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Résumé

Les schémas phylogéographiques des grands mammiféres résultent de facteurs
environnementaux naturels et d'effets anthropogéniques qui, dans certains cas, incluent la
domestication. Le loup gris était autrefois largement répandu dans I'Holarctique, mais il a
connu des changements phylogéographiques et des déclins démographiques au cours de
'Holocéne. Au cours des 19°™ et 20°™ siecles, l'espéce a disparu d'une grande partie de
'Europe en raison de l'extermination directe et de la perte d'habitat. Nous avons reconstruit
I'histoire évolutive des loups éteints d'Europe occidentale en nous basant sur la composition
mitogénomique de 78 échantillons provenant de France (Néolithique-20°™ siecle) dans le
contexte d'autres populations de loups et de chiens dans le monde entier. Nous avons
constaté une étroite similarité génétique entre les loups Francais des populations anciennes,
médiévales et récentes, ce qui suggere la continuité a long terme des lignées maternelles. Les
haplotypes de ' ADNmt des loups Francais présentaient une grande diversité et entraient
dans les deux principaux haplogroupes des loups holarctiques modernes. Notre analyse
phylogéographique mondiale a indiqué que 1'haplogroupe W1, qui comprend les loups
d'Eurasie et d'Amérique du Nord, est originaire du nord de la Sibérie. L'haplogroupe W2,
qui comprend uniquement les loups d'Europe, est apparu en Europe vers 35 000 ans et sa
fréquence a diminué au cours de I'Holocene en raison de 'expansion de 'haplogroupe W1 a
partir de l'est. En outre, nous avons découvert que 1'haplogroupe D du chien, actuellement
limité a 'Europe et au Moyen-Orient, était imbriqué dans I'haplogroupe W2 du loup. Nos
résultats mettent en évidence l'histoire évolutive dynamique des loups Européens au cours
de I'Holocene, avec un remplacement partiel de la lignée et une hybridation introgressive
avec les populations locales de chiens.

1 | INTRODUC TION

Les changements climatiques et environnementaux ont été des facteurs majeurs influencant
les aires de répartition des especes, la diversité génétique et les processus démographiques. 11
a été démontré que les déplacements d'aires de répartition des populations, y compris les
contractions répétées vers des zones refuges pendant les cycles glaciaires, sont des moteurs
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de la diversité génétique et des schémas phylogéographiques observés aujourd’hui chez
diverses especes végétales et animales (Hewitt, 2000 ; Provan & Bennett, 2008). Les
déplacements de l'aire de répartition des populations ont entrainé des changements dans la
fréquence des lignées génétiques et, dans certains cas, des remplacements complets de
lignées. De tels schémas ont été observés par exemple chez les mammouths laineux
(Mammuthus primigenius ; Palkopoulou et al, 2013), les lemmings a collier (Dzcrostonyx spp.)
(Brace et al., 2012 ; Palkopoulou et al., 2016), les ours des cavernes (Ursus spelaens ; Miinzel
et al., 2011) et les campagnols communs (Mzcrotus arvalis 5 Baca et al., 2020). Chez certaines
especes, en particulier celles appartenant aux communautés de la mégafaune, les contractions
extrémes de l'aire de répartition et les déclins démographiques au cours de la transition
Pléistocene/Holocéne ont entrainé des extinctions. Environ 90 genres de grands
mammiferes (>44 kg) s'éteignent en raison de changements climatiques, d'activités humaines
ou d'une combinaison des deux facteurs (Koch & Barnosky, 2006). Peu de grands carnivores
de I'Holarctique ont survécu aux extinctions de méga faune du Pléistocene supérieur, et les
survivants ont connu des histoires évolutives complexes, qui présentent souvent des schémas
similaires a ceux des especes éteintes (par exemple Barlow et al., 2018 ; Barnett et al., 2020 ;
Liu et al,, 2018 ; Lucena-Perez et al., 2020 ; Rey-Iglesia et al., 2019 ; Salis et al., 2021). Les
facteurs qui fagonnent I'histoire évolutive des especes de la mégafaune et qui contribuent a
leur extinction ou a leur survie ne sont toujours pas clairs (Lorenzen et al., 2011 ; Meltzer,
2020). Pour les espéces de grands carnivores existantes, la connaissance de la dynamique a
long terme des changements démographiques et phylogénétiques est importante pour
identifier correctement les menaces actuelles qui pésent sur leur survie.

Les aires de répartition et les schémas phylogéographiques actuels des grands mammifeéres
peuvent étre fortement modifiés par les pressions anthropogéniques telles que les
modifications de 1'habitat et la chasse directe, qui ont augmenté en intensité au cours des
derniers siecles (p. ex. Dufresnes et al, 2018 ; Yackulic et al, 2011). Un autre effet
anthropogénique important sur les grands mammiferes a été la domestication de certaines
especes, qui a eu un effet profond sur les schémas phylogéographiques de leurs parents
sauvages par le biais de I'hybridation introgressive (p. ex. Pilot et al., 2019 ; Scandura et al.,
2011). Par conséquent, la reconstruction des histoires évolutives des especes existantes
devrait prendre en compte a la fois les changements d'aire de répartition a long terme induits
par le climat et les effets anthropiques récents.

Le loup gris (Canis lupus) est 'un des rares grands carnivores holarctiques a avoir survécu aux
extinctions de la mégafaune du Pléistocene supérieur et a l'intense pression de chasse des
derniers siecles, ainsi que le seul grand carnivore a avoir été domestiqué. L'espece avait une
distribution continue a travers I'Holarctique jusqu'ail y a environ 200-300 ans (Boitani, 2003 ;
Dufresnes et al., 2018 ; Leonard et al., 2005). Malgré sa capacité a maintenir cette vaste aire
de répartition géographique et a s'adapter a divers habitats, l'espece a connu un déclin
progressif de sa population depuis le Pléistocene supérieur (Fan et al., 2016 ; Loog et al.,
2020), impliquant des extinctions locales, des goulots d'étranglement et des déplacements
phylogéographiques (Bergstrom et al., 2022 ; Koblmiiller et al., 2016 ; Leonard et al., 2007 ;
Pilot et al., 2010,2014 ; Segawa et al.,, 2022). Les données génomiques mitochondriales et
nucléaires suggerent que toutes les populations modernes de loups dans le monde
proviennent d'un événement unique d'expansion a partir de la Sibérie qui s'est produit a la
fin du dernier maximum glaciaire (Bergstrom et al., 2022 ; Loog et al., 2020). Cet événement
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a été précédé d'une expansion antérieure de la Sibérie vers 'Europe entre 50 et 35 000 ans
(Bergstrom et al., 2022). Les analyses génomiques d'anciens loups provenant de différentes
régions de 1'Holarctique ont révélé de multiples lignées éteintes présentant une diversité
morphologique considérable (Loog et al., 2020 ; Ramos-Madrigal et al., 2021 ; Segawa et al.,
2022 ; Skoglund et al., 2015 ; Thalmann et al, 2013), ce qui implique que ces lignées ont été
remplacées par la lignée de loups modernes qui s'est étendue a l'échelle mondiale. Ces
remplacements d'ancétres étaient incomplets et la plupart des loups modernes d'Eurasie
conservent probablement de petites fractions d'ancétres locaux du Pléistocene (Bergstrom et
al,, 2022). Néanmoins, seules deux populations de loups modernes, celles de I'Inde et de
'Himalaya, présentent une distinction phylogénétique claire et peuvent représenter des
reliques d'une diversité génétique antérieure qui a survécu jusqu'a aujourd'hui (Hennelly et
al., 2021 ; Wang et al., 2020, 2021). A l'exception de ces deux lignées, les loups modernes ne
présentent pas de monophylie réciproque de populations géographiquement distinctes au
niveau des génomes mitochondriaux (par exemple Koblmiiller et al., 2016), tandis que les
loups d'Eurasie et d'Amérique du Nord forment deux clades monophylétiques au niveau des
génomes nucléaires (Fan et al., 2016 ; Sinding et al., 2018), 2018). Au sein des loups
Européens modernes, deux haplogroupes mitochondriaux ont été identifiés : I'haplogroupe
1 (ci-aprées dénommé haplogroupe W1) prédominant chez les loups modernes, et
I'haplogroupe 2 (ci-apres dénommé W2) fréquent dans les échantillons anciens (datés au
radiocarbone de 10 a 45 000 ans (kya) ; Germonpré et al., 2009) et dont la fréquence diminue
au fil du temps (Pilot et al., 2010).

Le déclin a long terme de la population de loups s'est accéléré au cours des derniers siecles
en raison de l'extermination par 'homme et de la perte d'habitat, et a été associé a des
réductions de l'aire de répartition géographique. Ce processus a été particulicrement intense
en Burope occidentale, ot l'espéce s'est éteinte localement a la fin du XIX*™ siecle, a
l'exception de la péninsule Ibérique et de I'Italie, entrainant une perte drastique de la diversité
génétique (Dufresnes et al., 2018 ; Salado et al., 2022). En revanche, en Europe orientale, ou
les déclins démographiques ont été moins séveres, la diversité génétique est restée stable tout
au long de la fin du XIX“* et du XX siecle (Dufresnes et al., 2018). On sait trés peu de
choses sur la variabilité génétique des populations Européennes de loups avant le XIX™
siecle, mais on s'attend a ce qu'une grande partie de la variation génétique présente en Europe
tout au long de 1'Holocene se soit maintenue jusqu'a ces dernicres centaines d'années

(Dufresnes et al., 2018).

Le moment de l'expansion de la lignée de loups modernes a partir de la Sibérie, qui a
commencé vers 25 kya et a atteint I'Europe vers 23,5 kya (Loog et al., 2020), a coincidé avec
les premiers stades de la domestication de I'espéce. Bien que les estimations de la période de
domestication varient d'une étude a l'autre, la littérature récente les a ramenées a 15-40 ka
(Freedman et al., 2014 ; Skoglund et al., 2015 ; Wang et al., 2016). Il n'y a pas de consensus
concernant la région géographique de la domestication du loup, mais certaines études ont
proposé 'Europe comme étant la seule (Thalmann et al., 2013) ou l'une des deux régions de
domestication (Frantz et al., 2016). De nombreuses études montrent de manicre cohérente
l'expansion des chiens asiatiques en Europe, qui ont apporté les premiers canidés
domestiqués sur le continent ou ont déplacé les lignées de chiens indigenes les plus anciennes
(Frantz et al., 2016 ; Pilot et al., 2015 ; Wang et al., 20106). Les plus anciens restes de canidés
en Burope, largement considérés comme des chiens, provenant de Bonn-Oberkassel
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(Allemagne) et de Kesslerloch (Suisse), ont été datés au radiocarbone a 14,2 kya et 12,2 kya,
respectivement (Boudadi-Maligne et al., 2012 ; Janssens et al., 2018 ; Napierala & Uerpmann,
2012). Cependant, des spécimens beaucoup plus anciens, antérieurs a l'expansion du loup
Béringien en Europe, par exemple des canidés de Predmosti (République Tcheque) datés de
28,5 kya, ont été proposés pour représenter des chiens domestiques (Prassack et al., 2020).
Par conséquent, en Europe, les chiens ont coexisté avec les loups pendant au moins 14 kya,
et les deux canidés ont pu étre liés par des flux génétiques tout au long de cette période.

Comme dans le cas des lignées de loups, on pense que les lignées préhistoriques de chiens
ont été partiellement remplacées par des populations de chiens en expansion venant de I'est
(par exemple Bergstrom et al., 2020 ; Frantz et al., 2016 ; Ollivier et al., 2018 ; Pilot et al.,
2015). Cette évolution a probablement été associée a la transition néolithique en Europe
entre 9 et 6 ka (Ollivier et al, 2018) et a donc considérablement retardé les premiers
spécimens de chiens largement acceptés en Europe, qui provenaient soit d'une expansion
antérieure a partir de I'Asie, soit potentiellement de la domestication locale en Europe. Les
génomes mitochondriaux des chiens domestiques modernes se répartissent en six clades
distinctes (haplogroupes A-F), qui englobent également la plupart des variations observées
chez les chiens anciens (Baumann et al., 2021 ; Thalman net al., 2013). Ces six clades se
situent dans différentes parties de la phylogénie du loup, ce qui contraste avec le modele
observé dans les génomes nucléaires, ou les chiens modernes sont réciproquement
monophylétiques avec le clade du loup d'Eurasie (Fan et al., 2016). Cette discordance suggere
qu'une partie de la variation mitochondriale chez les chiens pourrait résulter d'une
introgression a partir de lignées de loups locales. En conséquence, les données génomiques
nucléaires ont montré que les chiens domestiques ont deux sources d'ascendance dans les
loups d'Asie de I'Est et d'Eurasie de 1'Ouest, ce qui suggere soit une domestication
indépendante dans les deux régions, soit une introgression a partir de loups locaux
(Bergstrom et al., 2022). Actuellement, cependant, on sait peu de choses sur les interactions
locales entre les lignées de loups et de chiens suite a I'apparition de chiens domestiques dans
différentes parties de l'aire de répartition du loup, ce qui pourrait entrainer un flux génétique
et une introgression.

Ici, nous avons étudié la composition mitogénomique de la population de loups Francaise
¢teinte, du Mésolithique a I'époque moderne, dans le contexte de la variation mitogénomique
dans d'autres populations de loups Européens ainsi que chez les chiens domestiques anciens
et modernes. Le but de cette étude était de reconstruire les changements phylogéographiques
des loups Européens tout au long de I'Holocene et de comprendre leurs interactions avec les
chiens domestiques apres leur apparition en Europe. En outre, nous avons évalué la
variabilité génétique et la structure de la population Francaise éteinte afin de comprendre si
et dans quelle mesure la recolonisation actuelle du pays a partir de l'est et du sud peut
permettre la récupération de la variation génétique passée. Nous avons émis 1'hypothese
que (1) la population de loups Francaise éteinte présentera des signatures d'un
renouvellement de population (échange de lignées d'ADNmt au fil du temps) suite a
l'expansion des loups de Sibérie en Europe a la fin du Pléistocene (Bergstrém et al., 2022 ;
Loog et al., 2020) ; (2) les loups d'Europe occidentale présenteront des preuves de partage
d'haplotypes d'ADNmt avec les chiens domestiques résultant d'événements de métissage
anciens et récents (Bergstrém et al., 2020 ; Pilot et al., 2019) ; (3) les loups éteints d'Europe
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occidentale représentaient une diversité génétique qui est largement absente des populations
Européennes contemporaines.

2 | MATERIEL ET METHODES

2.1 | Echantillons et extraction d'ADN

Des échantillons de loups gris de France (IN = 107) et de Suisse (IN = 8) des périodes
ancienne/médiévale (Mésolithique-Moyen Age ; >700 ans) et historique (1997-20 ™ siecle)
ont été obtenus a partir de collections de musées, d'instituts de recherche et de propriétaires
privés (Tableau S1, Figure 1b). L'extraction de I'ADN a été réalisée a l'aide de deux
méthodes : (1) de Bruyn et al. (2014), (2) Rohland et al. (2018) dans les laboratoires spécialisés
dans 'ADN ancien de I'Ecole des sciences de la vie de I'Université de Lincoln (1) et du Musée
et de I'Institut de zoologie de I'Académie Polonaise des sciences (2). Les procédures détaillées
d'extraction de ' ADN sont décrites dans les informations complémentaires.
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FI G URE L Cartes des emplacements approximatifs des échantillons utilisés dans cette étude et
photographies des échantillons atypiques. (a) Emplacement des échantillons de cette étude et de la littérature
qui ont ¢été utilisés dans les analyses phylogénétiques ; (b) Emplacement des échantillons de cette étude. Les
échantillons pour lesquels aucune séquence du mitogénome n'a été obtenue sont représentés par des cercles
blancs. Les échantillons historiques divisés en trois régions géographiques utilisées pour I'analyse de la distance
génétique (Nord-Ouest de la France, Nord-Est de la France et Sud de la France ; Tableaux S8, S9) sont
représentés par des cercles roses, bleus et jaunes, respectivement. Les échantillons anciens/médiévaux non
utilisés dans les analyses génétiques de la population historique sont représentés par des cercles noirs. Les cartes
ont été construites 2 l'aide de QGIS v. 3.16.4 (https://qgis.otg/) et des données Natural Earth
(https:/ /www.natut alear thdata.com/) ; (c) Individu noir M26 (haplogroupe W1) ; (d) Individu M35 avec
haplotype ADNmt du haplogroupe canin A

Dix individus présentaient des caractéristiques morphologiques atypiques, qui pourraient
indiquer qu'il s'agit de chiens domestiques ou d'hybrides loup-chien : M17 avait un pelage
noir et gris tacheté inhabituel (Figure Slc) et M14, M35 et M90 avaient un pelage jaune
(Figures 1d, Sla, S1j ; Tableaux S1, S2). Six autres individus (M16, M18, M26, M27, M41 et
M112) avaient un pelage noir (Figures 1c, S1). La coloration noire chez les loups est associée
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a une variante dominante du gene CBD103 qui code pour la protéine béta-défensine, dont il
a été démontré qu'elle a été acquise par les loups a la suite d'une ancienne hybridation avec
les chiens domestiques (Anderson et al., 2009). Les mesures de la dent carnassiere P4 pour
quatre spécimens dont le crane était disponible ont montré que trois d'entre eux se
regroupaient avec les chiens domestiques et que le quatriéme avait des valeurs intermédiaires
entre les loups et les chiens (Figure S2). Les individus présentant les caractéristiques atypiques
décrites ci-dessus pourraient étre soit des chiens, soit des hybrides, soit provenir
d'événements d'hybridation plus lointains.

2.2 | Séquengage de I'ADN et analyses des séquences...

2.3 | Analyses phylogénétiques et génétiques des populations...
2.4 | Analyses par calcul bayésien approximatif (ABC)...

2.5 | Analyses phylogéographiques...

2.6 | Analyse des isotopes stables...

3 | RESULTATS

La séquence consensuelle du génome de ' ADNmt obtenue avec succes a partir de 78 (87%)
échantillons a été appelée avec une couverture moyenne du génome de 195X en mettant en
correspondance les lectures NGS avec le génome de référence du chien CanFam3. Les 12
échantillons restants ont été retirés des analyses ultérieures en raison d'une faible couverture
et de données manquantes (Tableau S1). L'ensemble de données final ne comprenait qu'un
seul échantillon provenant de Suisse ; par conséquent, nous nous référons a I'ensemble de
données analysé en tant que « loups Francais ».

L'analyse des dommages typiques de ' ADNa a montré que la substitution moyenne C > T a
l'extrémité 5' était de 15,2 % pour les séquences anciennes/médiévales (>700 ans), et de 4,5%
pour les échantillons historiques (Figure S3). Un échantillon de l'age du bronze (A109)
présentait un taux de substitution C > T tres faible (1,5%), indiquant soit une contamination,
soit un age d'échantillon incorrect (qui a été obtenu a partir du contexte plutét que par
radiocarbondation directe). De plus, I'age de I'échantillon estimé par datation moléculaire
était supérieur a I'age du bronze (médiane 1202 ans BP). Pour ces raisons, cet échantillon a
été exclu des analyses BEAST et phylogéographiques qui ont utilisé la datation de
I'échantillon (voir discussion dans SI).

3.1 Phylogénie

Nous avons analysé les relations phylogénétiques entre les loups Francais nouvellement
séquencés et les loups et chiens domestiques du monde entier séquencés dans des études
antérieures (Tableau S3) dans MrBayes. L'arbre phylogénétique reconstruit montre une
ramification précoce des loups Tibétains, des loups Indiens, des canidés du Pléistocene tardif
d'Europe, de Sibérie et d'Amérique du Nord, des loups Japonais récemment éteints et de
I'haplogroupe F des chiens. Ceci est cohérent avec les études antérieures, qui ont montré une
topologie similaite avec les loups modernes Tibétains/Indiens, les canidés du Pléistocéne
tardif d'Eurasie et d'Amérique du Nord ainsi que les loups Japonais formant des clades
distincts a la racine des arbres (Baumann et al, 2021 ; Loog et al., 2020 ; Thalmann et al.,
2013). Le plus grand clade, appelé MHW (Modern Holarctic Wolves), comprenait tous les
loups modernes a l'exception des lignées Tibétaines et Indiennes (Figures 2, S4). Le clade

Doan et al. 2023 6 Traduction Deepl & RP — 06/08/2023



MHW comprenait deux groupes d'haplotypes principaux (haplogroupe W1 et W2).
L'haplogroupe W1 ¢était constitué d'haplotypes de loups modernes, historiques et
anciens/médiévaux d'Eurasie et d'Amérique du Nord (Figure 2) ainsi que de quatre
haplogroupes de chiens (A, B, C et E). L'haplogroupe W1 a été identifié sur la base de la
phylogénie mitogénomique construite pour les loups Européens uniquement, ou il formait
une classe monophylétique (Figure S5), mais était soit monophylétique (analyse BEAST,
Figure 3c¢), soit polytomique (analyse MrBayes, Figure 2) lorsque les loups d'autres continents
¢taient inclus. L'haplogroupe W2 ¢était monophylétique dans toutes les analyses et
comprenait des haplotypes de loups Européens provenant de populations contemporaines,
historiques et anciennes/médiévales (Figure 2), ainsi que I'haplogroupe D de chiens. Un petit
clade contenant des loups d'Europe et du Moyen-Orient présentait des schémas de
regroupement différents dans les arbres construits a l'aide de méthodes et d'ensembles
d'échantillons différents (Figures 2, 3c) et n'a donc pas été classé dans l'un ou l'autre des

haplogroupes.
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F I G U R E 2. Phylogénie bayésienne des haplotypes du mitogénome (15 378 pb) de spécimens de canidés
anciens/médiévaux, historiques et modernes, reconstituée a l'aide de MtBayes. La distribution géographique
des haplotypes est codée en couleur. Le «clade ambigu » représente les haplotypes qui se regroupent avec
I'haplogroupe W1 ou W2 en fonction de I'ensemble d'échantillons et de l'analyse effectuée et qui ne peuvent
donc étre classés dans aucun de ces haplogroupes. Les descriptions détaillées des haplotypes et 'arbre complet
sont présentés dans les informations complémentaires (Tableaux S1, S3 et fFgure S4, respectivement)

L'haplogroupe W2 prédominait chez les loups Francais anciens/médiévaux (56% des
échantillons) mais était rare chez les loups Frangais historiques des 19°™ et 20™ siecles (22%
des échantillons). Si I'on considere la fréquence des haplogroupes dans I'ensemble de la
population Européenne, on constate que I'haplogroupe W2 était dominant au Pléistocene
tardif (22-12 kya) et a 'Holocéne (10 kya-850 ans), dans 64% et 75% des échantillons,

respectivement. A I'époque historique, sa fréquence a été réduite a 22%.
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Parmi les 78 échantillons Francais nouvellement séquencés, nous avons identifié 50
haplotypes. La plupart d'entre eux sont uniques et n'ont jamais été signalés dans d'autres
populations de loups dans le monde. Un haplotype du Néolithique (échantillon A14) a été
regroupé avec des haplotypes trouvés en France et en Belgique au Mésolithique (Figures 2,
S4). Aucun des neuf haplotypes des loups Francais anciens/médiévaux n'était partagé avec
des loups historiques ou modernes, bien que certains d'entre eux se soient regroupés avec
des haplotypes de loups Francais de la fin du 19°* siecle. Par exemple, les spécimens A10
(Age romain) et M34 (19°™ siécle) se sont regroupés ensemble, et les spécimens A5 (dge du
fer) et A11 (10°-11°™ siecles) se sont regroupés avec plusieuts loups Francais des 19°™ et

20 sigcle.
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F I G U R E 3. Résultats des analyses phylogéographiques dans BayesTraits et RAPS. (a, b) Plages
géographiques des nceuds ancestraux estimées a l'aide d'un modéle géographique dans BayesTraits. La couleur
rouge représente la carte thermique construite a partir de la distribution postérieure des coordonnées
géographiques estimées pour les nceuds ancestraux. Les points noirs sont les emplacements des échantillons de
loups qui appartiennent au clade respectif. Les nombres entre parentheses correspondent aux numéros des
nceuds de l'arbre dans le panneau inférieur. Les cartes ont été construites a l'aide de QGIS v. 3.16.4
(https://qgis.org/) et des données NaturalEarth (https://www.natur alear thdata.com/). (c) Phylogénie
bayésienne construite dans BEAST pour les loups gtis uniquement (a l'exclusion des doghaplogroups) avec les
distributions géographiques des populations ancestrales estimées dans RASP. La reconstruction des
populations ancestrales n'est présentée que pour six (1-6) neeuds ancestraux. Les probabilités postérieures de
soutien des neeuds supérieures a 0,9 sont marquées par des astérisques. Les régions géographiques sont codées
par des couleurs et des lettres, et les régions dont la probabilité est inférieure a 0,3 sont masquées et incluses
dans la catégorie « autres régions » (couleur noire). Les séquences individuelles sont codées par le nom de
l'échantillon, son origine et son age. Les clades effondrés sont nommés par l'origine et 1'age de I'échantillon.
L'arbre entierement développé avec I'estimation de chaque nceud est présenté a la Figure S12.
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Cinq échantillons dont nous avons obtenu les mitogénomes provenaient d'individus noirs
(Tableaux S1, S2), ce qui suggere leur possible origine hybride, mais seul I'un d'entre eux,
l'individu M112, s'est regroupé au sein du haplogroupe canin A. Six autres échantillons de
canidés Frangais (non noirs) se sont regroupés au sein des haplogroupes canins A et C. Deux
d'entre eux, M58 et M35 (haplogroupe canin A), ont été suspectés d'étre des chiens
domestiques : M35 avait un pelage jaune et M58 a été trouvé a proximité d'un habitat humain.
Trois autres échantillons présentaient des couleurs de pelage atypiques : M17 (gris tacheté et
noir), M14 et M90 (jaune) ont été regroupés avec les haplogroupes de loups W1 et W2. Un
ancien échantillon de loup (1,7 kya) provenant d'Allemagne et rapporté par Prassack et al.
(2020) était apparenté a I'haplogroupe D du chien. Cet haplogroupe de chiens était imbriqué
dans 1'haplogroupe de loups W2 comprenant uniquement des loups Européens, ce qui
suggere qu'il est originaire d'Europe. Cependant, seules cing séquences de mitogénome de
loups d'Asie occidentale étaient disponibles et ont pu étre incluses dans notre analyse. Pour
réduire le biais possible associé a la sous-représentation des haplotypes d'Asie de I'Ouest,
nous avons effectué une analyse supplémentaire en utilisant les séquences de la boucle D,
qui comprenaient 38 haplotypes d'Asie de 'Ouest. En accord avec 'analyse du mitogénome,
l'analyse de la boucle D a montré que I'haplogroupe D des chiens se regroupait avec les loups
Européens de I'haplogroupe W2 (Figure S06), alors que tous les haplotypes d'autres parties du
monde, y comptis I'Asie de I'Ouest, ont été placés en dehors de I'haplogroupe W2.

3.2 | Dynamique de la population de loups Européens

L'analyse de coalescence effectuée dans BEAST pour les séquences mitogénomiques des
loups Européens a estimé le temps de divergence des haplogroupes W1 et W2 a 44 092 ans
BP (95% plus haute densité postérieure, HPD : 56 112-33 707 ans BP, nceud A dans la Figure
S5). L'ancétre commun le plus récent (MRCA) de I'haplogroupe W1 a été estimé a 37 355
ans BP (95% HPD : 49 175-28 078 ans BP ; nceud B dans la Figure S5), et le MRCA de
I'haplogroupe W2 a été estimé a 34 949 ans BP (95% HPD : 44 408-27 437 ans BP ; nceud C
dans la Figure S5).

La taille effective de la population (N.) de loups Européens du clade MHW (composé des
haplogroupes W1 et W2) reconstituée a l'aide du modele Skyline de BEAST a été
relativement stable au cours des 40 derniers kya jusqu'a un déclin brutal qui a commencé vers
1 kya et s'est poursuivi jusqu'a aujourd'hui (Figure 4a). Un schéma similaire a été déduit de
l'analyse Skygrid axée sur tous les loups d'Eurasie et d'Amérique du Nord (Figure 4b).
L'analyse de cet ensemble de données a également montré une augmentation de N, entre 30
et 10 kya, ce qui n'a pas été observé lors de 'analyse des seuls loups Européens (Figure 4b).
Les analyses centrées sur les haplotypes de loups Européens des haplogroupes W1 et W2 ont
montré séparément des déclins moins prononcés de N, (Figure S7). Pour I'haplogroupe W2,
le signal de déclin dépendait du modele de population utilisé. Dans le modele Skygrid le
mieux étayé, un scénatrio avec une taille de population constante n'a pas pu étre exclu en
raison des larges intervalles HPD a 95% (Figure S7B). Toutefois, lorsque le modele Skyline
a été utilisé, un déclin plus prononcé de N, a été observé (Figure S7C). 1l convient de
mentionner que les intervalles HPD a 95% des changements de taille effective de la
population reconstitués étaient généralement larges dans toutes les analyses.

Le choix du modele des analyses ABC, indépendamment de I'ensemble de données et du
nombre de groupes statistiques, a montré que le scénario le plus probable est celui de la taille
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constante de la population (scénario A) avec une probabilité de modele >0,7 pour chaque
analyse et un BF d'au moins 7, mais dans un cas jusqu'a 309. Ces résultats indiquent que nous
ne pouvons pas exclure un modele de taille de population constante pour la population
Européenne de loups. Ceci n'est pas tout a fait cohérent avec les résultats obtenus par les
analyses BEAST (voir Figures 4 et S7), qui montrent une taille de population constante
jusqu'a environ 1 000 ans, suivie d'un déclin. Par conséquent, les résultats des deux méthodes
doivent étre traités avec prudence, et un modcle de taille de population constante pour la
population de loups d'Europe ne peut étre exclu.
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F I G U RE 4. Changements temporels dans les tailles de population inefficaces (INe) chez les loups européens
(a) et holarctiques (b). A - Tracé de la ligne du ciel pour les loups européens (haplogroupes W1 et W2), B -
Tracé de la ligne du ciel pour les loups d'Eurasie et d'Amérique du Nord (ensemble de données E). La ligne
représente la médiane et la zone grise représente les intervalles de 95% de la DHP

La perte de diversité des haplotypes chez les loups Européens est clairement illustrée par le
réseau temporel des haplotypes (Figure S8). Tous les haplotypes présents en Europe
occidentale au Pléistocene supérieur et au début de 1'Holocene étaient absents des
populations Européennes modernes. Un seul haplotype était partagé entre les loups du 19™
siecle et ceux de I'époque moderne. 11 était présent chez un loup des Alpes Francaises datant
de 1848 CE et chez des loups contemporains des Alpes Francaises, d'Italie et de Biélorussie.

Les estimations de la variabilité génétique pour les populations Européennes historiques
déduites sur la base d'un court fragment de la boucle D étaient cohérentes avec celles basées
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sur les mitogénomes entiers. L.a population Européenne historique a montré une variation
génétique modérée a élevée dans la région de la boucle D (Hd global = 0,83, n = 1,163%,
Tableau S7). Les valeurs les plus faibles des indices de diversité génétique ont été observées
en Italie, dans la péninsule Ibérique et en Pologne (Tableau S7). Les populations de loups
Francaises anciennes/médiévales et historiques ont montré des estimations similaires de
diversité génétique. Plus de la moitié des 22 haplotypes identifiés chez les loups Européens
vivant au 19°™ et au début du 20°™ siecle ont été trouvés en France (Figure 5, Tableau S7).

10 samples

1 sample

haplotype

present in
ancient/medieval samples
Austria

Balkans
Czech
Denmark
France
Hungary
Italy
Latvia
Poland
Portugal
Romania
Russia
Slovakia
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FIGURE 5. Réscau d'haplotypes des loups Européens historiques construit pour un fragment de région de
controle de 201 pb dans PopArt. Le réseau est coloré par la distribution des haplotypes

Nous avons évalué la différenciation génétique entre les loups Francais historiques de trois
régions géographiques (Sud, Nord-Est et Nord-Ouest ; Figure 1) en utilisant des Fgr par paire
calculés sur la base de données mitogénomiques ou de données D. Les données
mitogénomiques (Tableau S8) ont montré que la population du Nord-Est était différenciée
de celle du Sud (Fsr = 0,53). Les données mitogénomiques (Tableau S8) ont montré que la
population du Nord-Est était différenciée a la fois de la population du Sud (Fsr = 0,53) et de
la population du Nord-Ouest (Fsr = 0,42), alors qu'il n'y avait pas de différenciation entre les
deux autres régions (Fsr = 0). Les données du mitogénome ont montré que les loups Frangais
historiques du Sud et du Nord-Ouest avaient la plus faible distance génétique avec les
populations modernes des Balkans et de I'Europe de 'Est (Fsr : 0,08-0,14). Les analyses
basées sur I'ensemble de données D-loop (qui contenait un nombre considérablement plus
important d'échantillons de populations Européennes disponibles dans les études
précédentes) ont indiqué que les loups Francgais historiques étaient généralement moins
différenciés des autres populations historiques d'Europe/Moyen-Orient (Fgr : 0,00-0,63; Fer
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moyen : 0,10, 0,17, 0,47 pour le Sud, le Nord-Ouest et le Nord-Est de la France,
respectivement) que des populations modernes (Fsr: 0,09-0,95, Fsr moyen : 0,51, 0,57 et 0,60
pour le Sud, le Nord-Ouest et le Nord-Est de la France, respectivement). Ceci peut résulter
d'une plus faible diversité génétique dans les populations modernes, ce qui conduit a des
valeurs de Fsr plus élevées. Les populations Francaises ont présenté le Fgr significatif le plus
bas dans les comparaisons par paire avec les populations historiques d'Italie, d'Europe
centrale et orientale et de Suisse (Tableau S9).

3.3 | Distribution des populations ancestrales de loups

Pour reconstruire les changements phylogéographiques associés aux changements temporels
des fréquences des haplogroupes W1 et W2 en Europe, nous avons estimé la distribution
des populations ancestrales de loups a I'aide des méthodes S-Divain RASP et Bayes Traits.
La distribution ancestrale de I'haplogroupe W1 a été déduite comme étant soit en Sibérie du
Nord-Ouest, autour de la péninsule de Yamal (BayesTraits ; Figure 3a), soit en Europe (S-
Diva, Figure 3c). Les analyses S-Diva et Bayes Traits ont toutes deux montré que la
distribution la plus probable de la population ancestrale de 'haplogroupe W2 était I'Europe
(Figure 3b, ). Pour vérifier I'exactitude de ces analyses, nous avons reconstitué la distribution
de la population ancestrale de loups d'Amérique du Nord, dont on sait, d'apres des études
antérieures, qu'elle a colonisé le continent a partir de 1'Asie du Nord-Est via le pont de Béring
(Ersmark et al, 2016 ; Loog et al., 2020). En accord avec ces études, les distributions
ancestrales estimées des clades incluant les loups d'Amérique du Nord ont été identifiées
comme étant I'Amérique du Nord, la Béringie ou 1'Eurasie du Nord (nceuds 3-6 de la Figure
3c ; Figure S9, voir SI).

3.4 | Reconstitution du régime alimentaire

Les valeurs isotopiques des 13 canidés Francais analysés, datés entre 1'dge du fer et le début
du 20°™ siecle, varient de 7,3%0 2 11,11%o0 pour le 8N15 et de -21,94%0 a -19,15%0 pour le
8C13 (Tableau S5). Ces valeurs se situent dans la fourchette des loups et des chiens
Européens modernes et anciens (Figure 6). Nous avons reconstruit le régime alimentaire de
chaque individu en utilisant un modéle de mélange alimentaire dans Iso Source et les valeurs
isotopiques d'individus modernes ou anciens représentant des especes proies herbivores
potentielles, tirées de la littérature (Tableau S6). Pour la plupart des loups historiques (19
-20%™ siecles), le régime alimentaire déduit comprenait principalement de grands ongulés
(cerf rouge, bison, élan ; 34-95%), suivis par le chevreuil et le sanglier (11-34%). Les petits
herbivores - castor et li¢vre - représentaient moins de 30% du régime alimentaire de chaque
individu (Tableau S5, Figure S10). La seule exception est l'individu M102, pour lequel le
sanglier et le castor ont été identifiés comme la principale source de nourriture (51% et 48%,
respectivement). Deux individus (M58 et M74) avec des haplotypes d'ADNmt tombant avec
des haplogroupes de chiens (Figures 2, S4) avaient des régimes alimentaires similaires a ceux
d'autres loups Francais historiques, composés principalement d'ongulés sauvages.

Les loups anciens et médiévaux analysés avaient un régime alimentaire plus diversifié. Pour
trois individus (A5, A11 et A94), les grands ongulés (chevreuil, cerf élaphe, élan, aurochs,
bison et cheval) étaient les principales sources de nourriture (41-99%, Tableau S5, Figure
S11), les autres especes de proies représentant moins de 20% de leur régime. Pour le
spécimen A7, les 1époridés étaient les proies les plus communes (53%), suivis par les grands
ongulés (42%). Pour deux individus (A12 et A92), le bétail était la principale source de
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nourriture (57-63%), les grands ongulés sauvages étant la deuxieme proie la plus commune
(30-36%). Ces deux individus avaient des haplotypes d'ADNmt tombant dans I'haplogroupe
de chien C (Figure 2), et A92 se regroupait également avec les chiens sur la base des mesures
morphologiques (voir Informations complémentaires et Figure S2) ; par conséquent, ces
individus pourraient étre des chiens domestiques ou des hybrides de loup et de chien.

Les faibles valeurs 8N15 des individus A 8 et A 13 les ont placés en dehors de la gamme des
valeurs de proies utilisées dans I'analyse initiale (Figure S11), ce qui a entrainé l'absence de
solution disponible jusqu'a 'utilisation d'un parametre de tolérance tres élevé (1,7-1,9). Par
conséquent, nous avons effectué une analyse supplémentaire, en ajoutant des rennes et des
bisons de la période magdalénienne avec des valeurs 8N15 plus faibles, plus proches des
échantillons A8 et A13. Ces ongulés n'ont pas été inclus dans l'analyse initiale, car nous nous
sommes concentrés sur les proies contemporaines des échantillons analysés. Cette nouvelle
analyse suggere que les individus A8 et A13 se nourrissaient également de grands ongulés,
mais d'especes différentes de celles des autres loups anciens/médiévaux (Tableau S5, Figure
S11).
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FI G URE 6. Valeurs isotopiques des échantillons francais mises en relation avec les loups et les chiens de
la littérature. Les échantillons de loups sont représentés par des rectangles et les échantillons de chiens sont
marqués par des triangles, tandis que les échantillons dont I'identification est incertaine sont représentés par
des cercles. Les couleurs noires représentent les échantillons historiques (19¢me-20¢me siecles) et modernes. La
couleur grise représente les échantillons anciens/médiévaux. Pour les échantillons déja publiés, la moyenne et
I'écart-type du groupe sont indiqués

4 | DISCUSSION

La reconstitution de l'histoire évolutive des espéces existantes est essentielle pour
comprendre les facteurs qui déterminent leur distribution, leur diversité et leur démographie.
La connaissance de ces facteurs est importante pour identifier les menaces potentielles qui
peuvent conduire a I'extinction des especes et pour les prévenir par des pratiques de gestion.

Les analyses des populations passées utilisant I'ADN se sont révélées particulierement
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importantes pour résoudre les questions de biologie évolutive auxquelles les analyses des
seules populations contemporaines n'auraient pas permis de répondre (Otlando et al., 2021
et références y afférentes). Nous avons montré que, comme chez d'autres espéces de
mammiferes (par exemple Kotlik et al., 2018 ; Palkopoulou et al., 2016), I'expansion de l'aire
de répartition des populations de loups a entrainé des changements substantiels dans les
schémas phylogéographiques. Nous avons également montré que I'hybridation entre les
loups et les chiens domestiques a joué un role important dans l'histoire évolutive des deux
canidés, ce qui était également le cas d'autres especes ayant des parents domestiqués, par
exemple les sangliers contre les porcs domestiques (Frantz et al., 2019 ; Scandura et al., 2011),
les chats sauvages Furopéens contre les chats domestiques (Mattucci et al., 2019) et les
moutons sauvages contre les moutons domestiques (Cao et al., 2021). Malgré le déclin a long
terme de la population mondiale de loups (par exemple Bergstrém et al., 2022 ; Fan et al,,
2016 ; Loog et al., 2020 ; Pilot et al., 2014), la population Francaise locale a maintenu une
diversité génétique relativement élevée avant l'éradication par I'homme. Cependant, la
diversité génétique a chuté de maniére drastique au cours du 20°™ siécle, peu avant
l'extinction de la population Francaise et d'autres populations d'Europe occidentale
(Dufresnes et al., 2018).

4.1 Changements démographiques dans la population Européenne de loups

Nos résultats montrent que la population Européenne de loups a subi une perte de diversité
génétique et des changements dans les fréquences des haplogroupes de 'ADNmt au cours
de I'Holocene. Bien que notre reconstruction des modeles démographiques suggere que le
déclin de la population a commencé au plus tard a 1 kya, la plus forte perte de diversité
génétique s'est produite au cours des 200 dernicres années et a été associée aux extinctions
locales en Europe de I'Ouest. Au 19°™ et au début du 20°™ siecle, la diversité génétique des
loups dans la plupart des pays Européens était encore relativement élevée et la plupart des
haplotypes a cette époque étaient partagés entre les régions (Dufresnes et al., 2018). Les loups
Francais de cette période portaient divers haplotypes, qui représentaient les deux principaux
haplogroupes identifiés dans la phylogénie mitochondriale du loup gris et étaient partagés
avec des loups des péninsules Ibérique et Apennine ainsi que de I'Europe de I'Est. Des études
génomiques antérieures ont montré que les populations de loups Ibériques et Apennins ont
subi un isolement et des goulots d'étranglement a long terme (Pilot et al., 2014 ; Silva et al,,
2020), avec un temps de divergence estimé a environ 10,3 kya et un flux génétique limité
depuis cette époque (Silva et al., 2020). Nos résultats suggerent que l'isolement des régions
de la péninsule méridionale était soit incomplet, soit plus récent que ce qui avait été estimé
précédemment.

Bien que la persécution directe et la perte d'habitat au cours des derniers siecles aient
considérablement contribué au déclin démographique et a la perte de diversité génétique chez
les loups Européens, notre reconstruction des changements temporels de N, suggere que le
déclin a déja commencé vers 1 kya. Des études antérieures indiquent un début de déclin
encore plus précoce, par exemple une étude des populations Européennes modernes basée
sur des données SNP a I'échelle du génome a montré une diminution progressive de N,
depuis environ 60 000 ans (Pilot et al., 2014), les analyses de génomes entiers ont montré que
les populations de loups d'Eurasie ont connu des déclins vers 30-20 000 ans (Bergstrom et
al, 2022 ; Fan et al.,, 2016 ; Freedman et al., 2014), tandis que les génomes mitochondriaux
indiquent que le déclin de la population mondiale de loups a commencé vers 50 kya (Loog
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et al., 2020). Les différences dans ces estimations peuvent étre causées par l'utilisation de
différents ensembles de données et les différences dans les estimations des taux de mutation
et des temps de divergence. Ici, nous avons reconstruit les changements de N, dans la
population Européenne en nous basant sur les loups Européens du clade MHW uniquement,
tandis que les échantillons représentant des lignées plus anciennes ont été exclus. Nous avons
¢également exclu les séquences qui ont été placées dans les haplogroupes de chiens (Figures
2, $4), par exemple TH14, TU14, TU11 et CGG16 de Loog et al. (2020). Notre analyse
BEAST avec la reconstruction Skygrid pour la population mondiale de loups, y compris les
lignées éteintes, a montré un début de déclin plus précoce a environ 7-5 ka (Figure 4b) et une
augmentation de N, (environ 30-10 ka, Figure 4b) non observés dans la reconstruction
Skyline pour les loups Européens. L'augmentation observée de N, pourrait étre due a la
différenciation croissante des populations entre les loups d'Amérique du Nord et d'Europe,
ce qui expliquerait pourquoi elle n'est pas observée lors de l'analyse des données
Européennes. Cependant, les larges intervalles de 95% de la DPH des changements de N.
reconstruits ne nous permettent pas de tirer des conclusions sur les changements
démographiques avec une grande certitude. Nos analyses utilisant des calculs bayésiens
approximatifs ont montré que nous ne pouvons pas rejeter le modele de taille constante de
la population pour les loups Européens, bien que ce résultat puisse étre da a la difficulté de
détecter des goulots d'étranglement modérés en utilisant I'ADNmt avec des analyses de
simulation (Mourier et al., 2012, voir la discussion détaillée dans SI). Par conséquent, il peut
étre important d'évaluer plus avant les changements démographiques chez les loups
Européens a I'aide de données génomiques nucléaires.

4.2 | Remplacement partiel des lignées mitochondriales en Europe

Nos analyses suggerent que I'haplogroupe W2 du clade MHW est apparu en Europe vers 35
kya, c'est-a-dire avant I'époque estimée de I'immigration des loups de Sibérie en Europe vers
23,5 kya (Loog et al., 2020). L'haplogroupe W2 pourrait donc représenter la population qui
existait en Europe avant cet événement et qui n'a pas été completement remplacée par les
loups de Sibérie, mais qui a connu un déclin démographique. Le remplacement partiel des
ancétres est confirmé par les changements observés dans les fréquences des haplogroupes au
fil du temps. L'haplogroupe W2, qui était dominant en Europe depuis le Pléistocene
supérieur, est devenu beaucoup moins fréquent entre le début de I'Holocéne et le XX
siecle et n'a été observé que dans 20% des échantillons analysés entre le XIX“™ et le XX
siecle. Ces résultats sont cohérents avec ceux de I'étude du génome entier des loups anciens,
qui montre que le remplacement des ancétres résultant de I'expansion des loups de Sibérie
apres le dernier maximum glaciaire était incomplet et qu'une petite proportion d'ancétres plus
anciens a persisté en Hurope jusqu'a aujourd'’hui (Bergstréom et al, 2022). Notre
reconstruction de la distribution ancestrale suggere que I'haplogroupe W1 est originaire du
nord-ouest de la Sibérie, dans ou pres de la péninsule de Yamal (Figure 3a), alors qu'une
étude antérieure a indiqué que la Béringie était la source de la population de loups modernes
en expansion (Loog et al., 2020). Cette divergence peut résulter de la faible couverture de
I'échantillon de la Sibérie dans notre étude et dans les études antérieures, et par conséquent,
un échantillonnage plus intense de cette région est nécessaire pour établir la source

géographique précise de cette expansion.
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4.3 | Histoire de la population de loups Frangais

L'histoire récente des populations de loups Francais est similaire a celle des autres
populations d'Europe de 1'Ouest. Au cours des 19°™ et 20 siécle, les populations
Européennes de loups ont décliné de fagon spectaculaire en raison de la persécution humaine
et I'espece a disparu de la majeure partie de 'Europe occidentale et septentrionale (Baillon,
2016 ; Krofel et al., 2017). La population de loups des Alpes aurait disparu au début du 20°™
siecle (Valiere et al., 2003 et références), bien qu'une étude récente ait montré que quelques
individus avaient survécu dans les Alpes Francaises jusqu'au milieu du 20°™ siécle (Dufresnes
et al., 2019). Les échantillons les plus jeunes de notre jeu de données sont datés de 1944 CE
(France centrale) et de 1954 CE (France méridionale), ce qui est cohérent avec Baillon (2016),
qui a rapporté que les loups en France ont été observés jusqu'aux années 1970.

Les analyses des distances génétiques basées sur un fragment de boucle D ont montré que
les populations historiques Francaises étaient généralement moins différenciées des autres
populations historiques d'Europe/Moyen-Orient que des populations modernes (Tableau
S9). Ces résultats indiquent que dans le passé, les populations de loups Européennes étaient
plus connectées et moins structurées qu'aujourd'hui, ce qui est cohérent avec les résultats
précédents (Dufresnes et al., 2018). La forte différenciation entre les populations du nord-
est et du sud/nord-ouest montrée par la Fsr par paire (Tableaux S8, S9) suggere des
limitations dans les flux de genes entre le sud et le nord-est de la France dans le passé. En
conséquence, la colonisation actuelle des loups de I'Italie vers la France se fait principalement
a travers les Alpes (Fabbri et al., 2014 ; Valiere et al., 2003), tandis que le nord-est de la France
peut étre recolonisé a partir de I'Allemagne et de I'Italie. Cependant, les estimations de la
distance génétique pour la population historique Francaise peuvent étre affectées par la taille
des échantillons ; par conséquent, un échantillonnage plus étendu sera nécessaire pour
corroborer nos résultats.

Nous avons constaté que la population Frangaise avant I'éradication présentait une grande
diversité génétique, avec une diversité d'haplotypes de 0,67 et 0,76 dans les populations
anciennes/médiévales et historiques, respectivement, et une diversité nucléotidique
d'environ 1% dans les deux périodes (Figure 5, Tableau S7). Bien qu'aucun des haplotypes
présents en France entre le début de I'Holocéne et le XI®™ siecle n'ait été partagé avec la
population historique, I'étroite similarité génétique entre les échantillons de I'age du fer, de
I'dge romain et des périodes médiévales avec les échantillons des XIX®™ et XX*™ siecles
suggere que certaines lignées maternelles de la population Frangaise ont maintenu une
continuité depuis I'Holocene moyen jusqu'a la période précédant directement I'éradication
par I'homme. Le seul haplotype partagé entre les loups Francgais historiques et les loups
modernes qui ont recolonisé le pays est typique de la population Alpine. Les loups Italiens
ont un haplotype ADNmt prédominant qui, suite a l'expansion vers le nord de cette
population a travers les Alpes, se répand actuellement dans le sud de la France (Dufresnes et
al,, 2019 ; Fabbri et al., 2014 ; Randi, 2011). Cet haplotype Italien/Alpin était présent chez
un loup M27 de 1848 CE et des haplotypes trés proches ont été trouvés chez les loups M60
(1900 CE) et A109 (age inconnu-discussion sur les semences dans SI), tous originaires du
sud de la France, pres de la région Alpine. Ces résultats suggerent qu'a I'époque historique,
la répartition de ce qui est aujourd'hui la population Alpine était plus large et ne se limitait
pas a la région montagneuse, ce qui est cohérent avec les résultats de Dufresnes et al. (2018),
qui ont montré que les haplotypes de la population Alpine étaient présents en Europe de
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I'Est et du Notd, ainsi qu'au Moyen-Orient. La similarité génétique entre les loups Francais
historiques et les individus contemporains peut également suggérer que 'expansion actuelle
des loups depuis I'Italie a travers les Alpes peut permettre une recréation partielle du pool
génétique de la population Francaise d'origine. Des études récentes sur les loups Ibériques
ont montré que malgré 'expansion de la population et la stabilité de sa taille au cours des
dernieres décennies, la diversité génétique mitochondriale continue a décliner (Salado et al.,
2022). Par conséquent, bien que la population de loups en France soit en voie de
rétablissement, il est important d'assurer un suivi génétique étroit des populations en
expansion, car cette population peut encore étre préoccupante du point de vue de la

conservation.

4.4 | Composition du régime alimentaire des loups Frangais

La reconstitution du régime alimentaire basée sur les isotopes stables a montré que les loups
Francais de I'époque antique/médiévale et historique (19°™-20° si¢cle) se nourtissaient
principalement de grands ongulés, comme les loups Européens modernes (Newsome et al.,
2016 ; Pilot et al., 2012). Quelques individus présentaient une forte proportion de léporidés
(lapins et lievres) dans leur régime alimentaire, ce qui n'est pas typique des loups et suggere
que ces individus avaient une niche écologique différente. Une étude sur les canidés
magdaléniens a montré qu'une forte proportion de petits mammiféres comme les écureuils
terrestres (Spermophilus major) et les lievres sont caractéristiques d'une lignée de renards
(Baumann et al., 2020). Cependant, tous les échantillons, a I'exception de A8 (qui a échoué
au séquengage), ont été confirmés comme étant des loups gris ou chien sur la base de leur
ADNmt. Cela montre que la composition du régime alimentaire n'est pas a elle seule un bon
critere d'identification des especes.

L'un des échantillons historiques, M102, avait un régime alimentaire différent de celui des
individus contemporains, avec une proportion plus élevée de castors et de sangliers. M102
¢tait le seul échantillon historique du centre de la France soumis a l'analyse des isotopes
stables, alors que les autres échantillons historiques analysés provenaient de l'est de la France ;
par conséquent, la différenciation du régime alimentaire peut résulter de différences dans les
types d'habitat et la composition des communautés d'ongulés. Des différences similaires dans
la composition du régime alimentaire entre les populations régionales ont été rapportées pour
les loups contemporains d'Europe de 'Est, par exemple les sous-populations du nord ont
montré des proportions plus élevées d'élans, de lievres et de castors dans leur régime
alimentaire, par rapport aux sous-populations du sud qui ont montré une proportion plus
¢levée de sangliers dans leur régime alimentaire (Pilot et al., 2012).

Des changements dans la disponibilité des proies et les changements de régime alimentaire
qui en résultent ont été suggérés pour les populations de loups au Pléistocéne supérieur et
pendant I'Holocene (Germonpré et al,, 2009 ; Leonard et al., 2007). Par exemple, au
Pléistocene tardif, les loups du territoire du Yukon se nourrissaient principalement de
chevaux (Eguus sp.) auxquels s'ajoutaient des mammouths laineux (Mazmmuthus primigenius) et
des rennes (Rangifer tarandus), alors que les loups contemporains du Yukon se nourrissent
surtout de rennes et d'orignaux (Ales ales ; Landry et al., 2021). Ce changement de régime
alimentaire, résultant de l'extinction locale des chevaux et des mammouths, a été associé a
l'extinction et au remplacement de I'un des écomorphes de loup du paléistocene tardif, ce qui
a entrainé une perte de diversité génétique (Leonard et al., 2007). Les analyses des isotopes
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stables et des micro-usutes dentaires fournissent des preuves d'un changement de régime
alimentaire similaire chez les loups Européens (Flower et al., 2021 ; Flower & Schreve, 2014).
Avant le dernier maximum glaciaire, les loups Européens se nourrissaient de proies plus
grosses comme le cheval, le rhinocéros laineux (Coelodonta antiquitatis) et le bison (Flower et
al., 2021), alors que le régime alimentaire des loups modernes est principalement dominé par
des ongulés sauvages de taille moyenne : chevreuil (Capreolus capreolus), sanglier (Sus scrofa) et
chamois (Rupicapra rupicapra) et des ongulés plus grands : élan et cerf élaphe (Cervus elaphus ;
Newsome et al., 2016). La contraction des aires de répartition géographique des espéces
herbivores, pat exemple l'aurochs (Bos primigenins), le bison européen (Bison bonasus) et 'élan
(Crees etal., 2016) au cours de I'Holocene (age du fer-age Romain) précede la période estimée
du déclin de la population de loups dans cette étude. La reconstruction du régime alimentaire
des échantillons analysés a montré qu'a I'époque ancienne (age du fer-age Romain) et a la
période historique récente (19°-20°™ siécles), les grands ongulés constituaient la principale
source du régime alimentaire des loups (Tableau S5). Nos analyses n'étaient cependant pas
assez précises pour détecter les changements dans la composition des especes chassées a
travers le temps en raison de la petite taille des échantillons et du chevauchement des gammes
de valeurs isotopiques pour les différentes especes d'ongulés.

4.5 | Origine des haplogroupes de I'ADNmt du chien

L'haplogroupe D du chien, qui a actuellement une distribution restreinte en Europe et au
Moyen-Orient (Duleba et al., 2015), est regroupé au sein de l'haplogroupe W2 du loup
(Figures 2, S6). Nous avons montré que cet haplogroupe de loups n'existe que chez les loups
Européens et qu'il est apparu en Europe au Pléistocene tardif (27-44 ka). La conclusion selon
laquelle l'aire de distribution de I'haplogroupe W2 était restreinte a I'Europe pourrait avoir
¢été affectée par la sous-représentation des séquences du mitogénome des loups d'Asie de
1'Ouest par rapport a I'Europe. Cependant, nous avons confirmé cette conclusion dans une
analyse supplémentaire utilisant les séquences de la boucle D, ou 31% des haplotypes inclus
provenaient d'Asie de I'Ouest. L'origine Européenne de I'haplogroupe de loups W2 implique
que l'haplogroupe de chiens D est également originaire d'Europe, soit a la suite d'une
domestication locale de loups Européens, soit par introgression d'haplotypes d'ADNmt de
loups Européens dans des populations locales de chiens. Cela contredit les études antérieures
suggérant que l'haplogroupe D du chien est apparu en Europe via une expansion depuis
I'Asie du Sud-Est (Duleba et al., 2015) ou une introduction a médiation humaine depuis le
Proche-Orient au Néolithique (Ollivier et al., 2018). Les schémas spatio-temporels de la
distribution de 'haplogroupe D sont compatibles avec cette derniére hypothese, puisque les
restes de chiens les plus anciens représentant I'haplogroupe D proviennent d'Iran (7,9 kya),
suivis de restes légerement plus jeunes provenant d'Europe méridionale et centrale (7,4-4,3
kya ; Frantz et al..., 2016 ; Pionnier-Capitan,2010). De plus, Ollivier et al. (2018) ont montré
que les fréquences observées de I'haplogroupe D apres la transition néolithique n'auraient pu
étre dues a la dérive génétique que si la fréquence de cet haplogroupe en Europe du Sud était
tres élevée (supérieure a 41%) au cours de la période pré-néolithique. Cela n'est pas
compatible avec l'absence d'enregistrements de cet haplogroupe en Europe avant le
Néolithique. Cependant, les conclusions basées sur l'dge des vestiges doivent étre traitées
avec prudence, car de nouvelles découvertes peuvent réviser les hypotheses précédentes. Par
exemple, les données archéologiques suggéraient précédemment que I'haplogroupe A du
chien était arrivé en Europe au plus tot a I'age du bronze (Frantz et al., 2016), mais des
découvertes plus récentes ont montré que l'haplogroupe A était déja présent en Ibérie au
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Mésolithique (Pires et al., 2019) et dans la péninsule des Apennins au Pléistocene supérieur
(25 kya ; Ciucani et al., 2019). En outre, Ollivier et al. (2018) ont déclaré que, sur la base de
leurs analyses, ils ne peuvent pas rejeter I'hypothese selon laquelle I'haplogroupe D est apparu
en Europe et a changé de fréquence pour atteindre le niveau observé au cours de la période
post-néolithique en raison de la dérive uniquement, sil'on considere l'ensemble de I'Europe

comme une seule région.

L'hypothese de l'expansion néolithique des chiens en provenance du Proche-Orient est
cohérente avec une découverte récente basée sur les données nucléo-génomiques selon
laquelle les chiens néolithiques Européens présentent un cline est-ouest d'ascendance
génomique lié aux chiens du Proche-Orient (Bergstrom et al., 2020). Cette étude a conclu
que 'expansion humaine néolithique du Proche-Orient vers le sud de I'Europe a affecté le
patrimoine génétique des chiens Européens et que le cline observé reflete le mélange des
chiens mésolithiques Européens avec les chiens apportés par les fermiers néolithiques du
Proche-Orient (Bergstrom et al., 2020). Nos résultats ne contredisent pas cette conclusion,
mais montrent que 'haplogroupe D ne provient pas de l'expansion néolithique des chiens du
Proche-Orient et qu'il a des origines locales en Europe. Nous avons également constaté que
'haplogroupe D est étroitement lié a des canidés d'Allemagne et de Suisse datés de 15-14 ka
(Figures 2, S4), dont l'hypothese est qu'ils sont les représentants d'un stade précoce de
domestication du loup (Baumann et al., 2021), ce qui plaide en faveur d'une domestication
locale ou d'une introgression de chiens en Europe a partir de loups porteurs de I'haplogroupe
W2. Ceci est cohérent avec la découverte que les loups d'Asie de I'Est et d'Eurasie de 'Ouest
constituent deux sources d'ancétres des chiens domestiques, ce qui implique soit deux
sources de domestication, soit une introgression de loups locaux d'Eurasie de I'Ouest vers
des chiens domestiques originaires d'Asie de I'Est (Bergstrom et al., 2022).

Les haplotypes de sept échantillons de loups Francais et d'un échantillon de la République
Tcheque (Y37, voir Discussion dans SI) tombent dans les haplogroupes de chiens A et C
(Figures 2, $4). Ce résultat peut suggérer que : (1) ces individus sont des chiens domestiques
ou des hybrides F1, (2) ces individus portent des haplotypes de chien en raison de
l'introgression de lignées d'ADNmt de chien dans le pool génétique du loup, ou (3) les
haplogroupes de chien A et C proviennent de l'introgression de lignées d'ADNmt de loups
Européens dans le pool génétique de chiens domestiques. Pour quatre échantillons porteurs
d'haplotypes de chien (A12, A92, M58 et M74), nous avons obtenu une reconstruction
alimentaire basée sur des analyses isotopiques. Les deux échantillons historiques, M58 et
M74, avaient des signatures isotopiques tres similaires a celles des échantillons de loups de la
méme période, les grands ongulés étant considérés comme la principale source alimentaire
(Tableau S5). Par conséquent, ces deux individus étaient plus probablement des hybrides
loup-chien plutot que des chiens domestiques, ou portaient des haplotypes de chien en raison
d'un événement d'introgression antérieur. Les analyses morphologiques de I'échantillon M74
ont montré sa position intermédiaire entre les loups et les chiens (voir les informations
supplémentaires), ce qui suggere que cet individu est tres probablement un hybride loup-
chien.

Pour les échantillons les plus anciens - A12 et A92 - la proie la plus commune était le bétail,
alors que les autres loups anciens/médiévaux analysés se nourrissaient principalement de
grands ongulés sauvages. La forte proportion d'animaux domestiques dans le régime
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alimentaire des individus A12 et A92, combinée a leurs lignées mitochondriales tombant dans
les haplogroupes de chiens et aux mesures morphologiques de A92 tombant également dans
le groupe des chiens, indique que ces individus étaient des chiens domestiques. Les autres
canidés Francais étaient tres probablement porteurs d'haplotypes de chien a la suite d'une
hybridation passée suivie d'une introgression dans le pool génétique du loup (scénario 2).
Contrairement au cas de I'haplogroupe D du chien, il n'y a aucune preuve de 'origine des
haplogroupes A et C des loups Européens, ce qui rend le scénario 3 (qui supposait que les
haplogroupes A et C du chien provenaient de l'introgression d'haplotypes de loups
Européens dans le pool génétique du chien domestique) peu probable.

La présence des haplogroupes A et C chez les chiens anciens de France est cohérente avec
les études précédentes, qui ont montré que ces haplogroupes étaient les haplogroupes
dominants au Portugal (Pires et al., 2019) et en Italie (Koupadi et al., 2020) tout au long de
'Holocene, bien que chez les chiens Bulgares, 'haplogroupe B, au lieu de C, était le deuxiéme
haplogroupe le plus dominant (Yankova et al, 2019). En raison de la petite taille des
¢chantillons, nous ne pouvons pas faire d'hypotheses sur les changements dans la fréquence
des haplogroupes de chiens en France, mais il convient de mentionner que les échantillons
de I'haplogroupe C sont plus anciens (ige du fer et 13°"-14°™ siécle) que les échantillons de
I'haplogroupe A (19°™ siécle), ce qui est cohérent avec le modéle général d'augmentation de
la fréquence de I'haplogroupe A au fil du temps chez les chiens Eurasiens (Koupadi et al.,
2020).

Cinq canidés Frangcais inclus dans nos analyses phylogénétiques présentaient une coloration
noire du pelage et étaient donc suspectés d'avoir une origine hybride (voir Anderson et al.,
2009). Un individu, M112, était trés probablement un chien domestique, car les analyses
phylogénétiques et morphologiques le regroupaient avec les chiens domestiques (Tableaux
S1, 82, Figure §2). Les quatre autres individus noirs (M16, M26, M27 et M41) portaient des
haplotypes d'ADNmt typiques des loups, qui n'entraient dans aucun des haplogroupes de
chiens. Ces individus pourraient étre des hybrides issus de chiens en ligne paternelle, ou leur
couleur de pelage noire pourrait résulter d'une introgression suite a un événement
d'hybridation antérieur. Cependant, la délétion associée a la couleur de pelage noire a été
récemment trouvée chez un loup de Sibérie agé de 14 000 ans, suggérant que les loups du
Pléistocene pourraient avoir été la source ultime de ce trait (Bergstrom et al.,, 2022). Par
conséquent, la coloration noire chez les loups n'est pas nécessairement un indicateur de
l'ascendance canine et des analyses de 'ADN nucléaire sont nécessaires pour identifier les
signatures possibles d'un métissage avec des chiens.

5. CONCLUSIONS

Nos résultats suggerent que malgré les changements démographiques et le déclin de N, chez
les loups Européens, il y a eu une continuité génétique dans les lignées de loups Francais tout
au long de 1'Holocene, et avant l'éradication par 'homme, la population Francaise était
caractérisée par une grande diversité génétique. La recolonisation actuelle de la France par
des loups Alpins qui présentent une similarité génétique avec la population Francaise
historique donne une chance de restauration au moins partielle du pool génétique de la
population d'origine.
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Notre analyse phylogéographique mondiale a indiqué que les haplotypes mitochondriaux des
loups qui ont vécu en Europe tout au long de 'Holocéne se regroupent en deux haplogroupes
principaux. L'un d'entre eux (W2) s'est limité a 'Europe et est originaire de ce continent,
tandis que le second (W1) a une distribution holarctique et son lieu d'origine présumé est le
nord-ouest de la Sibérie. L'haplogroupe W1 est de moins en moins fréquent en Europe au
cours de 1'Holocene, ce qui est cohérent avec l'hypothese récente d'un remplacement
incomplet des ancétres sur ce continent a la suite de I'expansion des loups de Sibérie au cours
du dernier maximum glaciaire (Bergstrom et al., 2022). Les raisons du déclin de la population
et du remplacement des ancétres au cours de 1'Holocene restent a découvrir, mais les
changements écologiques pourraient étre le facteur principal, comme cela a été suggéré pour
la population nord-Américaine. Nos résultats suggerent également que l'un des principaux
haplogroupes de chiens est né en Europe a la suite d'une domestication locale ou d'une
introgression a partir de loups Européens. L'histoire évolutive des loups Européens au cours
de I'Holocene a impliqué un déclin démographique a long terme, un remplacement partiel de
lignées et un flux de genes avec des lignées domestiquées.
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