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Résumé

Les signaux chimiques déposés dans les feces jouent un roéle important dans la
communication intraspécifique et interspécifique de nombreux mammiferes. Nous avons
collecté des feces fraiches de loups adultes issus de groupes reproducteurs sauvages. Tous
les échantillons visuellement identifiés comme appartenant a des loups ont ensuite été
identifiés au niveau de l'espece par séquencage d'un petit fragment d'ADNmt et par typage
des marqueurs sexuels DBX6 et DBY7. En utilisant la chromatographie en phase gazeuse et
la spectrométrie de masse (GC-MS), nous avons identifié 56 composés lipophiles dans les
feces, principalement des composés organiques aromatiques hétérocycliques, tels que
l'indole ou le phénol, mais aussi des stéroides, tels que le cholestérol, des acides carboxyliques
et leurs esters entre n-C, et n-Cyg, des aldéhydes, des alcools et des quantités significatives de
squaléne et d’a-tocophérol, ce qui augmenterait la stabilit¢é chimique des feces sur des
substrats humides. L.e nombre et les proportions des composés varient d'un sexe a 'autre, ce
qui pourrait indiquer leur fonction de signaux chimiques. Nous avons également constaté
une variabilité dans les différents états de reproduction, en particulier dans les composés
odorants, les stéroides et I'a-tocophérol. Les feces ayant une fonction présumée de marquage
avaient des proportions plus élevées d’a-tocophérol et de stéroides que les feces n'ayant pas
de fonction de marquage. Ces composés pourraient étre impliqués dans la communication
intragroupe et intergroupe des loups et leurs niveaux dans les féces pourraient étre
directement liés au sexe du loup et a son état physiologique et reproductif.

INTRODUCTION

Les signaux chimiques jouent un role tres important dans la communication intraspécifique
et interspécifique de nombreuses espéces animales'®. Chez de nombreux mammiféres,
différents produits sémiochimiques sont incorporés dans les excréments, I'urine ou d'autres
marques olfactives, de sorte qu'ils restent sur le substrat dans le but de marquer les limites de
leur territoire ou d'attirer des pattenaires potentiels”’. Pour un mammifére carnivore, le
marquage olfactif de son environnement est trés important pour plusieurs raisons : pour
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délimiter les tetritoires, et donc maintenir la séparation entre les individus et les groupes®,

*19 et pour signaler leur statut social'™'* ou un

pour réaffirmer la possession de ressources
certain état physiologique, reproductif ou émotionnel™'*. En outre, ces signaux odorants
peuvent aider les individus a s'orienter sur leur propre territoire ou simplement 2 s'y sentir
en sécurité”, Chez de nombreux carnivores, il existe un lien étroit entre la dominance et le
marquage olfactif, et chez certaines especes, comme le loup (Canis lupus), seuls les individus
de haut rang (c'est-a-dire la paire alpha), montrent des signes de dominance et de marquage
olfactif, ce qui permet aux individus de se sentir en sécurité, montrent un comportement de

16,17

marquage par l'urine'®"" et les excréments'?, par lequel ils signalent continuellement leur statut

social au reste des membres du groupelg.

La communication chimique joue un réle important dans l'organisation sociale et la

répartition spatiale des loups'>'>'""?!

. Les loups investissent leur temps et leur énergie dans
une stratégie de marquage odorant qui garantit une probabilité maximale de détection des
signaux fécaux'>*". Ils déposent leurs excréments et leur urine sur des substrats visuellement
visibles et surélevés, ce qui améliore leur fonction de marquage'>'****. Par exemple, dans
la nature, les loups Ibériques choisissent des plantes de plus grand diametre et de plus grande
hauteur comme substrat pour déposer leurs excréments, ce qui augmente l'efficacité des
excréments comme signaux visuels et facilite la dispersion de l'odeur par le vent et
l'augmentation de la surface d'évaporation™. En outre, les excréments sont accumulés dans
des sites stratégiques, tels que les carrefours ou la probabilité d'étre détecté par des

congénéres est plus grande'’.

Les analyses des composés volatils fécaux ont réaffirmé la fonction des feces en tant que
source de signaux chimiques, en raison du grand nombre de composés chimiques qu'elles
contiennent. Il s'agit notamment d'une forte proportion de composés organiques
hétérocycliques aromatiques (c'est-a-dire avec des anneaux de benzene), d'aldéhydes, d'acides

% similaires a

gras de faible poids et d'alcools, qui sont des composés fortement odorants
ceux que l'on trouve dans les excréments des chiens domestiques®. Beaucoup de ces
composés volatils proviennent des sécrétions des sacs anaux et sont ensuite incorporés dans
les selles lors de la défécation®, et ces composés chimiques ont également été identifiés dans

les sécrétions des sacs anaux des loups™”

. Cependant, de nombreux autres composés
hautement volatils ont été identifiés dans les sécrétions des sacs anaux du loup mais n'ont
pas été retrouvés dans les feces, probablement parce qu'ils se sont évaporés rapidement des

26

feces en raison de leur exposition aux conditions environnementales™. De plus, les sécrétions

des sacs anaux peuvent ¢tre déposées indépendamment de la défécation et ne sont pas
toujours déposées dans tous les excréments (seulement dans moins de 10% des feces)™".
Ainsi, les fonctions des marques fécales et des sécrétions des sacs anaux peuvent étre
indépendantes, ou étre utilisées dans des contextes différents, ce qui suggere un double réle
dans la communication chimique. Les composés des sécrétions des sacs anaux déposés
indépendamment des feces sont plus volatiles et pourraient agir comme un signal
d'avertissement a court terme destiné directement aux individus proches, tandis que les
composés plus persistants trouvés dans les feces semblent étre utilisés dans le marquage

territorial 2 long terme™.

Les loups males adultes, en particulier les males alpha, déposent des sécrétions anales plus
fréquemment lors de la défécation que les femelles ou les jeunes™. En outre, les feces des
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jeunes loups et des adultes sont clairement différentes, les adultes ayant plus de composés

%, Ainsi, les

aromatiques volatils et d'acides gras qui sont absents des feces de la progéniture
composés volatils présents dans les feces semblent fonctionner comme un signal chimique
trés important dans la communication intraspécifique du loup, donnant des informations sur

le sexe, I'age, I'état endocrinien et leur identité individuelle®.

Dans cette étude, nous avons cherché a examiner plusieurs aspects de la fonction des
marques olfactives fécales en tant que signaux chimiques chez le loup Ibérique (Canis lupus
signatus). Les composés présents dans les échantillons fécaux de loups collectés dans la nature
ont été analysés a I'aide de la chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie de
masse (GC-MS) pour répondre aux questions suivantes :

1. Existe-t-il des différences intersexuelles dans la présence et I'abondance des composés
volatils dans les feces des loups adultes ?

2. La présence et l'abondance de ces composés dans les feces varient-elles en fonction du
statut reproducteur des individus ?

3. Les feces ayant une fonction présumée de marquage (i.e. déposées sur des substrats
visibles, au-dessus du niveau du sol, a des carrefours ou comme re-marquage) sont-elles les

seules a jouer un role dans la communication chimique des loups ?

MATERIEL ET METHODE

Zone d'étude et collecte d'échantillons fécaux

L'étude a été réalisée dans deux zones montagneuses du nord-ouest de 1'Espagne : le parc
naturel Os Montes do Invernadeiro et ses environs (province d'Ourense ; 42° 07' 52"N/07°
19" 09" W ; 880-1700 m.a.s.l) et la Sierra de la Culebra (province de Zamora ; 41° 53' 54"
N/06° 20" 01" W ; 800-1200 m.a.s.l.). Ces zones ont une forte densité d'ongulés sauvages
(cerf, chevreuil et sanglier) et de carnivores (renard, chat sauvage et martre d'Europe),
abritant notamment la plus forte densité de loups de la péninsule Ibérique et de toute
'Europe de I'Ouest.

Nous avons recueilli des échantillons fécaux de cing groupes de loups reproducteurs ; quatre
dans la Sierra de la Culebra et un dans le parc naturel Os Montes do Invernadeiro. Dans
chaque groupe, des excréments frais de loups adultes ont été collectés mensuellement, de
mai 2007 a décembre 2008, le long de pistes foresticres et de coupe-feu fréquemment
empruntés par les loups. Les échantillons fécaux ont été collectés sans manipulation des
animaux. Afin de discriminer le groupe auquel appartenaient les échantillons fécaux, les
chemins prospectés pour collecter les feces ont été établis dans chaque groupe a proximité
des sites de rendez-vous, puisque les loups défendent des groupes territoriaux et qu'il n'y a

“47. Les loups (louveteaux et adultes) restent sur les sites de

pas de chevauchement entre eux
rendez-vous de juillet 2 septembre et, parfois, jusqu'a la mi-octobre. Par conséquent, dans
ces zones, il y avait un niveau élevé d'activité des louveteaux et des adultes, ce qui facilite la
collecte de feéces tres fraiches (avec la cuticule de la muqueuse, voir ci-dessous). Ainsi, presque
tous les excréments ont été collectés pendant la période estivale (en été). Par conséquent, les
conditions météorologiques ne peuvent pas affecter différemment la fraicheur des feces. Au
cours des mois de mai et juin des deux années, nous avons recherché les sites de rendez-
vous. Ceux-ci étalent situés au centre du territoire de chaque groupe de loups, ou il y avait

une grande activité des petits et des adultes (empreintes, excréments, restes osseux de proies,
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piétinement de la végétation, traces, etc...), ce qui a facilité la collecte d'excréments tres frais
et diminué la probabilité de confusion avec les excréments d'autres carnivores. Néanmoins,
pour discriminer les excréments des loups de ceux des autres especes de carnivores
sympatriques, leur taille et leur forme ont été prises en compte, en ne prélevant pas
d'échantillons sur les excréments dont le diametre est inférieur a 2,5 cm et la longueur
inférieure a 25 cm. De plus, malgré toutes ces précautions, les feces collectées ont été
analysées par des techniques moléculaires afin d'identifier I'espece et le sexe (voir ci-dessous).

Les transects ont été inspectés dans un véhicule tout-terrain deux fois par jour (a I'aube et au
crépuscule), de sorte que le temps écoulé entre le dépot et la collecte des feces était inférieur
a 12 heures, étant donné que les loups présentent leurs pics d'activité les plus importants a
l'aube et au crépuscule’. Pour éviter les pertes potentielles de composés dans les vieilles feces
exposées 2 l'environnement pendant de longues périodes*, au cours de cette étude, seules
des feces tres fraiches ont été collectées pour les analyses chimiques. Pour déterminer si les
boulettes fécales étaient fraiches, nous avons examiné plusieurs caractéristiques qui,
ensemble, rendaient les feces fraiches inimitables par rapport aux feces plus anciennes. Les
matieres fécales fraiches étaient trés humides et brillantes, présentaient une cuticule
muqueuse a l'extérieur et dégageaient une odeur tres forte et caractéristique. En outre, les
matieres fécales fraiches se décomposaient rapidement en raison de la prédominance de la
matiere organique dans leur contenu. Cependant, les principaux restes qui subsistent dans les
feces exposées depuis longtemps sont des parties indigestes de la proie (poils et sabots).
L'exposition aux conditions environnementales, telles que la lumiere du soleil et la durée
d'exposition des feces a I'environnement, a rendu les feces beaucoup plus claires et leur a fait
perdre leur odeur. En revanche, lorsqu'elles sont exposées a des températures élevées,
typiques de I'été, elles ont tendance a perdre rapidement leur couche de mucus (1. Barja, obs.
pers.). De plus, les feces étaient patfois associées a de l'urine et/ou a des griffures sur le sol,

agissant comme des signaux composites pour les congénéres'?'

. Cela nous a permis de
déterminer la fraicheur de certaines feces, car l'urine disparaissait rapidement des plantes
(substrats choisis par les loups pour le marquage)™ et du sol ; et les griffures séchaient,
devenant rapidement compactes. Lorsqu'il y avait de la neige (novembre et décembre), elle
préservait plus longtemps les composés volatils des feces fraiches, méme ceux ayant un faible
poids moléculaire. En outre, lors de la collecte d'échantillons fécaux dans la zone d'étude,
nous avons placé des picges photographiques, dans un autre but, a proximité des transects
de collecte, ce qui nous a permis de confirmer la fraicheur des excréments collectés. Par
conséquent, en suivant toutes ces prémisses, nous avons pu nous assurer que les feces
collectées étaient tres fraiches, ce qui minimise la perte potentielle de composés volatils lors

de l'exposition a des facteurs environnementaux*'.

Nous avons classé les feces en deux groupes. (a) une fonction de marquage possible dans la
communication visuelle et chimique intraspécifique, et (b) de simples excrétions. Nous avons
considéré que les feces avaient une fonction de marquage lorsqu'elles étaient déposées sur
des substrats visibles (plantes, rochers, troncs, etc.), au-dessus du niveau du sol, a des
carrefours et/ou sur les feces de congéneres (sur-marquage). Nous avons considéré qu'un
substrat était visible lorsqu'il était le plus remarquable de tous ceux disponibles dans un cercle
de 2 m de rayon autour de la crotte'>">***. De plus, nous avons considéré les excréments
comme des indices de marquage s'ils se trouvaient sur un substrat situé a plus de 4 cm au-
dessus du sol"™ et au croisement de deux pistes ou plus®. Nous avons considéré qu'il y avait
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sur-marquage ou re-marquage lorsque les loups déféquaient sur une ou plusieurs marques
fécales précédentes™. Nous avons ensuite conservé les échantillons dans un réfrigérateur a -
20°C en vue d'analyses ultérieures.

Tous les échantillons fécaux collectés étaient d'origine inconnue en ce qui concerne I'individu
qui les avait produits. Afin de minimiser la pseudo-réplication et d'éviter tout biais dans
I'étude da a un petit nombre d'individus prospectifs différents, cinq groupes de loups
reproducteurs dont la taille variait entre 6 et 14 individus (I. Barja, données non publiées) ont
été suivis. La taille des groupes a été obtenue par observation directe des groupes au
crépuscule et a I'aube. De méme, le couple alpha de chaque groupe est le seul a se reproduire,
et le reste des membres collabore a I'élevage, en fournissant de la nourriture aux petits et a la
femelle lorsqu'ils sont dans la taniére et sur les sites de rendez-vous (élevage coopératif)*>.
Ainsi, dans les couloirs d'acces a ces zones, on peut souvent trouver plusieurs excréments
frais appartenant a des individus différents, ce qui permet de s'assurer que la collecte
d'échantillons ne fausse pas nos résultats.

Identification de 1'espece et du sexe des producteurs de féces a 1'aide de techniques
moléculaires

Pour vérifier de manic¢re fiable que les échantillons fécaux identifiés visuellement
correspondent a des loups, en évitant toute confusion avec des excréments d'autres
carnivores sympatriques, nous avons procédé a une étape d'identification des especes
consistant a séquencer la région de controle de 'ADN mitochondrial (ADNmt) sur les
¢chantillons fécaux collectés sur le terrain. Un sous-échantillon de chaque excrément a été
placé dans des tubes contenant de I'éthanol a 96% et conservé a -20°C jusqu'a son traitement.
L'extraction de 'ADN des échantillons fécaux a été réalisée a 1'aide d'un kit d'extraction basé
sur des membranes de silice et adapté aux échantillons non invasifs (QIAamp DNA Stool
Mini Kit, Qiagen), en suivant les lignes directrices du fabricant.

Pour déterminer 'origine des espéces des échantillons fécaux, un fragment de 440 pb de la
région de controle de ' ADN mitochondrial a été séquencé selon la méthodologie décrite par
Vild et al.”. Ta partie expérimentale consistait en l'amplification de I'ADN 2 l'aide de la
technique PCR (Polymerase Chain Reaction) et de l'utilisation des amorces universelles Thr-
L 15926 et DL-H 1634032 et en son séquengage ultérieur grace a l'application du kit
commercial Rhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems),
dans un séquenceur automatique ABIPRISM Model 3130 (Applied Biosystems). Le
nettoyage et la purification du produit amplifié ont été effectués selon la méthode combinée
de phosphatase alcaline et d'exonucléase I (ExoSAP-IT) développée par Amersham
Biosciences, afin d'éliminer les primers et l'exces de désoxynucléotides qui pourraient
interférer dans la réaction de séquencage ultérieure. L'assignation des especes a été réalisée
grace a la comparaison des séquences obtenues avec des séquences de référence de chiens et

de loups obtenues dans des études antérieures™”’

et avec celles déposées dans les bases de
données GenBank pour différentes espéces de mammiferes (http:// www. ncbi. nlm. nih.

gov/) et en utilisant le programme BLAST 2.0 (http:// www. ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST/).

Pour déterminer le sexe des échantillons identifiés comme produits par des loups, nous avons
utilisé la méthode décrite par Seddon”’, congue spécifiquement pour la détermination du sexe
dans les échantillons fécaux. A cette fin, deux marqueurs canins spécifiques ont été amplifiés
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a l'aide de la technique PCR : l'intron6 DBX (249 pb), qui identifie le chromosome X chez
les males et les femelles, et l'intron7 DBY (118 pb) qui identifie le chromosome Y chez les
males. Le succes de 'amplification de 'ADN a été vérifié par la migration électrophorétique
du produit amplifié dans des gels d'agarose a 1,5%. Nous avons identifié comme males les
échantillons qui présentaient les bandes correspondant aux chromosomes X et Y, et comme
femelles les échantillons qui présentaient exclusivement la bande correspondant au
chromosome X. Comme il existe plusieurs problémes liés a la faible quantité et a la qualité
de I'ADN extrait des excréments, tous les échantillons ont été traités en double. Les
échantillons dont l'identification par gel d'agarose était douteuse - en raison de la présence
de bandes faibles ou floues - et tous les échantillons de femelles - pour confirmer 'absence
réelle de l'allele Y - ont également été génotypés avec deux répétitions a l'aide d'un séquenceur
automatique (ABI PRISM 3130, Applied Biosystems). Pour la visualisation et la détection
des fragments correspondant aux chromosomes X et Y, le programme GENEMAPPER
version 4.0 (Applied Biosystems) a été utilisé.

Analyses chimiques des substances volatiles dans les feces

Nous avons transféré une petite quantité (environ 2 g) de chaque échantillon fécal dans un
flacon de verre chromatographique propre de 2 ml auquel 250 pl de n-hexane ont été ajoutés
(Sigma, qualité capillaireGC). Chaque flacon a été fermé avec un bouchon en téflon avant de
mélanger la solution pendant 1 min a I'aide d'un avortex. Ensuite, le flacon a été placé dans
un réfrigérateur pendant 10 minutes pour reposer jusqu'a ce que le matériau solide qui n'a
pas été dissous précipite au fond du flacon. Nous avons extrait la phase liquide claire du
surnageant a l'aide d'une seringue en verre et I'avons transférée dans un flacon propre fermé
par un bouchon en téflon. Nous avons également fabriqué des flacons de contrdle vierges
en suivant la méme procédure, mais sans ajouter de maticre fécale, afin de les comparer aux
¢échantillons de loups. Ainsi, nous avons pu détecter les contaminants provenant de la
procédure de manipulation ou les impuretés potentielles dans le solvant.

Pour analyser les échantillons, nous avons utilisé un chromatographe en phase gazeuse
Finnigan-ThermoQuest Trace 2000 (GC) équipé d'une colonne d'apoly (5% diphényle/95%
diméthylsiloxane) (Supelco, Equity-5, 30 m de long, 0,25 mm ID, 0,25 mm d'épaisseur de
film) et d'un spectrometre de masse Finnigan-ThermoQuest Trace 2000 (MS) en tant que
détecteur. Nous avons utilisé de I'hélium a un débit constant de 0,8 ml/min comme gaz
vecteur. Nous avons injecté 2 pl de chaque échantillon en mode splitless avec une
température d'entrée de 250°C. Le four du GC a été programmé de manicre a ce que la
température soit initialement maintenue a 45°C pendant 15 min, puis augmentée a un taux
de 5°C/min jusqu'a une température finale de 280°C, qui a été maintenue pendant 15 min.
L'ionisation par impact électronique (70 eV) a été effectuée a 250°C avec une température
de ligne de transfert de 280°C. Nous avons enregistré des fragments de spectres de masse
dans la gamme 7/ entre 39 et 550.

L'identification initiale provisoire des composés volatils dans les échantillons fécaux a été
réalisée en comparant les schémas de fragmentation (c'est-a-dire les spectres de masse) des
composés détectés dans les échantillons avec ceux disponibles dans la bibliotheque de
spectres de masse NIST/EPA /NIH 2010. Lorsque cela était possible (83,9% des composés),
l'identification a été confirmée en comparant les spectres et les temps de rétention avec ceux
obtenus dans les mémes conditions d'analyse en utilisant des étalons authentiques de qualité
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GC ou de grande pureté (de Sigma-Aldrich Chemical Co). Les impuretés identifiées dans les
échantillons des flacons de controle, telles que les maticres plastiques, les benzénamines, les
hydroperoxydes, etc. ne sont pas signalées.

Analyse statistique...

RESULTATS

Identification de I'espéce et du sexe

Sur les 73 échantillons fécaux analysés par des méthodes moléculaires, 67 échantillons ont
été sexés avec succes (42 males et 25 femelles). En outre, apres avoir séquencé un fragment
d'ADNmt de 440 pb a partit de I'ADN fécal, nous avons effectivement identifié 56
¢chantillons comme étant des loups. Toutes les séquences obtenues dans cette étude

correspondent aux séquences publiées dans des études antérieures™”’

et sont disponibles
dans le dépot Dryad, ainsi que leur correspondance avec les séquences publiées (voir la
section sur la disponibilité des données). Ainsi, une identification sans équivoque des especes
a été possible pour 76,7% des échantillons. De plus, bien que 17 (23,3%) échantillons fécaux
n'aient pu étre identifiés génétiquement, les analyses génétiques n'ont en aucun cas indiqué
que ces échantillons fécaux provenaient d'une autre espece de carnivores présente dans la
zone d'étude, telle que le renard, le chat sauvage ou la martre d'Europe. De plus, tous les
¢chantillons fécaux ont été collectés a proximité des sites de rendez-vous et leur morphologie
correspondait a celle des feces de loup. Nous avons donc considéré que les 94 échantillons
collectés appartenaient tres probablement a des loups et tous ont été utilisés pour les analyses

chimiques.

Composés chimiques dans les féces des loups adultes

Nous avons trouvé un total de 56 composés lipophiles dans 94 feces fraiches considérées
comme appartenant a des loups Ibériques adultes (Tableau 1). Les principaux composés
¢taient 11 composés hétérocycliques aromatiques (37,6% du TIC), 24 acides carboxyliques
et leurs esters entre n-Cy et n-Cy (22,3%) et huit stéroides (21,7%). En outre, nous avons
également trouvé cing aldéhydes (6,3%), du squaléne (6,0%), de 'a-tocophérol (3,7%) et
d'autres composés mineurs, tels que deux alcools (0,8%), deux amides (0,8%), du soufre
octaatomique cyclique (0,7%) et une cétone (0,02%) (Tableau 1). En moyenne, les cing
composés les plus abondants sont l'indole (28,5%), le cholestérol (11,5%), le squalene (6,0%),
l'acide hexadécanoique (5,9%) et le phénol (5,0%).

Le nombre de composés identifiés dans un seul échantillon fécal variait entre 2 et 43
(moyenne + SE = 16 £ 1 composé/échantillon fécal). Tous les principaux composés (> 5%)
ont été détectés dans la plupart des échantillons, bien que la présence et les proportions
relatives de certains produits chimiques montrent une grande variabilité entre les
échantillons.

L'analyse ACP des surfaces transformées de tous les composés a permis d'extraire 6
composantes principales (CP) avec des valeurs propres supérieures a deux, qui représentaient
ensemble 47,6% de la variance (Tableau 2). Les corrélations entre les proportions relatives
des composés volatils et les composantes principales sont présentées dans le Tableau 2.

Composés chimiques dans les feces des mailes et des femelles
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Les males et les femelles avaient des composés lipophiles similaires dans leurs feces, bien que
quatre composés mineurs n'aient été trouvés que dans l'un des deux sexes. Les principales
classes de composés trouvés dans les feces des males et des femelles étaient également
similaires, mais les proportions relatives de ces composés étaient légerement différentes
(Tableau 1). Les principales classes de composés trouvés dans les feces des males sont les
composés organiques aromatiques hétérocycliques (39,7%), les stéroides (24,6%) et les acides
carboxyliques et leurs esters (19,6%), alors que chez les femelles, les principales classes
trouvées sont les composés organiques aromatiques hétérocycliques (48,2%), les stéroides
(15,6%) et les acides carboxyliques et leurs esters (13,3%). Les cinq composés les plus
abondants dans les feces des males étaient I'indole (28,1%), le cholestérol (12,9%), l'acide
hexadécanoique (6,5%), le cholest-4-en-3-one (5,7%) et le phénol (5,1%), alors que les
principaux composés dans les feces des femelles étaient I'indole (36,5%), le squalene (8,0%),
le cholestérol (6,8%), le phénol (5,1%), et I'a-tocophérol (5,2%) (Tableau 1).

L'analyse PERMANOVA basée sur la matrice de ressemblance comparant les échantillons
de chaque sexe a montré des différences significatives dans la proportion globale de
composés dans l'ensemble du profil chimique entre les males et les femelles (pseudo Fy g5 =
5,69, P = 0,02). De méme, les résultats de ' ACP ont montré qu'il y avait des différences
intersexuelles significatives dans les composés décrits par le PC4 (ANOVA, F, = 11,14, P
= 0,014 ; Fig. 1), mais pas dans les autres PC (ANOVA, au moins P> 0,15 dans tous les cas).
Ainsi, selon les corrélations significatives des composés avec les PC, les males avaient des
niveaux plus élevés de stéroides tels que le cholestérol et le cholesta-4-en-3-one que les
femelles (Tableau 1). De plus, une analyse discriminante basée sur ces composés décrits par
le PC4 seul a attribué correctement le sexe de 79% des feces des males et 31% des feces des
femelles (Wilks'A = 0,85, F1,65= 11,30, P = 0,013).

Sex

’ 4 @ Males
@ Females
I ¢ Males
Females

2.04

PCS

PC4

Figure 1. Scores des facteurs individuels PC4 et PC5 extraits de I'ACP pour les proportions relatives de composés
lipophiles dans les féces des loups Ibériques méles (bleu) et femelles (vert) (Canis lupus signatus). Les points individuels
sont liés au centroide pour tous les échantillons de chaque sexe

Différences saisonniéres

L'analyse PERMANOVA basée sur la matrice de ressemblance comparant les échantillons
de chaque saison a montré qu'il y avait des différences significatives dans la proportion
globale de composés entre les trois saisons (pseudo Fro= 1,58, P = 0,037). Cependant, les
tests post-hoc permutationnels par paire ont montré qu'il y avait des différences significatives
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entre la saison reproductive et la saison non reproductive (P = 0,01) et entre la saison
reproductive et la saison de reproduction (P = 0,039), mais qu'il n'y avait pas de différences
significatives entre la saison de reproduction et la saison non reproductive (P = 0,51).
L'analyse CAP a attribué 49% des profils chimiques a la bonne saison en utilisant les distances
euclidiennes entre les échantillons (test de permutation, 852 = 0,49, P = 0,043, en utilisant la
validation croisée leave-one-out et m = 30 axes).

Une autre PERMANOVA a deux voies limitée aux échantillons qui pouvaient étre sexés (#
= 67) a confirmé qu'il y avait des différences saisonniéres globales significatives et des
différences significatives entre les sexes indépendamment de ces variations saisonniéres
(saison : pseudo Fo 5 = 2,15, P = 0,002 ; sexe : pseudo Fy 5 = 1,89, P = 0,027 ; saison X sexe :
pseudo F, 5 = 0,78, P = 0,79).

Season
404 @ Non-reproductive
@ Reproductive
Breeding
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Figure 2. Scores factoriels individuels PC4 et PC3 extraits de I'ACP réalisée pour les proportions relatives de composés
lipophiles dans les féces de loups Ibériques adultes (Canis lupus signatus) en fonction du statut reproductif des individus
: non-reproductif (bleu), reproductif (vert) ou reproducteur (gris). Les points individuels sont liés au centroide pour tous
les échantillons de chaque état reproductif

L'analyse des variations saisonnicres des PC résultant de I'ACP des composés a montré qu'il
existe des différences saisonnicres significatives dans les composés décrits par le PC4
(ANOVA, Fp = 4,28, P = 0,017) et par le PC3 (ANOVA, F,, = 4,45, P = 0,014) (Fig. 2),
mais pas dans les autres PC (ANOVA, P > 0,25 dans tous les cas). Ainsi, pendant la saison
de reproduction, les proportions relatives d'indole étaient significativement plus faibles, mais
les proportions relatives d'hexanal et de plusieurs acides gras (PC3) et de cholestérol et d'a-
tocophérol (PC-4) étalent significativement plus élevées que pendant la saison non
reproductive (tests de Tukey, P = 0,02 pour les deux PC) et la saison de reproduction (P <
0,05 pour les deux PC) (Tableau 3). Ces deux saisons ne différent pas significativement entre
elles (P > 0,78 pour les deux PC). Une analyse discriminante basée sur les composés décrits
par les PC3 et PC4 seuls a permis de classer les échantillons dans la bonne saison pour 44%
des échantillons de la période de reproduction et 92% des échantillons des saisons de non-
reproduction et de reproduction (Wilks' A = 0,82, F,150= 4,54, P = 0,0010).

Fonction de marquage des féces
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L'analyse PERMANOVA basée sur la matrice de ressemblance comparant les échantillons
de feces déposés avec une fonction présumée de marquage (c'est-a-dire des feces laissées sur
des substrats visibles, au-dessus du sol, a des catrefours et/ou remarquant d'autres feces)
avec ceux de feces avec une fonction non marquante (c'est-a-dire des feces laissées sur des
substrats peu visibles, au-dessus du sol, a des carrefours et/ou remarquant d'autres feces)
avec ceux de feces avec une fonction non marquante (c'est-a-dire, les féces laissées sur des
substrats peu visibles et/ou au niveau du sol, en dehors des carrefours, sans remarque) ont
montré qu'il n'y avait pas de différences significatives dans la proportion globale de composés
entre les feces ayant des fonctions différentes (pseudo Fiq = 0,74, P = 0,79). Néanmoins,
I'ACP a montré des différences significatives dans les composés décrits par le PC4 (ANOVA,
Fioo= 8,03, P = 0,006 ; Fig. 3), mais pas dans les autres PC (P > 0,12 pour tous), suggérant
que les féces avec une fonction de marquage présumée avaient des proportions plus élevées
d'a-tocophérol et de cholestérol que les feces avec une fonction sans marquage (Tableau 4).
Une analyse discriminante basée sur ces composés décrits par la PC4 seule a classé
correctement 95% des échantillons de féces sans fonction de marquage, mais seulement 18%
des féces avec une fonction de marquage (Wilks' A = 0,92, F, 9 = 8,03, P = 0,000).

Marking

" Non-marlang
20 ° function
@ Marlang function

Non-marlang
function

Marlang function

PC1

Figure 3. Scores individuels PC4 et PC1 extraits de I'ACP réalisée pour les proportions relatives de composés lipophiles
dans les féces de loups Ibériques adultes (Canis lupus signatus) en fonction de la fonction de marquage présumée (non-
marquage : bleu ; marquage : vert) de ces féces dans la communication intraspécifique. Les points individuels sont liés
au centroide pour tous les échantillons de chaque fonction de marquage

DISCUSSION

Les signaux chimiques qui médiatisent les comportements sociaux et reproductifs sont

souvent des mélanges ou des bouquets de composés structurellement similaires, mais
exptimés de maniére différente, propres a chaque espéce’. Nos analyses multivariées
suggerent que des variations subtiles de ce mélange de composés dans les feces des loups
pourraient leur permettre d'identifier, dans de nombreux cas avec une grande fiabilité, le sexe
et le statut reproductif de l'individu qui a produit le signal. Ceci réaffirme le réle important
que les féces peuvent jouer dans la communication chimique des loups, probablement au
moins lorsque les feces ont été produites avec une fonction de signalisation intentionnelle.

Certains des composés abondants et tres odorants trouvés dans les feces des loups pourraient
ne pas étre directement produits par les glandes anales, mais résulteraient plutot de la
transformation bactérienne d'autres composés trouvés dans les sacs anaux ou provenant des
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restes de proies dans l'intestin®. Ce pourrait étre le cas des acides aminéstryptophane et
tyrosine transformés par les bactéries en indole et phénol respectivement, de l'acide
benzoique transformé en tobenzaldéhyde, ou de certains acides gras produits par les
bactéries®. Néanmoins, ces composés produits secondaitement par fermentation
bactérienne, et qui disparaissent des sécrétions lors d'un traitement antibiotique™, pourraient
également avoir une fonction de signalisation a court terme. Ces composés sont
probablement directement destinés aux individus présents au moment de la défécation,
comme c'est le cas pour certains composés issus des sécrétions des glandes anales des
renards™ et des loups™.

D'autre patt, les composés de poids moléculaire élevé présents dans les feces sont plus stables
et, par conséquent, ils pourraient jouer un role important dans la communication chimique
a long terme dirigée vers d'autres individus qui pourraient trouver les feces a I'avenir. Ainsi,
le signal olfactif restera plus longtemps que s'il était limité aux composés de faible poids
moléculaire trés volatils, tels que ceux présents dans l'urine et les sécrétions des sacs
anaux”**. Le squaléne est un fixateur lipophile bien connu qui pourrait stabiliser les autres
fractions lipidiques en diminuant 'oxydation et, par conséquent, en augmentant la stabilité
chimique des feces sur des substrats humides, comme cela a été démontré dans les marques
olfactives d'autres animaux*"*. Le tocophérol est également un antioxydant® qui a également
été trouvé dans les féces d'autres mammiféres, comme chez les chévres, Capra hircus* et dans

les glandes anales des carcajous, Gulo gnlo®.

Les loups dominants sont ceux qui se nourrissent en premier des proies capturées et en
consomment les meilleures parties, les subordonnés étant contraints de consommer des
aliments de moindre qualité, moins riches en protéines et, dans les rares circonstances, de
jener®. Les loups dominants sont également les seuls individus qui se reproduisent au sein
de chaque groupe et ceux qui sont responsables du marquage du tetritoire'>*". L'a-tocophérol
est un composé chimique d'origine alimentaire, et des études menées sur des reptiles ont
montré que les individus ayant un régime alimentaire de meilleure qualité sécrétaient des
proportions plus élevées de vitamine E dans leurs signaux chimiques®. Cela suggere que la
présence de ce composé dans les sécrétions impliquées dans la communication chimique est
couteuse et peut donc dépendre de la qualité et de la santé des individus. Chez certains
insectes, I'état nutritionnel des males affecte la qualité de leurs phéromones dans I'attraction

d'un couple®’

et, de méme, chez le 1ézard des montagnes (Iberolacerta monticola), la qualité des
sécrétions fémorales des males en tant qu'attracteur de femelles augmente lorsque leur régime

alimentaire est supplémenté en vitamine D51.

Des analyses multivariées ont montré que les différences intersexuelles dans les profils
chimiques globaux des féces, qui sont probablement basées sur les différences significatives
trouvées dans les proportions relatives de certains composés partagés, pourraient permettre
aux loups de discriminer le sexe de l'individu signalant par des stimuli chimiosensoriels dans
de nombreux cas. Parmi les composés partagés, l'a-tocophérol était plus abondant dans les
feces des femelles, tandis que certains stéroides, tels que le cholestérol et le cholesta-4-en-3-
one, étaient relativement plus abondants chez les males. Cela suggere que les différentes
proportions de ces composés dans les feces peuvent étre liées aux niveaux d'hormones de
reproduction, ou a des différences spécifiques au sexe dans le métabolisme de ces composés,
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similaites a ce qui se passe avec les différences intersexuelles dans la présence de
glucocorticoides dans les feces™.

Des différences ont également été observées dans le nombre et la proportion de composés
présents dans les feces des loups a différents stades de reproduction. Des analyses
multivariées ont montré que les feces produites pendant la saison de reproduction avaient
des profils chimiques différents de ceux produits pendant la saison de non-reproduction ou
de reproduction, qui ne différaient pas. Certains composés tres odorants trouvés dans les
feces des loups, tels que I'hexanal et plusieurs acides gras, étaient plus abondants pendant la
saison de reproduction, alors qu'ils pourraient contribuer a rendre le signal olfactif plus visible
pour les congéneres pendant cette saison. Cependant, lorsque les loups adultes étaient en
dehors de la période de reproduction, le nombre de composés volatils dans les feces et la
proportion relative de stéroides et d'alpha-tocophérol diminuaient, tandis que les proportions
d'indole augmentaient. Ces résultats pourraient suggérer que, seulement pendant la saison de
reproduction, les individus seraient intéressés a investir dans la signalisation de leur état
physiologique en utilisant certains composés cotteux qui peuvent jouer un role majeur dans
la communication chimique et, par conséquent, ils diminueraient leur allocation aux féces en
dehors de la période de reproduction.

Les résultats obtenus soutiennent également notre hypothese selon laquelle, toutes les feces
ne sont pas déposées avec une fonction de marquage présumée. Nous avions précédemment
classé certaines feces comme des marques olfactives-visuelles sur la base des caractéristiques
physiques du substrat ou les feces ont été déposées et de leur distribution sur le territoire des
loups, ce qui augmente la visibilité et la détection par les résidents et les loups intrus®*”.
Cependant, nous avons trouvé dans les féces avec une fonction de marquage présumée une
proportion relativement plus élevée d'a-tocophérol, de squaléne et de stéroides, que dans le
reste des feces sans fonction de marquage assignée. Par conséquent, il semble que lorsque
les féces sont déposées avec une fonction de marquage, les individus investissent plus
souvent dans la sécrétion de composés qui sont plus cotiteux mais qui peuvent contribuer a
préserver le signal plus longtemps et qui ont une fonction présumée dans la communication
chimique.

La proportion relative d'a-tocophérol (= vitamine E) dans les feces différait entre les sexes,
augmentait pendant la période de reproduction et était également plus élevée dans les feces
ayant une fonction présumée de marquage. Tous ces résultats suggerent que I'a-tocophérol
peut jouer un role important dans la communication intra-groupe et inter-groupe des loups
et peut avoir trois fonctions principales. Premierement, I'a-tocophérol a des fonctions tres
importantes dans le métabolisme®, donc I'allocation de niveaux élevés de ce composé dans
les feces peut étre indicative de la qualité des individus (bonne nutrition, bonne santé, etc.).
De méme, chez les 1ézards ocellés (Timon lepidus), la libération de niveaux élevés de vitamine
E dans ses sécrétions de signalisation est directement liée a la qualité du systeme immunitaire
des males®. Deuxiémement, les niveaux d'a-tocophérol peuvent étre liés a la reproduction
et a la recherche de partenaires, comme le suggerent les niveaux élevés de ce composé au
cours de la saison de reproduction. Les loups pourraient utiliser cette caractéristique pour
évaluer non seulement la qualité individuelle et le statut reproductif du producteur des feces,
mais aussi pour estimer indirectement la qualité d'un territoire, c'est-a-dire la qualité de la
nourtiture disponible™ et pourraient montrer une préférence pour les zones marquées par
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des signaux contenant des niveaux élevés de vitamine E. Dans tous les cas, il est probable
que seuls les individus en bonne santé et de bonne qualité peuvent se permettre de détourner
des concentrations élevées de vitamine E du métabolisme pour les déposer dans leurs feces
et étre en mesure de maintenir leur territoire. Cela pourrait suggérer que la sécrétion de ce
composé avec les feces entraine un cout pour les individus, conférant une fiabilité aux

marques olfactives, ce qui permettrait leur évolution en tant que signaux sexuels fiables.

En résumé, les différences entre les sexes et entre les saisons dans les profils chimiques des
feces des loups, qui sont probablement liées a leur statut physiologique et reproductif,
réaffirment la fonction des féces comme marqueurs olfactifs chez cette espece. La plus
grande proportion de certains composés dans les feces déposées avec une fonction présumée
de signalisation, par rapport a ceux qui ne le sont pas, réaffirme la théorie selon laquelle
toutes les feces ne sont pas déposées avec une fonction potentielle de signalisation. La
présence de niveaux élevés d'a-tocophérol dans les feces déposées pendant la saison de
reproduction et avec une fonction de marquage, suggere son role possible en tant
qu'indicateur de signal sexuel de la « qualité » individuelle des loups ou de leurs tettitoires, ou
en tant que conservateur et amplificateur du signal d'autres composés. Cependant, des études
futures sont nécessaires pour révéler le role que la vitamine E et d'autres composés peuvent
jouer dans la communication des loups. Elles devraient inclure l'examen des réponses
comportementales des loups a des marques olfactives expérimentales manipulées avec
différentes proportions ou mélanges de différents composés ayant une fonction potentielle
de signalisation. Nous avons également besoin d'études qui établissent un lien entre I'état
physiologique naturel ou manipulé d'un individu donné et les composés trouvés dans ses

excréments.
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