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Résumé

Le loup de I'Himalaya semble adapté de manicre unique 2 la vie en haute altitude dans 1'Himalaya
et sur le plateau Tibétain. Grace a une étude non invasive, nous confirmons la présence du loup de
I'Himalaya dans I'Himalaya Népalais et sa distinction phylogénétique basée sur I'ADN
mitochondrial et nucléaire. Nous utilisons les données générées par 287 échantillons d'excréments
et de poils combinées a un ensemble de données de référence comprenant des échantillons de
canidés du monde entier. Le loup de 'Himalaya forme une lignée génétiquement distincte basée
sur 1) 242 pb de boucle-D et 508 pb de cytochrome 4 (ADNmt), 2) le géne ZF des deux
chromosomes sexuels, 3) un panel microsatellite de 17 loci nucléaires, et 4) quatre SNP non
synonymes dans quatre génes nucléaires (fonctionnels) liés a la voie de 1'"hypoxie. L'analyse des
SNP indique une adaptation génétique pour faire face aux stress hypoxiques dans les habitats de
haute altitude, ce que nous n'avons pas trouvé chez le loup gris holarctique. Sur la base de l'analyse
du temps de divergence des génomes mitochondriaux complets, nous estimons que le loup de
'Himalaya a divergé du complexe du loup gris holarctique 691 000-740 000 ans avant I'époque
actuelle. Nous fournissons un premier apercu de I'état de la population du loup de 'Himalaya au
Népal, le génotypage nucléaire révélant des comptes de 12, 16 et 2 individus de loup dans les trois
zones d'étude Humla (384 km?), Dolpa (1 088 km?) et Kanchenjunga Conservation Area (368 km?)
respectivement. Les méthodes présentées ici offrent une boite a outils compléte pour le suivi non
invasif de cette lignée de loups. LLe Népal abrite une population importante de ce loup unique dans
ses paysages Himalayens et nous recommandons au pays de jouer un role de premier plan dans sa

protection.
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INTRODUCTION

La science de la conservation reconnait que la diversité génétique, la diversité des especes et la
diversité des écosystemes sont les trois principales formes de biodiversité qui nécessitent une
attention particuliere (McNeely et al., 1990). Les unités taxonomiques fournissent une orientation
importante dans les processus décisionnels des défenseurs de la nature et des décideurs politiques.
Mais la désignation des limites des especes peut étre un défi et est soumise a différents criteres
selon le concept d'espece appliqué (Baker et Bradley, 2006 ; Frankham et al., 2012 ; Zachos, 2018 ;
Zachos et al.,, 2013).

Les canidés, en particulier les loups gris (Canis lupus Linnaeus, 1758), peuvent étre particulierement
difficiles a désigner en tant qu'especes et sous-especes en raison de I'hybridation entre les lignées
(et également avec les chiens domestiques (Canis lupus familiaris)), des grandes aires de dispersion,
ainsi que des radiations et des déclins historiques des populations dus aux événements de
glaciation (Sillero-Zubiri et al., 2004). En conséquence, la taxonomie du loup fait I'objet d'un débat
permanent (par exemple, Rutledge et al., 2015 ; vonHoldt et al., 2016 ; Wilson et al., 2000).

Le loup de I'Himalaya est une lignée de loups peu comprise que I'on trouve dans I'Himalaya et sur
le plateau Tibétain en Asie (Werhahn et al., 2017/). Différents noms ont été utilisés pour décrire
cette lignée de loups dans le passé (Tableau 1) mais a ce jour, la classification taxonomique formelle
est en attente. Le loup de I'Himalaya forme une lignée de loups monophylétique basale au complexe
du loup gris holarctique (Sharma et al., 2004 ; Aggarwal et al., 2007 ; Shrotryia et al., 2012 ; Koepfli
et al.,, 2015 ; Werhahn et al., 20174, /). Elle semble avoir divergé avant la radiation du loup gris
holarctique contemporain qui a eu lieu environ 800 000-300 000 ans avant le présent (Sotnikova et
Rook, 2010 ; Tedford et al., 2009 ; Vila et al., 1999). Des études récentes indiquent que les loups
gris holarctiques contemporains sont tous issus d'une expansion de la population de loups
Béringiens qui a eu lieu a la fin du dernier maximum glaciaire, un processus induit par les grands
changements écologiques de la fin du Pléistocene (Ersmark et al., 2016 ; Koblmiiller, 2016 ; Loog
et al., 2018).

L'évaluation du statut de conservation de ce loup, et la mise en ceuvre ultérieure d'actions de
conservation, est entravée par la rareté des données sur le statut taxonomique, la distribution et
I'écologie. Bien que les preuves scientifiques soutenant son unicité génétique se soient accumulées
ces dernicres années, les estimations de populations fiables font défaut, allant de 350 individus dans
le Jammu-et-Cachemire et 'Himachal Pradesh (~70 000 km® d'habitat) (Fox et Chundawat, 1995)
a plusieurs milliers au Tibet et au Qinghai, comme calculé par Fan et al. (20106) avec la méthode
phylogénétique généralisée de 1'échantillonneur coalescent a partir de 6 échantillons de la région ;
sur la base de la localisation géographique, ces populations représentent probablement la lignée de
loups de 'Himalaya (Werhahn et al..., 20175).

Le loup de I'Himalaya a été documenté a 3 900-5 600 m d’altitude a travers le paysage continu de
I'Himalaya et des preuves génétiques ont confirmé sa présence dans I'Himalaya et sur le plateau
Tibétain (Werhahn et al.,, 20174, b). La vie a ces hautes altitudes présente deux défis métaboliques
majeurs : un stress oxydatif sévere et des taux métaboliques élevés (Beall, 2007 ; Gou et al., 2014 ;
Zhang et al, 2014). En conséquence, des changements génomiques dus a l'adaptation a
l'environnement montagnard ont été trouvés chez d'autres taxons, tels que les Caprini (Hassanin
et al., 2009).
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De plus, il est supposé que les chiens mastiffs Tibétains (domestiques) peuvent avoir acquis une
adaptation a I'hypoxie par I'hybridation avec les loups sur le plateau Tibétain (Gou et al., 2014 ;
Zhang et al., 2014). De méme, il est proposé que les nomades Tibétains aient acquis leur adaptation
a I'hypoxie par hybridation avec les hominidés Denisovan (Huerta-Sanchez, 2014).

Dans cette étude, nous exposons les preuves génétiques du loup de 1'Himalaya en utilisant des
données mitochondriales et nucléaires dérivées d'une enquéte non invasive (échantillon fécal) sur
trois sites d'étude couvrant l'ensemble de I'Himalaya Népalais (~750 km). Dans Werhahn et al.
(2017a), nous avons présenté des preuves que le niveau de différenciation génétique du loup gris
holarctique au niveau des génes mitochondriaux de la boucle-D et du cytochrome & et des
marqueurs du chromosome sexuel (genes ZFY, ZFY) était comparable a celui d'autres sous-especes
reconnues de Canis lupus et du loup Africain postulé (Gaubert et al., 2012 ; Koepfli et al., 2015 ;
Rueness et al., 2015). Cependant, pour justifier une élévation taxonomique plus poussée au niveau
de l'espece, il faut en outre des preuves génomiques nucléaires, et de préférence des genes
fonctionnels dont on pourrait déduire des effets de fizness différentiels (Frankham et al., 2012 ;
Vasemigi et Primmer, 2005). Les genes fonctionnels peuvent permettre de comprendre les
mécanismes évolutifs qui ont déclenché des adaptations locales et une éventuelle différenciation
génétique. 11 existe plus de 26 concepts d'especes utilisés, mais ceux qui conviennent a des fins de
conservation doivent tenir compte de la valeur adaptative (Frankham et al., 2012). Le concept
d'espece biologique (Mayr, 1942) et le concept de fitness différentiel (Frankham et al., 2012 ;
Hausdorf, 2011), que nous aborderons ci-dessous, répondent a cette exigence. Nous répondons a
cette exigence en fournissant de nombreuses preuves scientifiques sur le loup de 1'Himalaya avec
des données sur le génome mitochondrial et nucléaire. Nous incluons des geénes fonctionnels
nucléaires liés a la voie de 1'hypoxie, qui sont probablement impliqués dans l'adaptation aux
pressions sélectives de la vie en haute altitude avec une réduction de l'oxygene atmosphérique.

Plus précisément : 1) nous présentons un apercu de la phylogénie et de la génétique des populations
du loup de I'Himalaya, 2) nous explorons l'adaptation génétique aux conditions hypoxiques en
haute altitude, 3) nous évaluons I'état de la population dans trois sites d'étude de 1'Himalaya
Népalais, et 4) nous présentons une boite a outils pour la génétique de la conservation afin d'étudier
les phylogénies et de surveiller les espéces insaisissables dans des environnements difficiles sur la
base d'un échantillonnage non invasif.

2. METHODES

2.1. Zones d'étude et collecte des échantillons

Nous avons mené des travaux de terrain dans trois zones d'étude a travers 'Himalaya Népalais. 11
s'agit des districts de Humla et Dolpa dans le nord-ouest de 'Himalaya Népalais, et de la zone de
conservation de Kanchenjunga (KCA) dans le nord-Est de I'Himalaya Népalais, au cours du
printemps et de I'ét¢ 2014-2016 (Fig. 1). La zone d'étude dans les districts de Humla (29,97° -30,36°
N, 81,50°-82,05° E) et de Dolpa (29,00°-29,58°N, 82,89°-83,44°E) est située dans les zones arides
de I'Himalaya Népalais et comprend des habitats de prairies alpines et de steppes alpines avec des
altitudes allant de 3 600 m a 5 600 m (Miche et al., 20106). La zone d'étude de KCA (27,53°-27,88°N ;
87,84°-88,13°E) est située dans les vallées intérieures de 1'Himalaya oriental (Miche et al., 2016)
(Fig. 2. A) et se compose de foréts subalpines dans les régions inférieures et d'habitats de prairies
alpines dans les régions supérieures avec des altitudes allant de 2 400 m a 5 156 m. Nous avons
recherché des échantillons de carnivores non invasifs sous forme de crottes et de poils sur un total
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de 1 770 km. En 2015, nous avons parcouru 605 km 2 Humla dans une zone de 384 km*. En 2016,
nous avons marché 810 km dans Dolpa sur une supetficie de 1 088 km?* et 355 km dans le KCA
sur une supetficie de 368 km®. Notre collecte d'échantillons se concentrait sur le loup, mais nous
avons également prélevé des excréments de renard roux (1 upes vulpes Linnaeus, 1758), de renard
du Tibet (1. ferrilata Hodgson, 1842), de panthere des neiges (Panthera nncia Schreber, 1775) et de
lynx d'BEurasie (Lyzx /ynx Linnaeus, 1758). Pour la référence génétique, nous avons collecté de
manicre opportuniste des échantillons d'excréments de chiens domestiques locaux (Canis lupus
familiaris) dans les trois zones d'étude, qui proviennent probablement de la race dominante dans la
région, c'est-a-dire le Dogue du Tibet. Nous avons également inclus des séquences de référence de
chiens de diverses races, obtenues a partir de la GenBank du NCBI.
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Fig. 2. A) Zones d'étude de Humla, Dolpa et Kanchenjunga Conservation Area (IKCA) dans I'Himalaya Népalais avec
le nombre d'individus de loups détectés par génotypage. L'aire de répartition potentielle du loup de I'Himalaya au Népal
s'étend a l'ensemble des habitats du « Haut Himalaya » et aux patties adjacentes des habitats de « 'Himalaya ». B)
Distribution du loup de 1'Himalaya, avec les échantillons vérifiés par ADNmt en vert et le loup gris holarctique en bleu.
Les emplacements des échantillons proviennent de cette étude et des études suivantes : (Fan et al., 2016 ; Koblmiiller,
2016 ; Meng et al., 2009 ; Pilot et al., 2010 ; Sharma et al., 2004 ; Thalmann et al., 2013 ; Werhahn et al., 20174 ; H.
Zhang et Chen, 2011 ; Zhang et al., 2014). (Pour l'interprétation des références aux couleurs dans la légende de cette
Figure, le lecteur est renvoyé a la version Web de cet article)

2.2. Echantillons et analyse du matériel génétique
Dans I'ensemble, nous avons collecté un total de 287 échantillons (104 a Humla, 139 a Dolpa et 44
a KCA).

Nous avons également inclus dans notre analyse un ensemble d'échantillons provenant de
différentes populations/espéces : i) sept échantillons de tissus de loups africains/chacal dorés
d'Afrique du Nord (classification taxonomique en attente, voir (Gaubert et al., 2012 ; Koepfli et al.,
2015 ; Rueness et al., 2015)) provenant du zoo d'Al Ain aux Emirats arabes unis et quatre du Maroc.
Les loups Africains constituent un autre clade monophylétique de Canis non résolu sur le plan
taxonomique ; ii) quatre échantillons de crottes de loups provenant de Sachyat-Ertash dans la
région d'Issyk Kul au Kirghizistan pour affiner I'aire de répartition et explorer une zone hybride
potentielle ; iii) cinquante échantillons d'excréments et de tissus de loups Ibériques Canis lupus
signatus comme référence (Large Carnivore Initiative for Europe, 2007) ; iv) six échantillons de sang
de loups Européens, v) six échantillons de tissus de loups Mongols ; vi) six échantillons de tissus
de loups Ethiopiens (C. simensis Rippell, 1840) comme comparaison avec un autre spécialiste des
canidés de haute altitude vivant a 3 000-4 500 m d'altitude (Marino, 2003).

Un apercu des échantillons analysés dans le cadre de cette étude est présenté dans le Tableau S7 du
matériel supplémentaire. Se référer a Werhahn et al. (20174) pour plus de détails sur la procédure
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d'échantillonnage sur le terrain et les méthodes de laboratoire pour l'extraction de 'ADN. Une
pattie des résultats génétiques de Humla (c'est-a-dire 'ADN mitochondrial et ZFX/ZFY) ont été
rapportés dans (Werhahn et al., 2017/) et ne sont rapportés ici que lorsque cela est pertinent pour
l'exhaustivité.

2.3. Analyse phylogénétique de I'ADNmt...

2.4. Analyse microsatellite de 'ADNnt...

2.5. Analyse ZFX/ZFY...

2.6. Genes fonctionnels : séquengage de 1'hypoxie...

3. RESULTATS

3.1. Phylogénétique de I'ADNmt du loup de I'Himalaya

Pour la boucle-D, nous avons généré 72 séquences de canidés de Humla (publiées dans Werhahn
et al,, 20174), 89 séquences de canidés de Dolpa, et 13 de KCA. Pour le cytochrome 4, nous avons

généré un sous-ensemble de 24 séquences de canidés de Humla (publi¢ dans Werhahn et al., 2017 ),
16 de Dolpa, et 7 de KCA (Figs. 2 et 3, Tableau 2).
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Fig. 3. Réscaux d'haplotypes pour A) la boucle-D, et B) le cytochrome b. Le loup de 'Himalaya est représenté en
vert, le loup aftricain en rouge (AW), et le loup gris holarctique en bleu (GW pour le loup gris, IW pour le loup Indien
Canis lupus pallipes), et DD pour le chien domestique représenté en blanc. Pour les arbres phylogénétiques
correspondants, voir les Figures S1 et S2 du matériel supplémentaire. (Pour l'interprétation des références aux couleurs
dans la Iégende de cette Figure, le lecteur est renvoyé a la version Web de cet article)

A Humla, nous avons trouvé des haplotypes de boucle-D de loup de I'Himalaya 1-3, tandis qu'a
Dolpa, nous avons trouvé des haplotypes de boucle-D de loup de I'Himalaya 3-5, et a KCA, nous
avons trouvé uniquement I'haplotype de boucle-D de loup de I'Himalaya 5 (Fig. 3A.). Dans les
échantillons de chiens, nous avons trouvé quatre nouveaux haplotypes de boucle-D de chien et
quatre nouveaux haplotypes cytochrome 4 de chien pour le Népal. Pour les accessions NCBI
GenBank, voir le Tableau S1 du matériel supplémentaire. Pour un apercu des résultats par
¢chantillon amplifié dans les différentes analyses, consultez le Tableau S10 du matériel
supplémentaire. Pour les estimations de divergence basées sur 'ADNmt entre les différentes
populations de loups considérées, voir le Tableau 3.
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Tableau 2. Apercu des haplotypes des échantillons collectés dans les trois zones d'étude, Humla, Dolpa, et KCA au

Népal
Haplotype Lineage Humla® Dolpa KCA
No. of D-loop sequences generated 79 93 14

No. of sequences in all samples including repeats (Haplotype
frequency per site in % based on unique wolf individuals, wolf
only and only for D-loop #)

Himalayan wolf D-loop 1 Himalayan wolf* 13 (18.2%) 1 0
Himalayan wolf D-loop 2 Himalayan wolf* 56 (72.7%) 0 0
Himalayan wolf D-loop 3 Himalayan wolf* 7(9.1%) 37 (50%) 20
Himalayan wolf D-loop 4 Himalayan wolf* 0 49 (50%) 0
Himalayan wolf D-loop 5 Himalayan wolf* 0 1° 12 (100%)
Domestic dog D-loop Nepal 1 C. lupus familiaris 3¢ 1°

Domestic dog D-loop Nepal 2 C. lupus familiaris 0 1°

Domestic dog D-loop Nepal 3 C. lupus familiaris 0 1°

Domestic dog D-loop Nepal 4 C. lupus familiaris 0 1°

Domestic dog D-loop Nepal 5 C. lupus familiaris 0 1°

No. of cytochrome-b sequences 16 16 14
Himalayan wolf cytochrome B 1 Himalayan wolf* 11 12 7
Himalayan wolf cytochrome B 2 Himalayan wolf* 3 0 0
Domestic dog cytochrome B Nepal 1 C. lupus familiaris 2 1 0
Domestic dog cytochrome B Nepal 2 C. lupus familiaris 0 1 0
Domestic dog cytochrome B Nepal 3 C. lupus familiaris 0 1 0
Domestic dog cytochrome B Nepal 4 C. lupus familiaris 0 1 0
ZFX[ZFY

Himalayan wolf Nepal ZFY Himalayan wolf" 5 and partial* 7 2
Himalayan wolf Nepal ZFX Himalayan wolf* 9° 7 1

2 Publié dans (Werhahn et al., 20175).

b Aucun identifiant individuel n'a été obtenu pour cet échantillon.

¢ Les échantillons de chiens domestiques n'ont été collectés qu'a des fins de comparaison, et donc les fréquences ne
sont pas données pour les chiens, tandis que le cytochrome & a été testé seulement sur un sous-ensemble et donc
également aucune fréquence d'haplotype n'est donnée.

d Classification taxonomique en attente

Grey wolf China KUG44669

Grey wolf China KUB96391

Grey wolf Mongolia KU696393

Grey wolf Xinjiang China SRR2017905

Grey wolf Xinjiang China KC461238

Grey wolf Mongolia KC896375.1

Grey wolf Croatia KU696398

Grey wolf EU789787

Grey wolf EU789788

Grey wolf Mongolia KU696392

Grey wolf Mongolia KU696396.1

Grey wolf Inner Mongolia China GQ374438
Grey wolf Inner Mongolia China SRR2017902
Grey wolf Mongolia KU696394

Grey wolf Mongolia KU696395

Himalayan wolf Tibet China FJ032363
Himalayan wolf Tibet China NC011218
Himalayan wolf Qinghai China SRR2017901
Himalaya wolf Tibet China SRR2017900
Himalayan wolf EU442884

Himalayan wolf Qinghai China SRR2017902
Coyote DQ480510

Coyote DQ480511

Dhole NC013445

0.02

Fig. 4. Phylogénie bayésienne construite avec les séquences completes du génome mitochondrial montrant les
probabilités postéricures aux noeuds

3.2. Estimation de la divergence pour le loup de I'Himalaya

Sur la base de I'analyse du génome mitochondrial complet dans le logiciel BEAST, nous avons
estimé le temps de divergence du loup de 1'Himalaya par rapport au complexe du loup gris
holarctique a 691 000-740 000 ans avant le présent (691 000 ans avant le présent en utilisant
l'antériorité de l'arbre « Coalescent : Croissance exponentielle », 740 000 ans avant le présent en
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utilisant la priorité de l'arbre « Bayesian SkyGrid ») (Fig. 4). Les estimations de divergence basées
sur cet ensemble complet de données d'ADNmt calculées dans MEGA sont présentées dans le
Tableau 4.

Tableau 3. Estimations de la divergence basées sur les haplotypes uniques des séquences de 242 pb de la boucle-D et
de 508 pb du gene du cytochrome & calculées avec MEGA. Le loup gris holarctique contient des échantillons
d'Amérique du Nord et d'Eurasie (Tableaux S2 et S3 du matériel supplémentaire)

N D-loop/Cyt b Himalayan Holarctic grey Iberian wolf Indian wolf African wolf Golden jackal
wolf wolf

D-loop Cytb D-loop Cytb D-loop Cytb D-loop Cytb D-loop Cytb D-loop Cytbh

Himalayan wolf 13/2

Holarctic grey wolf  32/16 0.111 0.039

Iberian wolf 3N 0.129 0.034 0.038 0.005

Indian wolf 5/1 0.128 0.023 0.088 0.018 0.098 0.016

African wolf 9/7 0.108 0.028 0.082 0.044 0.095 0.040 0.114 0.028

Golden jackal 5/5 0.150 0.053 0.167 0.079 0.183 0.073 0179 0.061 0.185 0.051

Ethiopian wolf 3/3 0.180 0.048 0.123 0.062 0.145 0.057 0.138 0.050 0.120 0.046 0.162 0.054

Tableau 4. Estimations de la divergence, indiquant la distance génétique entre les lignées, basées sur 'ADNmt complet
de la Fig. 4 et calculées dans MEGA

Coyote Himalayan wolf Grey wolf
Coyote
Himalayan wolf 0.05
Grey wolf 0.05 0.03
Dhole 0.106 0.110 0.109

3.3. Résultats des microsatellites

Les 17 loci étaient polymorphes au sein des populations de loups considérées. Les statistiques de
diversité par population sont présentées dans les Tableaux 5 et 0, et les statistiques completes par
locus et par population se trouvent dans le Tableau S6 du matériel supplémentaire.

Tableau 5. Statistiques sommaires pat populations. Moyenne et erreut standard des indices de diversité génétique pour
17 loci microsatellites autosomiques dans différentes populations de loups. N = nombre d'individus ; Na = nombre
d'alleles ; Ne = nombre d'alleles effectifs ; He = hétérozygotie attendue, Ho = hétérozygotie observée), F = indice de
fixation ; PA = nombre d'alleles privés

Lineage (Population) N Na Ne Ho He F PA

Himalayan wolf* Mean 23.294 4.706 2.887 0.557 0.573 0.067 12
SE 1.714 0.381 0.327 0.062 0.051 0.054

African wolf* Mean 6.588 2.176 1.745 0.445 0.350 —0.242 7
SE 0.243 0.196 0.155 0.077 0.057 0.053

Holarctic grey wolf Mean 3.529 2.118 1.905 0.691 0.390 -0.790 3

Canis lupus spp. (Kyrgyzstan) SE 0.212 0.225 0.165 0.112 0.064 0.048

Holarctic grey wolf Mean 2.000 2.824 2.616 0.794 0559 —0.433 4

Canis lupus spp. (Europe) SE 0.000 0214 0.228 0.075 0.047 0.081

Holarctic grey wolf Mean 2.000 2471 2.153 0.765 0493 -0.525 4

Canis lupus spp. (Mongolia) Se 0.000 0.151 0.143 0.076 0.042 0.044

Iberian wolf Mean 15.000 4.588 2.949 0.584 0.611 0.025 9

Canis I. signatus SE 0.000 0.394 0.241 0.044 0.043 0.046

Domestic dog Mean 2.647 3.059 2535 0.608 0.526 —0.166 0

Canis I. familiaris SE 0.170 0.277 0.240 0.081 0.058 0.092

4 Taxonomic classification pending.

Nous avons trouvé quatre populations (K = 4) dans notre ensemble de données microsatellites tel
qu'analysé avec Structure et le package R adegenet. L'analyse de Structure a K = 2 sépare d'abord
le loup de I'Himalaya de tous les autres échantillons (y compris les loups gris d'Europe, de Mongolie
et du Kirghizistan ; le loup Ibérique, le loup Africain). Vient ensuite la scission du loup Africain a
K = 3, puis du loup Ibérique a K = 4 (Figure 5), et a K = 5 les échantillons de loup Kirghiz. Le
tracé DAPC différencie le loup Ibérique a K = 5 mais pas a K = 4, tandis qu'il scinde les
¢chantillons de loup Kirghize a K =4. En revanche, STRUCTURE différencie le loup Ibérique a
K = 4 alors que les échantillons de loups Kirghizes ne se séparent qu'a K = 5 (Tableaux 5 et 5,
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Figure 5). Les gammes d'alleles et les alleles privés par population sont présentés dans la Figure 6.
L'identification des individus basée sur le génotypage a été combinée avec les données de sexage
pour révéler les individus et le sexe par zone d'étude. Les comptes totaux minimums et les
estimations de population du maximum de vraisemblance sont présentés dans le Tableau 8 et la
Figure 2A.

Tableau 6. Estimations Fy de 'AMOVA par paites entre le loup de I'Himalaya (avec les populations de et du
Kirghizstan), et le loup Ibérique sur la base de 17 loci microsatellites.

Himalayan wolf Holarctic grey wolf
Humla Dolpa African wolf Mongolia Europe Kyrgyzstan
Himalayan wolf
Humla
Dolpa 0.092
KCA 0.163 0.049
African wolf 0.371
Holarctic grey wolf
Mongolia 0.257 0.426
Europe 0.233 0.385 0.182
Kyrgyzstan 0.263 0.477 0383 0317
Iberian wolf 0.283 0.339 0.179 0.121 0329
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Fig. 5. A) DAPC avec quatre et cinq populations (K = 4 et K = 5) montrant le loup Himalayen, le loup Africain, le
loup gris incluant les loups d'Europe et de Mongolie, le loup Ibérique et les échantillons de loup Kirghiz. B) Graphiques
STRUCTURE avec le loup de 'Himalaya (HW de Humla, Dolpa et KCA) se séparant a K = 2 ; le loup Africain (AW)
a K = 3, le loup Ibérique IGW) a K = 4, et les échantillons de loup Kirghiz (KY) a K = 5. HGW comprend les loups
gtis d'Europe et de Mongolie (HGW), et aussi les chiens domestiques du Népal (DD) s'assemblent au sein de ce cluster
de loups gris holarctiques

X

°

3.4. Panel microsatellite rentable pour la recherche sur la surveillance du loup de
I'Himalaya

Pour les futures recherches de surveillance, nous proposons un panel plus rentable de 10 loci
identifiés dans cette étude pour servir deux objectifs : 1) différencier le loup de 'Himalaya du loup
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gris holarctique, et 2) identifier des individus uniques au sein de la zone échantillonnée. Cette
sélection des 10 loci les plus performants est basée sur la probabilité d'identité, la diversité allélique
et les alleles privés dans la population de loups de I'Himalaya. Les 10 loci sont énumérés ci-dessous
et sont également mis en évidence dans le Tableau S4 du matériel supplémentaire : FH2137,
C20.253, FH2001, CPH09, CPH12, FH2010, FH2161, C09.173, CPHO04, C13.758. Nous avons
trouvé une probabilité d'identité de 2,2E-04 avec ce panel des 10 loci les plus performants dans
cette étude (Tableau 7).

Tableau 7. Probabilité d'identité (PI) et Probabilité d'identité des fréres et sceurs (Plsib) sur l'ensemble des 17 loci, les

10 et 8 loci les plus performants pour le suivi du loup de 'Himalaya, et les 8 loci les moins performants pour le loup
de I'Himalaya (HW)

All 17 loci 10 recommended loci 8 best loci 8 worst loci
Himalayan wolf* P1 4.4E-12 1.2E-09 2.6E-08 7.9E-04
Plsib 1.6E-05 2.2E-04 8.9E-04 3.6E-02
African wolf* P1 2.5E-12 5.6E-09 1.1E-07 1.0E-04
Plsib 9.9E-06 3.4E-04 1.3E-03 1.5E-02
Holarctic grey wolf Pl 6.0E-16 3.5E-11 1.2E-09 3.0E-06
Canis lupus spp. Plsib 6.6E-07 9.0E-05 4.2E-04 3.4E-03
Iberian wolf Pl 3.4E-13 5.9E-10 2.2E-08 9.6E-05
Canis lupus signatus Plsib 5.0E-06 1.7E-04 7.7E-04 1.4E-02
¢ Taxonomic classification pending.
Allelo call W Himalayan wolf
. matianwoll
ang- Nus B i eaa] “anm
= LR R | oy “m®
=gni L -t .= =f=- =wl
- (1] ' mEmm LLL A=

Fig. 6. Gamme d'alléles et alleles privés par population comme indiqué par les cercles. Le loup gris holarctique
comprend des échantillons provenant d'Europe, de Mongolie et du Kirghizistan (Pour plus de détails sur les fréquences
alléliques, voir le tableau supplémentaire S6)

3.5. Séquences finales des introns ZFX/ZFY

Le test d'échantillons supplémentaires de loups Himalayens pour les séquences introniques
finales ZFX et ZFY provenant des zones d'étude de Humla, Dolpa et KCA confirme les résultats
de (Werhahn et al., 20170). Les échantillons de loups Ibériques et les trois échantillons de chiens
domestiques testés au Népal partagent 'haplotype ZFY avec le loup gris holarctique du Canada, de
I'Europe et de la Mongolie. Ceci est conforme aux données d'autres genes ou les chiens
domestiques se regroupent au sein du complexe du loup gris holarctique et ou le loup Ibérique est
considéré comme une sous-espece de loup gris. Il est intéressant de noter que les trois loups testés
originaires du Kirghizistan partagent 'haplotype ZFY avec le loup gtis holarctique, mais I'haplotype
ZFX avec le loup de 'Himalaya (Tableaux S8 et S9 du matériel supplémentaire).

Tableau 8. Nombre minimum d'individus trouvés dans les trois zones d'étude sur la base de 17 loci microsatellites.
Taille des populations par zone d'étude selon le maximum de vraisemblance, calculée avec capwire dans R

Study area and year No. of individuals Sex Density® per 100 km? Total ML-Population size

based on total count (95% confidence interval)
Humla 2015 12 6 female, 6 male 3,125 60 (43—83) individuals
Dolpa 2016 16 8 female, 8 male 1.47 28 (15—51) individuals
KCA 2016 2 2 males 0.54 NA

@ Densités a considérer comme des approximations. Le nombre d'individus par 100 km? a été obtenu a partir
d'échantillons fécaux collectés dans les zones d'étude recherchées. Une estimation précise de la densité doit étre
obtenue en révélant le domaine vital des individus et des meutes
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3.6. Adaptation a I'hypoxie du loup de I'Himalaya

Pour le loup Himalayen du Népal (cette étude), nous avons trouvé des variants génétiques
distincts sur des loci non synonymes dans les quatre genes testés qui sont soupconnés d'étre liés a
la voie de I'hypoxie, comme cela a également été constaté pour les loups du Tibet testés dans
Zhang et al. (2014), par rapport aux autres lignées de loups testées ici (c'est-a-dire le loup gris
holarctique de Mongolie et d'Europe, le loup Ibérique, le loup Africain, le loup Ethiopien). Les
loups du Qinghai et du Kirghizistan présentent un mélange des haplotypes du loup Himalayen et
du loup gris holarctique dans les quatre génes SNP testés (Tableau 9).

4. DISCUSSION

Cette étude fournit des preuves supplémentaires de la distinction génétique entre le loup de
1'Himalaya et le loup gtis holarctique, sur la base de ' ADN mitochondrial (boucle-D et cytochrome
b) et de I'ADN nucléaire (ZFX et ZFY, SNP non synonymes au sein des genes candidats de
'hypoxie, et microsatellites). Le loup de 'Himalaya differe du loup gris holarctique par un ensemble
de génes fonctionnels suspectés d'étre liés a la voie de I'hypoxie (Zhang et al., 2014). 11 s'agit de
genes qui semblent étre impliqués dans I'adaptation a la vie en haute altitude ou moins d'oxygene
atmosphérique est disponible. Nous corroborons la preuve que ce loup de I'Himalaya se trouve
spécifiquement dans les habitats de haute altitude du plateau Tibétain et de I'Himalaya.

Nous avons trouvé une estimation du temps de divergence de 691 000-740 000 ans avant le présent
pour le loup de 'Himalaya. Matsumura et al. (20144) ont estimé que le loup de I'Himalaya a divergé
des autres clades de chiens-loups 549 800 [495 100-605 600] ans avant le présent sur la base des
génomes mitochondriaux complets. Sharma et al. (2004) ont estimé son temps de divergence a plus
de 800 000 ans avant le présent sur la base des séquences de 440 pb de 'ADN mitochondrial du
gene du cytochrome 4. Quelle que soit l'estimation du temps de divergence considérée, toutes les
estimations soutiennent I'idée que le loup de I'Himalaya s'est séparé en tant que lignée indépendante
avant la radiation du complexe du loup gris holarctique.

La distinction génétique entre le loup de I'Himalaya et le loup gris holarctique est également
confirmée par l'analyse des données microsatellites sur 17 loci. Conformément a notre étude
précédente, nous avons constaté que le loup de I'Himalaya, le loup Africain et le loup gris
holarctique ont chacun un haplotype unique du gene ZFY, tandis que pour le ZFX| le loup de
'Himalaya et le loup Africain partagent un haplotype distinct du loup gris holarctique (Werhahn et
al., 20170).

4.1. Distribution des loups de I'Himalaya

Nous avons trouvé des preuves a travers de multiples marqueurs qu'il y a une introgression au
Népal a partir d'une autre lignée de loups et/ou de chiens domestiques (Fig. 5/Tableau 9). Sur les
franges orientales du plateau Tibétain, ce phénomene est probablement plus élevé, comme l'indique
le fait que de nombreux animaux du Qinghai sont hétérozygotes pour les SNP au sein des génes
supposés liés a la voie de I'hypoxie. Cela peut indiquer la présence d'une hybridation aux frontieres
de différentes populations de loups ou d'une hybridation avec le chien domestique (Tableau 9). En
raison de l'étroite parenté du chien domestique avec le loup gris holarctique, il est difficile de
dissocier le groupe d'ou provient cette introgression, il peut s'agir du loup gris et du chien
domestique. Mais il semble probable, étant donné leur présence dans toutes les zones d'étude, que
les chiens domestiques jouent un réle et cela devrait étre considéré comme une préoccupation de
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conservation pour le loup de 'Himalaya dans toute son aire de répartition (Hennelly et al., 2015).
Les panneaux de marqueurs microsatellites utilisés n'ont pas été spécifiquement congus pour
distinguer le chien domestique du loup gris holarctique et, pour ce faire, il faudrait probablement
disposer a la fois de données nucléaires a plus haute densité et de données de référence completes
sur les populations de loups et de chiens qui dépassent I'étendue de cette étude. Cela devrait étre

une priorité a l'avenir.

Nous affinons la compréhension de l'aire de distribution plus large du loup de I'Himalaya en
vérifiant sa présence dans les habitats de haute altitude du plateau Tibétain et de 'Himalaya. Ceci
est basé sur des échantillons génétiques provenant de différentes études originaires du Tibet et de
la province de Qinghai en Chine, qui sont tous regroupés avec la lignée du loup de I'Himalaya. En
revanche, les loups trouvés dans les zones de basse altitude de la Mongolie intérieure et de la
province Chinoise du Xinjiang, ainsi qu'en Mongolie, se regroupent avec le complexe d'especes du
loup gris holarctique (Fig. 2. B et Fig. 3).

4.2. Adaptation écologique en haute altitude du loup de 1'Himalaya

Le loup de I'Himalaya semble spécifiquement adapté a la vie dans les écosystémes de haute altitude
d'Asie (Zhang et al., 2014). Nous avons trouvé une différenciation chez le loup de I'Himalaya par
rapport au loup gris holarctique dans les genes apparentés a la voie de I'hypoxie, EPAST, ANGPT1
et RYR2, qui sont tous considérés comme liés a l'adaptation a I'hypoxie. Ces trois genes
présentaient des mutations fixes non synonymes chez les loups de 'Himalaya (Zhang et al., 2014).
L'EPAST est un gene suspecté d'étre lié a la voie de I'hypoxie et régule directement des génes clés
tels que I'érythropoiétine (EPO) et le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Patel et
Simon, 2008), il est associé a une diminution de la résistance au flux sanguin, ce qui peut contribuer
a améliorer l'aptitude hémorhéologique et, chez I'nomme, il est associ¢ a des différences de
concentration d'hémoglobine en haute altitude (Gou et al., 2014 ; Huerta-Sanchez, 2014).
ANGPT1 peut augmenter la vascularisation des tissus, ce qui favorise un apport accru d'oxygene
(Prabhakar et Semenza, 2012). Le gene RYR2 est lié a la régulation excitation-contraction

cardiaque, c'est-a-dire a la fonction cardiaque (Gillespie et Fill, 2013).

Ces trois genes présentent également une différenciation dans les populations humaines de haute
altitude, ce qui suggere, peut-étre sans surprise, que des moteurs évolutifs de sélection naturelle
similaires ont faconné les loups et les humains du plateau Tibétain (Huerta-Sanchez, 2014 ; Li et
al,, 2014 ; Zhang et al., 2014). Les mémes modifications du gene EPAST ont été trouvées chez les
chiens dogues Tibétains, ce qui a conduit a la proposition que ces chiens pourraient avoir acquis
une adaptation a I'hypoxie par hybridation avec des loups de haute altitude (Gou et al., 2014 ; Zhang
et al., 2014) et cela est confirmé dans cette étude avec les échantillons de chiens dogues Tibétains
collectés dans nos zones d'étude Népalaises.

Le loup de I'Himalaya a travers le Népal a montré la méme différenciation sur les genes liés a la
suspicion d'hypoxie que les échantillons de loups du Tibet (Chine) et partiellement trouvés dans
les échantillons du Qinghai Tibet (Chine) analysés par (Zhang et al., 2014), qui sont tous attribués
a la lignée du loup de I'Himalaya sur la base de 'ADNmt et de 'ADNn. On suppose que les
conditions difficiles de l'environnement de haute altitude ont entrainé I'évolution de la population
de loups la plus distincte de 1'Ancien Monde, représentée par le loup de 'Himalaya (Fan et al,
2010).
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Les loups de Mongolie intérieure (Chine, Zhang et al., 2014), du Xinjiang (Chine, Zhang et al.,
2014) et de Mongolie, ou le paysage se trouve a des altitudes considérablement plus basses (~1
000-2 000 m), ne présentent pas cette différenciation sur les genes liés a I'hypoxie et, conformément
a cela, ils se regroupent au sein du complexe du loup gris holarctique dans notre analyse de

I'ADNmt et de 'ADNn.

Les échantillons de loups testés provenant du Kirghizistan se regroupent au sein du complexe du
loup gris holarctique sur la base de ' ADNmt et de l'analyse ZFY, tandis que dans les geénes liés a
la voie de I'hypoxie testés, le ZFX et les données microsatellites, les échantillons de loups Kirghizes
montrent un type intermédiaire entre le loup de I'Himalaya et le loup gris holarctique. Cependant,
ces résultats pour les échantillons de loups Kirghizes doivent étre considérés comme préliminaires
étant donné la faible taille des échantillons (7 = 4) de cette région. Ces échantillons proviennent de
Sachyat-Ertash dans la région d'Issyk Kul au Kirghizistan avec des habitats situés au-dessus de
3000 m d'altitude. Ftant donné la proximité et la connexion de ces montagnes Kirghizes avec le
plateau Tibétain et 'Himalaya par le biais des chaines de montagnes Tian Shan, Pamir, Karakoram
et Hindu Kush, il est possible qu'au moins une partie de la population de loups gris du Kirghizstan
ait acquis des genes liés a I'hypoxie partiellement différenciés par le biais du flux génétique du loup
de I'Himalaya. Cela pourrait étre le signe d'une zone hybride entre les deux lignées, mais nécessite
des données supplémentaires provenant de régions plus vastes au sein de cette zone hybride

présumée.

Les échantillons de loups Ethiopiens testés ne partagent pas les mémes SNP qui conferent
l'adaptation a I'hypoxie avec le loup de I'Himalaya. Si le loup Ethiopien présente une adaptation
génétique aux hautes altitudes (3 000 a 4 500 m), cela doit se traduire par des mutations sur des loci
SNP différents (c'est-a-dire qu'ils ne sont pas partagés par décent avec le loup de I'Himalaya).
L'haplotype unique pour le loup Ethiopien trouvé dans cette étude sur le gene SNP RYR2-1 peut
en étre une indication (voir Tableau 9).

4.3. Causes évolutives de la divergence du loup de I'Himalaya

D'apres les preuves que nous présentons ici, il apparait que le loup de 'Himalaya a évolué comme
une lignée unique avec une adaptation spécifique a la vie en haute altitude, que I'on ne retrouve pas
chez le loup gris holarctique. Ceci se reflete également dans son aire de distribution qui semble étre
définie par les écosystemes de haute altitude de 'Himalaya et du plateau Tibétain.

Nous proposons que le clivage environnemental, tel qu'on le trouve avec l'augmentation de
l'altitude, combiné a la compétition intraspécifique naturelle qui se produit chez les loups, ait pu
jouer un réle important dans la spéciation du loup de 'Himalaya en une lignée de loups unique.

La spéciation sympatrique peut ¢tre déclenchée par divers mécanismes environnementaux
(Bolnick et Fitzpatrick, 2007 ; Dieckmann et Doebeli, 1999 ; Doebeli et Dieckmann, 2000 ;
Kawecki, 1997), et peut se produire sur la base d'une ramification évolutive le long de clines
environnementales de pente modérée étant donné la présence de la compétition intraspécifique
(Doebeli et Dieckmann, 2003 ; Leonard, 2014) qui est bien documentée parmi les meutes de loups
(Mech et Boitani, 2003). La distance a I'échelle continentale peut provoquer un modele d'isolement
probablement lié au climat et a I'habitat (Geffen et al., 2004). Par conséquent, une ligne de
démarcation environnementale telle que des altitudes extrémes dans le cas du loup de 'Himalaya
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peut fournir un mécanisme puissant pour la différenciation évolutive des ancétres du complexe du
loup gris holarctique.

Kawecki (1997) soutient que I'évolution des « races d'habitat » peut étre stimulée par la variation
génétique due a des loci qui affectent I'aptitude dans un habitat et sont neutres ou presque dans
d'autres, comme les genes responsables de l'adaptation a I'hypoxie chez le loup de I'Himalaya. Si
notre hypothese est correcte, a savoir que I'environnement de haute altitude a été une cause ultime
importante pour la divergence de la lignée du loup de 1'Himalaya, il est également probable qu'il
soit l'un des mécanismes proximaux les plus importants pour sa persistance a coté du loup gris
holarctique.

4.4. Résultats dans le contexte des concepts d'espéces

Les preuves de cette étude et d'autres études phylogénétiques confirment que le loup de I'Himalaya
est une lignée de loups tres divergente des hautes altitudes Asiatiques (Aggarwal et al., 2007 ; Fan
et al.,, 2016 ; Gaubert et al, 2012 ; Koepfli et al., 2015 ; Leonard et al., 2007 ; Matsumura et al.,
20144 ; Pilot et al., 2010 ; Rueness et al., 2015 ; Sharma et al., 2004 ; Werhahn et al., 20174 ; Zhang
et Chen, 2011 ; Zhang et al., 2014). Le loup de I'Himalaya n'est actuellement pas affecté a un taxon.
Les preuves justifiant son statut de sous-espece sont élaborées ici et ailleurs (voir Aggarwal et al.,
2007 ; Sharma et al., 2004 ; Werhahn et al., 20174). Il estimportant de noter que cette étude apporte
des informations sur la question de savoir si le loup de 1'Himalaya doit étre classé comme une
espece en fournissant des données sur la différenciation génétique trouvée sur plusieurs sites du
génome nucléaire, y compris des génes fonctionnels soupconnés d'étre liés a la voie de 'hypoxie.

Le concept d'espece biologique et le concept d'espece a aptitude différentielle sont considérés
comme des concepts d'espece appropriés a des fins de conservation (Frankham et al., 2012, 2017).
Pour les définitions respectives, voir (Mayr, 1942) et (Hausdorf, 2011). Dans le cadre de ces
concepts d'especes, nos résultats pointent vers 1'éligibilité du loup de I'Himalaya en tant qu'espece.
Nous fondons cette suggestion sur I'isolement entre le loup de I'Himalaya et le complexe d'especes
du loup gris holarctique, comme en témoigne la diversification génétique dans différentes régions
du génome mitochondrial et nucléaire. Cependant, nous supposons et trouvons des indications que
I'hybridation entre le loup de I'Himalaya et le loup gtis holarctique peut se produire lorsque les
conditions le permettent, par exemple dans les chaines de montagnes adjacentes autour des
hauteurs extrémes du plateau Tibétain et des régions du haut Himalaya, et qu'une ou plusieurs
zones hybrides peuvent exister. D'autres enquétes sur l'ensemble de l'aire de répartition sont
nécessaires pour €lucider ce point. Nous émettons I'hypothese que 'adaptation a I'altitude élevée a
¢té un moteur crucial de la diversification génétique et présente un important mécanisme de
proximité dans la persistance du loup de I'Himalaya et du loup gris holarctique, malgré I'hybridation
dans les zones limites montagneuses autour de son aire de répartition a haute altitude. Ceci est
corroboré par le fait que le loup de 'Himalaya présente une lignée monophylétique avec une
divergence de 3,9% sur le gene du cytochrome & de ' ADNmt par rapport au loup gris holarctique,
ce qui pourrait étre utilisé pour justifier le loup de 'Himalaya comme une espece distincte (Tableau
3) (Bradley et Baker, 2001 ; Werhahn et al., 2017/).

Outre les différences génétiques ici élaborées décrites pour le loup de I'Himalaya, Hennelly et al.

(2017) ont constaté que la vocalisation du loup de 'Himalaya differe significativement de celle du
loup gris holarctique. Les études futures devraient également explorer les différences dans la
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morphologie, I'écologie et le comportement du loup de 'Himalaya par rapport au loup gris
holarctique.

5. CONCLUSION

Les preuves présentées ici montrent que le loup de I'Himalaya est génétiquement distinct et basal
par rapport au loup gris holarctique sur la base de multiples génes neutres et fonctionnels. Le loup
de I'Himalaya présente une adaptation génétique aux conditions hypoxiques des écosystemes
Asiatiques de haute altitude qui est unique parmi les loups. Par conséquent, nos résultats confirment
la nécessité de classer le loup de I'Himalaya comme un taxon dont la conservation est
particulierement importante.

Notre étude fournit en outre un ensemble de méthodes génétiques appliquées basées sur des
échantillons non invasifs qui peuvent, a) clarifier les phylogénies, b) informer la génétique de la
conservation et c¢) ¢tre utilisées pour le suivi des populations de loups de I'Himalaya. Pour de futures
recherches optimisées en termes de cotts autour du loup de I'Himalaya, nous recommandons un
panel de 10 loci microsatellites qui peuvent différencier le loup de I'Himalaya du loup gris
holarctique (y compris les chiens domestiques) et identifier des individus uniques.

Des mesures de conservation pour le loup de 'Himalaya sont nécessaires et présentent un intérét
mondial en matiere de conservation. Le Népal, dont l'arc nord est dominé par la chaine des
montagnes de I'Himalaya, abrite une population considérable de loups de 'Himalaya. Ces paysages
spectaculaires et inaccessibles du haut Himalaya peuvent constituer des refuges importants pour le
loup de I'Himalaya. Nous recommandons donc que le Népal commence a jouer un r6le de premier
plan dans la conservation du loup de I'Himalaya et serve ainsi de modele aux autres pays de l'aire
de répartition.
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