Japon ¥a! PUBLIE-LOUP 2024

Les loups Japonais sont les plus proches parents
des chiens et partagent leur ADN avec les chiens
d'Eurasie de 1'Est

nature communications

Article https://doi.org/10.1038/s41467-024-46124-y

Japanese wolves are most closely related to
dogs and share DNA with East Eurasian dogs

Received: 19 March 2022 Jun Gojobori ®'*, Nami Arakawa', Xiayire Xiaokaiti', Yuki Matsumoto?,
Shuichi Matsumura ®2, Hitomi Hongo', Naotaka Ishiguro®'® &
Yohey Terai®@'*

Accepted: 14 February 2024

Published online: 23 February 2024

Résumé

Bien que l'origine du chien domestique ne soit pas encore claire, on pense que cette lignée a
¢té domestiquée a partir d'une population éteinte de loups gris, qui devrait étre plus
étroitement liée aux chiens qu'a d'autres populations de loups gris. Ici, nous avons séquencé
les génomes entiers de neuf loups Japonais (7,5-100x : périodes Edo a Meiji) et de 11 chiens
Japonais modernes et les avons analysés avec ceux d'autres populations de chiens et de loups.
L'arbre phylogénomique montre que, parmi les loups gris, les loups Japonais sont les plus
proches du chien, ce qui suggere que I'ancétre des chiens est étroitement lié a l'ancétre du
loup Japonais. Sur la base des relations phylogénétiques et géographiques, la lignée des chiens
est tres probablement originaire d'Asie de 1'Est, ou elle s'est séparée d'un ancétre commun
avec le loup Japonais. Etant donné que les chiens d'Eurasie orientale possédent des ancétres
de loups Japonais, nous estimons qu'un événement d'introgression de l'ancétre du loup
Japonais a l'ancétre du chien d'Eurasie orientale s'est produit avant l'arrivée du chien dans
l'archipel Japonais.

INTRODUCTION

L'ancétre du chien domestique est le loup gris (Canis lupus). Les loups gris existants sont
divisés en trois groupes : le groupe nord-Américain, le groupe Eurasien et le groupe des
chiens domestiques'. Des analyses phylogénomiques récentes des loups gtis ont montré que
le loup gris d'Amérique du Nord a divergé vers la position ancestrale de base, suivi par la
lignée Eurasienne'”. Les chiens forment un clade monophylétique qui est le groupe frére de
la lignée Eurasienne du loup gris'”. Par conséquent, I'hypothése selon laquelle les lignées
canines sont originaires d'Eurasie a été largement acceptée. Comme aucune population de
loups gris n'a été rapportée comme étant plus étroitement apparentée aux chiens que les
autres populations de loups, on pense que la lignée des chiens a été domestiquée a partir
d'une population éteinte de loups gris">>'""". Cependant, a notre connaissance, aucune
information n'est disponible sur cette population éteinte.
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De nombreuses régions d'Eurasie, y comptis le sud de I'Asie de I'Est 'Asie centrale'®,

'Europe’, la Sibérie'” et I'Eurasie de I'Ouest et de I'Est (double origine)'>"

, ont été proposées
comme candidats a l'origine des chiens. Cependant, l'origine de la domestication des chiens
fait toujours l'objet d'un débat, car l'origine temporelle de la domestication des chiens, c'est-
a-dire le moment ou le chien a commencé a s'associer a I'homme, ne peut étre assimilée au
moment de la séparation génétique entre les populations de loups et de chiens. La divergence
entre les lignées de loups gris et de chiens d'Eurasie a été estimée a 20 000-40 000 ans'"'™.
D'apres les analyses phylogénomiques, les chiens ont d'abord été divisés génétiquement en
deux lignées distinctes, a savoir les lignées d'Eurasie occidentale et otientale>*'>'*". Des
rapports ultérieurs ont suggéré une divergence ancienne de la lignée des chiens de traineau
de I'Arctique' ™™, qui est étroitement liée aux chiens américains d'avant le contact’. Les lignées
d'Eurasie occidentale et d'Eurasie otientale ont divergé il y a 17 000-24 000 ans'®; et un
ancétre de chien de traineau était présent dans le génome d'un chien Sibérien vieux de 9500

al’lSZO.

Des études ont suggéré que les populations de loups ont subi une introgression™ ™ * =
avec des chiens ou un flux génétique bidirectionnel entre des chiens Africains et un loup
Israélien’. En outre, des analyses récentes de génomes anciens ont montré que les chiens
sont globalement plus proches des loups d'Eurasie orientale et que le génome du loup lié a
la population moderne du sud-ouest de I'Eurasie a introgressé dans I'ascendance des premiers
chiens du Proche-Orient et d'Afrique®.

Le loup Japonais (Canis lupus hodophilax Temminck, 1839) était une sous-espece du loup gris
qui habitait les iles Honshu, Shikoku et Kyushu dans l'archipel Japonais et qui s'est éteinte il
y a 100 2 120 ans™ Récemment, le génome d'un spécimen de « loup de Honshu » (I'un des
noms communs du loup Japonais) datant du 19°™ siécle et provenant de la collection du
British Museum a été séquencé a une profondeur de couverture moyenne de 3,7 fois.
L'analyse de I' ADN de ce spécimen suggere que cet individu est étroitement lié a une lignée
de loups Sibériens qui existait au Pléistocene supérieur et qu'il présente un flux génétique
significatif avec les chiens japonais®. Un rapport ultérieur a suggéré une hypothése selon
laquelle les loups Eurasiens du Pléistocene et un loup proche des loups Eurasiens modernes
ont migré vers l'archipel Japonais et sont devenus les ancétres du loup Japonais™.

Dans cette étude, nous avons séquencé neuf génomes de loups Japonais et onze génomes de
chiens Japonais modernes avec une couverture élevée et les avons analysés avec cent
génomes de chiens et de loups provenant de bases de données publiques. Les analyses
montrent que (1) le loup Japonais était une sous-espece unique de loup gris qui est
génétiquement distincte des loups gris existants et anciens connus a ce jour, (2) le loup
Japonais est le plus étroitement lié au groupe monophylétique des chiens. En outre, (3)
l'ascendance du loup Japonais s'est introduite dans 1'ancétre des chiens d'Eurasie de 1'Est a
un stade précoce de I'histoire du chien apres avoir divergé des lignées d'Eurasie de I'Ouest.
Le génome dérivé de l'ascendance du loup Japonais a été hérité par de nombreux chiens
modernes (5,5% au maximum), méme dans les lignées d'Eurasie occidentale, par métissage
avec les lignées d'Eurasie orientale.
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RESULTATS

Relations entre les loups Japonais et les autres chiens et loups gris

Pour la présente étude, nous avons désigné neuf individus (des périodes Edo et Meiji, voir
Données complémentaires 1) avec des haplotypes® d'ADN de type loup japonais comme
étant le loup japonais. Il existe 11 races de chiens indigénes au Japon™, et trois races (Akita,
Kishu et Shiba) ont été utilisées comme chiens Japonais dans cette ¢tude. Les séquences
d'ADN génomique de ces neuf loups Japonais (18,5-241 Gb : profondeur moyenne de la
couverture, 7,5-100x) et de ces 11 chiens Japonais (59-127 Gb : profondeur moyenne de la
couverture, 24-53x) ont été déterminées (données supplémentaires 1, Figure supplémentaire
1). En outre, nous avons utilisé les données de séquence de 56 chiens et de 23 loups gris
modernes avec une profondeur de couverture >20x, de quatre chiens anciens et de huit
canidés anciens avec une profondeur de couverture >5x, ainsi que de six especes hors groupe
provenant de la base de données publique (données supplémentaires 2, Figures

supplémentaires 2 et 3).
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Fig. 1 | Relations entre les loups Japonais et les autres canidés. A) Analyse des composantes principales (PC1 versus
PC2) de 98 échantillons basés sur 290 414 SNP bialléliques non liés extraits de 1 696 115 sites (voir les données
supplémentaires 2 pour les informations sur les échantillons). Les cercles, carrés et triangles colorés correspondent aux
noms des chiens et des loups dans le tableau. B) Résultats ADMIXTURE basés sur les données SNP pour K = 4 (voir
Données complémentaires 2 pour les informations sur les échantillons). Les espéces hors-groupe sont le coyote, le loup
doré africain et le chacal doré. Les données sources sont fournies dans un fichier Source Data. Article
https://doi.org/10.1038/s41467-024-46124-y Nature Communications

Toutes les données de séquence ont été mises en correspondance avec la séquence
génomique de référence (CanFam3.1). Apres appel des haplotypes et fusion des fichiers gvcf,
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les polymorphismes de nucléotides simples (SNP) ont été¢ génotypés. Nous avons créé quinze
ensembles de données afin de maximiser le nombre de sites SNP pour chaque analyse (voir
Méthodes). Pour examiner la relation génétique entre les individus utilisés dans cette étude,
une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée en utilisant les individus ayant

une couverture élevée (Fig. 1A).

Dans I'ACP, les loups Japonais forment un groupe distinct, ce qui suggere que les loups
Japonais sont génétiquement séparés des chiens, des loups gris et de toutes les especes hors
groupe. L'axe PC1 sépare les groupes de loups gris et de chiens. Les chiens forment un
groupe réparti le long de 1'axe PC2. Les dingos et les chiens chanteurs de Nouvelle-Guinée
(NGSD) étaient les plus proches des loups Japonais parmi les chiens le long de 1'axe PC2,
suivis par un groupe de chiens Japonais (Fig. 1A). Il convient de noter que les positions dans
le tracé de I'ACP indiquent les caractéristiques génétiques des populations, mais pas les
relations phylogénétiques ni un événement d'introgression passé. En utilisant le méme
ensemble de données, nous avons également généré un résultat ADMIXTURE avec I'erreur
de CV la plus faible a K = 4 (Fig. 1B). Dans cette analyse, les loups Japonais ont également
formé des groupes avec un K plus élevé, comme K = 5 ou K = 0, indiquant que leur
composition génétique était unique par rapport a celle des autres chiens et des loups gris (Fig.
1B et Fig. supplémentaires 4 et 5).

Ensuite, nous avons ajouté a 'analyse les trois individus de loups Japonais ayant une faible
couverture [un « loup de Honshu »* : couverture moyenne 3,7x] et une faible proportion du
génome de référence couverte (Leiden b* : 12%, Leiden ¢ : 23%, voir les données
complémentaires 1 et 2). Nous avons exclu ces trois échantillons des autres analyses afin de
ne pas réduire le nombre de SNP dans I'ensemble de données. L'ACP a montré que Leiden
b et le loup de Honshu étaient trés proches du groupe des loups Japonais, tandis que Leiden
c était placé dans une position intermédiaire entre les chiens et les loups Japonais (Figure
supplémentaire 6). L'analyse ADMIXTURE a montré que Leiden b et le loup de Honshu
présentaient le méme schéma d'ascendance que les autres loups Japonais, tandis que Leiden
¢ semblait contenir les compositions génétiques des chiens (Figure supplémentaire 7). Nous
avons utilisé la statistique &4 de Patterson® pour identifier les individus canins ayant une
grande affinité génétique avec Leiden c afin de déterminer quelle population canine était la
source de l'introgression. Le chien qui présentait la plus grande affinité avec Leiden c était le
chien Japonais Shiba (Figure supplémentaire 8A), et Leiden ¢ contenait 39% du génome du
Shiba (Figure supplémentaire 8B). Il convient de noter que la race moderne Shiba n'a pas été
attribuée avant les années 1930 et 1940, bien apres la naissance du spécimen Leiden ¢ du
19 siecle. Par conséquent, nous avons supposé que le chien source qui a fourni le génome
du chien de Leiden c était un chien indigéne du 19°™ siécle. En revanche, la bande Leiden b
n'a montré aucune affinité avec les chiens (Figure supplémentaire 8C). Ces résultats indiquent
que le loup de Honshu de la bande de Leiden est inclus dans le groupe des loups Japonais,
tandis que Leiden c est un individu hybride entre les loups Japonais et les chiens.

Pour confirmer une étude précédente® analysant le loup de Honshu, nous avons ajouté les
loups du Pléistocene (Bunge-Toll-1885, Tirekhtyakh, Tumat 2, Ulakhan Sular, Yana RHS

2213 notre ensemble de données et nous avons effectué

dans les données supplémentaires 2)
une ACP (Figure supplémentaire 9). Les loups du Pléistocene étaient étroitement liés aux

loups Eurasiens, tandis que les loups Japonais formaient un groupe distinct. Notre analyse
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ADMIXTURE (Figure supplémentaire 7) suggere que le loup de Honshu ne contient pas
plus de composants d'ADN de chiens que les autres loups Japonais. Ces résultats different
de ceux de Niemann et al. 2020, qui ont analysé un seul loup de Honshu. La différence entre
les données de Niemann et al. 2020 et les nétres réside dans le nombre d'individus de loups
Japonais et dans la couverture des séquences. Nous avons donc modifié notre analyse pour
créer un total de huit ensembles de données, sept avec un nombre de loups Japonais allant
de 1 a7 etun avec un seul loup de Honshu au lieu de loups Japonais. Les résultats de 'ACP
et ’ADMIXTURE utilisant ces huit ensembles de données (Figures supplémentaires 10-12)
ont montré que les différences entre les résultats de Niemann et al. 2020 et ceux de la présente
¢tude étaient principalement dues au nombre de loups japonais utilisés dans l'analyse. Les
différences dans la couverture des séquences d'ADN ou l'affinité génétique entre le loup de
Honshu et les loups du Pléistocéne® ont probablement un petit effet sur ces différences (voir
l'explication détaillée dans la note supplémentaire 1).

Pour confirmer les études antérieures proposant un flux génétique entre le loup Japonais et
les loups du Pléistoceéne™, nous avons ajouté les loups du Pléistocéne (alias Bunge_Toll,
BelayaGora, JK2183, et PJ35k dans les données supplémentaires®) et le loup Japonais de 5000
ans (Jwbk dans les données supplémentaires 2) a notre ensemble de données (Fig.
supplémentaires 13-18). Chaque loup de Honshu et Jwbk ont formé un groupe
monophylétique avec d'autres loups Japonais avec un support de bootstrap élevé (Figures
supplémentaires 13B et C), respectivement, ce qui suggere que ces deux individus sont
membres du loup Japonais. En outre, les statistiques /4 suggerent que le flux génétique entre
les loups du Pléistocene et le loup Japonais (Figure supplémentaire 14A) etle loup de Honshu
(Figures supplémentaires 14B et 16B) était inférieur a la limite de détection (voir I'explication
détaillée dans la note supplémentaire 2).

Position phylogénétique des loups Japonais

Pour déterminer la position phylogénétique des loups Japonais, un arbre phylogénétique a
¢été construit en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance (ML) (Fig. 2A). Parmi
les loups gtis, les individus d'Amérique du Nord/Arctique se sont ramifiés en premier a la
position basale de l'atbre, suivis par les loups gtis d'Europe/Moyen-Orient et d'Asie de I'Est
(voir également la Figure complémentaire 19). Les chiens forment un clade monophylétique
(Fig. 2A et Fig. supplémentaire 19), comme I'ont montré des études antérieures™'>'****, Les
loups Japonais forment un clade monophylétique qui est un groupe frére du clade
monophylétique des chiens (Fig. 2A et Fig. supplémentaire 19). La relation de groupe jumeau
entre les loups Japonais et les chiens a également été soutenue par un arbre déduit par
SVDQuartets, un arbre Neighbor-Joining basé sur la distance identity-by-state (IBS), un
arbre Maximum parsimonye, un arbre phylogénétique de type species-tree basé sur la
coalescence, et un arbreML sans coupure de fréquence d'allele mineur et sans élagage (Fig.
supplémentaires 20-24). Nous avons confirmé que les loups du Pléistocene appartenaient au
clade des loups gris d'Eurasie et qu'ils étaient éloignés du clade des chiens/loups Japonais
(Fig. supplémentaire 15). L'analyse réalisée a l'aide des statistiques de l'outgroup-f3* a
également montré que le loup Japonais était le plus étroitement apparenté aux chiens parmi
les loups (Fig. 2B). Lorsque nous divisons davantage les chiens en sous-populations, les
statistiques outgroup-f3 montrent des résultats différents entre les chiens dingo/NGSD et
les chiens Afficains ; le dingo/NGSD est le plus étroitement lié au loup Japonais tandis que
le chien Africain est le plus étroitement lié aux loups gris du Moyen-Orient (Fig.
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supplémentaire 25A et B). Les différentes affinités génétiques des populations de chiens avec

le loup Japonais peuvent résulter d'une introgression entre les chiens africains et les loups
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Fig. 2 | Relations phylogénétiques et affinités génétiques entre les loups Japonais et les autres canidés. A) Arbre de
vraisemblance maximale basé sur 17 489 SNP bialléliques non liés extraits de 179 397 sites (voir les données
supplémentaires 2 pour les informations sur les échantillons). B) Dérive génétique partagée entre les chiens et les loups
gris mesurée par les statistiques f3 hors groupe. Tous les chiens et les loups Japonais ont été utilisés comme populations.
Les loups sont représentés sur le cté droit du panneau. Les données sont présentées sous forme de valeurs 3 +/- erreurs
standard (n = 52) (représentées par des barres d'erreur). C) Filiation génétique partagée entre le loup Japonais et tous
les chiens, mesurée par les statistiques 3 de I'outgroup. Chacun des chiens africains et des individus Dingo/NGSD a été
utilisé comme population. Les noms des chiens sont indiqués & gauche du panneau. Les données sont présentées sous
forme de valeurs f3 +/- erreurs standard (n = 9) (représentées par des barres d'erreur). D) Statistiques 4 testant les
relations entre le loup Japonais et tous les autres loups par rapport & la NGSD1 (panneau de gauche) et au Basenii
(panneau de droite). Les noms des loups sont indiqués & gauche et & droite des panneaux de gauche et de droite,
respectivement. Les lignes grises indiquent les Zscore -3 et 3 (n = 10). Les données sources sont fournies dans un fichier

Source Data

Comme la topologie de l'arbre dans les analyses phylogénétiques peut étre affectée par
l'introgression entre les taxons, un arbre phylogénétique utilisant des taxons montrant des
effets d'introgression minimaux devrait étre la représentation la plus précise de la ramification
de la population. Par conséquent, pour obtenir un tel arbre, nous avons examiné
l'introgression entre les loups Japonais et les autres chiens et loups. Nous avons comparé
l'affinité génétique de chaque chien avec les loups Japonais en utilisant les statistiques /3 et
/4, et nous avons constaté que les chiens de la lignée de l'est de I'Eurasie (Figures
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supplémentaires 19-21), en particulier les dingos, les NGSD et les chiens Japonais,
présentaient une affinité significative avec les loups Japonais (score Z >3) (Fig. 2C et Figures
supplémentaires 26 et 27). En revanche, les chiens de la lignée Eurasienne occidentale, en
particulier les chiens d'Afrique, ont montré une faible affinité avec les loups Japonais (Fig.
2C et Fig. supplémentaires 26 et 28). Les statistiques /4 n'ont montré aucune affinité entre
les populations de loups gris et les loups Japonais (Fig. 2D).

Les possibilités de flux de genes entre les loups gris, a I'exception du loup Japonais, et les
chiens ont également été examinées a l'aide des statistiques /4. Les loups gris du Moyen-
Orient ont montré une forte affinité avec les chiens (Fig. supplémentaire 29), ce qui est
cohérent avec les rapports précédents'™>?. Sur la base de ces résultats, nous avons refait une
analyse phylogénétique pour confirmer la relation entre les loups Japonais et les chiens. Pour
minimiser 'effet de l'introgression entre les loups et les chiens, nous avons inclus les chiens
Africains comme seuls représentants des chiens et exclu les loups gris du Moyen-Orient.
Méme dans l'arbre phylogénétique obtenu a partir de cette analyse, le loup Japonais formait
toujours un clade frere avec les chiens Africains (Figure supplémentaire 30). Nous avons
également confirmé la relation entre le loup Japonais et le chien en construisant des arbres
phylogénétiques en utilisant des ensembles de données excluant les chiens Japonais (Figure
supplémentaire 31A) et les chiens d'Eurasie de I'Est (Figure supplémentaire 31B). Nous
avons donc conclu que les loups les plus étroitement liés a la lignée canine sont les loups
Japonais.

Le génome de I'ancétre du loup Japonais dans le génome du chien

Les loups Japonais ont montré une forte affinité avec de nombreux chiens d'Eurasie de I'Est
(statistiques /3, /) (Fig. 2C et Fig. supplémentaires 26-28), ce qui peut étre da a I'introgression
de génomes de chiens dans le loup Japonais pour son ancétre (ci-apres, I'ancétre du loup
Japonais) ou vice versa. Nous avons étudié la direction du flux génétique entre les loups
Japonais et les chiens d'Eurasie de I'Est en utilisant le rapport 4%, Nous avons constaté que
le degré d'introgression génomique de la lighée du loup Japonais vers les chiens était le plus
élevé chez les dingos et les NGSD (5,5%), suivis par les chiens Japonais (3-4%), ainsi que
chez les chiens d'autres lignées d'Eurasie de 'Est (Fig. 3A). En revanche, l'introgression
génomique du chien vers le génome du loup Japonais n'a pas été confirmée (Jigure
supplémentaire 32), etle génome du loup Japonais contient une petite proportion du génome
du chien qui est indétectable par le rapport A4 (Figures supplémentaires 33 et 34).

Le degré d'introgression génomique des loups Japonais vers les chiens était plus élevé chez
les chiens d'Eurasie de 'Est que chez ceux d'Eurasie de 1'Ouest. Il variait également entre les
chiens d'Eurasie de I'Est. Cette variation peut avoir été causée par des événements
d'introgression multiples entre les ancétres des loups Japonais et des chiens dans différentes
régions, ou par une introgression unique suivie d'une diffusion du génome de l'ancétre du
loup Japonais dans diverses populations de chiens.
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Fig. 3 | Mélange entre les loups Japonais et les autres canidés. A) Un test de rapport f4 pour estimer la proportion
d'introgression du génome du loup japonais vers les chiens. Chaque valeur de rapport f4 a est représentée dans l'ordre
de la valeur la plus élevée & la valeur la plus faible en partant du haut, et les noms des chiens sont indiqués sur le cdté
droit du panneau. Les données sont présentées sous forme de valeurs de rapport f4 a +/- erreurs standard (n = 14)
(représentées par des barres d'erreur). Le score Z supérieur a 3 est coloré en bleu. B) Graphique de mélange TreeMix
construit & partir de données élaguées LD (150 502 sites) sur un ensemble de données composé de 88 chiens/loups
fusionnés en 13 groupes selon la relation phylogénétique. C) Statistiques f3 testant si les chiens partagent plus d'alléles
avec le dingo/NGSD (axe des abscisses) ou le loup Japonais (axe des ordonnées). Les points indiquent les statistiques
f3, et les barres d'erreur horizontales et verticales représentent les erreurs standard pour les tests avec les chiens
africains (axe des abscisses, n = 12) et le dingo/NGSD (axe des ordonnées, n = 8), respectivement. Chacun des loups
Japonais et des dingos/NGSD a été utilisé comme population. Les données sources sont fournies dans un fichier Source
Data

Pour déterminer I'hypothése la plus probable, nous avons d'abord examiné le degré de flux
génétique entre les chiens de différentes régions. Les chiens Africains et les dingos/NGSD
représentent les bords opposés du groupe de chiens dans I'ACP (Fig. 1A) et présentent
respectivement les affinités les plus faibles et les plus élevées avec les loups Japonais (Fig.
2C). On estime que les dingos ont divergé des chiens d'Asie du Sud il y a 8300 ans (IC : 5400-
11200)", des preuves archéologiques attestant de leur arrivée en Australie il y 2 au moins
3500 ans® ou 3348-3081 ans™. On considére que les dingos ont été isolés en Australie depuis
cette époque’”. On estime que les chiens Africains ont divergé des races Européennes il y a
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14 000 ans™, les preuves archéologiques attestant que les premiers chiens en Afrique datent
de 6300-5600 av. J.-C.**. Ces études indiquent également qu'ils sont restés isolés depuis cette
époque”.

Le chien Afficain et le dingo/NGSD sont inclus dans les clades d'Eurasie occidentale et
d'Eurasie orientale, respectivement (Figures supplémentaires 19-21). IIs sont donc
susceptibles d'étre les lignées divergentes les plus anciennes de leurs clades respectifs.
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Fig. 4 | Modeéle d'introgression du loup Japonais. Les lignes pointillées et pleines indiquent les événements
d'introgression. Le violet représente le génome du loup Japonais

Le biplot statistique /4 a montré que les chiens présentant une affinité plus élevée avec
Dingo/NGSD ont une affinité plus faible avec les chiens Africains, tandis que les chiens
présentant une affinité plus élevée avec les chiens Africains ont une affinité plus faible avec
Dingo/NGSD (Figure supplémentaire 37). Ces cotrélations négatives suggerent que la
plupart des populations de chiens se sont formées a la suite d'un important mélange passé
entre les lignées d'Eurasie de I'Est et de 1'Ouest, représentées respectivement par les chiens
dingo/NGSD et les chiens Africains. En effet, plusieurs chiens d'Asie du Sud et de I'Est sont
caractérisés génomiquement comme des dingos/NGSD mélangés a des chiens Afticains par
des valeurs négatives des statistiques /3* (Fig. supplémentaire 38).

Ensuite, nous avons examiné le degré d'introgression entre les chiens de différentes régions
et les ancétres des loups Japonais. L'analyse du TreeMix indique une introgression a partir de
l'ancétre des loups Japonais dans l'ancétre commun des dingos/NGSD et des chiens Japonais
(Fig. 3B). Le biplot /3 des affinités avec le dingo/NGSD et avec les loups Japonais (Fig. 3C)
montre une corrélation positive parmi les chiens, ce qui indique que le génome de la lignée
des loups Japonais s'est répandu par le mélange entre les lignées de chiens d'Eurasie de
'Ouest et de 'Est et qu'il persiste dans les génomes modernes de la lignée d'Eurasie de I'Est
(voir la Fig. 39 supplémentaire et la 1égende de la Fig. 39 supplémentaire pour une explication
détaillée de cet événement). Par conséquent, il est probable que le génome du loup Japonais
ait été introgressé dans une lignée ancestrale de la lignée Eurasienne orientale apres la
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séparation des lignées Eurasiennes occidentale et orientale (Figure 4). Par la suite, la lignée
Eurasienne orientale contenant la lignée du loup Japonais s'est mélangée a la lignée
Eurasienne occidentale, ce qui a entrainé des différences d'affinités avec les loups Japonais.
Il est donc probable que la différence dans le degré d'introgression génomique des loups
Japonais vers les chiens ait été causée par une introgression unique suivie d'une diffusion du
génome du loup Japonais dans diverses populations de chiens.

DISCUSSION

Les loups Japonais ont probablement été isolés dans l'archipel du Japon jusqu'a leur
extinction il y a seulement 100 ans. Cette étude révele qu'ils forment un groupe

monophylétique sans aucune preuve de flux génétique avec les autres loups gris d'Eurasie.

La topologie de l'atbre dans les analyses phylogénétiques pourrait étre affectée par
l'introgression entre les taxons parce que les régions génomiques introgressées rendent les
taxons plus étroitement apparentés. Par conséquent, si nous excluons les régions génomiques
introgressées de l'analyse phylogénétique, nous pouvons reconstruire les relations
phylogénétiques les plus précises. Dans cette étude, nous avons montré une introgression de
l'ancétre du loup Japonais vers l'ancétre du chien d'Eurasie de I'Est. Nous avons reconstruit
un arbre phylogénétique en utilisant uniquement des chiens Africains afin d'exclure les
régions génomiques introgressées de 'analyse phylogénétique. L'arbre a montré que le loup
et le chien Japonais sont les plus étroitement apparentés. Par conséquent, nous concluons
que la lignée canine a divergé de I'ancétre commun du chien et du loup Japonais.

Un aspect notable des loups Japonais est leur position phylogénétique. En Eurasie, notre
analyse phylogénétique a montré que la lignée Européenne/moyenne-orientale des loups gris
a divergé en position basale, suivie par la lignée d'Asie de 'Est. Dans la lignée est-Asiatique,
le groupe monophylétique des loups Japonais et la lignée des chiens forment un groupe frere.
L'ordre dans lequel les lignées de loups Eurasiatiques ont divergé est d'ouest en est dans
l'ordre géographique sur le continent Eurasiatique. Compte tenu de ces relations
phylogénétiques et géographiques, il est tres probable que c'est en Asie de I'Est que la
divergence entre les lignées de loups Japonais et de chiens s'est produite. En d'autres termes,
la population éteinte de loups gris dont on pense que les chiens ont été domestiqués'>>>'""?
était étroitement liée a l'ancétre du loup Japonais et habitait probablement I'Asie de I'Est.
Cette hypothese n'implique pas directement que l'origine de la domestication des chiens se
situe en Asie de 1'Est. Bien que le processus de domestication ait été initié par l'association
de I'animal avec I'homme’, nos analyses phylogénétiques ne fournissent aucune preuve du
moment ou les lignées de chiens ont commencé a s'associer a I'homme. Des preuves
archéologiques supplémentaires dans les études des anciennes populations de « proto-
chiens » sont nécessaires pour clarifier les débuts de la relation entre le chien et 'homme.

Cette étude suggere une introgression génomique ancienne de I'ancétre du loup Japonais vers
les chiens, tres probablement vers l'ancétre de la lignée d'Eurasie de I'Est. La divergence entre
la lignée des chiens et celle des loups gtis d'Eurasie a été estimée 2 20 000-40 000 ans'"'"®. Les
chiens se seraient divisés en lignées d'Eurasie de 1'Ouest, d'Eurasie de 1'Est et de chiens de
traineau au début de leur divergence®'>'*'*. Un chien de traineau de 9500 ans (il y a environ
9514,5 ans : datation au radiocarbone)® contenait déja la méme proportion du génome
ancestral du loup Japonais que le chien de traineau moderne (2% : Données supplémentaires
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3, Fig. supplémentaire 40). Par conséquent, l'introgression génomique de l'ancétre du loup
Japonais dans la lignée des chiens d'Eurasie de I'Est a da se produire avant I'établissement de
la lignée des chiens de traineau, il y a au moins 9500 ans (avant la date du radiocarbone),
pendant la période de transition entre le Pléistocene et I'Holocéne et peu apres la divergence
des lignées de chiens d'Eurasie de I'Est et de I'Ouest. Nous estimons que le génome du
NGSD contient 5,5% du génome du loup Japonais. On estime que la lignée NGSD existait
déja il y a 10 900 ans™, ce qui soutient également I'hypothése que l'introgression de l'ancétre
des loups Japonais vers les chiens s'est produite au Pléistocene. Les données sur le génome
des chiens anciens provenant de deux individus européens (il y a 4800 et 7000 ans)
contenaient déja environ 1,6% du génome de l'ancétre des loups Japonais (Données
supplémentaires 3, Fig. supplémentaire 40). Etant donné que le flux génétique de I'ancétre
du chien d'Asie du Sud-Est vers l'ancétre de ces deux anciens chiens Européens a été
rapporté'®, le génome de I'ancétre du loup Japonais peut avoir été introgressé dans les chiens
Européens via I'ancétre du chien d'Asie du Sud-Est il y a plus de 7000 ans.

Le plus ancien chien Japonais exhumé du tumulus coquillier de Natsushima est
morphologiquement similaire 2 d'autres exemples de chiens de la période Jomon™, et on
estime qu'il a le méme age que les coquillages (9450 & 400 ans : datation au radiocarbone) et
le charbon de bois (9240 * 500 ans : datation au radiocarbone) provenant de la méme couche

. Le génome d'un ancien chien de traineau (9514,5 ans)® contenait déja le génome

sur ce site
de la lignée des loups Japonais. Ces deux chiens anciens contemporains suggerent fortement
que l'introgression entre I'ancétre des loups Japonais et les chiens de la lignée est-Européenne
s'est produite avant que les chiens ne soient introduits dans l'archipel Japonais. La forte
proportion du génome de l'ancétre du loup Japonais chez le dingo/NGSD (5,5%) serait due
a leur isolement dans les iles de I'Asie du Sud-Est et de I'Australie, ou ils ont échappé au

mélange avec la lignhée des chiens de I'Eurasie de I'Ouest.

Dans cette étude, nous avons démontré que le loup Japonais est un groupe frere du clade
monophylétique des chiens. Nos résultats soutiennent I'hypothése selon laquelle la lignée
moderne de chiens a été domestiquée a partir d'une population éteinte de loups gris'>>"'"'?)
et le loup Japonais est le plus proche de cette population de loups gris aujourd'hui éteinte.
En outre, nous avons estimé les niveaux d'introgression de l'ancétre des loups Japonais a
l'ancétre des chiens d'Eurasie de 'Est. En conséquence, I'ancétre du génome du loup Japonais
devrait étre impliqué dans les premieres étapes de la domestication des chiens. Une analyse
plus poussée du génome du loup Japonais et des génomes de chiens anciens, en particulier
d'Eurasie orientale, permettra de mieux comprendre les origines de la domestication des

chiens.

METHODES

Echantillons, extraction d'"ADN et séquengage...
Extraction des SNP et préparation des fichiers vcf...
Analyse en composantes principales et ADMIXTURE...
Mélange d'arbres...

Evaluation des schémas de dommages 2 I'ADN...
Calcul du taux de contamination maximal...
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