableau 68 : Acides aminés caractéristiques (cytochrome b) 

 
Un certain nombre d'acides aminés variables le sont uniquement dans un groupe ou pour un 

groupe, leurs caractéristiques sont indiquées dans le Tableau 68. 
 
 Du point de vue de la composition globale des séquences protéiques (Tableau 69) on peut 
constater que sept acides aminés: Ala, Gly, Ile, Leu, Phe, Ser et Thr sont les plus représentés, que ce 
soit sur l'ensemble des séquences ou dans les groupes pris indépendamment. La Lysine est l'acide 
aminé le moins représenté, on ne le trouve que dans la séquence MED et le groupe IND. Par ailleurs 
la Proline est en proportion constante dans tous les groupes. 
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Acide 
aminé EUL HAP VAR IND LEP MED MGA CHE DMA TUP DTU Total

Ala 7,7 8,1 6,7 8,2 8,2 8,4 8,3 7,8 5,0 8,0 7,0 7,9 
Cys 2,4 2,5 2,5 2,5 2,7 2,5 2,7 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
Asp 1,7 1,7 1,7 1,5 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 
Glu 0,7 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 
Phe 8,4 8,4 8,4 7,6 8,1 7,6 8,0 8,4 7,6 7,6 7,6 8,1 
Gly 10,4 10,1 10,1 9,4 10,1 9,2 9,9 10,1 10,1 10,1 10,1 10,0 
His 3,4 3,6 3,4 3,4 3,5 3,4 3,5 3,5 3,4 3,4 3,4 3,5 
Ile 9,1 7,8 8,8 6,6 7,1 6,7 7,0 8,6 9,2 5,0 6,4 7,8 
Lys 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,8 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 
Leu 11,8 11,8 12,6 12,1 11,3 11,8 11,3 10,5 13,4 11,8 12,3 11,5 
Met 4,4 5,2 4,2 4,9 5,4 5,0 5,3 5,1 4,2 5,5 5,0 5,0 
Asn 4,2 4,1 4,2 3,5 4,2 3,4 4,1 4,2 4,2 4,2 4,2 4,1 
Pro 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 
Gln 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 2,4 1,7 1,7 1,7 1,9 
Arg 2,5 2,5 2,5 2,7 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
Ser 7,6 7,8 7,6 8,4 7,4 8,4 7,6 8,2 10,1 7,6 8,4 8,0 
Thr 8,7 8,0 9,2 7,9 8,6 8,4 8,5 8,0 8,4 8,0 8,1 8,3 
Val 3,5 4,2 3,8 5,9 5,0 5,0 5,0 4,5 2,5 6,3 5,0 4,6 
Trp 5,2 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,1 
Tyr 5,0 4,9 5,0 5,5 5,0 5,9 5,2 4,4 5,9 6,7 6,4 5,1 

Tableau 69 : Répartition des différents acides aminés (cytochrome b) dans les différents groupes 

 

Reconstructions phylogénétiques 
 
    Trois méthodes de reconstruction ont été utilisées avec les séquences 
protéiques: 
 

 Maximum Likelihood (ML): le programme PROTML du pack PHYLIP est utilisé. 
L'arbre final est obtenu après réarrangements globaux. L'analyse est répétée 10 fois en 
utilisant à chaque fois un ordre aléatoire d'introduction des séquences. 

 
 Maximum Parsimony (MP): le programme PROTPARS du pack PHYLIP est utilisé. 

Les arbres les plus parcimonieux sont obtenus après réarrangements globaux. L'arbre 
final est le consensus strict des arbres les plus parcimonieux (calculé dans le programme 
CONSENSE du pack PHYLIP). Le traitement est répété 10 fois avec un ordre aléatoire 
d'introduction des séquences. 

 
 Neighbor-Joining (NJ): le traitement est effectué dans le logiciel MEGA en utilisant 

des distances de Poisson avec corrections et un test de bootstrap de 5 000 réplications. 
 

Les résultats obtenus sont présentés à la Figure 31. L'arbre MP correspond au consensus de 
100 arbres. 
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Figure 31 : Reconstructions phylogénétiques à partir des séquences protéiques de cytochrome b 

 Ces trois topologies (a) pour ML, (b) pour MP et (c) pour NJ) sont comparées en utilisant le 
programme CODEML du pack PAML, avec la méthode RELL et celle décrite par Shimodaira et 
Hasegawa (1999). Dans les deux cas un test de bootstrap avc 10 000 réplications est pratiqué. Ces 
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tests ont été réalisés en considérant l'existence ou non d'une horloge moléculaire globale. Les 
résultats sont présentés au Tableau 70. 
 

Sans horloge Avec horloge Topologie 
LnL pSH pRELL LnL pSH pRELL 

ML - 1166,699 0,485 0,327 - 1209,245 0,395 0,255 
MP - 1159,489 - 1,000 0,428 - 1205,487 0,489 0,211 
NJ - 1164,510 0,599 0,244 - 1194,845 - 1,000 0,534 

Tableau 70 : Comparaison des topologies obtenues à partir des séquences protéiques de cytochrome b 

 
Sans horloge moléculaire la crédibilité des trois topologies est, dans l'ordre, MP, NJ et ML, 

alors que si l'on admet l'existence d'une horloge moléculaire globale on trouve: NJ, MP et ML. 
Compte tenu des résultats obtenus à partir des séquences nucléotidiques correspondant aux 
séquences protéiques étudiées ici, on peut considérer que la topologie NJ constitue l'arbre 'correct'. 
 

Dans cette topologie NJ, la séquence DMA et le groupe TUP sont situés à la position la plus 
basale de l'arbre mais ils ne forment pas un cluster comme dans le cas des séquences nucléotidiques. 
Les séquences des groupes EUL, VAR, CHE et MGA apparaissent groupées dans les quatre 
clusters correspondants. Pour le groupe IND, seule la séquence PTA est située en dehors du cluster 
formé par les séquences ALA, AOC, IIN et PDI. Par contre les séquences du groupe HAP sont plus 
dispersées dans l'arbre: LCA et HGR sont groupées avec PTA, les autres sont groupées en deux 
clusters, l'un formé de HAU et HGM, et l'autre de HGG et HSI; ces deux derniers clusters se 
trouvant à la base de celui formé par le groupe IND. Cet ensemble forme un cluster qui est le cluster 
frère de celui du groupe MGA. Les séquences LCA, HGR et PTA forment un cluster qui est le 
cluster frère du groupe CHE. Les clusters des groupes EUL et VAR sont en position basale de 
l'arbre, VAR étant le plus basal après DMA et TUP. Le sub-fossile MED est bien inclus dans le 
groupe des Lepilemuridae mais contrairement à la situation trouvée avec les séquences 
nucléotidiques, il n'est pas ici en position basale puisqu'on le trouve associé à la séquence LRU. Les 
clusters correspondant aux groupes MGA et IND forment deux clusters frères. Toutefois, pour 
l'ensemble de l'arbre, les valeurs de bootstrap supportant les différents clusters sont faibles. 
 

La topologie MP est pratiquement identique à la topologie NJ. Les différences essentielles 
portent sur la séquence IIN qui se trouve à la base du cluster du groupe MGA. Les autres séquences 
du groupe IND, à l'exception de PTA, forment un cluster frère du précédent. Par contre la séquence 
DMA se trouve dans le cluster des séquences du groupe VAR. 
 

Dans le cas de l'arbre ML on ne retrouve que très peu des organisations décrites ci-dessus. 
 

 Compte tenu de la topologie NJ, le groupe HAP a été subdivisé en trois sous groupes pour la 
suite des analyses: HAP1 (HAU et HGM), HAP2 (HGG et HSI) et HAP3 (LCA et HGR). 
Les longueurs des branches principales de cette topologie NJ ont été estimées (Tableau 71). La 
branche la moins bien définie est celle reliant le cluster du groupe CHE associé au cluster 
regroupant HAP3 et PTA à l'ensemble formé par MGA, IND, HAP1 et HAP2. La séquence DMA, 
de même que le groupe TUP sont très bien définis par rapport à l'ensemble des autres séquences. 
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Branche Longueur Pourcentage * 
Arbre complet 0,98345  
IND – HAP1 0,025938 2,64 % 

HAP1 – HAP2 0,025914 2,63 % 
(IND,HAP1,HAP2) – MGA 0,023065 2,34% 

HAP3 – PTA 0,017926 1,82 % 
(HAP3,PTA) – CHE 0,050193 5,10 % 
(HAP3,PTA,CHE) – 

(IND,HAP1,HAP2,MGA) 0,006406 0,65 % 

EUL – (MGA,IND,HAP,CHE) 0,026347 2,68 % 
VAR – 

(EUL,MGA,IND,HAP,CHE) 0,036837 3,74 % 

DMA – 
(EHV,MGA,IND,CHE) 0,10389 10,56 % 

TUP – 
(DMA,EHV,MGA,IND,CHE) 0,082716 8,41 % 

* Pourcentage de la longueur de la branche par rapport à la longueur totale de l'arbre. 
Tableau 71 : Longueurs des branches principales de la topologie NJ pour les séquences protéiques de 

cytochrome b 

 
 Les tests menés au moyen du logiciel PHYLTEST (Tableau 72) confirment la crédibilité de 
l'association entre DMA et LEP et de l'association de ces deux clusters avec les séquences HAP et 
IND. Il existe de nombreux quartets pour lesquels la résolution est moyenne, ce qui confirme les 
résultats du 'Likelihood mapping' sur les séquences protéiques (Figure 13). Ce résultat est 
également à mettre en correspondance avec les faibles valeurs de bootstrap trouvées au cours de 
l'analyse NJ. Les conclusions concernant les groupes dont l'association est très peu probable sont 
similaires à celles formulées dans le cas des séquences nucléotidiques. 
 
 

Topologie Branche interne CP Probabilité 
(IND,HAP) , (MGA,VAR) 0,00992459 0,535 NS 

(IMG,HAP) , 
(CHE+DTU,EUL+VAR) 0,00700613 0,522 NS 

(EUL,VAR) , (HAP,IMG) 0,0118726 0,806 NS 
(TUP,DMA) , 

(CHE,IMG+EHV) 0,0158315 0,758 NS 

(MED,LEP) , (IND,HAP) 0,0428598 0,979 < 5 % 
(IMG,EHV) , 

(CHE,DMA+TUP) 0,00662119 0,616 NS 

(HAP,IND) , (MGA,CHE) 0,00382459 0,281 NS 
(HAP+IND+MGA,CHE) , 

(EUL,VAR) 0,00669353 0,673 NS 

(DMA,TUP) , 
(VAR,EUL+HAP+MGA+CHE) 0,0117224 0,803 NS 

(DTU,VAR) , 
(EUL,HAP+MGA+CHE) 0,00667289 0,663 NS 

Tableau 72 : Test des branches internes pour différentes topologies à partir des séquences protéiqsues de 
cytochrome b 
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Reconstruction des séquences ancestrales 
 
    La reconstruction des séquences protéiques ancestrales est effectuée 
en utilisant deux approches, avec les logiciels ANC-GENE et CODEML du pack PAML. La 
première approche utilise la traduction des séquences nucléotidiques ancestrales calculées à partir 
de la topologie NJ de la Figure 18e. La seconde utilise les séquences protéiques actuelles avec la 
topologie NJ de la Figure 31c. Pour cette dernière les nœuds analysés sont indiqués à la Figure 32 
et au Tableau 73. 
 
 
 

 
Figure 32 : Nœuds ancestraux analysés pour les séquences protéiques de cytochrome b 
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Nœud Groupe de séquences 
NdB1 EUL 
NdB2 HAP1 
NdB3 HAP2 
NdB4 HAP3 
NdB5 VAR 
NdB6 IND 
NdB7 MGA 
NdB8 CHE 
NdB9 TUP 
NdB10 PTA + HAP3 
NdB11 IND + HAP1 
NdB12 IND + HAP1 + HAP2 
NdB13 MGA + IND + HAP1 + HAP2 
NdB14 PTA + HAP3 + CHE 
NdB15 IND + HAP1 + HAP2 + HAP3 + PTA + MGA + CHE 
NdB16 EUL + IND + HAP1 + HAP2 + HAP3 + PTA + MGA + CHE 
NdB17 VAR + EUL + IND + HAP1 + HAP2 + HAP3 + PTA + MGA + CHE 
NdB18 DMA + VAR + EUL + IND + HAP1 + HAP2 + HAP3 + PTA + MGA + CHE 
NdB19 TUP + DMA + VAR + EUL + IND + HAP1 + HAP2 + HAP3 + PTA + MGA + CHE 

Tableau 73 : Identification des nœuds ancestraux pour les séquences protéiques de cytochrome b 

 
 Pour l'ensemble des séquences reconstruites par les deux approches, il y a 21 acides aminés 
variables (soit 17,65 % des 119 acides aminés étudiés) et ces acides aminés variables occupent les 
mêmes positions pour les deux séries de séquences. Leur localisation, par rapport aux acides aminés 
variables des séquences actuelles, est indiquée à la Figure 33. 
 
 

 
Figure 33 : Acides aminés variables pour les séquences protéiques ancestrales et actuelles de cytochrome b 
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La comparaison des séquences ancestrales estimées à partir de la traduction des séquences 
nucléotidiques ancestrales montre les identités suivantes: 
 

 Séquences NdA5 et NdA8 (ancestrales de LEP et MGA); ce deux séquences étant 
également identiques à la séquence protéique consensus des Lepilemuridae actuels. 

 
 Séquences NdA9 et NdA10 (ancestrales de EHP et EHV). 

 
 Séquence NdA1 (ancestrale de EUL) et consensus des séquences protéiques des 

Eulemurs actuels. 
 

Pour ce qui concerne les reconstructions effectuées directement à partir des séquences 
protéiques actuelles on trouve les identités suivantes: 
 

 Séquences NdB19 et NdB18 (ancestrales de TUP et DMA). 
 

 Séquences NdB16, NdB15 et NdB14 (ancestrales des Lemuriformes à l'exception des 
Varecia). 

 
 Séquences NdB13, NdB12 et NdB3. 

 
 Séquences NdB10 et NdB4. 

 
 Séquence NdB7 et consensus des séquences protéiques des Lepilemuridae actuels. 

 
Enfin il existe également des identités entre les deux séries de séquences ancestrales: 

 
 Séquences NdB13, NdB12, NdB3 et NdA2 (ancestrale du groupe HAP). 

 
 Séquences NdB5 et NdA3 (ancestrales du groupe VAR). 

 
 Séquences NdB7 et NdA5, NdA8 (ancestrales du groupe MGA). 

 
 Séquences NdB16, NdB15, NdB14 et NdA9, NdA10 (ancestrales du groupe EHV). 

 
Parmi les séquences ancestrales correspondant à un groupe identique dans les deux séries, il 

n'existe en général que de faibles variations de composition: 
 

 1 acide aminé variable entre NdB1 et NdA1 (ancestrales de EUL); entre NdB6 et NdA6 
(ancestrales de IND); entre NdB3 et NdA7 (ancestrales de TUP). 

 
 2 acides aminés variables entre NdB6 et NdA4 (ancestrales de IND). 

 
 4 acides aminés variables entre NdB4, NdB9, NdB2 et NdA2 (ancestrales de HAP). 

 
Ces résultats montrent que les deux voies de reconstruction utilisées, même si elles 

n'utilisent pas des topologies de base identiques, conduisent à des reconstructions de séquences 
ancestrales très proches l'une de l'autre. 
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 La comparaison des nombres d'acides aminés variables pour les branches menant aux 
différents groupes (Tableau 74) montre que ce sont les branches menant à MGA et TUP qui sont 
celles présentant le plus de modifications. Ce résultat est identique que soit ou non prise en compte 
la séquence consensus du groupe terminal. On peut également remarquer qu'il y a toujours un peu 
plus d'acides aminés variables si la séquence consensus est incluse dans l'analyse. Les deux seules 
différences marquées entre les deux voies de reconstruction sont trouvées pour les groupes EUL et 
VAR pour lesquels le nombre d'acides aminés variables est beaucoup plus faible dans le cas de la 
reconstruction à partir des séquences nucléotidiques ancestrales qu'à partir des séquences protéiques 
actuelles. 
 
 

Reconstruction à partir des 
séquences nucléotidiques 

Reconstruction à partir des 
séquences protéiques Branche menant à 

Sans consensus Avec consensus Sans consensus Avec consensus 
EUL 7 7 3 4 
HAP 8 9 - - 
VAR 6 7 2 8 
IND 7 11 7 10 

MGA 12 - 11 - 
LEP 12 12 - - 
CHE 8 10 7 9 
DTU 1 11 - - 
TUP 10 11 10 11 
EHP 6 - - - 
EHV 6 - - - 
IMG 7 - - - 
GRA - - - - 
GRB 5 - - - 
HAP1 - - 7 - 
HAP2 - - 5 - 
HAP3 - - 4 - 

Tableau 74 : Acides amines ancestraux variables (cytochrome b) à partir de la traduction des séquences 
nucléotidiques ancestrales et à partir des séquences protéiques ancestrales 

 
 Les modifications de nœud à nœud ont été examinées, pour les deux voies de reconstruction, 
en utilisant la valeur moyenne des distances de Grantham pour les changements entre nœuds 
consécutifs et éventuellement la séquence consensus terminale (séquence actuelle). La théorie de la 
neutralité de l'évolution moléculaire suppose que le taux de substitution diminue avec 
l'augmentation de la non similitude des acides aminés modifiés. Si l'on considère que les distances 
de Grantham sont une bonne mesure de la non similarité des acides aminés, lorsque cette distance 
augmente il doit y avoir une diminution du taux de substitution. Pour Kimura (168) la plupart des 
substitutions entre acides aminés implique des formes similaires (pour lesquelles les distances de 
Grantham sont faibles) et ceci supporte la théorie de la neutralité. Par contre pour Gillespie (106) 
les substitutions les plus fréquentes ne se produisent pas entre les acides aminés les plus semblables, 
mais plutôt entre ceux présentant des distances de Miyata (223) voisines de 1, c'est à dire avec des 
distances de Grantham comprises entre 70 et 80 environ. 
 
 Dans le cas de la reconstruction effectuée à partir des séquences nucléotidiques ancestrales 
(Figure 34) on peut remarquer l'existence de différences marquées. Les valeurs nulles indiquent ici 
que les séquences pour les nœuds considérés sont identiques. La valeur la plus faible de la moyenne 
des distances de Grantham (10) est obtenue pour NdA13 – NdA10, c'est à dire que le taux de 
substitution apparaît fortement augmenté au départ de la branche menant à l'ensemble Eulemurs, 
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Hapalemurs et Varecia; alors que ce taux est plus faible pour les branches menant aux Indriidae et 
Megaladapidae. On peut également remarquer que le taux de substitution pour la branche menant 
aux Varecia semble faible (distance de Grantham de 101 pour NdA10 – NdA3); l'évolution de ce 
groupe serait donc ralentie depuis sa séparation d'avec les Eulemurs et Hapalemurs. Par contre dans 
le cas des Cheirogaleidae, la distance moyenne de Grantham est faible (34 pour NdA14 – NdA6) 
indiquant une évolution relativement rapide. Pour ce groupe, comme pour celui des Varecia, 
l'évolution actuelle est encore importante, les distances de Grantham entre le nœud terminal et la 
séquence consensus actuelle étant faible (respectivement de 29 et 30). Pour cette reconstruction les 
substitutions les plus fréquentes, pour l'ensemble de la topologie, impliquent des acides aminés pour 
lesquels les distances de Grantham sont comprises entre 50 et 65, ce qui semblerait indiquer que 
l'hypothèse de Gillespie rende mieux compte des données que celle de Kimura pour ce qui est de la 
théorie de la neutralité de l'évolution. 
 
 

 
Figure 34 : Modifications des acides aminés ancestraux à partir de la traduction des séquences nucléotidiques 

ancestrales 

 
 Pour la reconstruction effectuée à partir des séquences protéiques actuelles (Figure 35), la 
valeur la plus élevée de la moyenne des distances de Grantham est trouvée pour NdB17 – NdB16 
(144), correspondant à la branche menant à l'ensemble des Lemuriformes, hors mis le groupe des 
Varecia, DMA et le groupe des Tupaia. Comme précédemment la branche menant à CHE (NdB14 – 
NdB8) montre une évolution relativement rapide avec une distance de Grantham moyenne de 37. 
Ceci est également le cas pour les branches menant aux trois sous groupes de Hapalemurs. Ce 
résultat est en apparente contradiction avec celui trouvé dans le cas de la reconstruction précédente; 
mais le fait que le groupe HAP ait du ici être subdivisé a sans doute eut pour effet de supprimer les 
différences les plus marquées en regroupant les séquences les plus identiques. Par contre pour le 
groupe EUL les résultats sont parfaitement concordants pour les deux voies de reconstruction. Ici 



 119

encore, mais peut être d'une manière un peu moins prononcée que dans le cas précédent, l'hypothèse 
de Gillespie semble le mieux rendre compte des données. 
 

 
Figure 35 : Modifications des acides aminés ancestraux à partir de la traduction des séquences protéiques 

ancestrales 

 

Horloge moléculaire et arbres linéarisés 
 
    L'arbre NJ reconstruit dans LINETREE, en utilisant les distances de 
Poisson avec correction, (Figure 36) est conforme à celui obtenu dans MEGA (Figure 31c). Les 
résultats de l'analyse 'deux clusters' effectuée dans LINETREE, ainsi que les valeurs de bootstrap 
pour cette topologie sont résumés dans le Tableau 75. Le test 'deux clusters' ne montre aucune 
séquence dont l'évolution soit significativement plus lente que la moyenne de l'ensemble des 
séquences. Le test du X² fournit une valeur de 105,960671 ce qui avec 34 ddl donne une 
significabilité inférieure à 0,1 % (valeur critique de 65,2472). On ne peut donc ici rejeter 
l'hypothèse de la constance du taux d'évolution au long de l'arbre considéré.  
 



 120

 
Figure 36 : Arbre NJ obtenu dans LINETREE à partir des séquences protéiques (cytochrome b) 

 
 
Cluster A Cluster B Bootstrap 

(%) bA bB Z CP 
(%) 

IND HAP1 12 0,049130 0,020701 1,783376 92,50 
IND, HAP1 HAP2 15 0,042695 0,015342 2,391452 98,32 

MGA IND, HAP1, HAP2 28 0,063060 0,040039 1,604980 89,04 
PTA HAP3 12 0,013062 0,016825 0,384385 29,60 
CHE PTA, HAP3 1 0,050419 0,021353 1,925557 94,52 

CHE, PTA, 
HAP3 MGA, IND, HAP1, HAP2 5 0,041140 0,064188 1,186372 76,20 

EUL CHE, PTA, HAP3, MGA, IND, HAP1, 
HAP2 10 0,027471 0,059749 2,254265 97,56 

VAR EUL, CHE, PTA, HAP3, MGA, IND, 
HAP1, HAP2 44 0,022464 0,052739 2,331343 98,02 

DMA VAR, EUL, CHE, PTA, HAP3, MGA, 
IND, HAP1, HAP2 41 0,069431 0,065846 0,153414 11,92 

TUP DMA, VAR, EUL, CHE, PTA, HAP3, 
MGA, IND, HAP1, HAP2 - 0,078182 0,068766 0,360296 28,12 

Tableau 75 : Test 'deux clusters' sur la topologie NJ (séquences protéiques de cytochrome b) 
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Ces données permettent la reconstruction de l'arbre linéarisé de la Figure 37. Celui-ci 

présente un certain nombre de nœuds qui ne peuvent être résolus. 
 
 

 
Figure 37 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences protéiques de cytochrome b 

 
En utilisant la même référence que pour les séquences nucléotidiques (62 MA pour la 

divergence entre Lorisidae et Strepsirhini) il est possible de calculer les temps de divergence des 
nœuds définis (Tableau 76 – arbre linéarisé 1).  
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Nœud Divergence Arbre linéarisé 1 Arbre linéarisé 2 
NdB1 EUL 8,55 - 
NdB2 HAP1 6,80 - 
NdB3 HAP2 6,80 - 
NdB4 HAP3 10,25 - 
NdB5 VAR 10,25 - 
NdB6 IND 23,21 - 
NdB7 MGA 20,79 10,05 
NdB8 CHE 16,36 - 
NdB9 TUP 6,80 - 
NdB10 PTA – HAP3 11,98 - 
NdB12 IND, HAP1 – HAP2 23,27 - 
NdB14 PTA, HAP3 – CHE 28,78 - 

NdB18 DMA – VAR, EUL, CHE, PTA, HAP3, 
MGA, IND, HAP1, HAP2 54,25 52,32 

NdB19 TUP – DMA, VAR, EUL, CHE, PTA, 
HAP3, MGA, IND, HAP1, HAP2 58,93 59,11 

Tableau 76 : Temps de divergence estimés à partir des arbres linéarisés (séquences protéiques de cytochrome b) 

 
Une étude similaire est effectuée avec les séquences consensus de chaque groupe. Dans ce 

cas l'arbre est reconstruit en utilisant les distances de Poisson avec correction et l'arbre linéarisé 
calculé est reproduit à la Figure 38. Le test du X² effectué à partir des analyses 'deux clusters' sur 
cette topologie fournit une valeur de 19,691429, ce qui avec 7 ddl donne une significabilité 
inférieure à 1 % (valeur critique de 18,4753) ne permettant pas, comme avec l'ensemble des 
séquences, de rejeter l'hypothèse d'une constance du taux d'évolution. D'autre part l'utilisation des 
séquences consensus ne permet pas de résoudre des nœuds supplémentaires. Les trois dates de 
divergence qui peuvent être calculées dans ce cas sont reportées dans le Tableau 76 (arbre linéarisé 
2). On peut constater que, si pour les divergences les plus anciennes il existe peu de différences 
entre les estimations fournies par les deux arbres linéarisés, par contre pour la divergence du groupe 
MGA la valeur obtenue à partir de l'ensemble des séquence est double de celle obtenue à partir des 
séquences consensus. Si maintenant ces valeurs sont comparées à celles obtenues à partir des 
séquences nucléotidiques (Tableau 58) les variations sont très importantes. La seule estimation 
concordante est celle de la divergence des Megaladapidae qui est estimée à 10,15 ± 0,56 MA avec 
les séquences nucléotidiques et à 10,05 MA avec les séquences protéiques consensus. 
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Figure 38 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences protéiques consensus (cytochrome b) 

 
 Les temps de divergence ont également été estimés avec l'option 'TipDate' du programme 
CODEML. Les résultats de cette analyse sont reportés au Tableau 77. On peut remarquer que 
toutes les estimations sont nettement plus faibles que celles pouvant être effectuées dans 
LINETREE. Le taux de mutation, estimé avec CODEML, est de 2,90 10-3 en prenant en compte 
l'ensemble des séquences protéiques disponibles et la topologie NJ de la Figure 31c. 
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Nœud Temps de divergence Ecart type 
NdB1 6,00 2,09 
NdB2 3,99 2,43 
NdB3 5,67 3,89 
NdB4 6,18 5,28 
NdB5 6,88 3,65 
NdB6 9,34 0,00 
NdB7 4,92 1,53 
NdB8 6,67 1,18 
NdB9 2,68 1,78 
NdB10 6,18 4,14 
NdB11 11,15 0,00 
NdB12 12,88 0,00 
NdB13 12,88 0,00 
NdB14 15,09 0,00 
NdB15 15,09 0,00 
NdB16 15,09 0,00 
NdB17 17,31 0,00 
NdB18 26,58 1,57 
NdB19 28,99 0,00 

Tableau 77 : Temps de divergence moyens estimés à partir des séquences protéiques de cytochrome b 

 
 Il apparaît donc que les séquences protéiques, du moins celles de 119 acides aminés, 
utilisées dans ce travail ne sont pas en mesure de fournir des informations fiables concernant les 
divergences des différents groupes. Ceci est sans doute du, en partie, au fait que les groupes étudiés 
sont proches l'un de l'autre, faisant que les méthodes d'estimation des divergences deviennent 
inopérantes. 
 

Traitements sur les séquences 12S rRNA 

Substitutions nucléotidiques par site 
 
   A l'aide du logiciel GZ-GAMMA et des topologies NJ (utilisant les distances 
de Tamura-Nei prenant en compte les transitions et les transversions) reconstituées pour les 
différents groupes, les taux de substitution par site ont été étudiés pour les séquences 12S totales, 
ainsi que pour celles représentant les zones 'Loop'. Pour chaque groupe, les 'gaps' présents dans les 
séquences ont été supprimés en utilisant une option 'complete deletion'. Des estimations identiques 
ont été réalisées à l'aide de TREE-PUZZLE, mais dans ce cas les gaps n'ont pas été éliminés. 
 
 Les résultats de ces analyses sont résumés dans les Tableaux 78 (séquences 12S totales) et 
79 (séquences correspondant aux zones 'Loop'). Les calculs pour le groupe CHE n'ont pas été 
possibles car seulement trois séquences sont disponibles pour celui-ci. 
 
 Dans le cas des séquences 12S totales, on constate une grande variabilité du taux de 
substitution pour les groupes EUL et HAP. La valeur la plus faible est trouvée pour le groupe IND, 
comme cela était le cas avec les séquences de cytochrome b, et cette valeur est sensiblement 
identique à celle qui peut être estimée sur l'ensemble des séquences (groupe GRC). 
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Groupe Alpha 1 * Alpha 2 ** Variance de la distribution 
gamma 

EUL 0,086745 0,02 ± 0,13 42,24 
HAP 0,065914 0,09 ± 0,04 11,09 
IND 0,365577 0,43 ± 0,30 2,30 
LEP 0,116981 0,21 ± 0,16 4,68 

MGA 0,100040 0,22 ± 0,13 4,61 
EHP 0,194396 0,21 ± 0,07 4,68 
EHV 0,207607 0,21 ± 0,05 4,83 
IMG 0,330392 0,36 ± 0,07 2,78 
GRA 0,363762 0,33 ± 0,04 3,04 
GRB 0,358799 0,32 ± 0,04 3,14 
GRC 0,373432 0,31 ± 0,03 3,18 

* Estimations effectuées dans GZ-GAMMA 

** Estimations effectuées dans TREE-PUZZLE 
Tableau 78 : Valeurs du paramètre alpha pour les séquences 12S rRNA (393 bp) 

 
L'inclusion du sub-fossile MED dans le groupe des Lepilemuridae entraîne une légère 

augmentation de la variabilité. Les valeurs obtenues à partir de l'analyse dans TREE-PUZZLE sont 
très différentes de celles obtenues avec GZ-GAMMA, mais les variations, dans les deux cas, vont 
dans le même sens. La plus importante différence entre les deux estimations se trouve pour les 
groupes EUL et HAP. Ceci est sans doute du au fait que la distribution gamma présente une grande 
variance, et peut être aussi au fait que les séquences ne sont pas strictement identiques (du fait de 
l'élimination ou non des gaps) pour les deux méthodes. 
 

Pour le groupe GRC, représentant l'ensemble des séquences, l'estimation de α dans GZ-
GAMMA est de 0,373432, et de 0,31 ± 0,03 dans TREE-PUZZLE. Ceci traduit une hétérogénéité 
dans le taux de substitution par site. Celle-ci est très proche de la valeur qui peut être estimée à 
partir des séquences de cytochrome b. Lorsque les taux de substitution par site sont étudiés au log 
de la séquence (Figure 39) on constate bien qu'il existe une variabilité dans ces taux. Dans cette 
figure la courbe figurée en rouge représente la moyenne mobile avec une période de 10. 
 
 

 
Figure 39 : Répartition des substitution par siteErreur ! Signet non défini. pour les séquences 12S rRNA (393 bp) 
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Groupe Alpha 1 * Alpha 2 ** Variance de la distribution 
gamma 

EUL 0,068587 0,10 ± 0,05 9,55 
HAP 0,064191 0,13 ± 0,08 7,78 
IND 0,399521 0,32 ± 0,17 3,16 
LEP 0,184190 0,57 ± 2,45 1,75 

MGA 0,299264 0,55 ± 0,64 1,81 
EHP 0,161236 0,34 ± 0,12 2,30 
EHV 0,186832 0,31 ± 0,10 3,18 
IMG 0,473505 0,58 ± 0,16 1,71 
GRA 0,325995 0,48 ± 0,08 2,09 
GRB 0,341132 0,44 ± 0,06 2,28 
GRC 0,382829 0,47 ± 0,05 2,11 

* Estimations effectuées dans GZ-GAMMA 

** Estimations effectuées dans TREE-PUZZLE 
Tableau 79 : Valeurs du paramètre alpha pour les séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
 Pour les séquences correspondant aux zones 'Loop' les variations observées dans les taux de 
substitution sont sensiblement identiques aux précédentes. La seule différence importante que l'on 
peut constater est le fait que l'inclusion de MED dans le groupe LEP entraîne ici une augmentation 
de plus de 60 % de α (ce qui était déjà le cas avec le cytochrome b) pour l'estimation effectuée avec 
GZ-GAMMA. Par contre pour l'estimation à partir de TREE-PUZZLE les valeurs sont sensiblement 
identiques pour les groupes LEP et MGA. Pour les groupes EUL et HAP la variance de la 
distribution gamma reste élevée, même si elle est beaucoup plus faible que dans le cas des 
séquences 12S totales. Comme précédemment il existe des différences entre les deux types 
d'estimations qui sont généralement plus élevée avec TREE-PUZZLE qu'avec GZ-GAMMA (sauf 
pour le groupe IND). Avec TREE-PUZZLE ce sont les groupes LEP et MGA qui présentent les 
valeurs les plus élevées de α. Pour l'ensemble des séquences (groupe GRC) le paramètre de forme à 
une valeur de 0,382829 avec GZ-GAMMA et de 0,47 ± 0,05 avec TREE-PUZZLE. Il existe donc 
ici une hétérogénéité un peu plus faible du taux de substitution par site que dans le cas des 
séquences totales, ce qui se traduit dans le graphique de la Figure 40. 
 
 

 
Figure 40 : Répartition des substitution par site pour les séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 
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Reconstructions phylogénétiques 
 
   Les reconstructions phylogénétiques utilisant les séquences 12S rRNA 
totales, ainsi que celles correspondant aux zones 'Loop', ont été effectuées à partir des quatre 
méthodes suivantes: 
 

 Maximum Likelihood (ML): les valeurs utilisées pour le rapport Transitions / 
Transversions sont de 2,1 pour les séquences totales et de 1,8 pour les zones 'Loop'. 
Chaque analyse est répétée 10 fois avec un ordre aléatoire d'introduction des séquences. 
L'arbre final est obtenu après réarrangements globaux. 

 
 Maximum Parsimony (MP): chaque analyse est effectuée 10 fois avec un ordre 

aléatoire d'introduction des séquences. Les arbres les plus parcimonieux sont obtenus 
après réarrangements globaux et l'arbre final est le consensus strict de ces arbres les plus 
parcimonieux. Les analyses utilisant uniquement les transversions pour les séquences 
totales ou les zones 'Loop'. 

 
 Parsimony Ratchet (PR): les analyses sont effectuées avec 500 réplications et le 

réachantillonage de 20 % des caractères. L'arbre final est le consensus strict des arbres 
les plus parcimonieux trouvés. 

 
 Neighbor-Joining: les arbres sont obtenus avec un test de bootstrap de 5 000 

réplications, en utilisant les distances de Tamura-Nei prenant en compte soit les 
transitions et les transversions (NJ), soit uniquement les transversions (NJV). 

 
Les reconstructions effectuées à partir des séquences totales sont présentées à la Figure 41: 

(a) pour la reconstruction ML, (b) pour la reconstruction MP, (c) pour la reconstruction PR, (d) 
pour la reconstruction NJ et (e) pour la reconstruction NJV. La Figure 42 rassemble les 
reconstructions effectuées à partir des zones 'Loop': (a) pour ML, (b) pour MP, (c) pour PR, (d) 
pour NJ et (e) pour NJV. 
 

Dans le cas des séquences totales, l'arbre MP est le consensus de 6 arbres et celui obtenu à 
partir des zones 'Loop' est le consensus de 4 arbres. Pour la méthode PR l'arbre obtenu avec les 
séquences totales est le consensus de 3 arbres et celui obtenu avec les zones 'Loop' est le consensus 
de 31 arbres. 
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Figure 41 : Reconstructions phylogénétiques pour les séquences 12S rRNA (393 bp) 
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Figure 42 : Reconstructions phylogénétiques pour les séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
 Les différentes topologies ont été comparées dans le programme BASEML en considérant 
ou non l'existence d'une horloge moléculaire globale. Les résultats de ces tests sont résumés dans 
les Tableaux 80 (séquences totales) et 81 (zones 'Loop'). 
 
 

Sans horloge Avec horloge Topologie 
LnL pSH pRELL LnL pSH pRELL 

ML - 2681,502 - 1,000 0,496 - 2742,884 0,794 0,195 
MP - 2683,285 0,726 0,026 - 2742,884 0,794 0,240 
PR - 2685,868 0,548 0,093 - 2745,558 0,625 0,161 
NJ - 2682,075 0,850 0,384 - 2742,611 - 1,000 0,001 

NJV - 2746,001 0,005 0,002 - 2824,232 0,002 0,001 

Tableau 80 : Comparaison des topologies obtenues à partir des séquences 12S rRNA (393 bp) 

 
Sans horloge Avec horloge Topologie 

LnL pSH pRELL LnL pSH pRELL 
ML - 1651,694 0,730 0,230 - 1686,019 0,362 0,034 
MP - 1655,735 0,508 0,096 - 1699,505 0,130 0,003 
PR - 1653,742 0,605 0,100 - 1686,940 0,338 0,046 
NJ - 1649,028 - 1,000 0,565 - 1673,876 - 1,000 0,917 

NJV - 1694,981 0,020 0,009 - 1739,051 0,004 0,001 

Tableau 81 : Comparaison des topologies obtenues à partir des séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 



 132

 Dans le cas des séquences 12S totales, sans l'existence d'une horloge moléculaire globale, la 
topologie ML apparaît la plus crédible et on trouve ensuite la topologie NJ. Par contre si le test est 
effectué en considérant l'existence d'une horloge moléculaire globale, c'est la topologie NJ qui 
apparaît comme étant la plus crédible. Pour les zones 'Loop', avec ou sans horloge, la topologie la 
plus crédible est toujours la topologie NJ. 
 

Dans le cas de la topologie ML utilisant les séquences totales (Figure 41a), on trouve un 
cluster formé des séquences DMA, CHE et MGA. Dans le cluster des séquences MGA, le sub-
fossile MED est placé à la base des Lepilemuridae, associé à la séquence LMU. L'ensemble 
précédent est le cluster frère d'un autre formé des groupes EUL, HAP et VAR. Les séquences du 
groupe IND se trouvent à la base de l'arbre. La topologie MP (Figure 41b) utilisant les séquences 
totales, fournit la même disposition que dans le cas de la méthode ML. Ceci est également le cas de 
la topologie PR (Figure 41c). Dans le cas de la topologie NJ (Figure 41d) on trouve également la 
même disposition, mais on peut remarquer que les branches menant à DMA et au groupe TUP sont 
particulièrement longues. Dans cette topologie, l'ensemble EUL, HAP, VAR est supporté par une 
valeur de bootstrap de 68 % et celui formé de CHE, DMA, TUP et MGA est supporté par une 
valeur de bootstrap de 90 %. Par contre lorsque la reconstruction NJ ne prend pas en compte les 
transversions (Figure 41e), si on retrouve bien le cluster formé par les groupes EUL, HAP et VAR, 
la séquence DMA et celles du groupe TUP sont ici situées à la base de l'arbre. D'autre part les 
groupes MGA et IND forment deux clusters frères à la base desquels on trouve les séquences du 
groupe CHE, mais l'association MGA – IND est supportée par une faible valeur de bootstrap (19 
%). 
 

Si cependant les reconstructions sont effectuées en utilisant uniquement les zones 'Loop' des 
séquences 12S, la méthode ML (Figure 42a) fournit une topologie dans laquelle les clusters 
correspondant aux groupes EUL, HAP et VAR ne sont pas correctement individualisés. Les 
séquences du groupe TUP sont trouvées avec celles du groupe MGA. La séquence DMA est à la 
base de l'arbre et l'on trouve ensuite dans l'ordre le groupe IND, l'ensemble TUP – MGA, le groupe 
CHE et enfin l'ensemble EUL – HAP – VAR. Dans le cas de la reconstruction MP (Figure 42b) on 
retrouve à la base de l'arbre la séquence DMA et celles du groupe TUP, puis le groupe IND, le 
groupe MGA, le groupe CHE et enfin l'ensemble EUL – HAP – VAR. Dans ce dernier, ensemble 
les séquences des trois groupes apparaissent mieux réunies que dans le cas de la méthode ML. La 
méthode de Parsimony Ratchet (Figure 42c) montre l'existence de nombreux nœuds non résolus et 
c'est le groupe IND qui est en position basale de l'arbre. La reconstruction NJ (Figure 42d) montre 
que les séquences TUP et DMA sont situées à la base de l'arbre. Le cluster formé par les groupes 
EUL, HAP et VAR est supporté par une forte valeur de bootstrap (94 %). Le groupe CHE est situé à 
la base du cluster précédent, puis on trouve le groupe IND et enfin le groupe MGA. Dans ce 
dernier, le sub-fossile MED est associé à la séquence LMU, mais ces deux séquences ne se trouvent 
plus à la base des Lepilemuridae. Les valeurs de bootstrap pour la réunion des différents clusters 
sont faibles. Lorsque la méthode NJ prend en compte uniquement les transversions (Figure 42e) 
l'ensemble EUL – HAP – VAR présente un support de bootstrap inférieur à la valeur trouvée 
précédemment et il n'est plus possible d'individualiser les différents groupes. 
 
 En prenant en compte les résultats précédents concernant les séquences nucléotidiques et 
protéiques sur le cytochrome b, ce sont donc les topologies NJ qui sont retenues, tant pour les 
séquences 12S totales que pour celles regroupant uniquement les zones 'Loop'. Comme ces deux 
topologies ne sont pas identiques, les longueurs des différentes branches ont été estimées à partir 
des résultats fournis par l'analyse dans BASEML (Tableau 82) et la crédibilité de différents 
groupes de quatre clusters a été estimée dans PHYLTEST (Tableau 83). 
 



 133

Topologie Arbre NJ Arbre NJ 
Longueur totale de l'arbre 1,75009 2,27586 

 Longueur de la 
branche % * Longueur de la 

branche % * 

EUL – HAP 0,039335 2,25 0,033682 1,48 
EHP – VAR 0,092225 5,27 0,044419 2,83 
MGA – TUP 0,206358 11,79 - - 

MGA + TUP – DMA 0,167008 9,54 - - 
MGA + TUP + DMA – CHE 0,148637 8,49 - - 

MGA + TUP + DMA + CHE – 
EHV 0,107738 6,16 - - 

MGA + TUP + DMA + CHE + 
EHV – IND 0,100717 5,75 - - 

CHE- EHV - - 0,214495 9,42 
CHE + EHV – IND - - 0,111221 4,89 

CHE + EHV + IND – MGA - - 0,160568 7,05 
CHE + EHV + IND + MGA – 

DMA - - 0,227515 9,99 

CHE + EHV + IND + MGA + 
DMA – TUP - - 0,350566 15,40 

* Pourcentage calculé par rapport à la longueur totale de l'arbre 
Tableau 82 : Longueurs des branches pour les topologies NJ (12S rRNA) 

 
Topologie Séquences Branche interne CP Probabilité 

Totales 0,00961604 0,729 NS (DMA , TUP) , (MGA + IND + CHE , 
HAP + EUL + VAR) Loop 0,00509931 0,391 NS 

Totales 0,00804341 0,715 NS (DAM, HAP + EUL + VAR) , (TUP , 
MGA + IND + CHE) Loop - 0,0064756 - - 

Totales 0,00626373 0,605 NS (MGA , VHE) , (IND , EUL + HAP + 
VAR) Loop 0,00186081 0,289 NS 

Totales 0,0024957 0,497 NS (MGA , IND) , (CHE , EUL + HAP + 
VAR) Loop 0,00322814 0,236 NS 

Totales 0,0519637 1,000 < 0,1 % (EUL + VAR , HAP) , (DMA + TUP , 
CHE + IND + MGA) Loop 0,0529434 0,999 < 0,1 % 

Totales 0,012589 0,451 NS (EUL , HAP) , (VAR , CHE + DMA + 
TUP + MGA + IND) Loop 0,00480352 0,411 NS 

Totales 0,00784997 0,451 NS (CHE , DMA) , (TUP , MGA) Loop 0,0133847 0,484 NS 
Totales 0,0115966 0,621 NS (DMA , IND) , (TUP , MGA) Loop 0,000112095 0,000 NS 
Totales 0,00110206 0,103 NS (DMA , TUP) , (MGA , IND) Loop 0,00451775 0,182 NS 

Tableau 83 : Test 'quatre clusters' pour les topologies NJ (12S rRNA) 

 
 L'analyse 'quatre clusters' montre que pour les deux types de séquences il n'existe qu'une 
seule topologie présentant une forte significabilité: celle dans laquelle un cluster est formé de EUL 
et HAP, celui-ci étant associé aux séquences du groupe VAR et d'autre part un cluster regroupant 
DMA et TUP, associé à un autre regroupant CHE, IND et MGA. Aucune des topologies 
reconstruites ne présente cette organisation précise. Dans les topologies NJ la plus proche est celle 
obtenue à partir des séquences totales. Cette analyse montre d'autre part que la topologie (DMA, 
TUP), (MGA, IND) est la moins probable, ce qui est en contradiction avec les résultats obtenus à 
partir des séquences de cytochrome b. Pour les groupes EUL, HAP et VAR l'analyse des longueurs 
des branches montre que celles-ci représentent un plus faible pourcentage de la longueur totale de 
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l'arbre dans le cas des zones 'Loop' que dans le cas des séquences totales. D'autre part, dans la 
topologie NJ avec les zones 'Loop', la branche séparant le groupe TUP des autres séquences 
représente un pourcentage sensiblement double de celui trouvé pour la branche séparant DMA des 
autres séquences (sauf celles du groupe TUP). 
 
 La topologie qu'il est possible de retenir à partir de l'analyse des séquences 12S rRNA peut 
donc être représentée de la manière suivante: 
 

((( EUL, HAP), VAR), ((((MGA, TUP), DMA), CHE)), IND)  
 

Horloge moléculaire et arbres linéarisés 
 
   Dans un premier temps les séquences 12S totales sont utilisées pour la 
reconstruction d'un arbre par la méthode NJ en utilisant les distances de Tamura-Nei (Figure 43). 
Les valeurs de bootstrap, ainsi que les résultats du test 'deux clusters' effectué dans LINETREE sur 
cette topologie sont reportés dans le Tableau 84. 
 
 

Cluster A Cluster B Bootstrap
(%) bA bB Z CP 

EUL HAP 88 0,023188 0,033600 1,369947 83,24 
VAR EHP 90 0,037419 0,042306 0,516630 39,00 
MGA TUP 50 0,059997 0,146097 4,016263 99,96 

MGA + TUP DMA 45 0,091607 0,064337 1,690257 90,90 

CHE MGA + TUP + 
DMA 58 0,061993 0,098521 2,208738 97,22 

CHE + MGA + 
TUP + DMA EHV 50 0,099534 0,049918 3,697832 99,96 

IND 
EHV + CHE + 
DMA + TUP + 

MGA 
- 0,056513 0,077596 1,653394 50,10 

Tableau 84 : Test 'deux clusters' sur la topologie NJ obtenue à partir des séquences 12S rRNA (393 bp) 

 
L'étude détaillée du test 'deux clusters' ne montre pas de séquences pour lesquelles 

l'évolution est significativement plus lente que la moyenne de celle calculée sur l'ensemble des 
séquences. 
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Figure 43 : Topologie NJ obtenue dans LINETREE à partir des séquences 12S rRNA (393 bp) 

 
 L'arbre linéarisé obtenu à partir de cette topologie est celui de la Figure 44. Si les 
divergences pour les différents groupes pris individuellement peuvent être définies, seules celles 
impliquant le regroupement de VAR, EUL et HAP sont calculables. Les séparations entre le groupe 
IND et les autres séquences, de même que CHE – DMA – TUP – MGA sont confondues dans une 
multifurcation. 
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Figure 44 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences 12S rRNA (393 bp) 

 
 Les estimations de dates de divergence à partir de cet arbre linéarisé sont reportées au 
Tableau 85 (arbre linéarisé 1). D'autre part le test de la constance du taux d'évolution fournit une 
valeur de 60,898568, soit avec 36 ddl une significabilité inférieure à 0,1 % (valeur critique de 
58,6192) faisant que l'hypothèse de la constance du taux ne peut être rejetée. 
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Nœud Divergence Arbre 
linéarisé 1 

Arbre 
linéarisé 2 

Arbre 
linéarisé 3 

Arbre 
linéarisé 4 Moyenne ± SD

NdC1 EUL 11,13 - 7,66 - 9,39 ± 1,73 
NdC2 HAP 19,47 - 11,85 - 15,66 ± 3,81 
NdC3 VAR 7,75 - 6,20 - 6,97 ± 0,77 
NdC4 IND 39,74 - 27,90 - 33,82 ± 5,92 
NdC5 MGA 21,06 - 11,30 - 16,18 ± 4,88 
NdC6 CHE 5,36 - 3,28 - 4,32 ± 1,04 
NdC7 TUP 29,81 - 16,59 - 23,20 ± 6,61 
NdC8 EUL – HAP 26,43 21,09 16,23 15,23 19,74 ± 4,45 
NdC9 EHP – VAR 36,96 32,00 20,42 17,20 26,69 ± 8,05 

NdC10 IND – CHE + EHV - - 40,48 37,89 39,18 ± 1,29 
NdC11 LEP – MED - 10,91 - 5,62 8,26 ± 2,64 
NdC12 CHE – EHV - - 33,92 34,44 34,18 ± 0,26 

NdC14 TUP – DMA + MGA 
+ IND + CHE + EHV - - 59,08 58,92 59,00 ± 0,08 

Tableau 85 : Estimations des dates de divergences à partir des séquences 12S rRNA (393 bp et zones 'Loop') 

 
 Afin de tenter de résoudre les multifurcations de l'arbre précédent, les séquences consensus 
des différents groupes sont utilisées. Cette étude permet d'obtenir l'arbre linéarisé de la Figure 45. 
Les multifurcations subsistent dans cet arbre et les quelques divergences qui peuvent être calculées 
sont résumées dans le Tableau 85 (arbre linéarisé 2). On peut constater que les estimations pour les 
nœuds NdC8 et NdC9 sont plus faibles avec les séquences consensus qu'avec l'ensemble des 
séquences de chaque groupe. Le test sur la constance du taux d'évolution fournit ici une valeur de 
34,492070, ce qui avec 7 ddl donne une significabilité inférieure à 0,1 % (valeur critique de 
24,3219). Comme avec l'ensemble des séquences, l'hypothèse de la constance du taux d'évolution 
ne peut être rejetée. 
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Figure 45 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences consensus 12S rRNA (393 bp) 

 
 Une étude similaire a été effectuée en utilisant les séquences des zones 'Loop'. L'arbre NJ 
calculé dans LINETREE en utilisant les distances de Tamura-Nei est représenté à la Figure 46 et 
l'arbre linéarisé qui en découle est celui de la Figure 47. 
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Figure 46 : Topologie NJ obtenue dans LINETREE à partir des séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 
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Figure 47 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
 On peut constater que la plupart des nœuds sont ici résolus et les résultats des estimations 
des temps de divergence se trouvent dans le Tableau 85 (arbre linéarisé 3). Toutes les estimations 
sont plus faibles que celles obtenues à partir des séquences totales. D'autre part le test du X² sur la 
constance du taux d'évolution donne une valeur de 48,294017, soit une significabilité inférieure à 
10 % avec 36 ddl (valeur critique de 47,2122) et ici, contrairement à ce qui avait été trouvé pour les 
séquences totales, il est possible d'envisager que le taux d'évolution ne soit pas constant au long de 
l'arbre. 
 
 L'utilisation des séquences consensus permet d'obtenir l'arbre linéarisé de la Figure 48 pour 
lequel il existe toujours une multifurcation. Les dates de divergence calculées à partir de cet arbre 
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figurent dans le Tableau 85 (arbre linéarisé 4). Le test de constance du taux d'évolution donne une 
valeur de 13,054187, soit une significabilité inférieure à 10 % (valeur critique de 12,0170 pour 7 
ddl) ne permettant pas d'accepter la constance du taux d'évolution. 
 

 
Figure 48 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences consensus 12S rRNA (zones 'Loop') 

 
 Les temps de divergence ont également été calculés dans le logiciel BASEML en utilisant 
les topologies NJ pour les séquences totales et pour les zones 'Loop' avec le modèle de substitution 
de Tamura-Nei. Les résultats de cette analyse sont reportés dans le Tableau 86. Ces estimations 
sont toutes inférieures à celles obtenues à partir des arbres linéarisés. D'autre part on peut constater 
que toutes les dates de divergence fournies par l'étude des séquences 12S rRNA sont plus récentes 
que celles fournies par l'étude des séquences cytochrome b. 
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Date moyenne de divergence ( ± SD ) Nœud 
Séquences totales Zones 'Loop' 

NdC1 4,09 ± 0,03 3,23 ± 0,87 
NdC2 5,5 ± 0,12 5,07 ± 0,84 
NdC3 2,83 ± 0,58 2,47 ± 0,41 
NdC4 15,72 ± 1,01 16,21 ± 2,69 
NdC5 8,07 ± 0,24 6,11 ± 1,01 
NdC6 2,00 ± 0,05 1,86 ± 0,31 
NdC7 6,75 ± 0,04 7,11 ± 0,31 
NdC8 9,27 ± 0,01 8,24 ± 1,37 
NdC9 16,52 ± 0,02 11,26 ± 1,87 

NdC10 38,47 ± 0,01 31,41 ± 5,22 
NdC12 - 26,23 ± 4,36 
NdC14 - 37,67 ± 6,27 

Tableau 86 : Dates de divergences moyennes estimées à partir des séquences 12S rRNA 

 
 Le logiciel PAML permet également l'estimation des taux de mutation pour l'ensemble des 
données et les valeurs trouvées sont de 4,41 10-3 pour les séquences 12S totales et 5,45 10-3 pour les 
zones 'Loop'. 
 
 Comme il a été possible de constater l'existence d'une hétérogénéité des taux d'évolution 
entre les différents groupes, le logiciel BASEML a été utilisé pour évaluer l'existence d'horloges 
moléculaires locales. Les résultats de cette étude, pour les deux types de séquences, sont regroupés 
dans le Tableau 87. 
 
 

Taux de substitution Branches du groupe 
Séquences totales Zones 'Loop' 

EUL 0,15813 0,64878 
HAP 0,34841 4,22703 
VAR 0,55846 2,42633 
IND 0,39494 3,25076 

MGA 2,30193 1,30583 
CHE 0,19003 0,53546 
TUP 7,00428 1,22023 
DMA 1,12064 0,61982 

Tableau 87 : Taux de substitutions pour les branches principales des topologies 12S rRNA 

 
 L'utilisation des zones 'Loop' fournit des valeurs supérieures à celles obtenues avec les 
séquences totales, sauf pour les groupes DMA, TUP et MGA, avec une différence très marquée 
pour le groupe TUP (7,00428 avec les séquences totales et 1,22023 avec les zones 'Loop'). Ces 
constatations tendent à confirmer le fait que les zones 'Loop' sont les plus sujettes à des 
modifications. Pour ce qui est des trois groupes discordants il faut admettre que toutes les zones de 
la séquence 12S étudiée ici sont affectées par des mutations, ce qui pourrait indiquer que ces 
groupes sont encore dans une phase d'évolution rapide. 
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Traitements sur les données mixtes 
 
  Les résultats obtenus à partir des séquences de cytochrome b et de celles de 12S 
rRNA ne fournissant pas des résultats entièrement concordants, une étude est réalisée en utilisant 
les zones 'Loop' des séquences 12S combinées avec les séquences de cytochrome b totales. Les 
séquences mixtes ainsi formées ont une taille de 570 bp. 

Reconstructions phylogénétiques 
 
   Les méthodes utilisées pour ces reconstructions sont les suivantes: 
 

 Maximum Likelihood (ML): la valeur utilisée pour le rapport Transitions / 
Transversions est de 2,0. L'arbre final est obtenu après réarrangements globaux, l'analyse 
étant répétée 10 fois avec un ordre aléatoire d'introduction des séquences. 

 
 Maximum Parsimony: une reconstruction est effectuée en utilisant les transitions et les 

transversions (MP) et une autre en utilisant uniquement les transversions (MPV). Les 
arbres les plus parcimonieux sont obtenus après réarrangements globaux, l'analyse étant 
répétée 10 fois avec un ordre aléatoire d'introduction des séquences. L'arbre final est 
obtenu par consensus strict des arbres les plus parcimonieux. 

 
 Parsimony Ratchet (PR): 500 réplications sont effectuées avec le rééchantillonnage de 

20 % des caractères et un arbre est conservé à chaque itération. L'arbre final est le 
consensus strict des arbres les plus parcimonieux trouvés. 

 
 Neighbor-Joining: l'analyse utilise un test de bootstrap de 5 000 réplications avec les 

distances de Tamura-Nei prenant en compte les transitions et les transversions (NJ), ou 
uniquement les transversions (NJV). 

 
Ces reconstructions sont regroupées dans la Figure 49: (a) pour la méthode ML, (b) pour la 

méthode MP, (c) pour MPV, (d) pour PR, (e) pour NJ et (f) pour NJV. 
 

L'arbre MP est le consensus de 4 arbres, les arbres MPV et PR sont le consensus de deux 
arbres. 
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Figure 49 : Reconstructions phylogénétiques à partir des données mixtes (cytochrome b et 12S rRNA zones 

'Loop') 

 
Les résultats de la comparaison de ces différentes topologies dans BASEML sont résumés dans le 
Tableau 88. 
 

Sans horloge Avec horloge Topologie 
LnL pSH pRELL LnL pSH pRELL 

ML - 5405,325 - 1,000 0,933 - 5451,238 0,826 0,244 
MP - 5415,519 0,642 0,047 - 5447,189 - 1,000 0,742 

MPV - 5559,611 0,000 0,000 - 5663,373 0,000 0,000 
PR - 5424,086 0,408 0,018 - 5473,392 0,301 0,005 
NJ - 5436,547 0,226 0,001 - 5469,984 0,352 0,008 

NJV - 5558,665 0,000 0,000 - 5615,935 0,000 0,000 

Tableau 88 : Comparaison des topologies obtenues à partir des données mixtes 

 
Sans horloge moléculaire la topologie la plus crédible est celle fournie par la méthode ML, 

alors qu'en prenant en compte l'existence d'une horloge moléculaire globale c'est la topologie MP 
qui est la plus crédible. On peut remarquer que dans les deux types de tests les topologies MPV et 
NJV apparaissent toujours les moins crédibles et que les topologies MPV, PR, NJ et NJV ont, avec 
le test pRELL, de très faibles significabilités. 
 

La topologie ML (Figure 49a) montre un cluster formé des séquences VAR et HAP, associé 
au cluster des séquences EUL. A la base de ces deux clusters on trouve les séquences du groupe 



 146

CHE. L'ensemble HAP – VAR – EUL – CHE forme un cluster frère d'un autre regroupant les 
séquences des groupes MGA et IND, chacun de ces groupes étant bien individualisé. A la base de 
l'arbre on trouve la séquence DMA et celles du groupe TUP. Pour le groupe MGA le sub-fossile 
MED est associé à la séquence LMU, mais cet ensemble ne se trouve pas à la base des 
Lepilemuridae. 
 

Dans le cas de la topologie MP (Figure 49b) on retrouve la disposition qui avait été définie 
à partir des séquences de cytochrome b, à l'exception près que les séquences du groupe TUP et la 
séquence DMA ne sont pas associées dans un cluster, bien qu'elles soient situées à la base de l'arbre. 
On observe donc un cluster formé de EUL – HAP et VAR, ce dernier groupe se trouvant dans la 
position la plus basale. Cet ensemble est le cluster frère d'un second formé des groupes MGA et 
IND. Le sub-fossile MED est ici en position basale de l'ensemble des séquences des Lepilemuridae. 
A la base des deux clusters précédents se trouve le groupe CHE, puis la séquence DMA et enfin le 
groupe TUP. DMA et TUP, comme dans le cas de la topologie ML ne sont pas réunis dans un 
cluster. 
 

La topologie NJ (Figure 49e) présente une disposition identique à celle de la topologie MP. 
Dans celle-ci le groupement EUL – HAP est supporté par une valeur de bootstrap de 82 %, 
l'ensemble EHV par une valeur de 80 % et le groupement IND – MGA par une valeur de 36 %. 
D'autre part l'ensemble GRB est supporté par une forte valeur de bootstrap (86 %). La séquence 
MED est groupée avec la séquence LMU et les deux se trouvent à la base des autres séquences de 
Lepilemuridae. 
 
 L'analyse 'quatre clusters' menée dans PHYLTEST montre que les topologies (EHV, IND + 
MGA), (CHE, DMA + TUP), de même que (HAP + VAR, EUL), (IND + MGA, DTU) sont celles 
présentant les crédibilités les plus fortes. Par contre celles constituées de (EHV + CHE, DTU), 
(IND, MGA) et (MGA, CHE), (IND, DTU) sont les moins crédibles. La topologie (EHV, CHE), 
(IND + MGA, DTU), quant à elle, présente une crédibilité assez faible (avec une valeur de CP 
inférieure à 0,3). 
 
 C'est donc la topologie MP qui réunit les caractéristiques les meilleures, elle peut être 
représentée de la manière suivante: 
 
 

((((((EUL, HAP), VAR), (MGA, IND)), CHE), DMA), TUP)  
 

Horloge moléculaire et arbres linéarisés 
 
   L'arbre NJ obtenu à partir des séquences mixtes, en utilisant les distances de 
Tamura-Nei est présenté à la Figure 50. 
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Figure 50 : Topologie NJ obtenue dans LINETREE à partir des données mixtes 

 
 Les résultats obtenus à partir de l'analyse 'deux clusters' effectuée dans LINETREE sont 
résumés, pour les clusters principaux, dans le Tableau 89. Dans ce test aucune des séquences 
utilisées ne semble avoir une évolution significativement plus lente que la moyenne calculée à partir 
de l'ensemble des séquences. 
 

Cluster A Cluster B Bootstrap (%) bA bB Z CP 
EUL HAP 82 0,061524 0,070451 1,391653 83,54 
VAR EHP 80 0,073964 0,063353 1,565125 88,12 
MGA IND 36 0,110370 0,104809 0,429035 32,56 

MGA + IND EHV 54 0,107409 0,084718 2,493526 98,72 
CHE IMG + EHV 86 0,103693 0,101208 0,238740 18,20 
DMA CHE + IMG + EHV 62 0,114444 0,119049 0,298495 22,82 
TUP DMA + CHE + IMG + EHV - 0,154884 0,127880 1,390488 83,54 

Tableau 89 : Test 'deux cluster' pour la topologie NJ à partir des données mixtes 
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 L'arbre linéarisé calculé à partir de ces données est représenté à la Figure 51. 
 
 
 

 
Figure 51 : Arbre linéarisé obtenu à partir des données mixtes 

 
Dans cet arbre il n'existe qu'une seule multifurcation faisant que les divergences entre IND, 

MGA et EHV ne peuvent être déterminées. Les estimations des dates de divergence effectuées à 
partir de cet arbre linéarisé sont indiquées dans le Tableau 90 (arbre linéarisé 1). Le test du X² pour 
la constance du taux d'évolution donne une valeur de 59,782885, soit une significabilité inférieure à 
1 % (valeur critique de 58,6192 pour 36 ddl). On ne peut donc rejeter l'hypothèse de la constance du 
taux d'évolution au long de l'arbre étudié. 
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Nœud Divergence Arbre linéarisé 1 Arbre linéarisé 2 
NdD1 EUL 14,44 - 
NdD2 HAP 24,26 - 
NdD3 VAR 4,04 - 
NdD4 IND 32,54 - 
NdD6 CHE 25,80 - 
NdD7 TUP 13,28 - 
NdD8 MGA 10,01 8,47 
NdD9 EHP 27,53 - 

NdD10 EHV 28,69 28,88 
NdD13 IMG – EHV 40,05 37,74 
NdD14 CHE – IMG + EHV 42,74 41,78 
NdD15 TUP – DMA + CHE + IMG + EHV 58,92 59,11 
NdD16 DMA – CHE + IMG + EHV 48,52 50,45 
NdD17 EUL – VAR - 23,49 

Tableau 90 : Estimations des dates de divergence pour les données mixtes 

 
 L'utilisation des séquences consensus pour chaque groupe permet d'obtenir l'arbre linéarisé 
de la Figure 52. La multifurcation qui était présente avec l'ensemble des séquences de chaque 
groupe persiste ici. Les dates de divergence qui peuvent être calculées à partir de cet arbre 
apparaissent dans le Tableau 90 (arbre linéarisé 2). Dans le cas du groupe MGA, la date obtenue 
est un peu plus faible que celle calculée précédemment. Pour les autres nœuds, les valeurs entre les 
deux estimations sont pratiquement identiques. Le test du X² pratiqué à partir de cette topologie 
fournit une valeur de 21,71035, soit une significabilité inférieure à 1 % (valeur critique de 18,4753 
avec 7 ddl) ne permettant pas, comme dans le cas de l'étude effectuée à partir de l'ensemble des 
séquences, de rejeter l'hypothèse d'une constance du taux d'évolution. 
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Figure 52 : Arbre linéarisé obtenu à partir des séquences consensus sour les données mixtes 

 
 Le logiciel BASEML a aussi été utilisé pour déterminer les dates de divergence (option 
'TipDate') en utilisant les deux topologies les plus crédibles (ML et MP). Les résultats de cette 
analyse sont indiqués dans le Tableau 91. Les deux topologies fournissent des estimations très 
proches, mais qui sont toujours inférieures à celles obtenues par la méthode des arbres linéarisés. 
Les taux de mutation, estimés dans BASEML, sont de 5,58 10-3 à partir de la topologie ML et de 
5,54 10-3 à partir de la topologie MP. 
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Nœud Arbre ML Arbre MP 
NdD1 7,42 ± 1,22 7,54 ± 0,65 
NdD2 12,60 ± 1,93 12,89 ± 1,12 
NdD3 1,59 ± 0,54 1,59 ± 0,15 
NdD4 19,00 ± 2,82 18,72 ± 1,62 
NdD6 14,23 ± 2,31 14,27 ± 1,24 
NdD7 6,52 ± 1,42 6,47 ± 0,57 
NdD8 4,27 ± 0,76 5,05 ± 0,44 

NdD10 16,87 ± 2,30 17,06 ± 1,47 
NdD13 - 33,47 ± 2,89 
NdD14 - 35,12 ± 3,03 
NdD15 55,83 ± 6,65 55,43 ± 4,78 
NdD16 44,26 ± 5,55 43,87 ± 3,78 
NdD18 16,87 ± 2,30 - 
NdD19 32,56 ± 4,20 31,02 ± 2,68 

Tableau 91 : Dates de divergence estimées à partir des topologies ML et MP avec les données mixtes 

 
 Lorsque l'on teste l'existence d'horloges moléculaires locales en utilisant les topologies ML 
et MP on obtient, pour les branches menant aux différents groupes, des valeurs de taux de 
substitution indiqués dans le Tableau 92. Contrairement à ce qui avait été trouvé en utilisant, soit 
les séquences de cytochrome b, soit celles de 12S rRNA, le fait de combiner dans l'analyse les deux 
types de séquences montre une relative constance des taux à deux exceptions près. La première 
exception, trouvée avec la topologie ML, concerne le groupe MGA et la seconde, avec la topologie 
MP, concerne le groupe EUL. Dans les deux cas les valeurs du taux d'évolution sont très fortement 
augmentées. 
 
 

Branches menant à Arbre ML Arbre MP 
EUL 0,82258 48,83781 
HAP 1,17337 2,29293 
VAR 1,13156 2,30965 
IND 1,26971 1,99509 

MGA 18,76907 1,98534 
CHE 1,28715 1,82668 
TUP 1,20626 1,46540 
DMA 1,44821 1,58743 

Tableau 92 : Taux de substitution par branche pour les topologies ML et MP avec les données mixtes 

 
 L'ensemble des dates de divergences estimées à partir des séquences nucléotidiques et 
protéiques du cytochrome b, ainsi qu'à partir des séquences 12S rRNA sont résumées dans le 
Tableau 93. Elles permettent de reconstruire le schéma d'évolution de la Figure 53. 
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Divergence Temps de divergence ± SD 
EUL 10,39 ± 4,65 
HAP 17,94 ± 9,59 
VAR 4,02 ± 2,71 
IND 25,78 ± 8,51 
LEP 8,03 ± 2,27 
CHE 17,56 ± 13,72 
TUP 11,37 ± 6,71 

MED – LEP 9,54 ± 3,73 
EUL – HAP 23,49 ± 9,32 
VAR – EHP 27,46 ± 9,93 
IND – MGA 37,30 ± 4,87 
DMA – TUP 55,39 ± 3,26 
IMG – EHV 42,24 ± 3,47 
CHE – GRA 46,62 ± 3,48 
DTU – GRB 58,03 ± 2,03 

Tableau 93 : Dates de divergence moyennes obtenues à partir de l'ensemble des données 

 
 

 
Figure 53 : Schéma d'évolution reconstruit à partir de l'ensemble des données 

 
 Si l'on compare ce schéma avec celui obtenu par l'utilisation des séquences de cytochrome b 
seules (Figure 28) on peut constater les points suivants: 
 



 153

 La divergence DTU – GRB (ensemble des Lemuriformes) est mieux individualisée avec 
l'ensemble des données qu'avec le cytochrome b seul. Cette divergence est relativement 
proche (58 MA environ) de celle fixée pour la séparation entre Lorisidae et Strepsirhini. 

 
 Cette divergence DTU – GRB ne recoupe plus la divergence initiale du groupe des 

Lemuriformes (divergence CHE – GRA) qui se trouve fixée entre 46 et 47 MA. 
 

 La divergence DMA – TUP (environ 55 MA) ne peut être différenciée de la divergence 
DTU – GRB, mais elle ne recoupe pas la divergence initiale du groupe des 
Lemuriformes. 

 
 Les divergences pour les groupes EUL, HAP et VAR ne peuvent être différenciées. 

 
 Les divergences IMG – HAP, IND – MGA et CHE – GRA se recoupent, mais seule la 

divergence IND – MGA recoupe celles de l'ensemble EUL, HAP et VAR. 
 

 Les groupes HAP, IND et LEP apparaissent avoir divergé dès leur séparation d'avec 
VAR, MGA et MED, respectivement. Pour le groupe EUL la situation est moins nette, 
les domaines de divergence du groupe et de EUL – EHP ne se recoupant que très 
faiblement. 

 
Une analyse de la variance a été effectuée sur l'ensemble des données utilisées pour établir le 

schéma d'évolution. Les résultats de cette analyse sont exploitables, le test de la normalité des 
résidus étant positif. Les moyennes pour les 15 nœuds étudiés ont été comparées en utilisant le test 
deux à deux de Tukey. Au seuil de 5 %, les dates de divergences statistiquement différentes 
permettent de supposer que: 
 

 Les Tupaia ont débuté leur différenciation bien après qu'ils se soient séparés du 
Daubentonia. 

 
 Le groupe des Eulemurs a débuté sa différenciation après un laps de temps de sensiblement 

10 MA suivant la séparation de EUL et HAP. Par contre le groupe HAP aurait entamé sa 
différenciation dès sa séparation d'avec EUL. 

 
 Le groupe des Varecia a débuté sa différenciation environ 20 MA après qu'il se soit séparé 

de l'ensemble Eulemurs – Hapalemurs. 
 

 Les Cheirogaleidae ont entamé leur divergence environ 30 MA après qu'ils se soient séparés 
des Lemuriformes (GRA). 

 
 Les Lemuriformes et Cheirogaleidae (GRB) on divergé sensiblement 10 MA après qu'ils se 

soient séparés du groupe DTU. 
 

 Le groupe EHV a débuté sa divergence sensiblement 15 MA après sa séparation d'avec le 
groupe IMG. 
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Les relations DMA – TUP 
 
  Dans un certain nombre de reconstructions phylogénétiques la séquence Daubentonia 
et les séquences du groupe des Tupaia se trouvent regroupées dans un cluster qui est localisé à la 
base de l'arbre. Dans la majorité des autres cas ces séquences se trouvent également à la base de 
l'arbre avec le groupe TUP dans la position la plus basale. Il était alors intéressant de tester la 
validité du groupement DMA – TUP. Pour ce faire le test 'quatre clusters' implémenté dans 
PHYLTEST est utilisé. 
 
 Dans un premier temps les différentes associations des groupes GRA, CHE, DMA et TUP 
ont été testées avec les séquences de cytochrome b, 12S rRNA, ainsi que les séquences mixtes 
(Tableau 94). La topologie dans laquelle DMA est associé à TUP présente une forte crédibilité 
pour les séquences cytochrome b (séquences de 357 bp et ensemble des positions 1 et 3), ainsi que 
pour les données mixtes. Dans le cas des séquences protéiques la crédibilité est un peu plus faible 
que celle trouvée avec les positions 1 et 3 du cytochrome b. Pour ces mêmes séquences la topologie 
(GRA, TUP), (CHE, DMA) présente une branche interne nulle, ou négative, ce qui rend totalement 
improbables ces associations. La topologie (GRA, DMA), (CHE, TUP) ne présente aucune 
crédibilité pour les séquences de cytochrome b 357 bp et pour les données mixtes. Pour les 
positions 1 et 3 du cytochrome b, même si la branche interne de cette topologie présente une valeur 
positive, celle-ci est très faible, faisant que la topologie ne peut être retenue. Pour les séquences 12S 
rRNA, que ce soit celles de 393 bp ou celles correspondant aux zones 'Loop', aucune des trois 
topologies ne présente de branches internes significativement différentes de zéro; la valeur la plus 
élevée de CP (0,411) étant trouvée pour la topologie (GRA, CHE), (DMA, TUP) avec les séquences 
des zones 'Loop'. 
 

Topologie testée (GRA, CHE), 
(DMA, TUP) 

(GRA, DMA), 
(CHE, TUP) 

(GRA, TUP), 
(CHE, DMA) 

Branche interne 0,0276895 - - Cytochrome b 
357 bp CP 0,956 - - 

Branche interne 0,031438 0,00171955 - Cytochrome b 
positions 1 et 3 CP 0,835 0,0718 - 

Branche interne 0,0169631 0,00647373 - Cytochrome b 
protéines CP 0,785 0,497 - 

Brnache interne 0,00218297 0,00205578 - 12S rRNA 
393 bp CP 0,174 0,166 - 

Branche interne 0,00775974 - 0,00428561 12S rRNA 
zones 'Loop' CP 0,411 - 0,259 

Branche interne 0,0210218 - - Données 
mixtes CP 0,963 - - 

Tableau 94 : Test des topologies pour l'association DMA - TUP 

 
  Dans un second temps les relations du cluster DTU avec les groupes CHE, IMG et EHV on 
été testées (Tableau 95). Pour ce test la topologie (EHV, DTU),(CHE, IMG) n'est crédible avec 
aucun des types de séquences étudiées. Pour les séquences cytochrome b 357 bp, les positions 1 et 3 
du cytochrome b, les séquences 12S rRNA 393 bp, ainsi que les données mixtes, la topologie 
(DTU, CHE), (EHV, IMG) a une branche interne significativement différente de zéro avec des 
valeurs élevées de CP pour les deux types de séquences cytochrome b et plus faibles dans le cas des 
données mixtes et des séquences 12S de 393 bp. Cette topologie ne peut être retenue dans le cas des 
zones 'Loop' des séquences 12S. Enfin pour les séquences protéiques la crédibilité de cette 
topologie est très faible. Pour la troisième topologie: (EHV, CHE), (IMG, DTU), seules les 
séquences 12S rRNA 393 bp rendent cette topologie relativement crédible avec une valeur de CP de 
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0,715. Il est donc possible de considérer que l'association DTU – CHE est la plus crédible de toutes 
celles testées. 
 
 
 

Topologie testée (GRA, CHE), 
(DMA, TUP) 

(GRA, DMA), 
(CHE, TUP) 

(GRA, TUP), 
(CHE, DMA) 

Branche interne 0,0134725 0,000369764 - Cytochrome b 
357 bp CP 0,936 0,0398 - 

Branche interne 0,0253644 - - Cytochrome b 
positions 1 et 3 CP 0,948 - - 

Branche interne 0,00502329 0,00134503 - Cytochrome b 
protéines CP 0,491 0,160 - 

Brnache interne 0,00914839 0,00664452 - 12S rRNA 
393 bp CP 0,770 0,715 - 

Branche interne - 0,00539474 - 12S rRNA 
zones 'Loop' CP - 0,438 - 

Branche interne 0,00665478 0,0025705 - Données 
mixtes CP 0,729 0,376 - 

Tableau 95 : Test des topologies pour le cluster DTU 
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Figure 54 : Topologies NJ pour le test du cluster (DMA, TUP) 

 
 La stabilité du cluster (DMA, TUP) a également été testée en augmentant le nombre de 
séquences du groupe des Lorisidae utilisées pour les reconstructions. Les numéros d'accès EMBL 
de ces séquences sont indiqués dans le Tableau 11. Les topologies présentées à la Figure 54 ont été 
reconstruites en utilisant la méthode NJ avec un test de bootstrap de 5 000 réplications et les 
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distances de Tamura-Nei prenant en compte les transitions et les transversions pour: (a) les 
séquences cytochrome b 357 bp, (b) les séquences 12S rRNa 393 bp, (c) les zones 'Loop' des 
séquences 12S et (d) les données mixtes. Dans le cas des séquences cytochrome b 357 bp il n'y a 
aucune modification par rapport à la topologie obtenue avec la séquence LTA seule (Figure 18e) et 
ici les nouvelles séquences de Lorisidae sont toutes placées à la base de l'arbre. Pour la 
reconstruction effectuée à partir des séquences 12S rRNA de 393 bp les positions relatives de DMA 
et TUP ne sont pas modifiées et les séquences de Lorisidae sont trouvées à la base de l'arbre. La 
seule modification constatée par rapport à l'analyse effectuée avec la séquence LTA seule (Figure 
41d) concerne le groupe IND qui ne se trouve plus ici à la base de l'arbre. Dans le cas des zones 
'Loop' des séquences 12S les modifications dues à l'addition des séquences de Lorisidae sont 
relativement importantes. Les séquences du groupe TUP se trouvent dans la position la plus basale, 
alors que la séquence DMA est regroupée avec celles du groupe MGA; de plus il existe un cluster 
(IND, CHE, DMA, MGA) qui apparaît comme étant le cluster frère du groupe EHV. Ces 
regroupements n'existaient pas dans l'analyse effectuée avec la séquence LTA seule (Figure 42d). 
Enfin avec les données mixtes, l'introduction de nouvelles séquences de Lorisidae provoque le 
regroupement de DMA et TUP dans un cluster que l'on trouve à la base d'un ensemble constitué par 
les Cheirogaleidae et les autres Lemuriformes, ce qui n'était pas le cas pour l'analyse avec la seule 
séquence LTA (Figure 49e). Les séquences de Lorisidae, quant à elles, occupent la position la plus 
basale de la topologie. 
 

On peut donc constater qu'avec les séquences de cytochrome b et les données mixtes 
l'augmentation du nombre de séquences de Lorisidae utilisées, soit ne modifie pas les relations 
DMA – TUP (dans le cas des séquences cytochrome b 357 bp), soit permet de regrouper DMA et 
TUP dans un même cluster (dans le cas des données mixtes). Par contre avec les deux types de 
séquences 12S rRNA les perturbations des topologies sont importantes. 

Les relations IND – MGA 
 
 Les différentes topologies reconstruites dans cette étude font apparaître l'existence de 
relations particulières entre le cluster des séquences de Megaladapidae et le cluster des séquences 
des Indriidae. 
 
 Le test 'quatre clusters' est utilisé afin d'évaluer la crédibilité du groupement IND – MGA 
par rapport aux groupes EHV et CHE (Tableau 96). 
 
 

Topologie testée (EHV, IND), 
(MGA, CHE) 

(EHV, MGA), 
(IND, CHE) 

(EHV, CHE), 
(IND, MGA) 

Branche interne - 0,00188306 0,00530282 Cytochrome b 
357 bp CP - 0,213 0,528 

Branche interne - 0,00427105 0,0100121 Cytochrome b 
positions 1 et 3 CP - 0,266 0,548 

Branche interne - - 0,00693891 Cytochrome b 
protéines CP - - 0,610 

Brnache interne 0,00626373 - - 12S rRNA 
393 bp CP 0,605 - - 

Branche interne - - 0,00322814 12S rRNA 
zones 'Loop' CP - - 0,236 

Branche interne - - 0,00278314 Données 
mixtes CP - - 0,362 

Tableau 96 : Test des topologies pour le groupement IND – MGA 
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Pour la topologie (EHV, IND), (MGA, CHE), seules les séquences12S rRNA de 393 bp 
montrent une branche interne significativement différente de zéro, avec une valeur de CP de 0,605. 
Les deux types de séquences nucléotidiques de cytochrome b sont les seules pour lesquelles la 
branche interne de la topologie (EHV, MGA), (IND, CHE) n'est pas nulle, mais la crédibilité de 
cette topologie est faible, avec des valeurs de CP égales à 0,213 pour les séquences de 357 bp et 
0,266 pour celles regroupant les positions 1 et 3. Par contre la branche interne de la topologie 
(EHV, CHE), (IND, MGA) présente des valeurs non nulles avec tous les types de séquences sauf 
celles correspondant au 12S rRNA 393 bp. Toutefois les crédibilités sont relativement peu élevées, 
les valeurs les plus fortes de CP étant trouvées pour les séquences de cytochrome b: 0,610 pour les 
séquences protéiques; 0,548 pour les positions 1 et 3, et 0,528 pour les séquences de 357 bp. 
 
 Une étude identique a été menée en considérant les groupes EHP, VAR, IND et MGA 
(Tableau 97). 
 
 

Topologie testée (EHP, VAR), 
(IND, MGA) 

(EHP, IND), 
(VAR, MGA) 

EHP, MGA), 
(VAR, IND) 

Branche interne 0,00487167 0,00108235 - Cytochrome b 
357 bp CP 0,383 0,0718 - 

Branche interne 0,0100033 - - Cytochrome b 
positions 1 et 3 CP 0,451 - - 

Branche interne 0,0105765 0,00232662 - Cytochrome b 
protéines CP 0,632 0,143 - 

Brnache interne 0,0163132 - - 12S rRNA 
393 bp CP 0,927 - - 

Branche interne 0,0381088 - - 12S rRNA 
zones 'Loop' CP 0,971 - - 

Branche interne 0,0175378 - - Données 
mixtes CP 0,954 - - 

Tableau 97 : Test des topologies pour les groupes EHP, VAR, IND et MGA 

 
 La topologie (EHP, MGA), (VAR, IND) n'est crédible pour aucun des types de séquences 
étudiés. Par contre la topologie (EHP, VAR), (IND, MGA) présente une branche interne non nulle 
avec tous les types de séquences et elle apparaît la plus crédible pour les deux séquences 12S rRNA, 
ainsi que pour les données mixtes, avec des valeurs de CP supérieures à 0,9. Dans le cas des 
séquences cytochrome b la crédibilité est plus faible avec des valeurs de CP inférieures à 0,5. 
 
 On peut donc considérer que l'association, dans les reconstructions effectuées, des clusters 
formés par les séquences des Indriidae d'une part, et celles des Megaladapidae d'autre part, est 
crédible. 
 
 Un autre problème intéressant, dans le groupe des Megaladapidae concerne les relations 
entre le sub-fossile MED et les autres séquences de Lepilemuridae. Une étude par le test 'quatre 
clusters' a été effectuée pour ces différentes séquences. Les résultats les plus significatifs sont 
reportés dans le Tableau 98. On peut constater que ce sont, majoritairement, les topologies dans 
lesquelles MED est associé à LMU qui sont les plus crédibles pour les séquences cytochrome b et 
les données mixtes. Cette même association est trouvée pour les séquences 12S rRNA de 393 bp, 
mais dans ce cas l'association de MED avec LDO ou LED est également crédible. Dans le cas des 
zones 'Loop' du 12S, seule l'association de MED avec LED présente une valeur de CP supérieure à 
0,9. Enfin pour les séquences protéiques du cytochrome b l'association MED – LRU donne une 
valeur de CP de 0,841. 
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Séquences Topologie Branche interne CP 
(MED, LMU), (LDO, LED) 0,0128438 0,920 
(MED, LMU), (LED, LLE) 0,0205304 0,990 
(MED, LMU), (LLE, LRU) 0,015592 0,960 
(MED, LMU), (LLE, LSE) 0,0163356 0,969 

Cytochrome b 
357 bp 

(MED, LMU), (LRU, LSE) 0,0198738 0,987 
(MED, LMU), (LED, LLE) 0,026836 0,983 
(MED, LMU), (LLE, LRU) 0,0248448 0,968 
(MED, LMU), (LLE, LSE) 0,0250601 0,969 

Cytochrome b 
positions 1 et 3 

(MED, LMU), (LRU, LSE) 0,0314325 0,990 
Cytochrome b 

protéines (MED, LRU), (LDO, LED) 0,00873401 0,841 

(MED, LMU), (LDO, LED) 0,0110695 0,901 
(MED, LDO), (LED, LRU) 0,0106962 0,925 
(MED, LED), (LDO, LSE) 0,0213091 0,988 
(MED, LMU), (LLE, LSE) 0,0139145 0,946 

12S rRNA 
393 bp 

(MED, LMU), (LRU, LSE) 0,0110774 0,905 
12S rRNA 

zones 'Loop' (MED, LED), (LDO, LSE) 0,0261433 0,965 

(MED, LMU), (LDO, LED) 0,0106675 0,949 
(MED, LED), (LDO, LSE) 0,0152632 0,989 
(MED, LMU), (LLE, LRU) 0,0125894 0,977 
(MED, LMU), (LLE, LSE) 0,0109146 0,962 

Données 
mixtes 

(MED, LMU), (LRU, LSE) 0,0131764 0,984 

Tableau 98 : Tests des topologies pour les Megaladapidae 

 
  Il est donc possible de supposer que le sub-fossile MED est plus proche de LMU que 
des autres Lepilemuridae actuels. 
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DISCUSSION 

 
 Comme cela a été noté auparavant les études de biologie moléculaire effectuées à ce jour sur 
les Lemuriformes ont essentiellement porté sur tel ou tel groupe particulier dans le but d'évaluer les 
relations existant entre les différentes espèces. Par contre pour les quelques études dans lesquelles 
un certain nombre de groupes sont analysés, chaque groupe n'est généralement caractérisé que par 
une ou un petit nombre de séquences. 
 
 Dans notre étude nous avons pu rechercher les relations existant entre les différentes 
familles de Lemuriformes, en utilisant pour chacune d'elles la plupart des espèces actuellement 
décrites. Les différentes séquences concernant le fragment de 357 bp du cytochrome b, ainsi que le 
fragment de 393 bp du 12S RRNA ont été, soit extraites de la base de données EMBL, soit 
amplifiées au Laboratoire à partir des échantillons disponibles. De plus notre travail inclus les 
séquences amplifiées à partir d'un sub-fossile (Megaladapis edwardsi), ainsi que celles caractérisant 
deux représentants de la famille des Tupaia. 
 
 Comme nous avons pu le montrer précédemment (226), l'augmentation du nombre de taxa 
inclus dans une analyse phylogénétique est un facteur susceptible d'augmenter la robustesse et la 
crédibilité des reconstructions. Ce phénomène est particulièrement sensible avec les Lemuriformes. 
 
Relations entre les principales familles 
 
 Dans un travail portant sur le gène du cytochrome b complet (1140 bp), ainsi que sur les 
données du CO II déjà traitées par Adkins et Honeycutt (5), Yoder et coll. (390) ont donné une 
représentation des relations entre les différentes familles de Lemuriformes, analysées par la 
méthode du maximum de parcimonie (Figure 55A). Dans celle-ci le Daubentonia se trouve à la 
base des Lemuriformes, mais les relations entre les Indriidae, Cheirogaleidae et Lemuridae ne 
peuvent être précisées, bien que ces auteurs notent que le cytochrome b est le gène le plus 
informatif pour les clades récents et qu'il semble être peu utilisable dans le cas du Daubentonia. Par 
contre la combinaison des deux gènes est en mesure de fournir des reconstructions plus robustes, en 
particulier en ce qui concerne le placement du Daubentonia. 
 
 Par la suite des données morphologiques, portant sur des caractères d'anatomie craniale et 
post craniale ont été utilisées par Yoder et coll. (387), seules ou en combinaison avec les données 
moléculaires provenant du cytochrome b total. Dans ces analyses les données morphologiques 
utilisées incluent les sites précédemment utilisés pour la mise en évidence des affinités entre 
Cheirogaleidae et Lorisiformes. Lorsque la reconstruction est effectuée en ne tenant compte que des 
données moléculaires (Figure 55C), les différents modèles utilisés (attribuant des poids différents 
aux transitions et transversions) placent les Cheirogaleidae dans les Primates malgaches et à une 
position plus interne que celle occupée par le Daubentonia. De plus il existe un fort support pour ce 
placement des Cheirogaleidae (valeurs de bootstrap comprises entre 97 et 99 %). Par contre le 
support du clade complet, comprenant le Daubentonia, est plus faible (entre 50 et 61 %). Cette 
faible valeur pour le clade entier est également trouvée à partir des données morphologiques 
(Figure 55B), mais ici les Cheirogaleidae sont en position basale de la reconstruction, le 
Daubentonia se trouvant en position plus interne avec une disposition supportée par une valeur 
élevée de bootstrap (86 %). Enfin la combinaison des deux types de données (Figure 55D) fournit 
une topologie identique à celle obtenue avec les seules données moléculaires et dans ce cas la valeur 
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de bootstrap supportant le clade entier est comprise entre 61 et 70 %, et ce même si les caractères 
morphologiques ont un poids quatre fois supérieur à celui des caractères moléculaires. 
 

 
 

Figure 55 : Résumé des différentes topologies concernant la famille des Lemuriformes 
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On peut par ailleurs noter que les travaux de Adkins et Honneycutt (5) sur le CO II avaient permis 
de montrer que le DMA était une espèce sœur des autres Strepsirhini. Mais la valeur de bootstrap 
supportant cette distribution était faible. 
 

Stanger-Hall et Cunningham (316) ont analysé des séquences partielles de 16S rRNA pour 
un grand nombre de Primates et les résultats concernant les Lemuriformes sont présentés à la 
Figure 55E. Il n'est pas ici possible d'établir une séquence évolutive pour Daubentonia, Indriidae, 
Cheirogaleidae et Lemuridae. Ces auteurs attribuent l'apparente incongruence entre reconstructions 
effectuées à partir de différents segments d'ADN à l'utilisation de modèles de reconstruction 
inappropriés. Ils montrent également que l'application d'un modèle de parcimonie à six paramètres 
(chaque type de transition et de transversion ayant un poids différent) augment le support de la 
monophylie de certains groupes. L'application de modèles trop réalistes pourrait introduire les 
incongruences notées et il semblerait que le modèle MP soit le plus performant dans le cas de 
l'analyse de données combinées. 

 
Dans une analyse portant sur un fragment de cytochrome b et incluant le sub-fossile 

Megaladapis, Yoder et coll. (389) placent le Daubentonia à la base des autres Lemuriformes 
(Figure 55F), alors que Cheirogaleidae et Lepilemuridae forment un cluster apparaissant comme 
cluster frère d'un autre regroupant Indriidae et Lemuridae. L'association CHE – LEP est supportée 
par une valeur de bootstrap de 64 %, celle des Indriidae – Lemuridae par une valeur inférieure à 50 
%, et celle de l'ensemble des Lemuriformes (hors mis le Daubentonia) par une valeur de 89 %. 
Mais on peut noter que dans cette analyse une seule séquence de Lepilemuridae est utilisée, de 
même que les Indriidae ne sont caractérisés que par deux séquences de Propithecus. Si l'analyse 
n'est plus effectuée avec la totalité des sites, mais en prenant seulement en compte les troisièmes 
positions des codons, la séquence de Lepilemuridae apparaît groupée avec les Indriidae et les 
Cheirogaleidae, cet ensemble formant un cluster frère d'un autre constitué par les Lemuridae. Par 
contre Megaladapis et Daubentonia occupent les mêmes positions que précédemment. 

 
Enfin dans un travail récent Pastorini (255) (Figure 55G), en utilisant les données issues du 

gène mitochondrial ND4, n'est pas en mesure de préciser la séquence évolutive pour les 
Lepilemuridae, Indriidae et Cheirogaleidae qui sont groupés dans un clade frère de celui renfermant 
les Lemuridae. Par contre le Daubentonia est toujours en position basale par rapport à tous les 
autres Lemuriformes. 

 
Dans la reconstruction que nous considérons comme la plus crédible à partir de nos données 

(Figure 55H) les Cheirogaleidae se trouvent placés à la base d'un ensemble de deux clusters dont 
l'un regroupe les Lemuridae et l'autre les Indriidae et Megaladapidae (Lepilemurs et Megaladapis) 
et cette disposition est supportée par une valeur de bootstrap de 77 %. Le regroupement Lemuridae, 
Indriidae, Megaladapidae étant, pour sa part, supporté par une valeur plus faible de bootstrap (55 
%). Si l'association Megaladapis – Lepilemurs est supportée par une valeur de bootstrap de 100 %, 
dans le cas des Indriidae – Megaladapidae la valeur est très faible (16 %). Toutefois les tests 'quatre 
clusters' qui ont été menés sont en faveur de cette association. On peut par ailleurs remarquer qu'un 
certain nombre d'arguments morphologiques sont également en faveur de cette relation; en effet les 
animaux des deux groupes sont tous des 'sauteurs', bien qu'ils ne présentent pas tous le même mode 
de vie, certains étant nocturnes et d'autres diurnes (251). D'autre part nous avons trouvé un 
groupement du Daubentonia avec les Tupaia, dont le support de bootstrap est de 49 %, et ici encore 
les tests 'quatre clusters' sont en faveur de ce type d'association. 
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Position phylogénétique de Megaladapis edwardsi 
 
 Le sub-fossile Megaladapis edwarsi, pour lequel nous avons pu amplifier le fragment de 
357 bp du cytochrome b et celui de 393 bp du 12S rRNA occupe dans nos reconstructions (Figure 
55H) une place très différente de celle qui avait été trouvée dans un travail de Yoder et coll. (1999) 
(Figure 55F). 
 
 Comme une étude antérieure incluant ce sub-fossile et de nombreuses séquences de 
Lemuriformes (225), les analyses effectuées dans ce travail avec les différents types de séquences et 
que ce soit avec les méthodes de maximum de parcimonie, de maximum de vraisemblance et de 
Neighbor-Joining, montrent toujours un regroupement du Megaladapis avec les Lepilemurs. De 
plus ce sub-fossile se trouve toujours en position basale du clade des Lepilemuridae. Dans le cas des 
analyses effectuées en utilisant la méthode de Neighbor-Joining cette association est supportée par 
une valeur de bootstrap de 100 %. Une telle relation est en accord avec la classification qui avait été 
précédemment établie par Schwartz et Tattersall (291) sur la base de caractères morphologiques. 
 
 Dans le travail de Yoder, portant sur un fragment de cytochrome b, le Megaladapis est 
trouvé en position basale de tous les Lemuriformes, cette association étant supportée par une valeur 
de bootstrap de 89 %. Il faut également remarquer que dans ce travail si la séquence d'un autre sub-
fossile (Palaeopropithecus) est également incluse dans l'analyse, les deux séquences ancestrales se 
groupent et occupent une position identique à celle définie avec le Megaladapis seulement. Dans ce 
dernier cas l'association séquences ancestrales – Lemuriformes est supportée par une valeur de 
bootstrap de 90 %. 
 
 Les différences entre les résultats de Yoder et ceux que nous avons obtenus peuvent avoir 
plusieurs explications. D'une part notre analyse porte sur l'ensemble des Lepilemuridae 
actuellement déterminés, ainsi que sur la presque totalité des autres Lemuriformes alors que dans le 
travail de Yoder une seule séquence de Lepilemuridae est utilisée, et les autres familles de 
Lemuriformes ne sont caractérisées que par une ou quelques séquences. D'autre part Yoder précise 
que la séquence ancestrale de cytochrome b, si elle provient de trois spécimens différents de 
Megaladapis, n'a pu être entièrement déterminée. Cette séquence ne comporte que 350 nucléotides 
utilisables, alors que pour les autres espèces 550 nucléotides sont traités. La séquence de 
cytochrome b que nous avons pu amplifier, quant à elle, représente un segment continu de 357 bp et 
même si elle ne provient de l'amplification que d'un seul échantillon, l'absence d'indéterminations 
doit être en mesure de fiabiliser les résultats. Il faut également remarquer qu'à partir du même sub-
fossile nous avons été en mesure d'amplifier un fragment de 12S rRNA et que les reconstructions 
effectuées en utilisant celui-ci fournissent des résultats identiques à ceux trouvés dans le cas du 
cytochrome b. 
 
 On pourrait envisager l'hypothèse d'une contamination du Megaladapis par des séquences de 
Lepilemuridae actuels, favorisant le regroupement que nous avons observé. Cette hypothèse a été 
testée en comparant (avec le programme FASTA) la séquence de Megaladapis avec toutes celles 
amplifiées au Laboratoire. Les séquences les plus proches, si elles sont bien celles de 
Lepilemuridae, présentent une différence de 14 nucléotides (soit sensiblement 4 % des 357 bp) avec 
le sub-fossile, ce qui permet d'exclure un phénomène de contamination. 
 
 Le fait que Yoder, même en effectuant des amplifications partielles (portant sur de petites 
zones) n'ait été en mesure d'amplifier la totalité des 550 bp de la zone étudiée tend à montrer que 
l'ADN mitochondrial extrait était, au moins partiellement, dégradé. Une telle dégradation peut être 
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due à une mauvaise préservation des échantillons. Il faut également remarquer que les techniques 
d'extraction utilisées peuvent être, elles aussi, source de problèmes affectant la qualité de l'ADN et 
sa capacité a être amplifié, par exemple parce que des cofacteurs inhibant la Taq polymerase 
peuvent être extraits en même temps que l'ADN. Dans notre travail nous avons utilisé une technique 
spécifique que nous avons mise au point pour ce type d'étude (56) et qui est en mesure de préserver, 
au maximum, l'ADN mitochondrial, ainsi que de minimiser la présence de cofacteurs inhibants. 
 
Variabilité de l'horloge moléculaire 
 
 Sur un plan très général l'hypothèse d'une horloge moléculaire suppose que, pour un gène 
donné, les mutations se soient accumulées régulièrement au long des branches de l'arbre. 
 
 Dans le cas de l'analyse de caractères moléculaires l'utilisation d'une méthode cladistique 
permet d'établir une phylogenèse. Il est alors possible de dénombrer les mutations présentes dans les 
différentes branches; les valeurs trouvées permettant alors de vérifier si le taux d'évolution est 
constant ou non. Si de plus on dispose d'un point de repère (qui est généralement obtenu à partir 
d'un ou plusieurs fossiles) il devient possible de calibrer l'horloge moléculaire et d'estimer ainsi la 
vitesse d'évolution du gène considéré. Il sera enfin possible d'effectuer une datation des évènements 
de spéciation et ainsi de passer d'une datation relative à une datation absolue. 
 
 Dans de très nombreux cas l'absence de fossiles vrais pose un problème pour la 
reconstruction de l'histoire phylogénétique. Il faut alors tenir compte de la distribution des espèces 
actuelles en admettant que la position géographique du nœud ancestral correspond à la localisation 
actuelle des espèces. 
 
 Si la séquence, ou le gène, étudiée a évolué sous un système prenant en compte l'existence 
d'une horloge moléculaire, les données peuvent être analysées par une méthode de distances afin de 
déterminer les temps relatifs des divergences. 
 
 Classiquement on considère que l'ADN mitochondrial provient uniquement de l'ovule et 
qu'ainsi il se comporte à la manière d'un locus non recombinant et à transmission matri-linéaire. 
Toutefois des études récentes ont montré que des mitochondries provenant du spermatozoïde 
pouvaient aussi pénétrer l'ovule. Ainsi, contrairement à ce que l'on pouvait penser, il pourrait y 
avoir des phénomènes de recombinaison entre les ADN mitochondriaux de l'ovule et du 
spermatozoïde. Si un tel phénomène est en mesure de se produire, même avec une faible fréquence, 
il peut, soit introduire des modifications multiples, soit supprimer des modifications préexistantes. Il 
y aurait alors un dérèglement de l'horloge moléculaire dont l'une des principales conséquences serait 
l'introduction d'erreurs sur les estimations des vitesses de changement des nucléotides. Il faut 
également noter qu'un autre phénomène, pouvant aboutir aux mêmes résultats sur l'horloge 
moléculaire, est la réversion des mutations. Mais il est très difficile d'évaluer la portée d'une telle 
réversion dans la mesure où l'on ne dispose pas généralement de l'ensemble des séquences allant de 
la forme la plus ancestrale à la forme actuelle. 
 
 Si l'on considère que les phénomènes décrits ci-dessus sont susceptibles de se produire chez 
les Lemuriformes, ceci pourrait apporter une explication, du moins partielle, aux différences 
observées entre les reconstructions effectuées à partir de différents gènes, certains pouvant être plus 
sensibles que d'autres à la recombinaison, à la réversion, ou aux deux à la fois. 
 
 Le concept d'une horloge moléculaire globale n'étant pas utilisable pour toutes les 
reconstructions, l'hypothèse d'horloges moléculaires locales a été formulée par Yang et Yoder 
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(382). Dans notre travail l'étude des taux de substitution par site montre l'existence de différences, 
parfois importantes, pour les différentes familles. Les tests effectués crédibilisent l'existence de tels 
processus pour les Lemuriformes (test de constance du taux d'évolution dans le logiciel 
LINETREE). Dans le cas du cytochrome b les taux de substitution pour les branches menant aux 
Tupaia et Daubentonia sont sensiblement deux fois plus élevés que ceux déterminés pour les 
branches menant aux Lemuridae ou Indriidae et cinq fois plus élevés que pour la branche menant 
aux Megaladapidae (Lepilemurs et Megaladapis). Par contre dans le cas des séquences 12S rRNA, 
si la branche menant aux Tupaia présente le taux de substitution le plus élevé, celle menant au 
Megaladapidae montre une valeur double de celle menant au Daubentonia; alors que pour les 
branches menant aux autres familles de Lemuriformes les taux de substitution sont faibles. Enfin  
lorsque les deux types de séquences sont combinés ,dans l'analyse il existe une relative constance 
des taux de substitution par branche sauf en ce qui concerne les Megaladapidae (dans le cas d'une 
reconstruction ML) et des Lemuridae (dans le cas d'une reconstruction MP). Il apparaît donc que 
l'on puisse bien considérer qu'il existe, chez les Lemuriformes, des horloges moléculaires locales 
plutôt qu'une horloge globale. 
 
Datation des principales divergences 
 
 Les sub-fossiles ne pouvant être considérés, sur le plan évolutif, comme de vrais fossiles, 
nous avons choisi d'effectuer la datation des divergences entre les différentes familles de 
Lemuriformes en prenant comme référence la divergence déterminée entre Lorisidae et Strepsirhini, 
telle qu'elle a été évaluée par Yoder et coll. (387), soit 62 millions d'années. Ces datations sont 
effectuées en utilisant la topologie apparaissant comme la plus crédible (obtenue par la méthode NJ 
avec le cytochrome b, ou l'association du cytochrome b et du 12S rRNA) et en utilisant la méthode 
des 'arbres linéarisés'. 
 
 Nous avons ainsi trouvé que l'ensemble formé des Tupaia et du Daubentonia avait divergé 
de l'ensemble des Lemuriformes entre 60 et56 millions d'années, soit peu de temps après la 
séparation Lorisidae – Strepsirhini. Dans les Lemuriformes les Cheirogaleidae ont divergé il y a 
environ 47 millions d'années; puis on trouve la divergence entre d'une part les Indriidae et 
Megaladapidae et d'autre part les Lemuridae (il y a environ 42 millions d'années). La divergence 
entre Megaladapis et Lepilemurs est la plus récente de toutes celles déterminées, elle se situe il y a 
environ 10 millions d'années. Sur l'ensemble de notre travail deux divergences apparaissent comme 
bien individualisées, ce sont celles entre Tupaia et Daubentonia et entre Megaladapis et 
Lepilemurs. Pour les autres divergences les différentes estimations fournissent des écart types tels 
qu'il est beaucoup plus difficile de préciser la séquence exacte. 
 
Origine monophylétique des Lemuriformes 
 
 Les Primates malgaches peuvent être considérés comme un assemblage taxonomique très 
diversifié et pour lequel un grand nombre de relations phylogénétiques ont été, et sont encore, 
sujettes à d'importantes controverses. 
 
 Pour un certain nombre d'auteurs ces Lemuriformes ne formeraient pas un groupe 
monophylétique et l'on pourrait alors considérer que leur présence à Madagascar serait le résultat 
d'un phénomène de migrations multiples. Entre autre pour Charles-Dominique et Martin (46) les 
Cheirogaleidae appartiendraient au même groupe que celui des Lorisidae, favorisant ainsi 
l'interprétation d'une double colonisation (Figure 56A). Par contre l'ensemble des données 
cytogénétiques disponibles, ainsi que  de nombreuses données moléculaires, montrent clairement 
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une origine monophylétique des Lemuriformes avec l'existence d'un ancêtre commun aux Lorisidae 
et Lemuriformes (Figure 56B). 
 
 
 

 
 

Figure 56 : Hypothèses concernant la colonisation de Madagascar par les Lemuriformes 

 
 Dans les travaux de Yoder (387) l'analyse de données morphologiques détaillées (portant sur 
ces caractéristiques craniales), ainsi que celles provenant du gène mitochondrial du cytochrome b, 
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qu'elle soit effectuée pour chaque type de donnée séparément, ou pour la combinaison des deux, 
montre que la totalité des Primates malgaches, y compris les Cheirogaleidae et le Daubentonia, doit 
être considéré comme un ensemble monophylétique. Lorsque les séquences du cytochrome b sont 
analysées les résultats suggèrent que les Lémuriens seraient arrivés à Madagascar et auraient 
commencé à se diversifier au début de l'Eocène. D'autre part la souche de ces Lemuriens aurait son 
origine en Afrique et ces animaux ont sans doute rejoint Madagascar en empruntant des radeaux de 
végétation. On admet généralement que ces migrants étaient de petite taille et que, par la suite, ils 
ont évolué sans aucun autre apport extérieur. 
 
 Les reconstructions obtenues dans notre travail, qu'elles utilisent soit le fragment de 
cytochrome b, soit la combinaison de ce fragment avec un autre provenant du 12S rRNA, montrent 
que les Primates malgaches forment un groupe monophylétique, mais qu'il existe à la base de ce 
groupe un autre dans lequel sont regroupés les Tupaia et le Daubentonia. L'utilisation de tests 
'quatre clusters' nous a permis de montrer qu'avec les différents types de fragments d'ADN 
mitochondrial que nous avons utilisés, la crédibilité de l'association DMA – TUP était élevée. La 
stabilité de ce cluster a également été testée en augmentant le nombre de séquences utilisées pour le 
groupe des Lorisidae. Dans le cas des séquences de cytochrome b cette augmentation du nombre de 
taxa ne modifie en rien la topologie initiale (obtenue avec la seule séquence LTA). De même pour 
les séquences 12S rRNA les positions de DMA et TUP, à la base des Lemuriformes, n'est pas 
modifiée, seule la famille des Indriidae ne se retrouve plus dans la position qu'elle occupait avec la 
seule séquence LTA. Par contre dans l'analyse portant sur la combinaison des séquences de 
cytochrome b et de 12S rRNA, l'augmentation du nombre de séquences de Lorisidae utilisées 
permet la reconstruction du cluster (DMA – TUP). 
 
 Ces résultats permettent de définir une origine monophylétique des Lemuriformes dans 
lesquels sont inclus les Cheirogaleidae, mais ne prenant pas en compte le Daubentonia. Il est ainsi 
possible d'évoquer l'existence d'une colonisation double de Madagascar (Figure 56C). L'une de 
celles-ci aurait introduit l'ancêtre du Daubentonia (les Tupaia n'étant pas présents sur l'île), l'autre 
un ancêtre qui, par la suite, aurait donné naissance aux différents groupes sub-fossiles et actuels. Il 
n'est toutefois pas possible, avec l'ensemble des données que nous avons obtenues, de préciser si ces 
deux migrations se sont produites simultanément ou si l'une a été antérieure à l'autre. 
 
 L'hypothèse de cette double colonisation est en opposition avec les résultats de Charles-
Dominique et Martin (46) (Figure 56A), ainsi que ceux obtenus par Yoder et coll. (387) (Figure 
56B). Toutefois il faut remarquer que pour ces deux travaux aucune séquence de la famille des 
Tupaia n'a été utilisée. Comme le montre les estimations de dates de divergence que nous avons 
effectuées la séparation entre l'ensemble (DMA- TUP) et les autres Lemuriformes est ancienne 
(voisine de 58 millions d'années) et très proche de celle qui a pu être définie pour la séparation entre 
Lorisidae et Strepsirhini (62 millions d'années). Par contre la première divergence dans le groupe 
des Lemuriformes, permettant l'individualisation des Cheirogaleidae est beaucoup plus récente 
(voisine de 46 millions d'années). Elle est à rapprocher de celle déterminée par Yoder et coll. (387) 
pour le début de la radiation des Primates malgaches (environ 54 millions d'années). On peut alors 
supposer qu'il aurait existé, sur le continent Africain, à partir d'un ancêtre commun, un groupe 
ancestral aux Lemuriformes et un autre  ancestral de l'ensemble (DMA – TUP). Les individus de 
ces deux groupes ont sans doute du présenter des caractéristiques morphologiques proches de celles 
des Microcèbes. La position taxonomique des Tupaia qui est fortement controversée à partir des 
études morphologiques et qui n'a pu être élucidée en quelque sens que ce soit par des études 
cytogénétiques (75) peut, au moins en partie, à partir de nos résultats, être précisée en évoquant 
l'existence d'un ancêtre commun entre Daubentonia et Tupaia. Cet ancêtre aurait donné, sur le 
continent Africain une lignée aboutissant aux Tupaia actuels et une seconde, ayant migré vers 
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Madagascar, qui serait à l'origine des Daubentonia. On pourrait alors inclure les Tupaia dans les 
Lemuriformes. 
 L'hypothèse proposée par Charles-Dominique et Martin (46) (Figure 56A) semble pouvoir être 
réfutée en ce qui concerne une colonisation séparée des Cheirogaleidae, toutes les reconstructions 
que nous avons effectuées montrant que les Cheirogaleidae font bien partie du groupe 
monophylétique des Lemuriformes. 
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CONCLUSIONS 

 
Les reconstructions phylogénétiques effectuées à partir des données issues des fragments de 

cytochrome b et de 12S rRNA amplifiés à partir des différents groupes de Lémuriformes ont été 
comparées en utilisant des lests LTR (Likelihood Test Ratio), ainsi que des tests 'quatre clusters'. Il 
apparaît ainsi que celle présentant le maximum de 'crédibilité' peut être représentée de la manière 
suivante: 

 
((Cheirogaleidae, ((Indriidae, (Lepilemuridae, Megaladapis)), 
((Eulemur, Hapalemur), Varecia)), (Daubentoniidae, Tupaia)) 

 
On peut constater que le sub fossile Megaladapis se trouve associé au cluster de 

Lepilemuridae. D'autre part les Lémuriformes apparaissent groupés en deux clusters principaux: 
l'un composé des Lemuridae et l'autre des Indriidae, Megaladapis et Lepilemuridae. A la base du 
cluster des Lémuriformes se trouvent les Cheirogaleidae. Cette topologie est, dans ses grandes 
lignes, conforme à celles qui peuvent être obtenues en utilisant différents autres critères d'analyse, 
tels que des caractéristiques morphologiques ou caryologiques. Toutefois la répartition des 
séquences dans certains genres, tels que Hapalemur et Lepilemur, ne recoupe pas entièrement les 
phylogenèses caryologiques déjà publiées. Mais il faut remarquer que l'on dispose de peu de 
données provenant de l'utilisation de techniques, autres que la biologie moléculaire, et utilisant 
l'ensemble des Lémuriformes pour aider à la validation des reconstructions effectuées. 

 
L'association, dans un même cluster, des Daubentoniidae et Tupaia est une donnée 

importante, même si la place des Tupaia a fait l'objet de multiples controverses: pour certains 
auteurs ce groupe se trouvant très séparé des Strepsirhini, voir même totalement en dehors du 
groupe des Primates. Comme les Tupaia ne sont pas représentés à Madagascar on peut supposer 
qu'il a existé deux colonisations distinctes de l'île, dont l'une a donné naissance à la lignée des 
Daubentoniidae, et l'autre à celle de l'ensemble des autres Strepsirhini malgaches. 

 
La topologie définie comme étant le plus 'crédible' a été utilisée pour tester l'existence d'une 

horloge moléculaire globale, ou d'horloges moléculaires locales. L'étude des substitutions 
nucléotidiques par site montre en effet, sur l'ensemble des séquences étudiées, l'existence d'une 
hétérogénéité du taux de substitution par site. D'autre part pour les différents groupes de 
Lémuriformes ces taux sont également très variables. Les valeurs estimées du paramètre de forme 
(appelé alpha) de la distribution gamma varient de 0,091595 chez les Lepilemuridae à 0,504956 
chez les Indriidae. En d'autres termes le groupe des Lepilemuridae présente un taux d'évolution 
beaucoup plus important que celui des Indriidae. Par contre les taux d'évolution trouvés pour les 
Cheirogaleidae et les Eulemur sont sensiblement identiques. Ces résultats permettent de suspecter 
l'existence d'horloges moléculaires locales, plutôt que d'une horloge moléculaire globale. Les études 
portant sur ces horloges, effectuées à partir de la topologie sélectionnée, permettent de confirmer les 
résultats obtenus à partir de l'étude des taux de substitution pour tous les groupes, sauf celui des 
Cheirogaleidae. En résumé les taux d'évolution pour les branches de la topologie menant aux 
Hapalemur et Varecia sont sensiblement identiques et ce taux est un peu plus élevé pour la branche 
menant aux Eulemur. Dans le cas des Cheirogaleidae, si la valeur du paramètre alpha est 
relativement élevée lorsqu'elle est calculée à partir des séquences des différents représentants du 
groupe, le taux d'évolution pour la branche menant à ce groupe est le plus bas de tous ceux trouvés. 
Une telle situation peut traduire l'existence d'une évolution lente jusqu'à la séparation des 
différentes espèces de Cheirogaleidae, suivie d'une évolution plus rapide de ces espèces. Dans les 
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autres groupes étudiés on constate généralement une constance, ou une légère diminution, du taux 
d'évolution avant et après la séparation des espèces. 

 
 A partir des différentes reconstructions effectuées il a été possible d'évaluer les dates 

de divergence des différents groupes étudiés, ainsi que d'évaluer les séquences ancestrales aux 
nœuds principaux de la topologie. L'utilisation de la méthode des 'arbres linéarisés' permet, en 
considérant que la séparation entre Lorisidae et Strepsirhini est intervenue il y a 62 millions 
d'années (c'est à dire bien après que Madagascar se soit séparé du continent africain, il y a environ 
150 millions d'années), l'estimation des principales dates de divergence. Ainsi la séparation la plus 
ancienne (voisine de 60 millions d'années) est trouvée pour la divergence entre Daubentonia et 
Tupaia; alors que la plus récente (voisine de 11 millions d'années) est celle impliquant le 
Megaladapis et les Lepilemuridae. Pour les autres groupes les dates de divergence se répartissent 
entre 48 et 29 millions d'années. 

 
 Les données obtenues au cours de cette étude pourront être utilisées, par la suite, 

pour l'étude de l'ensemble des Lémuriformes sub fossiles en utilisant la topologie définie ici, ainsi 
que les séquences ancestrales estimées, comme guide pour préciser les relations pouvant exister 
entre ces sub fossiles et les Lémuriformes actuels. 
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RESUME 
 
 Les Lémuriformes utilisés dans cette étude comprennent des représentants de la plupart des genres 
de Lemuridae (Eulemur, Hapalemur, Varecia), d'Indriidae (Indri, Propithecus, Avahi), de Lepilemuridae, de 
Cheirogaleidae (Cheirogaleus, Microcebus, Mirza), de Daubentonia. Un sub fossile (Megaladapis edwardsi) 
est également inclus dans l'analyser, ainsi que deux espèces de Tupaia. Les reconstructions phylogénétiques 
sont effectuées à partir, soit d'un fragment de 357 bp issu du cytochrome b, soit à partir d'un fragment de 393 
bp du 12S rRNA, soit à partir d'une combinaison  des deux fragments précédents, en utilisant différentes 
méthodes (Neighbor-Joining, Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, Parsimony Ratchet, Quarter 
Puzzeling). Ces reconstructions sont comparées par des tests LTR (Likelihood Test Ratio) et des tests 'quatre 
clusters'. L'arbre phylogénétique les plus 'crédible' est alors: 

((Cheirogaleidae, (Indriidae, (Lepilemuridae, Megaladapis)),  
((Eulemur, Hapalemur), Varecia)), (Daubentonia, Tupaia)) 

 L'association trouvée entre Daubentonia et Tupaia peut indiquer l'existence de deux 
colonisations distinctes de Madagascar par les Lemuriformes, l'une ayant donné naissance à la lignée des 
Daubentonia et l'autre à l'ensemble des autres Strepsirhini malgaches. Le sub fossile Megaladapis edwardsi 
se trouve groupé avec les Lepilemuridae et cet ensemble apparaît comme le cluster frère de celui formé par 
les Indriidae. Il a également été possible de montrer que les différentes séquences étudiées évoluaient sous 
des horloges moléculaires locales. Enfin les dates de divergence des principaux groupes ont pu être 
déterminées. La séparation la plus ancienne (voisine de 60 millions d'années) est trouvée pour la divergence 
entre Daubentonia et Tupaia; alors que la plus récente (voisine de 11 millions d'années) est celle impliquant 
le Megaladapis et les Lepilemuridae. Pour les autres groupes les dates de divergence se répartissent entre 48 
et 29 millions d'années. 
 
Molecular biology and Lemuriformes (Malagasy Primates) phylogeny 
 In this study most of the species included in the Lemuridae (Eulemur, Hapalemur, Varecia), 
Indriidae (Indri, Propithecus, Avahi), Lepilemuridae, Cheirogaleidae (Cheirogaleus, Microcebus, Mirza) and 
Daubentonia are used, as well as a sub-fossile (Megaladapis edwardsi) and two Tupaia species. 
Mitochondrial sequences from a cytochrome b fragment (357 bp) and a 12S rRNA fragment (393 bp) are 
used to infer phylogenetic relationships between Lemuriformes families. Reconstructions are done using 
different methods (Neighbor-joining, Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, Parsimony Ratchet, 
Quartet Puzzeling). The different trees are compared using LTR (Likelihood Test ratio) tests and 'four 
clusters' tests. The most 'credible' phylogenetic reconstruction is then: 

((Cheirogaleidae, (Indriidae, (Lepilemuridae, Megaladapis)), 
((Eulemur, Hapalemur), Varecia)), (Daubentonia, Tupaia)) 

 The association between Daubentonia and Tupaia may indicate the existence of two distinct 
Lemuriformes colonisations, one conducting to the Daubentonia and the other to all other Malagasy 
Strepsirhini. The Megaladapis edwardsi sub-fossile appear to be grouped with le Lepilemuridae and together 
formed a clade how is the sister clade of the one including Indriidae. It was also possible to show that the 
sequences studied here have evolved under local molecular clocks. Divergence dates are estimated for the 
main groups. The oldest separation (near 60 million years) is found for the split between Daubentonia and 
Tupaia and the most recent (near 11 million years) is the one between Megaladapis and Lepilemuridae. For 
the other groups estimated divergence dates are between 48 and 29 million years. 
 
Mots clés: Lémuriformes, Madagascar, cytochrome b, 12S rRNA, phylogenèse, horloge moléculaire, 
datation 
 
Key words: Lemuriformes, Madagascar, cytochrome b, 12S rRNA, phylogeny, molecular clock, datation 
 
Discipline: Sciences de la Vie (Biologie Moléculaire) 
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