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Résumé

Aprés des siécles de déclin démographique et de contraction de leur aire de rédattgson, les

gris Canis lupusont désormais en expansion en Europe. Il est indispensable de comprendre la
structure sociale et la dynamique des populations de loups et de prévoir I'expansion future de leur
aire de répartition pour concevoir des stratégiemsiereation judicieuses, mais les méthodes de

suivi sur le terrain sont difficiles ou excessivement colteuses. L'échantillonnage génétique non
invasif offre des opportunités uniques pour un suivi fiable des populations de loups. Nous avons
mené un programarde suivi sur 9 ans dans une vaste zone (environ 19)idinond de I'ltalie,

afin d'identifier les individus, d'estimer la parenté, de reconstituer les meutes et de décrire leur
dynamique. Sur 5 065 échantillons biologiques (99% d'excrémentspnsogérmtypé et sexé

44% d'entre eux de maniére fiable en utilisant 12 microsatellites autosomiques non liés, 4
microsatellites liés a I'axe Y, et une séquence diagnostique de la région de contréle de 'ADN
mitochondrialNous avons identifié 414 loup8,diens et 16 hybrides lechgen Les loups de

la zone d'étude appartenaient a au moins 42 meutes. Nous avons reconstitué la généalogie de 2¢
meutes. La taille moyenne des meutes était d2,8,®, y compris les adoptés, avec un domaine

vital minimummoyen de 74 kin 52 $. Nous avons détecté des changements de couples
reproducteurs dans 19 % des meutes. Les loups reproducteurs n'étaient pas apparentés et les
disperseurs non apparentés ont fondé de nouvelles md'etexption d'une meute fondée p

une paire frere ceuNous n'avons pas détecté de femelles reproductrices multiples dans aucune
meute. Dans I'ensemble, la population n'était pas consanguine. Nous avons constaté un isolement
significatif par la distance et l'autocorrélation spatiedeyiae structure génétique non aléatoire
jusqu'a une distance d'environ 17 km. Nous avons détecté 37 disperseurs, dont 14 sont devenus
des reproducteurs dans des meutes nouvelles ou déja existantes. Nos résultats peuvent étre utilisé
pour modéliser I'digation de I'habitat par les loups, pour estimer les taux de survie, pour prédire
I'expansion future de la population, et pour construire des cartes de risque de conflits entre loups
et humains.
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INTRODUCTION

Le développement de méthodes génétiquesveamivies a offert des opportunités uniques pour
mettre en ocuvre des programmes de recherche
et rentables (Schwartz et al. 2007 ; Brgseth et al. 201Goriaitez et al. 2013). Les techniques
moléculaies peuvent fournir des informations démographiques plus exhaustives que toute autre
méthode (Lukacs et al. 2007). Des génotypes individuels fiables (empreintes génétiques) sont
obtenus en analysant I'ADN extrait d'échantillons biologiques tels qu& les p&ies, I'urine et

les traces de sang qui sont collectés de maniére non invasive, sans contact humain direct avec le
animaux (Waits et Paetkau 2005). Les génotypes sont utilisés pour compter et localiser les individus
dans l'espace et le tempscetrpeconstruire leurs généalogies et leurs gammes familiales (Creel et
al.2003 ; Schwartz et al. 2007). Les enregistrements dereappttee des génotypes individuels
peuvent étre utilisés pour compter la taille minimale de la population (Ekr2@d@t & ucchini

et al. 2002 ; Gervasi et al. 2008) et pour estimer I'abondance totale (Kohn et al. 1999 ; Mills et al.
2000; Lukacs et Burnham 2005). Bien que des échantillons d'ADN de faible qualité puissent
générer des erreurs de génotypage (Bretjadt 2007), celles peuvent étre minimisées en

utilisant des protocoles de laboratoire bien testés et des controles de quBliéif@ed al.

2009). La génétique non invasive a été utilisée pour surveiller la dynamique des populations
menacéesn@btenant des estimations des tendances temporelles des parametres démographiques
et génétiques qui auraient été impossibles avec les méthodes traditionnelles de terrain (par exemple
De Barba et al. 2010). La reconstructiopedigreesdans les populahs naturelles (Pemberton

2008) est facilitée par les identifications génétiques, qui aident considérablement a déduire la
structure détailléee de la population et a estimer les taux de dispersion, la consanguinité et
I'héritabilité (vonHoldt et al. 2008yussant le développement de nouvelles méthodes de calcul
(Blouin 2003). Pour ces raisons, I'échantillonnage génétique non invasif a été intégré dans de
nombreux projets de surveillance, combinant la génétique des populations et les données
démographiqueshez les especes de grands carnivores (Waits et Paetkau 2005), desompris
études sur les loupgSanis luptabbri et al. 2007 ; vonHoldt et al. 2008 ; Marucco et al. 2009
Cubaynes et al. 2010 ; Stenglein et al. 2011).

Les loups offrent des études @hs intéressantes en matiere de biologie de la conservation, tant
théorique qu'appliquée (vonHoldt et al. 2008, 2013 ; Coulson et al. 2011 ; Wayne et Hedrick 2011).
Apreés des sieécles de déclin démographique, les loups augmentent aujourd’hui eemtaitliere et

d'aire de répartition dans les pays d’Amérique du Nord et d'Europe (Leonard et al. 2005 ; Randi
2011). Les populations en expansion se propagent également dans les zones dominées par
I'hnomme, ou elles affectent les populations d'ongulés satgesstiques (Boitani et al. 2010)

et ou les risques d'hybridation avec les chiens domestiques peuvent augmenter (Verardi et al. 2006
Godinho et al. 2011 ; Hindrikson et al. 2012 ; vonldbadt 2013). La conservation a long terme

de populations de loups viables implique la résolution de problémes a la fois biologiques et humains
(Ciucci et al. 2007 ; Linnell et Boitani 2012). Ainsi, des projets de conservation et des stratégies de
gestiorappropriés doivent étre établis, sur la base d'informations solides sur la biologie et I'écologie
du loup (Chapron et al. 2003 ; Smith et al. 2003).

La plupart des loups sont des carnivores territoriaux et sociaux qui vivent en meutes, les unités
familides de base, qui comprennent généralement un couple reproducteur, la progéniture de
plusieurs années et parfois des loups non apparentés (Mechek988%utes marquent et
défendent leurs territoires a I'odeur, et ces derniers restent souvent stgbilesguosircouples
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reproducteurs successifes membres de la meute coopérent pour chasser et élever les petits
(Mech et Boitani 2003). La taille et la composition des meutes, lI'abondance des proies et la
disponibilité de I'habitat déterminent les teredadémographiques des populations de loups
(Fuller et al. 2003 ; Stahler et al. 2013). A leur tour, les comportements d'accouplement variables,
les taux de renouvellement des reproducteurs de la meute, les schémas de dispersion et le flux
génétique intaneute affectent la structure génétique de la population et la dynamique évolutive a
long terme (Lehman et al. 1992 ; Lucchini et al. 2004 ; vonHoldt et al. 2008 ; Sastre et al. 2011 ;
Czarnomska et al. 2013). Ainsi, la dynamique de la meute, la sétectim) redaptation et
I'évitement de la consanguinité affectent la structure de la parenté et la consanguinité et déterminent
I'évolution de la variabilité génétique (Keller et Waller 2002 ; Bensch et al. 2006 ; Coulson et al.
2011 ; Geffen et al. 2011)

Déterminer la structure et la dynamique des populations de loups n'est cependant pas trivial
(Duchamp et al. 2012). Les loups sont répartis a de faibles densités sur de vastes zones
géographiques, souvent dans des régions montagneuses boiséesdahai@@s vitaux
individuels et familiaux sont vastes (Jedrzejewski et aDa@6es conditions, les méthodes de

terrain standard basées sur les observations directes, le piégeage vivant et la radiotélémeétrie, le sui
de la neige et I'échantillonnaglistance (Wilson et Delahay 2001 ; Meijer et al. 2008 ; Blanco et
Cortes 2012) sont difficiles ou excessivement colteuses a grande échelle (Boitani, et al. 2012
Galaverni et al. 2012). Par conséquent, la plupart des études publiées rapporténbdsgsiétai

sur des études empiriques a court terme (par exemple, Scandura et al. 2011). Il en résulte que le
valeurs des parametres démographiques cruciaux tels que les taux de survie, d'abondance, d
renouvellement, de dispersion et de reproduction nestecdnnues (Mech et Boitani 2003).

Nous résumons ici les résultats d'un projet de suivi génétique non invasif de 9 ans dans une
population de loups qui a récemment recolonisé les montagnes Apennines du nord de l'ltalie
(Caniglia et al. 2010, 2012). Nawsns congu notre recherche pour déterminer la variabilité et
I'intégrité génétiques de la population, qui pourrait avoir été menacée par la réduction de la taille
effective et I'hybridation avec les chiens domestiques (Randi 2011) ; le nombre Blechegites (

Boitani 2003) ; la taille des meutes, y compris le nombre de loups non apparentés (adoptés)
(Jedrzejewski et al. 2005) ; la parenté des individus dans les meutes et la fréquence des paire
reproductrices consanguines (Lehman et al. 1992 ; voetHalldR008) ; et la fréquence de la
division de meuts pendant le processus d'expansion de la population (Jedrzejewski et al. 2005).
En nous basant sur I'organisation territoriale et hiérarchique des populations de loups (Mech 1999),
nous avons reconsi la localisation et la composition des meutes en prédisant que les individus
dominants seraient échantillonnés dans des aires géographiques définies (correspondant a leurs
territoires- Fuller et al. 2003) ; les meutes distinctes auraient des ageseqthevauchent pas,

et donc les dominants de meutes distinctes seraient échantillonnés dans des zones qui ne se
chevauchent pas (Apollonio et al. 2004 ; Kusak et al. 2005, vonHoldt et de2668)inants

marquent leurs territoires avec des exctéraede l'urine (Zub et al. 2003 ; Barja et al. 2005), et

sont donc échantillonnés plus fréeguemment que les jeunes ou les individus gkepassquies
reproducteurs se reproduisent pendant au moins une saison de reproduction, et sont donc
échantillanés plus longtemps que les jeunes ou les individus de passage (Mech et Boitani 2003)
et les pedigrees des groupes familiaux peuvent étre reconstruits, étant donné la puissance des
marqueurs moléculaires utilisés pour le génotypage (Pemberton 2088\lthlitssclarifient les

détails du comportement social des loups et de la dynamique des populations de loups dans une
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région aux habitats et a la disponibilité des proies diversifiés, et fournissent la base nécessaire poul
prévoir les tendances démograyds futures et les roles écologiques des loups en Italie du Nord.

MATERIAUX ET METHODES

La zone d'étude- Notre zone d'étude se situe dans le nord des monts Apennins, entre 'Emilie
Romagne et la Toscane’@BD0 N, 11°0000 E), couvrant une superficie totale d'environ 19 171

kn? (Fig. 1). La plus grande partie de cette zone (70 %) était sitessuae 700 m d'altitude,

le sommet le plus éleveé, le mont Cimone, atteignant 2 165 m d'altitude. La végtétation
principalement constituée de foréts tempérées et subméditerranéennes a feuilles caduques,
densément peuplées d'ongulés sauvages, notamment de sangdiersja de chevreuils
(Capreolus capijedeiserfs élaphe3grvus elaphaigie daim@amalamp Le climat présente de

fortes variations saisonniéres avec de courtes périodes de chutes de neige en hiver. La températur
moyenne était de 11°C (minimum moyen en hi¢@C:; maximum moyen en été : 23°C). Les
précipitations moyennes étaient derifd(dépassant 1 500 mm dans la créte des Apennins),
concentrées au printemps et en automne (ARPA 2010). Les basses altitudes sont caractérisées pe
les paturages et I'élevage, tandis que les pentes et les vallées sont cultivées. Certaines parties de
région sont urbanisées, avec des villages de taille moyenne a petite et un réseau routier assez dens
Environ 25% de la zone d'étude est protégée dans 2 parcs nationaux et 11 parcs locaux (Fig. 1). La
présence de chiens en liberté a été documentée aspiepises (Galaverni et al. 2012), mais
aucune estimation de leur abondance n'est disponible.
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FIG. 1- La zone d'étude du lou@dnis lupudans les Apennins d'EmiRemagne et de Toscane en Italie, avec les
emplacements des échantillons de loupsnrasifs (cercles remplis) et des loups trouvés morts (étoiles). Les zones
protégées sont en gris. Les rectangles indiquent les 3 principaux secteurs de la zone d'étude. Le secteur Est comprend
FI = Province de Florence, FOProvince de FdfCesenagt FCNP= Parc national de Foreste Casentinesi. Le

secteur central comprend : RAProvince de Ravenne, et BOProvinces de Bologne. Le secteur occidental
comprend : MG=Province de Modéne, REProvince de Reggio Emilia, PRrovince de Parme, et B®rovince

de Piacenza. La longitude et la latitude sont indiquées sur les axes x et y en degrés décimaux (datum WGS84)

Echantillonnage - Des échantillons ont été collectés de mars 2000 & juin 2009 par plus de 150
collaborateurormés, dont des employés du Corps forestier de t4fient, des gardes forestiers,

des gestionnaires de la faune, des chercheurs, des étudiants et des bénévoles. Bien que I'apparen
extérieure des excréments puisse ne pas refléter leur age @ak@avgtles collecteurs ont été
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formés pour collecter des échantillons d'apparence aussi fraiche que possible, en excluant les plus
dégradésles feces ont été collectées le long d'un total d'environ 160 sentiers ou routes de
campagne d'une longueurymione d'environ 6,1 kines routes et les sentiers ont été choisis de
maniére opportuniste en fonction de la présence connue ou prévue de loups, évaluée par des
enquétes de terrain sur les pistes de loups et les traces de neige, les tueries dosumentées, le
hurlements de loups ou les observations directes occasionnelles, couvrant approximativement
toute I'étendue de la distribution stable des loups dans la zone d'étude. Les routes et les pistes ont
été étudiées au moins une fois par mois, en moyennepa @redoiture. Des échantillons de

tissus musculaires ont été obtenus sur des loups tués accidentellement ou illégalement. Des
échantillons de sang ont été obtenus occasionnellement lors d'opérations de sauvetage de loups
blessés ou en mauvaise sant&ollacte d'échantillons fécaux ne nécessitait pas d'interaction
directe avec les animaux. Nous avons obtenu les échantillons de tissus de loups trouvés morts,
collectés Iégalement par des agents au nom de l'ltedigntpour la protection et la recherc
environnementales (Istituto Superiore per la Protezione e la Ricerca Ambientale). Aucun animal
n'a été sacrifié pour les besoins de cette étude. Des échantillons de sang ont été prélevés sur de
animaux secourus par du personnel vétérinaire diment liamesthésie a été utilisée chaque

fois que nécessaire pour minimiser le stress des animaux pendant les procédures de manipulation
Toutes les procédures ont suivi les directives approuvées par 'American Society of Mammalogists
(Sikes et al. 2011). loemrdonnées de chaque échantillon (Fig. 1) ont été enregistrées soit sur une
carte topographique au 25 000, soit par des dispositifs de systeme de positionnement global,
puis numérisées sur ARCGIS 10.0 (ESRI, Redlands, Californie).

Méthodes de laborabire

Structure de la population, affectation et identification des génotypes admixtes loup et
chien

Variabilité génétique

Identification des meutes, pedigrees et dispersion.

Analyses spatiales

RESULTATS

Echantillonnage - Nous avons collecté 5 065 échantillons, dont 4 998 excréments, 4 touffes de
poils, 2 taches d'urine trouveées lors du pistage dans la neige, 57 échantillons de tissu musculaire
obtenus de loups tués accidentellement ou illégalement, et 4 écharséifanstatenus de loups

capturés vivantBlus de féces ont été collectées en automne et en hiver (72,3 %) qu'au printemps
et en étéLe nombre moyen d'échantillons par an était det58247 pour I'ensemble de la zone

d'étude, et de 234t9174,2, 146,6 101,4, et 160;0 53,2 dans les secteurs est, central et ouest,
respectivement.

Identification et attribution des génotypes multilocus individuels- Les analyses PCR et
mismatch a tubes multiples, ainsi que les controld¥qRsint permis d'identifié80 génotypes

distincts et fiables (R 0,95) correspondant a 2 202 (44%) des 5 004 échantillons d’ADN non
invasifs collectés au total dans la zone d'étude (Informations complémentaires S3 et S4). Les 61
échantillons de muscle et de sang ont donné 36)(§2notypes fiables et distincts.-Hiit

d'entre eux correspondaient aux génotypes obtenus a partir d'échantillons non invasifs, et 38
n'avaient jamais été échantillonnés auparavant. Les 518 génotypes distincts ont tous été assignés
leur population'drigine & = 2, qui présentait la valé(¢ maximale}K 2 = 2 230,59 YK 3=
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36,01 YK> 3 22,93). Tous les loups de référence ont été affectés a 1 clustefys ay@&e
(gwindividuel allant de 0,99 a 1,00) et tous les chiens de référence ont été affectés a l'autre cluster
(d) aveay = 0,99 ¢ individuel allant de 0,95 a 1,00). Au sgil0,95 (ce qui a été confirmé
€galement par les assignations des génotypes santdBRIDLAB ; données non présentées),

les génotypes avec 0,08, 0,95 ont été considérés comme admixtes (tableau 1). Ainsi, 414 (80

%) des 518 nouveaux génotypes ont été assignés au cluster dgs 1019%9,(88 (16 %) ont été

assignés au clustiess chiengy(> 0,95), et 16 (4 %) ont été partiellement assignés aux deux clusters
avec 0,73 g, < 0,94 (génotypes mélangés logpiens ; tableau 1).

Variabilité génétique de la population de loups Tous les microsatellites étaient polymorphes
chezles 414 loups échantillonnés dans la zone d'étuds hgbridesont été exclus de ces
analyses pour éviter le risque que les alleles provenant des chiens gonflent la variabilité génétique
de la population de loups. Les loups présentaient de 2 a 11 alleles ineybritte: 2,29 chez

les loups de la zone d'étude\ gt= 4,50+ 2,08 chez les loups de référence ; significativement
différentt;;= 3,00P= 0,01 t-test), et des valeurs intermédiaires d'hétérozygotid(156, H

= 0,58, PIG= 0,52 chez les loups de la zone d'étude=; 455, H = 0,58, PIC=0,33 chez les

loups de référence ; pas de différence signifitativé,18,P= 0,26 pour 4 ;t;,1/ 4 P=7 8,
0,45 pour H ; t;; = 0,88, P= 0,39 pour PIC ; testd. Les locimicrosatellites n'étaient pas
significativement hors de I'équilibre de Hudinberg chez les loups de la zone d'étude,
présentant une valelbg Iégérement positive, mais non significative (&,@3090 P= 0,35 ;
tableau 2). En revanche, les chétries loups de référence n'étaient pas en équilibre de Hardy
Weinberg en raison d'un nombre d'hétérozygotes observés inférieur a celui Faftendu (
significativement positiftableau 2 ; Informations complémentaires S5, DOI : 10.1644/13
MAMM-A-039.S5).

Dans la zone d'étude, 236 loups étaient des males et 178 des fermatlesniatex: femelke

1,3, significativement différent de.21;= 8,12,P < 0,001, test du chdeux).Tous les loups
présentaient I'haplotygegnostique de la région de contrdle de 'ADMb#(Randi et al. 2000),

qui était absent chez les chiens. Au total, nous avons identifié 22 hapBlyRdsableau 1),

répartis différemment chez les loups (4 haplotypes, dont 2 uniques) et &9 dmphstypes,

dont 15 uniques). Les haplotypes les plus fréquents chez les loups, U et |, étaient présents chez 223
(94%) méles de la zone d'étude et 89 (97%) loups de référence, et étaient absents chez les chien:
Les haplotypes de chien les plus frégukret D, présentaient des fréquences similaires chez les
chiens de référence£L35% ; D= 26%) et les chiens échantillonnés de maniére non invasive (L

= 38% ; D= 31%), mais étaient présents a une faible fréquence dans la zone d'6%adeD(L

= ab®nt) et chez les loups de référenceafisent ; D= 3% ; tableau 1). Les 16 génotype&mix

(5 femelles et 11 males) présentaient tous I'haplotype de la région de contréle de TADNmt W14 du
loup Italien. Six males partageaient I'haplotype U dutédiap le plus fréquent, mais les cing

autres présentaient les haplotypes 1, P et O, qui ont été trouvés soit chez les chiens, soit dans des
populations de loups nétaliens (Informations complémentaires S6, DOI : 10.164MAMM-

A-039.S6 ; Sundqvist et &8I02 ; Caniglia et al. 2010 ; lacolina et al. 2010).

Identification et composition des meutes de loups Les loups et les hybrides ont été
échantillonnés de 1 a 56 fois (Fig. 2A). Chaque génotype a été échantillonné 4,7 fois en moyenne,
mais 40% des génpés n'ont été échantillonnés qu'une seule fois. La période d'échantillonnage
moyenne par génotype était de 12,6 mois, et 21% des génotypes ont été échantillonnés pendant
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plus de 24 mois, jusqu'a plus de 7 ans (Fig. 2B). Nous avons identifié 90 loups é4614na
femelles) qui ont été échantillonnés au moins 4 fois et pendant plus de 24 mois dans des zones
inférieures a 100 Bnbeurs distributions spatiales a noyau%es8xhevauchaient partiellement

et ont permis de délimiter 42 zones distincteyyranatentre elles comprenant au moins 1 male

et 1 femelle fréquemment échantillonnés (Tableau 3 ; Fig. 3). Nous avons échantillonné 280 autres
individus dans ces zones et leurs environs d'environ 17 keR@aiftats : Analyses spatiales et
dispersion) et, ainsi, nous avons utilisé 370 individus pour reconstruire les groupes familiaux dans
COLONY. Nous avons identifié des paires de génotypes dans 26 de ces zones, ayant une
probabilitéP > 0,90 d'étre les parents d'une ou plusieurs progénitures saeavostruit leurs

pedigrees familiaux (Fig. B¢s pedigrees et les emplacements des meutes suggerent que les
territoires des groupes familiaux étaient a peu pres stables dans le temps, mais que leurs
compositions variaieriin effet, nous avons ider#if34 couples reproducteurs putatifs dans les

26 zones, correspondant a 63 loups reproducteurs (32 males et 31 femelles). Les généalogies de
parents et des descendants ont été reconstituées pour un total de-fiteatgdent 4 cas ou

un seul parent a été identifié (Fig. 4 ; Supporting Information S7A, DOI : 10. 1AM WBA-
039.S7xL’analyse ouverte de la filiatiatans COLONY a trouvé 6 généalogies complétes et 21
généalogies partielles supplémentaires (9 goéneejeton et 12 groupes meegeton). Ces

groupes ont recu des probabilités de parentalité beaucoup pluf fibI&8)( mais ont montré

des incompatibilités alléliques et ont inclus des individus qui n'ont jamais été échantillonnés de
facon comtmporaine dans la méme zone mais qui ont été identifiés dans d'autres zones associées
a des loups non apparentés. CERVUS a identifié 198 clusters (1 paire de parents plus plusieurs
descendants) et 342 trios (paire de parents plus seulement 1 desz@mtlsiors (15%) et 114

trios (33%) correspondaient aux 26 génealogies identifiées par COLONY. Aucune des généalogies
alternatives n'était soutenue par les dates d'échantillonnage, la fréquence ou la localisation. De plus
il y avait de 2 a 5 des 24 inpatibilités et incongruités alléliques au niveau des haplotypes Y dans

93 (95 %) des 98 combinaisons-filrelans les trios avec des scores significatifs du log naturel

du rapport de vraisemblance (Informations complémentaires S7B).

TABLEAU 3 - Meutes d loups Canis lupuslentifiées dans cette étude. Les zones de meutes ont été quantifiées par

une analyse a noyau fixe a 95% utilisant la méthode de validation croisée des moindres carrés pour choisir la largeur
de la bande (Seaman et al. 1999). Lé®sghifdiquent les meutes avec des généalogies reconstruites ; les lettres
indiquent les meutes dans lesquelles les généalogies n'ont pas été identifiéasfitation

Pack name ID  Area (km?) Pack name ID  Area (km?)
La Vemna 1 52.78 Orecchiella 22 53.96
Badia Prataglia 2 20.37 Ligonchio 23 48.94
Sasso Fratino 3 52.20 Cerreto 24 89.77
Camaldoli 4 50.92 Ramiseto 25 144.43
San Paolo 5 45.57 Berceto 26 38.63
Falterona 6 99.26 Montironi A 42.42
Castel dell’Alpe 7 79.96 Valpiana B 57.74
San Benedetto 8 56.37 Sintria C 50.05
Marradi 9 218.78 Sillaro D 45.13
Castel del Rio 10 36.42 Casoni E 243.63
Savena 11 67.33 Vaglia F 50.27
Gessi 12 36.70 Loiano G 46.27
Paderno 13 39.23 Casio H 39.38
Monte Sole 14 56.67 Pavullo I 137.10
Monte Vigese 15 29.88 San Lorenzo I 74.33
Brasimone 16 54.29 Fiumalbo K 45.78
Gaggio 17 59.45 Busana L 107.55
Corno alle Scale 18 40.60 Carrega M 86.45
Sestola 19 64.37 Comiglio N 145.92
Pievepelago 20 102.80 Borgotaro [0} 66.65
Frassinoro 21 32.00 Trebbia P 211.96

Caniglia et al. 2014 trad robot & RP-28/04/2021 publie-loup.fr 7



10.0 10.5 1.0 115

FIG. 3. - Distribution a noyau fixe (validation croisée des moindres carrés §&&nian et al. 1999) des génotypes

de loupsCanis lupuéchantillonnés, avec la distribution approximative des 42 meutes détectées dans la zone d'étude.
Les polygones blan@ les chiffres) indiquent les meutes de loups avec généalogies ; les polygones noirs (et les lettres)
indiquent les meutes de loups sans généalogies. La longitude et la latitude sont indiquées sur les axes x et y en degré
décimaux (datum WGS84)

Les metes comprenaient leurs couples reproducteurs et jusqu'a 11 membres apparentés, y compris
la progéniture de I'année et les yearlings (progéniture des reproductions précédentes, voir meute 14
en 2005 [Informations complémentaires S7A]), plus jusqu'adusdmn apparentés (dans la

meute 16 en 2004 [Informations complémentaires 5&Adjlle moyenne annuelle de la meute,

y compris les adoptés, était det52%4 individusLe nombre moyen de petits par meute (estimeé

par le nombre de petits échantillaada fin de I'automne) était det2240 ; le nombre moyen

de jeunes d'un an par meute était de 0,®. Dix jeunes d'un an sont restés dans leur meute
d'origine pendant plus de deux années consécutives (meutes 5, 6, 7, 14, 16 et 20). Le nombre moyel
d'individus non apparentés, échantillonnés pendant au moins 6 mois dans l'aire de répartition des
meutes, était de 0#40,7, et 4 d'entre eux sont restés dans la méme meute pendant 3 années
consécutives (dans les meutes 6, 16 et 25 [Informations cotgplésn®iA]Les 60 individus

restants (14% de la population) n‘ont jamais été détectés a l'intérieur ou a proximité des 42 meutes.
Ceuxci représentaient diéstteurs potentiels qui ont été échantillonnés pendant une moyenne

de 5+ 11 mois, jusqu'a B Ceuxci comprenaient 15 des 16 hybrides, car seulement 1 (HY1F)

a éte identifie comme membre d'une meute cghmiasmations complémentaires S6 et S7).

Parenté et consanguinité Une matrice de parenté par paires entre tous les individus inclus dans

les meutes a montré que 33 (94%) des 34 paires reproductrices étaient significativement non
apparentées (® 0,05 ; test du rapport de vraisemblance). Les parents RE17M et RE18F de la
meute 21 ont montré une relation significativé'derld r e ( dr rPe 0,@11).econfinsamat
également la généalogie de leur meute natale, 23 (Fig. 4 ; Informations complémentaires S7B). Le
coefficient de consanguinité moyen des couples reproducteirs é6@2 {0,250,30, IC 95
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%), allant de0,15 {0,400,25) dans la m& 4 a 0,35 (0,41973) dans la meute 7 (tableau 4
Informations complémentaires S7B). L'hétérozygotie observée ne différait pas significativement
entre les couples reproducteurs £H0,57+ 0,15, n= 34) et leur progéniture { 0,54+ 0,22,

n=179 ;3= 152,P= 0,67 ; test), ou entre les reproducteurs 40,57+ 0,48, n= 63) et les
nontreproducteurs (5i= 0,56+ 1,15, n= 367 .= 2,35P= 0,93 ; test; tableau 4).
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FIG. 4. - Généalogie des 26 meutes de loGpsi$¢ lupuilentifiées dans la zone d'étude (voir : tableaux 3 et 4 ;
Informations complémentaires S5). Carréséles ; cercles femelles. Des lignes continues épaisses relient les
membres des couples reproducteurs ; des lignes continues fines relient ledegdespesdants. Les fleches
verticales en pointillés indiquent la période d'échantillonnage de chaque génotype. Les barres obliques indiquent les
loups trouvés morts.
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FIG. 4. - Suite

Les distributions simulées des valeurs de parenté par pdie Entps non apparentés (moyenne

r = 0,006+ 0,214) et les loups d& dardre (moyenne = 0,487+ 0,164) se recouvraient
partiellement (figure 5A). En suivant Lucchini et al. (2002), nous avons fixé la limite de la
classification individueller & 0,240 (le point médian entre les moyennes des 2 distributions),
constatant que 14% de non apparentés, 1de f r ér es et socurs ut éri |
paires paremsrogéniture seraient mal classifiés. La parenté moyenne estimée dans les 26 meutes
de loups avec pedigrees 0,390+ 0,106) était significativement plus élevée que dans lI'ensemble

de la ppulation (= 0,014+ 0,289 1,5 = 63,33P < 0,0001 ; ted} et également plus élevée que

le point médian fix& € 0,240 f,s= 21,48, K 0,0001 ; ted}. Les valeurs de parenté au sein des
meutes de loups étaient variables, allant @240t 0,181 (dans la meute ¥)=a0,682+ 0,271

(dans la meute 11 [Informations complémentaires S7B]).

500 1 = Parents+Fullsibs _
r=0.240
& 400 { = Unrelated ﬂ (A)

5
0
5
0
5

30
35
40
50

[Tl=]TsTaiToTantoTan Ty TanTpTan]ToTan]To eIl o an T o Tan Ty TanTan]
T OWNOOM 0O MOO T — NN ST TNo

Distance (Km)

FIG. 5.- A) Distributions de la parenté (r) de Queller et Good(i§89) pour les individus apparentés et non
apparentés de lerordre (parepts ogéni t ure plus freres et scurs compl et
dans KINGROUP (Konovalov et al. 2004) en utilisant les fréquences alléliques deida pleplolapsGanis lupus

La fleche indique la valeur médiane entre les 2 distribB)iohstocorrelogramme de parentéde Queller et
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Goodnight (1989) en fonction de la taille des classes de distance de 5 km chez les loups (les valelgslde l'interval
confiance a 95% pour r ont été calculées pour chaque classe de distance par bootstrap).

TABLEAU 5. - Identification des loup<énis lupusjui se sont probablement dispersés de leur meute natale.
L'identification du génotype (ID), le sexe, la drede la dispersion, la distance de la zone natale putative (km) et la
permanence minimale (en années) dans les nouvelles zones sont indiqués (quand ils sont connus, les numéros
d'identification de la meute sont indiqués [voir tableaux 3 et 4 ; fég.ptBuves de reproduction (R) dans la meute

de destination et d'étre le fondateur d'une nouvelle meute (F) sont indiquées.

Genotype Permanence Pack of
ID Sex Direction km (years) destination

BOSRSM M SE-NW 150 <1

FO15M M SE-NW 142 4

FO46F F SE-NW 124 2

BO10M M SE-NW 114 <1

BO44M M SE-NW 105 2

BO8TM M SE-NW 105 <1

FII2M M SE-NW 85 <1

RE23M M NW-SE 80 5

RE39F F NW-SE 77 <1

RE6M M NW-SE 76 4

FO7TM M SE-NW 67 3 17 (R)

BO16M M SE-NW 66 3

FO61M M SE-NW 66 3

RESIF F SE-NW 65 <1

PRISM M SE-NW 65 <1

MO46M M SE-NW 64 2

PR3M M SE-NW 53 1

FO25M M SE-NW 52 5

RASM M SE-NW 50 1 12(R, F)

PR4F F SW-NE 49 <1

FO92M M NE-SW 43 <1

BO38M M SE-NW 34 3

RE4M M NW-SE 27 1

BOS54F F SW-NE 27 1 11 (R, F)

FO4TM M SE-NW 25 2

FO130M M NE-SW 24 <1

BOG6F F SW-NE 21 3 13 (R, F)

BO64F F SW-NE 17 1 12(R, F)

FI6M M SE-NW 15 3 8 (R, F)

MO24F F NW-SE 13 <1 18 (R, F)

RE1TM M NW-SE 12 4 20 (R, F)

REI18F F NW-SE 12 2 20 (R, F)

FO105M M NE-SW 10 2 2R, F)

BO30M M SW-NE 8 3 14 (R, F)

BO32F F NE-SW 7 6 14 (R, F)

FO69M M SW-NE 5 4 7R, F)

FO6F F SE-NW 5 <1 8 (R, F)

Analyses spatiales et dispersionL'analyse du noyau a 95 % a montré que les meutes étaient
installées sur une surface tatdtgmale de 3 122 Kifun sixiéme de la zone d'échantillonnage de

19 171 krh[Fig. 3])La superficie moyenne du noyau a 95 % des individus appartenant aux meutes
était de 35,72 20,20 krh(allant de 4,51 a 170,64°knha superficie moyenne des meutes était de
74,34+ 51,69 kra(allant de 20,37 a 243,63 k#h2 meutes) ou de 60;021,39 kra(allant de

20,37 a 218,62 Rmlorsqu'elle est calculée pour les 26 zones dont les généalogies ont été
reconstituéeftableawB). L'autocorrélation de la parenté par rapport a la distance logarithmique
interindividuelle était significativement négahive 013+ 0,010 ; < 0,001). Les valeurs
positives du coefficient de pardfta courte distance indiquaient que les fpémgraphiquement

plus proches présentaient une parenté plus élevée que prévu, tandis que les valeurs négatives
longue distance mettaient en évidence l'isolement par la digjane&B)L'ordonnée a l'origine

de l'autocorrélogramme suggeére quewdarss/onde 17 km, les loups sont plus proches les uns
des autres qu'en moyenne dans la populAtitsi, nous avons considéré comme des disperseurs
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potentiels 27 loups qui ont été successivement échantillonnés dans différents endroits plus éloignés
gue 17 km, et 10 loups qui se sont installés de maniére stable dans une meute différente de leur
meute d'origine, mais a des distances plus courtes GaMewt loups (54%) se sont dispersés

du sudest au norgbuest, en direction datpes La distance moyenne de dispersion était de 52,97

+ 40,17 km. La dispersion était significativement biaisée par les males (26. itidivel0§,P

= 0,01 ; testlu chi carré), comme le suggerent également les analyses d'autocorrélation dans les
classes de distance des males et des femelles, qui ont montré une plus grande parenté entre le
femellesr(= 0,090 ; 11 km) que les males,070 ; 20 km). Vingieux(59%) des 37 disperseurs

se sont apparemment installés dans une nouvelle meute, et 14 (38%) d'entre eux sont égalemen
devenus des reproducteurs : 2 males se sont établis et reproduits dans des meutes déja existante
et 12 (5 males et 7 femelles) ont éoledirs propres nouvelles meutes. En comparaison, seuls 5
(26%) des 19 individus non disperseurs connus (loups nés et échantillonnés dans la méme meute
pendant au moins 3 ans) sont devenus des reproducteurs dans leur meute natale (4 femelles et
male). Qinze autres disperseurs (13 males et 2 femelles) n'ont jamais été détectés en association
avec une meute connue (2), ou sont nés dans une meute connue (13) mais se sont dispersés dan
des zones inoccupées, représentant ainsi d'autres cas potentielsrsle flot

Les loups se dispersant sur de courtes distances (19,2 km, en moyenne) avaient apparemment un
probabilité plus élevée,; (= 27,71,P < 0,0001; analyse de variance unidirectionnelle) de se
reproduire dans de nouvelles meutes que les loups candéplade plus longues distances (73,5

km, en moyenneles fondateurs sont nés dans des zones proches des centroides des nouvelles
meutes, cartographiant a une distance moyenne de 1Z,5 km, expliquant ainsi pourquoi
l'isolement par la distancele$ autocorrélations observés ont chuté a une courte distance
géographique

Dynamique des membres de la meute la composition et la dynamique de la meute sont
résumées dans le tableau 6. Dans le secteur est de la zone d'étude (coté inférieur droit de la Fig. 3]
nous avons reconstruit les généalogies complétes dans 9 des 12 meutes documentées (Fig. 4A). Le
couple reproducteurs de 6 meutes ont été stables tout au long de I'étude (meutes 2, 3, 4, 5, 8 et 9,
détectées de 1 a 6 ans ; moyenne de 3,5 ans [Informations complémentdraasS¥ Al¢ute

1 (La Verna), les deux parents détectés depuis 2001 ont é&éomenpremplacés en 2006 par

un nouveau couple reproducteur d'origine familiale inconnue qui s'est reproduiéauReEs/

meutes ont montré des dynamiques plus complexes. Les descendants des meutes 9 (Marradi) et -
(Castel dell’Alpe) ont rejoint uouple reproducteur qui, en 2002, a fondé une nouvelle meute
entre les 2 meutes (8, San Benedetto). La meute 7 a montré un renouvellement du couple
reproducteur identifié en 2001, qui a apparemment disparu en 2003, lorsqu'il a été remplacé par
une femelle ée en 2002 et par un male immigrant non apparenté né en 2002 dans la meute 6
(Falterona)Le male reproducteur de la meute 6 a été remplacé en 2004 par un male immigré
d'origine familiale inconnugn male issu de la nouvelle meute de Falterona a éatduualle

meute en 2007 dans une zone adjacente (2, Badia Prataglia), s'accouplant avec une femelle no
apparentée d'origine familiale inconnue. Le nombre de meutes détectées est passé de 7 (en 2001
2002) a 9 (en 20@B09). Les deux nouvelles meutesaripé de nouvelles zones. Trois (43 %)

des 7 meutes d'origine étaient génétiguement connectées par le biais de remplacements (1) ou de
nouvelles fondations de meutes (2). La présence de 6 des 7 meutes identifiées en 2001 dans ce
secteur a été confirmée piassessionsle hurlements de loug€aniglia et al. 2010), qui ont
également confirmé la présence de 8 meutes en 2006 (Supporting Information S7A).

Caniglia et al. 2014 trad robot & RP-28/04/2021 publie-loup.fr 12



TABLEAU 6 - Nombre, composition et dynamique des meutes de @ans [upudans la zone d'étude.tableau

indique le nombre de meutes qui se sont établies et utilisent de maniére stable leurs propres zones territoriales ; le
nombre de meutes avec des généalogies reconstituées ; la taille moyenne de la meute (incluant les individus non
apparentés échdlannés dans l'aire de la meute) ; la taille moyenne de la meute incluant uniquement les individus
apparentés tels que déduits des généalogies ; etalio sealculé uniquement parmi les loups apparentés. La
dynamique de la meute indique les changeohentiux remplacements complets ou partiels des reproducteurs par

des loups non apparentés ou immigrés, ou par la progéniture des couples reproducteurs précédents. Le nombre de
nouvelles meutes, fondées par des loups non apparentés ou apparentéspesgtigdmjué (- usurpation

documentée : un immigrant usurpe un reproducteur actif qui était encore échantillonné dans la zone de la meute ; KP
= un immigrant d'une meute connue remplace le reproductesr utB®up non apparenté ou immigrant d'une

metue ou d'une zone inconnue remplace le reproducteur).

No. No.
n males females
Pack number and composition
Packs in the study area 42 187 144
Packs with genealogy 26 138 108
Average pack size 5.55
Average pack size/year (only related wolves) 5.13 2.55 2.59
Sex ratio/year (only related wolves) 1.25
Pack dynamics
Complete replacements within packs 5
By 2 new immigrant, unrelated wolves 1 (1U male) 1 (1UP) 1 (1UP)
By 1 immigrant, unrelated male and 1 female 4 (3U females, 1U both male and female) 4 (3UP, 1KP) 4 (KP)
offspring of the previous pair
By 2 offspring of the previous pair 0
Partial replacements within packs 3
By 1 offspring of the previous pair 0
By 1 immigrant, unrelated wolf 3 (3U male) 3 (3UP)
New packs founded by 2 dispersing individuals 7
By 2 unrelated individuals 6 6 (4KP, 2UP) 6 (5KP, 1UP)
By 2 related individuals (brother and sister) 1 1 (1KP) 1 (1IKP)

Dans la partie centrale de la zone d'étude (Fig. 3), nous avons reconstruit des généalogies compléte
dans 9rfeutesl0-18) des 1meutesartographiés (Fig. 4B). Dans 6 meutes (10, 11, 12, 13, 15 et

17), le couple reproducteur n'a pas changé pendant I'étude. Dans les 2 autres meutes (14, Monte
Sole 18, Corno alle Scale), au contraire, les couples reproducteurs ont été completement remplacés
par des fmelles et des males immigrants d'origine familiale inconnue. Dans la meute 16
(Brasimone), la femelle BO11F s'est reproduite de 2001 a 2008, mais les males reproducteurs ont
changé 3 fois (en 2003, 2004 et 2006). L'un d'eux, BO30M, a ensuite coloitisiécuadiacent

et a établi une nouvelle meute (15, Monte Vigese) avec une femelle née en 2002 dans la meute 1:
(Monte Sole). Deux femellesld meut&4 ont donné naissance a 2 nouveaux groamasyte

12 (Gessi) en 2007, et 13 (Paderno) en 2002, métes d'origine familiale inconnue. L'un d'entre

eux, le male RA5M, a été échantillonné 2 ans auparavant a environ 50 km de distance en ligne
droite, similaire au male FO77M, qui a remplacé I'éleveur précédentmneand 8 (Corno alle

Scale). Ainsdans cette région centrale de la zone d'étude, les échanges de meutes ont concerné 3
(33%) des 9 généalogies. A chaque fois, les remplacements ont impliqué l'immigration de males
non apparentés qui se sont accouplés avec les femelles résidentasvdlleésmeutes (12, 13

et 15) sont nées de la migration d'individus non apparentés provenant de zones voisines et
remplissant de nouvelles zones. Les meutes sont passées de -@0&d)28@&L(en 2008), bien

qu'il n‘ait pas été possible de reconstitudes leurs généalogies. Chaque fois qu'elles ont été
réalisées, les enquétes de terrain ont confirmé les résultats des données génétiques (Information:
complémentaires S7A) : le nombre minimum de loups a été confirmé paaleskuheide dans

les mates 10, 11, 14, 16 et 18 (Caniglia et al. 2010) ; les chants depeupssoaiétecerdes
reproductions dans les meutes 10, 11, 12, 14, 15, 16 et 18 (Caniglia et al. 2010) ; et le piégeage p:
caméra a confirmé 2 reproductions et le nombre minitadoups dans la meute 18 (Galaverni

et al. 2012).
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Huit pedigrees (Fig. 4C) ont été reconstitués dans les 15 meutes identifiées dans le secteur ouest d
la zone d'étude (partie supérieure gauche de la Fig. 3). Dans la meute 20 (Pievepelago), une femell
a colonisé un territoire adjacent et a fondé une nouvelle meute (19, Sestola) avec un male de
généal ogie inconnue, tandis que sa sobmr a re
cas d'accouplemeimicestueux a été détecté en 2008n fréere etune ceur de | a meu
(Ligonchio) se sont accouplés et ont donné naissance a la nouvelle meute 21 (Frassinoro). Les 4
autres meutes n'étaient apparemment pas interconnectées par des échanges d'individus immigrant:
ou dispersés. Le nombre de meutes a augdeeitten 2002003) a 8 (en 2008), bien qu'il n'ait

pas été possible de reconstruire toutes leurs généalogies, et les 2 nouvelles meutes ont rempli de
zones vacantes. Quatre meutes ont été confirmées (Informations complémentaires S7A) par des
hurlementsle loups en 2002 (meutes 19, 20, 22, et 24), et 6 (19, 20, 22, 23, 24, et 25) par le suivi
de la neige entre 2002 et 2004 (Life Project 2004).

DISCUSSION

Les identifications moléculaires d'échantillons d'ADN collectés de maniére non exhaustive pendant
9 ans nous ont permis d'obtenir la description la plus compléte a ce jour de l'aire de distribution et
de la structure démographique d'une population de loups vivant dans une vaste zone des Apennins.
Nous avons identifié 414 génotypes distincts de loup8§ghigns et 16 hybrides loughiens)

dans une population estimée en moyenne a ¥8&87loups (données extrapolées a partir des
résultats décrits par Caniglia et al. [2012]). Nous avons localisé 42 meutes et reconstitué entieremen
les généalogies dedntre elles. Grace a l'identification des loups résidents dans les meutes, nous
avons deduit le nombre et le destin des disperseurs et obtenu une estimation approximative des
flotteurs. La richesse des informations recueillies par des géajbtmntillonnage génétiqgue non

invasifs de ce type n'aurait pu étre obtenue avec aucun autre outil de surveillance a un co(t
comparable (Galaverni et al. 2012).

Notre étude s'est appuyée sur des identifications moléculaires d'échantillons quilectésté col

toute l'année par des collaborateurs formés. Bien que la sélection précise d'échantillons
d'excréments frais n'ait pas été garantie, le succes du génotypage était comparable aux valeur
rapportées dans d'autres études génétiques non invasivesatesgrar exemple-63 % chez

les loutres, 54 % chez les carcajou8l48 chez les loups et 45 % chez les martres des pins
[comme indiqué par Re@onzalez et al. 2013]). De plus, I'absence d'effets saisonniers (voir
Informations complémentaires ;S2antini et al. 2007) indique que les enquétes a grande échelle
pourraient se concentrer soit sur I'hiver (par exemple, I'échantillonnage sur les traces de neige
Lucchini et al. 2002), soit sur I'échantillonnage estival (par exemple, sur les ditgsalesren
Stenglein et al. 2011). Nous sommes conscients que les procédures d'échantillonnage non
systématiques peuvent manquer des parties de la population cible, en particulier dans les zones
difficiles d'accés ou qui ont été récemment colonisées. @gdeadahémas d'échantillonnage
entierement aléatoires resteront probablement trop colteux pour le suivi de grands carnivores
insaisissables, a faible densité et répandus (Duchamp et abrabé2y. un échantillonnage
génétique non systématique, ma®ngé et non invasif, il est possible de reconstruire des cartes
détaillées du territoire des meutes de loups, ce qui facilite I'identification des lacunes de distribution
et la conception de transects alloués de maniere optimale dans des celliles de gr
d'échantillonnage prédéfini€gtte approche est utile pour suivre les tendances démographiques

et génétiques des loups et d'autres espéeces de canidés et de carnivores insaisissables, que I'on trou
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également dans des régions ou la couverturéeferelnse ou l'absence de périodes de neige
empéchent I'utilisation de méthodes de suivi sur le terrain (Blanco et Cortes 2012).

L'un des principaux avantages de la génétique non invasive est l'inférence de pedigrees sauvage:
dont la fiabilité dépend da proportion de parents échantillonnés (qui, en théorie, devraient
presque tous étre échantillonnés), et de la puissance des marqueurs génétiques pour exclure ot
assigner chaque individu a une seule classe parentale avec une forte probabilité ¢Kalinowski
2007; Pemberton 2008). Dans cette étude, nous n‘avons pas obtenu d'estimations indépendantes
de la proportion de parents échantillonnés, car aucune méthode de terrain n'était praticable a une
si grande échelle. Cependant, les simulations oné moatie risque de mal identifier les dyades
parents/progéniture était faible (4%), et les analyses de parenté ont systématiquement divisé les
échantillons en un ensemble de trios ou de dyades bien soutenus (parents/progéniture et freres et
S ceu r s ) orpaaim ensermhpele parentés non soutenues. Les identifications de meutes et leurs
géneéalogies peuvent étre utilisées comme hypothéses de travail pour fournir des descriptions en
temps réel des modéles de colonisation par le loup, indiquant éventlelenhstacles a la
dispersion et les zones locales de consanguinité ou d'hybridation, qui devraient étre rapidement
gérées par des actions de conservation appropriées.

Variabilité génétique et évaluation de I'hybridation loupchien - L'expansion continue du

loup dans les paysages dominés par 'homme, ou les chiens en liberté sont fréquents et ou les
perturbations sont importantes, augmente les risques d'hybtigstib®.hybrides trouvés dans

la zone d'étude correspondent a envi#odes individus échantillonnBes fréquences similaires

ont été rapportées en Ibérie (Godinho et al. 2011), dans Baltesy@indrikson et al. 2012) et

chez des loups prélevés au hasard dans toute l'aire de distribution en ltalie (V&@0d)et al.
Malgré I'hybridation, toutes les populations de loups étudiées en Europe restent génétiquement
distinctes des chiens (Verardi et al. 2@@@linho et al. 2021Hindrikson et al. 2012)e qui

suggere que tétrocroisementchez les loups n'est gauent ou qu'il est limité par la sélection
naturelldRandi 2011). Cependant, la plupart des études publiées sur les loups ont utilisé moins de
4050 microsatellites et ont une puissance limitée pour identifier les hyltedasias 2 ou 3
premieregénérations de rétrocroisement dans les populations diveFgedh180,15 (Vahat

Primmer 2006)De meilleures identifications des génotypes adsexted obtenues non pas
simplement en augmentant le nombre de marqueurs, ce qui ne sera pas viable dans les projets de
conservation, mais en génotypant un nombre limité de mutations trés infaxatlssm et al.

2013 ; vonHoldt et al. 2013). Nousvpg@ns que les approches génomiques de conservation a
venir (Steiner et al. 2013) fourniront des outils plus efficaces pour des évaluations plus approfondies
de I'nybridation (Rutledge et al. 2012).

Les méthodes d'identification moléculaire améliorlessagtsembles de données plus complets
doivent toutefois étre analysés dans des cadres logiques appropriés. Dans cette perspective, le:
évaluations directes de la fréquence des hybrides devraient étre intégrées aux reconstructions
généalogiques afin d'itlBar le nombre et les emplacements des meutes hybrides d'origine qui
contribuent a la diffusion des individus hybridess supposons qu'en raison des effets Allee et

de leurs conséguences génétiques (Roques et al. 2012), I'hybridation loup/akitnéestmie

a lapériphérie des populations en expans{@nir également Godinho et al. 2011). Un suivi
génétique non invasif a grande échelle des populations en expansion permettra de vérifier cette
prédiction et contribuera a la conception de plammac§ pour contrer I'hybridation. Les
dynamiques spatiales et temporelles de I'hybridation et des rétrocroisements chez les loups et
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d'autres canidés sont conditionnées par les caractéristiques du paysage et les facteurs anthropique
(Benson et PattersoQI3). Les données génotypiques géoréférencées et les vaahitks d
pourraient étre modélisées, reconstruisant des cartes de risque d'hybridation, fournissant ainsi des
ressources importantes pour le suivi et la gestion des populations de camddbdoridation.

Taille et composition des meutes Les territoires des meutes de loups \wmmbles selon les

régions et refleétent les clins latitudinaux ou les varid¢éidasdensité et de la composition des

proies (Fuller et al. 2003 ; Ciuca@leR009). Les aires de répartition des 42 territoires de meute
dans la zone d'étuid+ 52 kn?) telle qu'estimée par la génétique non invasiveligetite

gue celle des autres populations de loups en Eureg0K86F -Kusak et al. 2005 ; Jedexejki

et al. 2007) et dans le nord de I'EurepAmérique du Nord (16800 kni - Mech 1999 ; Fuller

et al. 2003), masgmilaires aux estimations des études précédentes dans des contextes écologiques
comparables en Italie (environ 50 a 2G0Agollonioet al. 2004Apollonio et al. 2004 ; Scandura

et al. 2011 omme on le supposait, les meutes voisines dans les Apennins ont des territoires qui
ne se chevauchent paadistanceentre les meuteobservée (8 a 16 km) se compare bien a la

limite de la structure génétique non aléatoire estimée par les analyses d'autocorrélation (17 km) ains
gu'aux résultats d'autres étu@dgmllonio et al. 2004 ; Scandura et al. 2011). Les distributions
spatialesles échantillons non invasifs sont conditionnées par la collecte des échantillons et ont
certainement biaisé I'estimation des territoires des meutes, qui sont probablement plus proches des
zones centrales des meutes que de leurs domaines vitaux plus fangegénétique non invasif

a grande échelle permet d'obtenir des estimations préliminak&se mgassieres, de la taille et

de la forme des territoires de meute, qui pourraient étre déterminées avec plus de détails par un
systéme de positionnem global ou des études de radiotracking, qui restent toutefois difficiles et
colteuses dans les populations étendues de loups et d'autref @anm@sstruction des aires
centrales de répartition des loups par le biais d'un échantillonnage génétigasif a indiquée

gue les emplacements des meutes sont stables dans le temps, bien que la composition des meute
soit variable en raison des taux de renouvellement élevés des couples pesentglacements

des meutes indiquent les territoiresoui les plus aptes a soutenir la présence et la reproduction

des loups, et sont utiles aux biologistes de terrain et aux gestionnaires pour planifier une surveillance
de terrain plus efficace (par exemple, le hurlement des loups) et des activitégatiorc¢pae

exemple, la prévention des déprédations du bétail).

L'estimation de la taille des meutes est conditionnée par des contraintes méthodologiques et les
données publiées sont extrémement variables (Blanco et Cortes 2012). La taille deifaaiteute po
évoluer, au moins en partie, pour maximiser le succes de chasse du groupe, elle devrait donc variel
en fonction de la composition des principales communautés de proies (MacNulty et al. 2009). La
taille moyenne des meutes dans notre étude Z49se situe dans la fourchette des loups en
Europe (Fuller et al. 2003 ; Mech et Boitani 2003 ; Nowak et al. 2008 ; Marucco et al. 2009), ce qui
suggere que les méthodes génétiques et de terrain produisent des résultats c&mparables.
supposant qué0% desmeutes se reproduisent chaque année, en mdlaryes et Harestad

2000), la population annuelle moyenne dans la zone d'étude serait d'environ 162 loups, plus environ
1417%de flotteurs (qui représentent un statut temporaire d'individus qui peuvenarplus t
immigrer et finalement s'accoupler dans des meutes exigtantesemple, le loup 302M
[vonHoldt et al. 2008]). Notre estimation des flotteurs est Iégérement supérieure a celles rapportées
dans d'autres études-(BY¥ Fuller et al. 2003), mais pétre biaisée car certaines meutes et
généalogies peuvent avoir été manquées en raison d'un échantillonnage insuffisant. Les estimation:
génétiques de la taille des meutes peuvent étre comparées a des estimations indépendantes obtenu
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par des méthodes bdoc oust i ques mi-Gudesidgeat al. @LY),reieappligéeat
des enquétes de présealosence et de captueeapture de populations de loups et d'autres
carnivores.

Dynamique de meute et consanguinité- La consanguinité peut réduire ['aalipité et
augmenter la stochasticité démographique chez les espéces a reproduction coopérative et dans le
petites populations isolées. Un certain nombre de comportements visant a éviter la consanguinité,
notamment la dispersion des jeunes, le conté&diique des reproductions, la reproduction
extrapaire et le renouvellement de la meute, ont évolué chez les carnivores (vonHoldt et al. 2008).
Dans notre étude de cas, la reconstruction de pedigrees multigénérationnels a indiqué que la
consanguinité &t une exception rare : tous les événements d'accouplement impliquaient des
individus non apparentés, a l'exception d'un couplsfaene r g u i a fondé wune
apres une probable scissiba.taux de renouvellement des meutes était élevé (7 18s),

nouvelles meutes étaient fondées par des loups non apparemtésmplacants étaient
principalement des males non apparentés (67%) qui ont apparemment remplacé des loups morts
ou non rééchantillonnés, s'accouplant avec des femelles qui ooé Hennglanéres au sein de la

meute natale (50% des cas). Ce mécanisme garantit la production d'une progéniture non apparentée
aux males précédents (Jedrzejewski et al. 2005) et maintient en méme temps la stabilité de la meute
Nous avons également obseteg cas de remplacements complets des couples reproducteurs par

2 loups immigrés non apparentés, et de remplacement partiel du male reproducteur par un loup
immigré non apparenté. Nous n'avons jamais observé de femelles immigrées remplacantes
s'accouplargvec les males de la meute, ni de remplacements complets des deux reproducteurs par
2 de leurs descendants (vonHoldt et al. 2808% n'avons jamais détecté de portées multiples

par an dans une meute, ni de reproductionspaites, qui peuvent conséit des événements
exceptionnels favorisés par des conditions extrémes de disponibilité de nourriture ou dans des
meutes fortement exploit§esnHoldt et al. 2008 ; Stenglein et al. 2011), ce qui n'est pas le cas
dans notre population.

La fréquence de senécanismes comportementaux est variable dans les populations de loups
étudiées (vonHoldt et al. 2Q08tenglein et al. 2011), mais tous concourent a minimiser la
consanguinité et ses conseéquences négatives sur la condition physique. Toutes l@ésudes pu

a ce jour (Sillerdubiri et al. 1996 ; Randall et al. 2007 ; vonHoldt et al. 2008) indiquent que la
dispersion des jeunes, I'appariement et le renouvellement des meutes concourent a favoriser le flux
génétique entre les meutes chez les canidigr&rGeffen et al. (2011) et Sparkman et al. (2012)

ont suggéré que la sélection pour I'évitement de la consanguinité pourrait étre faible chez les
canidés, car la faible probabilité de rencontres entre membres de la méme famille suffit a empécher
la corsanguinité. Les généalogies sauvages, validées par des identifications génétiques sur de
marqueurs non fonctionnels et putativement neutres (tels que les microsatellites), peuvent étre
utilisées pour tester des mécanismes hypothétiques d'évitememsdantpiimité, par exemple

en tapant sur des genes fonctionnels impliqués dans la reconnaissance de la parenté, tels que le
genes du complexe majeur d'histocompatibilité (Aguilar et al. 2004) et les récepteurs olfactifs
(Quignon et al. 2012), ouvrant aitessnouvelles voies aux études de génétique comportementale
dans les populations sauvages.

Dynamique de meute et flux génétique- Les remplacements d'individus et les nouvelles
fondations de meutes détestélans notre zone d'étude étaient dus a desimigeacourte
distancelNous avons constaté que 38 % des disperseurs sont devenus des reproducteurs dans de
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nouvelles meutes ou dans des meutes déja existantes, assurant ainsi la connexion entre les meute
et le flux génétigu€e mécanisme contribue antemir des connexions génétiques élevées entre

les meutes adjacentes, réduit la parenté au sein de la meute et indique que le flux génétique effecti
a court terme est limité & quelques kilometres autour du territoire de la meute (Scandura et al. 2011).
D'autre part, la dispersion sur de longues distances constitue un moyen plus rapide de coloniser de
nouvelles zones appropriées pendant la phase initiale d'expansion de la population (Fabbri et al.
2007). Dans les deux cas, la dispersion est principaleiséet ppar les males. L'hétérozygotie
moyenne observée n'était pas significativement différente entre les couples reproducteurs et leur
progéniture, et entre les individus reproducteurs et non reproducteurs, ce qui exclut les
changements intergénératioemaajeurs vers des cohortes de descendants plus consanguins ou
plus hétérozygotes (Bensch et al. 2006 ; vonHoldt et al. 2008). Cette diversité des schémas
d'accouplement reflete la condition dynamique de la population de loups en expansion en ltalie.
Cepedant, le braconnage et les abattages accidentels, principales causes de mortalité des loups e
Italie (Ciucci et al. 2007), sont parmi les principaux déterminants de linstabilité des meutes
Quatorze loups retrouvés morts étaient affectés mealges connues ; 10 d'entre eux ont été
retrouvés a moins d'un an de la fondation présumée de la meute et 4 ont été tués par le braconnage
et les accidents de voiture. Bien que les populations de loups en expansion puissent supporter des
niveaux €élevés aeortalité d'origine humaine (Stenglein et al. 2011), sa réduction permettrait de
maintenir la structure sociale des meutes et d'assurer la conservation a long terme de la population.
De plus, une mortalité élevée et la désorganisation des meutes pgmeritrale risque
d'hybridation avec les chiens dans les populations de canidés en expansion, notamment a la limite
des vagues d'expansion

Les tendances temporelles de l'abondance et de la densité sont des paramétres clés pour la
conservation de la fauseuvage, mais elles sont difficiles a obtenir chez les espéces insaisissables
répandues telles que certains carnivores (Boitani et al. 2012). Un échantillonnage génétique non
invasif étendu et des identifications moléculaires, éventuellement intégréséasxde terrain,
fournissent le type d'informations génétiques et démographiques dont ont besoin les programmes
de conservation des loups et d'autres carnivores. Bien que nos résultats ne puissent pas étre
généralisés a d'autres populations, les daampegjues obtenues dans cette étude peuvent étre
utilisées pour effectuer des analyses démographiques (Caniglia et al. 2012) et suivre les tendance
démographiques futures de la population de loups des Monts Apennins. Une base de données
génétiques aussimpor t ante pourrait €eégalement étre ut
risque de prédation et des modéles d'habitat prédictifs de I'expansion des loups, pour surveiller
I'nybridation et pour aider aux enquétes mégtiades (Caniglia et al. 20L& démographie et la
génétique des populations de canidés et d'autres especes de carnivores de grande ou moyenne tail
pourraient étre étudiées par un suivi génétique non invasif bien planifié et a long terme.
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