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Résumé

Les loups ont disparu des Alpes dans les années 1920 et ont ensuite continué a décliner en
Italie péninsulaire jusqu'aux années 1970, ou environ 100 individus ont survécu, isolés dans
les Apennins centraux. Dans cette étude, nous avons effectué une analyse coalescente des
marqueurs ADN multilocus pour déduire les schémas et la chronologie des changements
historiques de la population de loups ayant survécu dans les Apennins. Cette population
présente un haplotype unique de la région de controle de 'ADN mitochondrial, I'absence
d'alleles privés et une hétérozygotie plus faible au niveau des loci microsatellites, par rapport
a d'autres populations de loups. Les procédures multivariées, de regroupement et
d'affectation bayésienne ont permis d'affecter tous les génotypes de loups échantillonnés en
Italie 2 un seul groupe, ce qui confirme leur distinction génétique. Les tests de goulot
d'étranglement ont montré des signes de déclin de la population chez les loups Italiens,
mais pas dans les autres populations. Les résultats d'un modele de coalescence bayésien
indiquent que les loups d'Italie ont subi une contraction de leur population de 100 a 1000
fois au cours des 2000 a 10 000 dernieres années. Le déclin de la population a été plus fort
et plus long en Italie péninsulaire qu'ailleurs en Europe, ce qui suggere que les loups ont
apparemment été isolés génétiquement pendant des milliers de générations au sud des Alpes.
Les calottes glaciaires qui recouvraient les Alpes lors du dernier maximum glaciaire (environ
18 000 ans avant le présent) et la large expansion de la riviere Po, qui a coupé les plaines
alluviales tout au long de 'Holocéne, poutrraient avoir constitué des barrieres géographiques
efficaces a la dispersion des loups. Plus récemment, le mélange des populations de loups des
Alpes et des Apennins a pu étre empéché par la déforestation, qui était déja répandue au
quinzieme siecle en Italie du Nord. Cette étude suggere que, malgré les taux potentiels élevés
de dispersion et de flux génétique, les populations locales de loups ne se sont peut-étre pas
mélangées pendant de longues périodes.

INTRODUCTION

Les loups (Canis lupus) sont trés adaptables et largement distribués dans des écosystemes
allant de la toundra arctique aux déserts arabes dans I'Ancien et le Nouveau Monde (Mech
1970). Les observations sur le terrain et les études démographiques et génétiques indiquent
que les loups peuvent se disperser rapidement sur de longues distances, soit par une
dispersion post-reproductive récurrente, soit par des vagues d'expansion de la population
(Fritts 1993 ; Forbes et Boyd 1996 ; Vila et al. 1999 ; Walton et al. 2001). Les populations de
loups en expansion ont rapidement recolonisé les zones appropriées de leur aire de
répartition historique en Amérique du Nord et en Europe, et des événements occasionnels

Lucchini et al. 2004 1 Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



de colonisation sur de longues distances ont été décrits (Forbes & Boyd 1996 ; Wabakken et
al. 2001 ; Lucchini et al. 2002 ; Flagstad et al. 2003 ; Valicre et al. 2003). Les cycles de
contraction/expansion démographique a la fin du Pléistocene et les flux génétiques
historiques importants ont apparemment conduit a un mélange généralisé des populations
de loups dans le monde entier. Par conséquent, les loups d'Amérique du Nord et d'Europe
ne montrent pas de structure phylogéographique a grande échelle, ce qui suggere qu'avant la
récente fragmentation des populations causée par I'homme, les loups n'étaient pas
géographiquement différenciés (Vila et al. 1999 ; Randi et al. 2000).

Cependant, les processus historiques et la dynamique actuelle des populations pourraient étre
plus complexes que ce qui a été suggéré précédemment (Leonard et al. 2000 ; Carmichael et
al. 2001), et la déduction de la répartition géographique a partir de données génétiques
contemporaines pourrait ne pas refléter la complexité des processus historiques (Barnes et
al. 2002). Les caractéristiques physiographiques permanentes ou la fragmentation
anthropogénique de 1'habitat peuvent limiter la dispersion des individus et le flux génétique.
Les loups ne se développent pas dans les paysages agricoles, qui, au contraire, sont
couramment utilisés par d'autres canidés, comme les coyotes en Amérique du Nord et les
chacals en Eurasie (Wayne et al. 1992). Les loups ont développé des comportements
strictement territoriaux ou migratoires dans l'ouest du Canada, en s'adaptant au
comportement de leurs proies principales, l'orignal ou le caribou (Carmichael et al. 2001).
L'adaptation a la disponibilité des proies a apparemment limité les flux de genes, entrainant
ainsi une dispersion des populations et une différenciation génétique (Carmichael et al. 2001).

) a2

Po River

Fig. 1. Aire de répartition actuelle (en foncé) de la population de loups (Canis lupus) en ltalie et dans les Alpes Frangaises.
Les zones ombrées indiquent les extensions approximatives des calottes glaciaires Pyrénéenne et Alpine lors du dernier
maximum glaciaire. La ligne grise indique la ligne de céte approximative au dernier maximum glaciaire, lorsque la mer
Méditerranée était environ 120 m plus basse qu'avjourd'hui. Les fléches indiquent le fleuve P8 et I'emplacement du
dernier loup tué dans les Alpes en 1912

Les loups ¢taient vraisemblablement répandus presque partout en FEurasie pendant
'Holocene (Boitani 1999). La persécution humaine, la déforestation et la diminution des
proies naturelles ont conduit les populations de loups a décliner en Europe au cours des
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derniers siecles (Delibes 1990). De grandes populations ont survécu dans les Balkans et en
Europe de I'Est, tandis que l'espece a été éradiquée en Europe centrale et en Scandinavie, et
n'a survécu que sous forme de populations fragmentées dans les péninsules Ibérique et
Italienne. Les loups ont disparu des Alpes dans les années 1920 et ont connu un déclin
spectaculaire en Italie au cours des deux décennies qui ont suivi la Seconde Guerre mondiale.
En 1973, une centaine d'individus survivaient, isolés dans les Apennins centraux (Zimen &
Boitani 1975). La protection légale et I'expansion des populations de proies naturelles ont
contribué a freiner le déclin du loup, et un recensement en 1983 a suggéré la présence
d'environ 220 loups (Boitani 1984). Par la suite, les loups se sont rapidement développés le
long de la créte des Apennins, recolonisant les Alpes occidentales Italiennes et Francaises en
1992 (Breitenmoser 1998 ; Lucchini et al. 2002 ; Valiere et al. 2003) (Fig. 1). Ciucci & Boitani
(1991) ont estimé une augmentation annuelle de la population de 7% entre 1973 et 1988, ce
qui les a amenés a affirmer que les loups en Italie devraient maintenant compter environ 600
individus.

Les loups d'Italie ont des traits génétiques distinctifs montrant un haplotype unique de la
région de contréle de I'ADN mitochondrial (mtDNACR) et des fréquences d'alleles
microsatellites tres différentes de toutes les autres populations de loups et races de chiens
typées jusqu'a présent (Randi et al. 2000 ; Randi & Lucchini 2002). La dérive aléatoire aurait
pu fixer un haplotype de 'ADNmt, en supposant que la population Italienne, en déclin et
isolée, ait persisté a une taille effective tres faible au cours du siecle dernier (Randi et al. 2000).
Cependant, le génome de ' ADNmt se comporte comme un gene unique, qui suit le résultat
d'un processus de coalescence unique (stochastique) (Rosenberg & Nordborg 2002). Des
déductions plus fiables sur la dynamique passée des populations devraient étre obtenues en
utilisant des marqueurs génétiques multiples et indépendants, et des changements historiques
dans la taille effective des populations peuvent maintenant étre déduits des distributions de
fréquence des alleles microsatellites (Wilson & Balding 1998).

Dans cette étude, nous avons utilisé une analyse coalescente des données microsatellites
(Beaumont 1999) pour déduire I'étendue et le moment des changements démographiques
historiques chez les loups Apennins. Nous avons cherché a évaluer la probabilité de deux
scénarios alternatifs de diversification génétique des loups en Italie péninsulaire, qui auraient
pu étre affectés soit par les changements naturels du paysage du Pléistocene tardif/début de
'Holocene, soit par les transformations plus récentes de I'habitat provoquées par I'homme.
Les calottes glaciaires couvrant les Alpes et la large expansion du fleuve Po, qui a coupé les
plaines alluviales tout au long de I'Holocene, pourraient avoir isolé les loups dans les
Apennins centraux et méridionaux depuis le dernier maximum glaciaire (environ 18 000 ans
avant le présent). Par ailleurs, la déforestation, qui était déja répandue au quinzieme siecle en
Italie du Nord, et les persécutions humaines directes pourraient avoir limité le taux de flux
génétique entre les loups des Apennins et toute autre population d'Europe au cours des
derniers siccles. Les résultats de cette étude visent a fournir de nouvelles informations sur la
dynamique des processus historiques qui ont fagonné la diversité génétique de la population
de loups survivant en Italie péninsulaire.

MATERIEL ET METHODE

Collecte d'échantillons et analyses d"ADN
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Des échantillons de loups et de chiens, 383 au total, ont été obtenus dans 11 régions
d'Europe, de Turquie, d'Israél et d'Arabie Saoudite (Tableau 1). Les loups présumés ont été
identifiés morphologiquement par les collecteurs, principalement a l'aide des caractéristiques
de couleur du pelage. Les échantillons de loups ont été obtenus a partir d'individus sauvages
trouvés morts, abattus ou piégés, a l'exception de quelques loups captifs prélevés dans des
jardins zoologiques en Espagne et en Arabie Saoudite (merci a Cartles Vila, Université
d'Uppsala, Suede). Pour autant que I'on sache, les loups captifs provenaient de populations
sauvages Espagnoles ou arabes et ont été utilisés dans cette étude pour comparer I'étendue
de la diversité génotypique entre des échantillons prélevés dans des zones géographiques
éloignées, et non pour évaluer la structure de la population locale. Les estimations de la
diversité génétique obtenues a partir de petits échantillons (Turquie, Israél et Finlande)
doivent étre évaluées avec prudence. Les chiens ont été échantillonnés de maniere aléatoire
a partir de 30 races différentes provenant de pratiques vétérinaires, et comprenaient quelques
chiens vivant en liberté, collectés dans les Apennins Italiens centraux. Des loups hybrides
précédemment identifiés ont été inclus dans cette étude comme génotypes de référence pour
les analyses de mélange (Andersone et al. 2002 ; Randi & Lucchini 2002).

Tableau 1. Origine et nombre d'échantillons de loups et de chiens utilisés dans cette étude

Group Origin Samples Collectors
Wolves Turkey 4 C. Vila, Uppsala University, Uppsala, Sweden
Spain 32 C. Vila; J. C. Blanco, Madrid, Spain
Bulgaria 39 (5 dogs) P. Genov, Bulgarian Academy of Sciences, Sofia, Bulgaria
Croatia 28 (3 dogs; 1 hybrid) D. Huber, University of Zagreb, Zagreb, Croatia
Israel 4 (1 hybrid) G. Kahila, Hebrew University, Jerusalem, Israel
Finland 13 L. Gade-Jorgensens and R. Stagegaard, Kopenhagen, Denmark
Greece 6 Y. Mertzanis, Thessaloniki, Greece
Latvia 47 (9 hybrids) Z. Andersone, Kemeri National Park, Jurmala, Latvia
Italy 105 (2 hybrids) INFS, Bologna, Italy
Saudi Arabia 10 C. Vila
Dogs Switzerland 72 G. Dolf, University of Berne, Berne, Switzerland
Italy 23 INFS

Les loups présumés ont été identifiés phénotypiquement par les collecteurs. Les analyses bayésiennes de mélange des
génotypes microsatellites ont montré que certains loups présomptifs (entre parenthéses) étaient des chiens mal étiquetés
ou des hybrides avec des chiens

Les échantillons ont été conservés individuellement 2 20°C dans de 1'éthanol a 95% (tissus)
ou dans un tampon Tris/sodium dodécyl sulfate (sang). L'ADN total a été extrait des tissus
a l'aide d'un protocole guanidinium-silice (Gerloff et al. 1995) et du sang a I'aide d'une
procédure de salage (Miller et al. 1988). L'haplotype CR de 'ADNmt diagnostique des loups
Italiens a été identifié en utilisant les protocoles de laboratoire décrits par Randi et et al.
(2000). Tous les loups et chiens ont été génotypés a l'aide d'un panel de 18 loci microsatellites
canins, qui ont été assignés a 16 chromosomes différents (Neff et al. 1999), comme décrit
par Randi & Lucchini (2002). Les séquences d'ADN et les alléles microsatellites ont été
analysés dans un séquenceur automatisé ABI 3100, en utilisant les programmes genescan 3.7
et genotyper 2.1 pour les microsatellites, et sequencing analysis 3.7 etntnavigator pour les

séquences.

Analyses de mélange et identification des hybrides
Andersone et al. (2002), Randi & Lucchini (2002) et Vila et al. (2003) ont rapporté des
preuves de croisements occasionnels entre loups et chiens en Italie et ailleurs en Europe. Les

Lucchini et al. 2004 4 Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



loups et les chiens ont des génotypes microsatellites multilocus distincts et les hybrides
peuvent étre identifiés par des procédures d'assignation (Randi & Lucchini 2002 ; Vila et al.
2003). Dans cette étude, tous les génotypes ont été examinés a l'aide d'une procédure
bayésienne de mélange mise en ceuvre dans STRUCTURE (Pritchard et al. 2000 ;
http://pritch.bsd.uchicago.edu). STRUCTURE a été utilisé (avec 10° itérations, aprés une
période de rodage de 30 000 itérations) pour identifier le nombre de groupes génétiquement
distincts qui maximisent la vraisemblance des données, et pour assigner les individus aux
groupes, en utilisant uniquement les informations génétiques (pour plus de détails, voir :
Randi & Lucchini 2002). Treize hybrides présumés loup-chien ont été identifiés, et huit
échantillons ont été trouvés qui ont été étiquetés comme des loups mais qui ont été
génétiquement assignés a la population de chiens (voir Résultats). Tous ces échantillons ont
été exclus et 267 échantillons de loups et 95 échantillons de chiens ont été utilisés pour les
analyses génétiques suivantes.

Diversité génétique au sein des populations et entre elles

Les statistiques génétiques sommaires des populations couramment utilisées ont été calculées
pour chaque locus et chaque population a l'aide de Genetix4.04 (Belkir et al. 1996-2001 ;
http:/ /www.Universitymontp2.fr/ ~genetix/genetix.htm). Pour éviter d'utiliser des
¢chantillons de petite taille, les loups de Grece (7 = 6) ont été regroupés avec ceux de Bulgarie
(n = 34), et les loups de Turquie (7 = 4) ont été regroupés avec ceux d'Israél (# = 3). Cela ne
devrait pas brouiller les estimations de la diversification entre les régions, car les distributions
de fréquence des alleles des groupes regroupés n'étaient pas significativement différentes (P
> 0,05 ; test exact de Fisher ; Goudet et al. 1996).

Les nombres d'alléles par locus et par population ont été corrigés pour tenir compte de la
variation de la taille de I'échantillon, en calculant la richesse allélique A sur un minimum de
19 individus par échantillon, a l'aide DEFSTAT 291 (Goudet 1995 ;
http://www.unil.ch/izea/softwates/fstathtml). En outre, 20 sous-échantillons aléatoires
ont été constitués, chacun de 30 individus, a partir des populations de loups Italiens. Les
sous-¢échantillons ont été utilisés pour estimer I'hétérozygotie attendue dans des échantillons
correspondant a la taille moyenne des loups non italiens (z = 29,4, calculé en utilisant les
loups d'Espagne, de Bulgarie + Grece, de Croatie, de Finlande et de Lettonie, et en excluant
la Turquie, Israél et les loups captifs d'Arabie Saoudite).

Les écarts par rapport a l'équilibre de Hardy-Weinberg pour chaque locus et chaque
population ont été évalués a I'aide d'une méthode de chaine de Markov (Guo & Thompson
1992) mise en ceuvre dans le logiciel POP3.2a (Raymond & Rousset 1995 ;
http:/ /www.cefe.cnrsmop.fr). Les écatts par rapport a l'équilibre de liaison allélique pour
toutes les combinaisons de locus par paire ont été testés a l'aide du test de probabilité exacte
dans GENEPOP. Les niveaux critiques des tests de signification simultanés ont été ajustés en
utilisant la procédure de Hochberg (Legendre & Legendre 1998 : p. 18), ainsi que les VALEURS
P AJUSTEES (P. Legendre ; http://www.fas.umontreal.ca/biol/legendre). La probabilité que
des individus différents partagent par hasard un génotype identique (probabilité d'identité ;
Wiaits et al. 2001), et la probabilité attendue d'identité parmi les freres et sceurs, ont été
estimées a 'aide du logiciel PROB-ID3 (G. Luikart, résultats non publiés).
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La différenciation des populations a été évaluée par le test exact de Fisher, des analogues du
Fsr moyen par paire (Weir & Cockerham 1984) et l'analyse de la variance moléculaire
(amova ; Michalakis & Excoffier 1990), en utilisant ARLEQUIN 2.0b8(Schneider et al. 2002 ;
http://anthropologie.unige.ch/atlequin). Diverses distances génétiques microsatellites
interindividuelles ont été calculées a I'aide de MICROSAT 1.5d (Minch et al. 1997) et regroupées
al'aide de la procédure d'union des voisins (Saitou & Nei 1987) telle qu'elle est mise en ceuvre
dans PHYLIP 3.5¢ (J.Felsenstein ; http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html).

Analyses des goulots d'étranglement et déductions sur la dynamique passée des
populations

Les goulots d'étranglement des populations peuvent produire des signatures génétiques
distinctives dans les distributions de la taille des alléles, de 'hétérozygotie attendue et dans la
généalogie des microsatellites (Cornuet & Luikart 1996 ; Beaumont 1999 ; Garza &
Williamson 2001). Dans cette étude, trois procédures différentes ont été utilisées. Le test du
rapport M (Garza & Williamson 2001 ; http://www.pfeg.noaa.gov/tib/carlos.htm) a été
utilisé pour estimer la probabilité des valeurs M observées, sous I'hypothese du modele de
mutation en deux phases (DiRienzo et al. 1994), avec la proportion de mutations en une
étape ps = 90% ou 95%, la taille moyenne des mutations non en une étape Ag = 3,5, et 6 =
4N (ou N, =taille effective de la population a I'équilibre avant le goulot d'étranglement ; p
= taux de mutation) égal a 5 ou 10. Les tests de Cornuet & Luikart (1996) de Wilcoxon et de
décalage de mode, tels qu'ils sont mis en ceuvre dans BOTTLENECK 1.2.02 (Pity et al. 1999 ;
http://www.ensam.inra.fr/URLB), ont été utilisés dans le cadre du modele de mutation en
deux phases avec 90 ou 95% de mutations en une seule étape.

Les preuves des changements démographiques historiques ont été déduites a l'aide de la
procédure MSVAR (Beaumont 1999 ; http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/software.html).
Le modele de Beaumont met en ceuvre une approche bayésienne, dans laquelle les données
et les parameétres sont des variables aléatoires dont la distribution conjointe peut étre
explicitement modélisée. Les distributions a priori des parameétres et les distributions
conditionnelles des données en fonction des parametres permettent d'estimer les
distributions a posteriori a l'aide du théoréme de Bayes. MSVAR suppose un mode¢le strict
de mutation par étapes (Kimura & Ohta 1978) et estime les distributions de probabilité a
posterioti du taux de changement de population = N,/ N;(ou N, = nombre effectif actuel de
chromosomes ; N; = nombre de chromosomes au moment du déclin ou de l'expansion de
la population), du temps en générations ou la population a commencé a s'étendre ou a décline
tf = ta/N, (fa = nombre de générations depuis le début de l'expansion/déclin), et du
parametre génétique 0 = 2Nyu. Le modele suppose que les parameétres démographiques sont
identiques d'un loci a l'autre, tandis que les taux de mutation sont libres de varier. Des a priori
rectangulaires ont été supposés pour les parametres, avec des limites de (-5, +5) pour log;(7),
logio(#), et logiy(0), et ont effectué les analyses pour un mode¢le linéaire de changement de
population. La stabilité des estimations a été évaluée par cinq répétitions indépendantes des
simulations de la chaine de Markov pour chaque population, avec 20 000 mises a jour
amincies et un intervalle d'amincissement de 10 000 pas, conduisant a un nombre total de
208 mises a jour (comme suggéré par Beaumont 1999). Les premiers 10% de mises a jour
ont été écartés afin d'éviter tout biais dans l'estimation des parametres aux conditions de
départ. Les données restantes ont été utilisées pour obtenir la médiane (50%) et les quantiles
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inférieurs (5%) et supéricurs (95%) des distributions a posteriori des parametres. La
cohérence de la forme des distributions a posteriori des différentes exécutions a été examinée
pour évaluer la convergence des valeurs de sortie. Dans tous les tests de goulot
d'étranglement, seuls 17 loci ont été utilisés car un locus (CHP6) ne présentait pas un schéma
de mutation régulier.

Estimation de /V,/N chez les loups Italiens

Les données de recensement suggerent que la taille de la population de loups Italiens lors du
goulot d'étranglement le plus récent était d'environ N = 100 individus (Ciucci & Boitani
1991). Les parametres démographiques de la population de loups Italiens sont inconnus et
la taille effective de la population N, ne peut pas étre estimée directement. Par conséquent,
une mesure des changements temporels dans les fréquences des alléles a été utilisée (Waples
1989). Les génotypes prélevés dans la population de loups d'Italie centrale (c'est-a-dire dans
les zones ou les loups ont survécu dans les années 1960 et ou ils ont commencé a recoloniser
les Apennins) ont été regroupés en deux groupes : (1) loups nés en 1988-90 (» = 206) ; et (2)
loups nés en 1994-96 (» = 24). Les loups du groupe (1) avaient en moyenne 6 ans de plus
que les loups du groupe (2), c'est-a-dire qu'en supposant que le temps de génération moyen
chez les loups est de 3 ans, il y a eu deux générations entre le groupe (2) et le groupe (1).
Tous les échantillons d'ADN utilisés dans ces analyses ont été obtenus a partir de corps de
loups trouvés morts. Les cranes sont conservés au musée de I'INFS et I'age des échantillons
de loups a été estimé a partir de sections de canines (Ballard et al. 1995). Nous avons utilisé
deux procédures. La premicre, implémentée dans le logiciel Tv3.1 (Berthier et al
2002;http:/ /www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/software.html) est une approche coalescente qui
calcule les distributions postérieures de N, en supposant que les fréquences alléliques ont été
estimées a partir d'une population fermée échantillonnée a deux points dans le temps, avec
un temps suffisamment court pour que les mutations n'affectent pas les fréquences
observées. La seconde procédure, mise en ceuvre dans MCLEEPS1.1 (Anderson et al. 2000 ;
http:/ /www.stat.washington.edu/thompson/Genepi/ Mcleeps.shtml) est une approche de
maximum de vraisemblance non coalescente.

RESULTATS

Analyses des mélanges et identification des hybrides

Les 18 microsatellites étaient polymorphes chez les loups et les chiens, a I'exception de cing
loci monomorphes dans le petit échantillon d'Arabie Saoudite. Les génotypes multilocus
individuels étaient uniques, avec des valeurs de probabilité d'identité = 0,0, et de probabilité
d'identité entre fréres et sceurs = 4,3 X 107 et 1,1 X 107 chez les loups et les chiens,
respectivement. Ces génotypes ont été examinés pour l'hybridation a I'aide de la structure
(réalisée avec #» = 383, 18 loci, en utilisant uniquement des informations génétiques), qui a
montré que la probabilité postérieure la plus élevée des données a été obtenue en divisant
I'échantillon total en sept grappes (Tableau 2). Les loups échantillonnés en Turquie, en
Espagne, en Grece, en Italie et en Arabie Saoudite ont également été affectés a des groupes
distincts (groupes II, VII, III, V et I, respectivement), chaque groupe ayant un ¢; = 0,928. En
revanche, les loups échantillonnés en Bulgarie, Croatie, Israél, Finlande et Lettonie n'ont pas
été affectés a un seul groupe avec ¢; = 0,900, mais ils ont été divisés en deux groupes ou plus.

Les échantillons de Bulgarie, de Croatie, d'Israél et de Lettonie ont également été
partiellement affectés au groupe de chiens IV, avec ¢; = 0,103. Cinq loups présumés de
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Bulgarie et trois de Croatie ont été assignés au groupe des chiens avec un ¢; individuel =
0,900. Les haplotypes d'ADNmt de ces échantillons ont rejoint les groupes d'ADNmt de
chiens domestiques nommés C1 et C2 dans Randi et al. 2000). Un échantillon de Croatie, un
d'Israél, neuf de Lettonie (une famille de chiots hybrides étudiée précédemment par
Andersone et al. 2002), deux d'Italie (qui ont été étudiés précédemment par Randi & Lucchini
2002), ont été assignés conjointement aux groupes de chiens et de loups, montrant des
ancétres mélangés. Tous les loups échantillonnés en Italie, y compris les deux individus
mélangés, présentaient I'haplotype CR de ' ADNmt du loup Italien (nommé W14 dans Randi
et al. 2000 ; voir aussi Randi & Lucchini 2002). Les loups mélangés de Croatie et d'Israél
présentaient deux haplotypes d'ADNmt que l'on retrouve également chez d'autres loups
échantillonnés dans les régions d'Europe de I'Est. La famille de louveteaux hybrides
présentait un haplotype unique d'ADNmt CR, identique a un haplotype trouvé chez d'autres
loups de Lettonie (Andersone et al. 2002). Tous ces échantillons, dont I'ascendance se situe
uniquement dans le groupe des chiens, ou qui ont été mélangés avec des chiens, ont été
exclus des analyses suivantes.

Tableau 2. Analyse bayésienne du regroupement des échantillons de loups et de chiens (383 individus, 18 loci, 11
groupes échantillonnés) réalisée a l'aide de la structure (Pritchard et al. 2000)

Cluster
Population I o I v v VI VII
Wolves
Turkey 0.012 0.968 0.005 0.003 0.004 0.005 0.003
Spai.n 0.004 0.005 0.011 0.006 0.004 0.006 0964
Bu_lgari.a 0.016 0.036 0.749 0.131 0.005 0.029 0.033
Croatia 0.745 0.011 0.073 0.116 0.011 0.035 0.009
Israel 0.035 0.753 0.010 0.103 0.009 0.071 0.019
Finland 0.017 0.876 0.023 0.008 0.006 0.061 0.010
Greece 0.029 0.006 0.928 0.011 0.007 0.010 0.009
Latvia 0.031 0.013 0.020 0.150 0.020 0.752 0.015
[i‘a.ly 0.003 0.002 0.002 0.007 0.980 0.003 0.003
Saudi Arabia 0.980 0.004 0.003 0.003 0.004 0.004 0.002
Dogs 0.010 0.014 0.008 0.941 0.003 0.016 0.009

La probabilité a posteriori des données était maximale avec K = 7 grappes. Le tableau montre la proportion
d'appartenance (qi) de chaque population échantillonnée prédéfinie dans chacun des sept groupes inférés. Chaque
population a été affectée & un seul groupe si son qi (i = I-VIl) était = 0,900, ou & deux groupes ou plus lorsque les
valeurs cumulées du gi étaient > 0,900

Diversité génétique des populations

Un total de 181 alléles a été détecté a 18 loci microsatellites chez les loups et les chiens. Les
loups présentaient 166 alleles au total (9,2 alléles par locus, en moyenne) et les chiens 143
alleles (7,9 alleles par locus, en moyenne). La diversité allélique variait de 2,4 alléles par locus
chez les loups d'Arabie Saoudite a 6,8 dans les échantillons de Grece-Bulgarie et de Lettonie
(Tableau 3). Cent loups italiens présentaient en moyenne 4,4 alleles par locus. La corrélation
entre la taille de I'échantillon et le nombre d'alleles était positive, mais non significative (r =
0,19, P = 0,43 ; test Z). Les valeurs de A, estimées dans des échantillons ayant une taille
minimale de 19 génomes diploides, variaient de 3,4 (Italie) a 6,1 (Lettonie) alleles. Chaque
population de loups présentait de deux a six alleles privés (avec une fréquence f = 0,01), a
l'exception des loups italiens, qui ne présentaient pas d'alléles privés. Les alleles privés, qui
sont présents a de faibles fréquences dans les échantillons de loups étudiés (la fréquence
moyenne d'un alléle privé au sein des populations était de /= 0,065, SD = 0,081), peuvent
étre perdus par dérive lors des goulets d'étranglement des populations.
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Les valeurs de I'hétérozygotie observée Hy étaient comprises entre 0,44 (Italie) et 0,71
(Lettonie), et les valeurs de Hy étaient comprises entre 0,42 (Arabie saoudite) et 0,73
(Lettonie). La valeur moyenne de Hy, estimée dans 'échantillon total ou dans 20 sous-
échantillons aléatoires de 30 loups italiens, était de 0,49 (SD = 0,02). Par conséquent, les
loups d'Italie ont montré le plus petit nombre de paralleles (en ajustant la taille de
l'échantillon) et la plus faible hétérozygotie observée (indépendamment de la taille de
I'échantillon).

Equilibre de Hardy-Weinberg et de liaison

La valeur du FIS estimée sur l'ensemble des loci et des populations était significativement
positive chez les loups (Fjs = 0,23 ; P < 0,01), montrant des écarts par rapport a I'équilibre
de Hardy-Weinberg et suggérant un effet Wahlund, probablement en raison du
regroupement d'échantillons génétiquement différenciés (Tableau 3). Le Fs moyen était
significativement positif chez les chiens (Fis = 0,24 ; P < 0,01). Tous les échantillons de loups
locaux ont montré des valeurs Ho, légerement inférieures a Hy, et des valeurs Fis positives
(sauf chez les loups enfermés d'Arabie Saoudite). Le test multilocus a montré que le déficit
hétérozygote était significatif (P < 0,01) chez les loups d'Espagne, d'Italie, de Croatie et de
Grece-Bulgarie (Tableau 3).

Tableau 3. Diversité génétique dans les échantillons de loups et de chiens génotypés & 18 loci microsatellites

Origin of samples N A na H,(SD) Hg (SD) Fi5(95% CI)

Wolves

Spain 32 47 4 0.50 (0.16) 0.60 (0.14) 0.17 (0.08 to 0.22)*
Italy 103 4.4 0 0.44 (0.21) 0.49 (0.22) 0.10 (0.06 to 0.14)*
Croatia 24 54 5 0.63(0.12) 0.69 (0.11) 0.09 (-=0.02 to 0.14)0*
Greece + Bulgaria 39 6.8 6 0.69 (0.13) 0.73 (0.10) 0.06 (=0.01 to 0.10)*
T‘Ll‘rkEy + Israel 7 3.7 2 0.66 (0.21) 0.67 (0.10) 0.00 (=0.32 to 0.08)
Saudi Arabia 7 24 2 0.48 (0.36) 0.42 (0.29) —0.14 (-0.45 to -0.11)
Latvia 38 6.8 2 0.71 (0.09) 0.73 (0.08) 0.03 (-0.03 to 0.06)
Finland 13 55 3 0.69 (0.13) 0.73 (0.07) 0.06 (-0.13 to 0.10)
Total 263 92 0.56 (0.09) 0.72 (0.08) 0.23 (0.21 to 0.25)*
Dogs 92 79 15 0.51 (0.14) 0.67 (0.17) 0.24 (0.19 to 0.28)*

Les loups de Gréce et de Bulgarie, de Turquie et d'Israél ont été regroupés afin d'éviter des tailles d'échantillons trop
faibles. N = nombre moyen d'individus génotypés par locus ; A = nombre moyen d'alléles par locus ; na = nombre
d'alléles uniques trouvés dans un groupe lorsqu'il est comparé & tous les autres groupes (un alléle est considéré comme
unique s'il est présent & une fréquence f > 0,01 dans un groupe). Ho et He = hétérozygotie observée et hétérozygotie
attendue (SD = un écart-type). Les valeurs de l'indice de fixation Fis sont indiquées avec leurs intervalles de confiance
& 95% (IC). Les astérisques (*) indiquent des écarts significatifs (P < 0,01) par rapport & I'équilibre de Hardy-Weinberg,
tels qu'estimés & I'aide de GenepOP

Les valeurs d'équilibre de liaison par paire étaient significativement différentes de zéro dans
124 des 153 comparaisons chez les loups (P = 0,01), mais elles n'étaient jamais
significativement différentes chez les chiens. Apres ajustement des niveaux de probabilité
nominaux, nous avons trouvé respectivement 11, quatre, quatre et une combinaisons
alléliques (impliquant différents loci) qui n'étaient pas en équilibre de liaison chez les loups
d'Espagne, de Grece-Bulgarie, de Lettonie et d'Italie (P < 0,01). Les loups d'Espagne, qui
comprennent des individus échantillonnés dans des enclos, de Grece-Bulgarie et de Turquie-
Israél, qui ont été regroupés pour éviter d'utiliser des échantillons de faible taille, ne
représentent pas des échantillons aléatoires des populations locales vivant a I'état sauvage.
En revanche, les loups échantillonnés en Italie sont représentatifs de la population d'origine.
Les écarts observés par rapport a I'équilibre de Hardy-Weinberg et a 1'équilibre de liaison
suggerent que les loups d'Italie ne sont pas en équilibre de mutation-dérive.
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Divergence entre les populations de loups

Les valeurs de la Fgr multilocus moyenne = 0,23 ont montré que la diversité génétique était
significativement répartie entre les huit groupes de loups énumérés dans le Tableau 3 (P <
0,01 ; amova). Toutes les valeurs de Fsr par paire (Tableau 4), a I'exception de la Lettonie par
rapport a la Grece-Bulgarie et de la Finlande par rapport a la Turquie-Israél, étaient
significativement différentes (P < 0,05).

Tableau 4. Valeurs Fst (au-dessus de la diagonale) et Rst (Slatkin 1995 ; au-dessous de la diagonale) par paire
parmi huit populations de loups (voir Tableau 3)

Population 1 2 3 4 5 6 7 8

1 Spain 0.32 0.17 0.14 0.20 0.35 0.13 0.16
2 Italy 0.22 0.25 0.23 0.29 0.33 021 029
3 Croatia 0.16 0.15 0.07 0.12 0.20 0.07 0.11
4 Greece + Bulgaria 0.19 0.11 0.07 0.12 020 0.05 0.10
5 Turkey + Israel 0.31 0.16 0.10 0.09 023 0.10 0.06
6 Saudi Arabia 0.41 0.12 0.24 0.18 0.26 0.20 024
7 Latvia 0.18 0.12 0.06 0.00 0.03 0.18 0.08
8 Finland 0.30 0.21 0.09 0.11 0.03 0.25 0.04

Le tracé de l'analyse factorielle des correspondances des scores individuels a montré que tous
les loups d'Italie étaient distincts et groupés séparément de tous les autres loups (Fig. 2). Les
loups italiens étaient completement distincts de tous les autres loups sur le premier axe
factoriel (FA-I, expliquant 6,6% de la diversité génétique totale), tandis que les loups
d'Espagne étaient presque completement distincts des autres loups sur FA-III (expliquant
2,6% de la diversité génétique totale). L'arbre des distances interindividuelles (1 - ps, la
proportion d'alleles partagés ; Bowcock et al. 1994) confirme les résultats de l'analyse
factorielle des correspondances, montrant que tous les loups italiens forment un groupe
unique, distinct de tous les autres groupes de loups et de chiens (Fig. 3). L'association de
voisins a permis d'identifier six groupes principaux chez les loups : Espagne, Grece +
Bulgarie, Arabie Saoudite, Italie, Croatie, et un groupe mixte comprenant des loups de
Lettonie, de Finlande et de Turquie + Israél. Trois loups bulgares ont également été inclus

dans ce groupe. Cependant, aucun de ces groupes n'a été soutenu par le bootstrap.

La structure de I'échantillon (réalisée en excluant tous les chiens et les hybrides) a montré
que I'échantillon de loups (7 = 267) peut étre subdivisé en six groupes distincts (non illustré).
Les affectations des populations et des individus aux groupes ont montré les mémes modeles
que ceux rapportés dans le Tableau 2. En particulier, les loups de Lettonie, d'Italie et
d'Espagne ont été affectés a trois groupes distincts avec ¢; = 0,900. Les autres groupes ont
été assignés a des groupes géographiquement mélangés : Tous les loups de Turquie et d'Italie
et presque tous les loups d'Espagne ont été affectés a leurs groupes respectifs, tandis que les
échantillons des autres lieux ont été affectés a plus d'un groupe.

En ce qui concerne la structure, l'analyse factorielle des correspondances et les procédures
d'association de voisins ont des pouvoirs de résolution différents. L'analyse factorielle des
correspondances et I'association de voisins sont des méthodes exploratoires utilisées pour
décrire I'étendue de la diversification génétique. En revanche, la structure permet d'identifier
le nombre de groupes génétiques distincts (sur la base de la probabilité) et d'attribuer les

Lucchini et al. 2004 10 Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



individus aux groupes de maniere probabiliste. L'analyse factorielle des correspondances a
montré que les loups italiens forment le groupe le plus distinct parmi tous les échantillons
étudiés. Les résultats de l'association de voisins sont concordants avec la structure, car les
deux procédures ont permis d'identifier sept groupes principaux, a savoir les chiens et six

groupes de loups.
2
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Fig. 2. Analyse factorielle des correspondances (Benzécri 1973), calculée & I'aide de GENETIX, montrant les relations entre
les génotypes multilocus des loups individuels. FA-I, FA-Il (a) et FA-Ill (b) sont respectivement les premier, deuxiéme et
troisiéme facteurs principaux de variabilité

Inférence sur la démographie passée des loups Italiens

Garza & Williamson (2001) ont suggéré que des valeurs M fiables nécessitent des tailles
d'échantillon = 25. Cornuet & Luikart (1996) ont suggéré un minimum de 15 individus pour
le test de Wilcoxon lorsque 10 loci ou plus sont disponibles, et un minimum de 30 individus
pour le test de décalage de mode. Par conséquent, pour les tests de goulot d'étranglement,
nous avons utilisé des échantillons de 7 = 20, a I'exception de la Finlande (#» = 13), et nous
avons exclu les populations captives. Pour éviter les biais dus a des tailles d'échantillons
inégales, nous avons également utilisé 20 sous-échantillons aléatoires comprenant chacun 30

loups d'Ttalie. Les résultats de chaque sous-échantillon ont été évalués indépendamment.
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Fig. 3. Arbre non raciné de jonction de voisins calculé par pHyLP en utilisant (1 - ps) les distances génétiques (Bowcock et

al. 1994) entre les génotypes multilocus des microsatellites individuels. Les groupes de chiens et de loups, ainsi que les
principaux groupes de loups reconnaissables, sont indiqués par une ligne épaisse ou des byellipses (en pointillés). Ces
groupes ne sont pas soutenus par des valeurs bootstrap supérieures a 50%

Le test M n'a pas indiqué de preuve de goulots d'étranglement récents dans les populations
de loups, sauf dans l'échantillon italien (# =103) et dans chacun des sous-échantillons
aléatoires (7 = 30), qui ont montré des valeurs de M moyen significativement plus petites que
Mc (P < 0,05), en utilisant ps = 90% ou 95%, et 6 = 5 ou 10. Les loups de Croatie et de
Finlande ont également montré des valeurs significatives du test M (P < 0,05) en utilisant ps
=95% et 6 = 5. Aucun des tests de rangs signés de Wilcoxon et de décalage de mode n'a été
significatif, a I'exception d'une répétition de sous-échantillons italiens (un test de Wilcoxon
avec P < 0,05, et une distribution décalée). Ainsi, ces procédures ont montré des cas de
goulots d'étranglement de la population presque uniquement chez les loups italiens.

La procédure MSVAR a été utilisée pour analyser 1'échantillon total (#» = 103) et 20 sous-
échantillons aléatoires de loups Italiens (# = 30). Nous avons également analysé les
échantillons collectés en Croatie (7 = 24), Bulgarie (» = 34), Lettonie (# = 38) et Finlande (»
= 13), un groupe obtenu en regroupant tous les loups d'Europe de I'Est (# = 115), et un
groupe incluant uniquement les loups des régions balkaniques (Bulgarie, Grece, Croatie ; 7
= 64). Cinq simulations indépendantes pour chaque échantillon ont montré des résultats
concordants, sauf pour les échantillons de Bulgarie, de Lettonie et de Finlande, qui ont
montré des valeurs SD des quantiles a 50% jusqu'a six fois plus élevées que dans les autres
¢chantillons (Tableau 5). Les résultats ont montré que les quantiles a 5% et a 95% des
distributions postérieures des deux parametres démographiques logio(r) et logo(#) étaient
inférieurs a la valeur des valeurs a priori (Tableau 5). Les distributions a posteriori de log;o(7)
des échantillons de loups italiens ont des quantiles de 5% et 95% dans la région négative des
graphiques, ce qui indique un fort déclin de la population (Fig. 4a). Les quantiles log;o(7) a
50% étaient négatifs soit dans l'ensemble de I'échantillon (# = 103), soit dans chacun des

sous-échantillons aléatoires de 30 loups Italiens (Tableau 5). Cependant, la taille de
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I'échantillon a affecté les valeurs postéricures : les estimations du déclin de la population
étaient plus élevées dans les sous-échantillons (50% logio(r) quantile = -3,03) que dans

I'échantillon total de loups italiens (50% log;o(7) quantile = -2,09) (Tableau 5).

Les valeurs postérieures de log(#/) étaient fortement positives, indiquant un déclin ancien
des loups en Italie (Tableau 5 ; Figure 4a). La taille de I'échantillon a également affecté les
valeurs de logi(#), indiquant des déclins de population plus anciens dans les sous-
échantillons que dans I'échantillon Italien total (Tableau 5). Une valeur de » = 0,008, calculée
comme l'antilogue du quantile de 50%, indique un déclin de 125 fois (intervalle = 33,3-500,0)
de la taille de la population actuelle (IN;) a la taille de la population ancestrale (IN;) chez les
loups Italiens. La contraction de la population a commencé a 7z = 15,8\, (intervalle = 5,2-

57,5) générations auparavant.

Tableau 5. Distributions postérieures des paramétres démographiques utilisés dans la procédure MSVAR (Beaumont
1999), décrites par les quantiles & 5%, 50% et 95%, avec des valeurs d'un écart-type (ET) calculées sur cing répétitions

Log(r) Log(tf)
=N/ Ny tf=1ta/N,

Sample (size) 5% 50% 95% 5% 50% 95% (range) (range)
Italy (103) -2.78 (0.43) -2.09(0.29) -1.52(0.18) +0.72(0.13) +1.20(0.19) +1.76(0.29) 0.008 (0.002/0.030) 15.8 (5.2/57.5)
Italy (30) -3.77(024) -3.03(0.30) —2 30 (0.26) +1.32(0.21) +1.90 (0.25) +2.54(0.22) 0.001 (0.000/0.005) 79.4 (20.9/346.7)
East Europe (115) -1.78 (0.38) —1.29(0.23) 96 (0.19) —0.64(0.21) —0.34(0.15) —0.07 (0.18) 0.051 (0.016/0.110) 0.46 (0.23/0.85)
Balkans (64) -1.32(0.11) -0.99 (0.10) 64 (0.09) —0.52(0.16) —-0.13(0.06) +0.28 (0.04) 0.102 (0.048/0.229) 0.74 (0.30/1.90)
Bulgaria (34) -3.16 (0.61) -1.98 (0.50) —l 16 (0.23) —-0.07 (0.15) +0.50 (0.28) +1.34(0.44) 0.010 (0.001/0.069) 3.16 (0.85/21.9)
Croatia (24) -3.92(0.11) -2.83(0.22) 96 (1.66) +0.44 (0.13) +1.31(0.18) +2.14(0.11) — —
Latvia (38) -3.98(0.28) -1.16(0.36) —l 33 (045 -0.17(0.30) +0.77 (0.39) +1.98(0.31) — -
Finland (13) —4.10(0.27) -2.79(0.63) —1.64(048) +0.24(0.33) +1.12(045) +2.12(0.26) — —

Les valeurs de r = No /N1 (No = nombre effectif actuel de chromosomes ; N1 = nombre de chromosomes au moment du
déclin ou de l'expansion de la population), et tf = ta/No (ta = nombre de générations depuis le début de
I'expansion/déclin) n'ont pas été estimées dans les échantillons de Croatie, de Lettonie et de Finlande en raison de
I'absence de convergence. Les valeurs pour les sous-échantillons de loups Italiens, Italie (30), sont les valeurs moyennes
(SD) de 20 échantillons répliqués, chacun étant composé de 30 individus sélectionnés au hasard

Ciucci & Boitani (1991) suggerent que 50% des loups sont dans le pool de reproduction de
la population Italienne. Ainsi, la taille effective de la population Italienne de loups lors du
goulot d'étranglement le plus récent aurait pu étre de N, = 50 individus et de N, = 100
(mesuré en chromosomes). Cependant, les données génétiques suggerent des valeurs de N,
inférieures. Le monomorphisme de ' ADNmt observé dans la population Italienne pourrait
avoir été généré par une dérive aléatoire pendant 120-160 ans d'isolement dans une
population stable avec une taille effective de population femelle N, faussi basse que 15-20
(Randi et al. 2000). Si le sexratio des adultes est de 1 : 1 (Ciucci & Boitani 1991), N, f= 15-
20 correspond a N. = 30-40 et N, = 60-80. Le quantile médian de la distribution postérieure
de N, (et les quantiles a 5% et 95%) était N. = 283 (79-475) en utilisant TM3.1 (avec 20 000
mises a jour et une taille de population maximale de 500). L'estimation de la vraisemblance
maximale était N, = 170, en utilisant MCLEEPS1.1 (avec 1000 répétitions de Monte Carlo et
une taille de population maximale de 500). Ces estimations ont été obtenues en
¢chantillonnant la population Italienne de loups dans les années 1990. En supposant que les
loups étaient au nombre de 100 en 1973 et que la population augmentait a un taux de 7% par
an (Ciucci & Boitani 1991), nous aurions pu avoir environ 400 loups en 1993 en Italie, soit
N./N =170/400 = 0,42, comme estimé en utilisant MCLEEPS1.1, ou N./N = 283/400 = 0,71
(fourchette : 79/400 = 0,20 ; 1,0), comme estimé en utilisant T™M3.1.

Lucchini et al. 2004 13 Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



(a) sv00 (b) 5000

4000 4000
< 3000 = 3000
3 g
© 2000 U2000
1000 1000
0 0 ; T . f )
-5 —4 —3 -2 -1 0 5 -3 2 -1 0
Log(r) Log(r)
5000 5000
4000 4000
B 3000 B 3000
=1 (=
O 2000 Y 2000
1000 1000
0 0 } . ! !
0 1 2 4 -1 0 1 2 3
Log(tf) Log(t/)
4 3
3 24
= =
T 2 = 1
Q (=)
- -
1 04
0 . : . . -1 T T . T
S 4 3 2 -l 0 S 4 3 2 - 0

Log(r) h Log(r;

Fig. 4. Histogrammes montrant la distribution-fréquence des valeurs postérieures des paramétres démographiques
logio(r) (panneaux supérieurs) et logio(tf) (panneaux du milieu), et les tracés bivariés de logio(tf) en fonction de logio(r)
(panneaux inférieurs), tels que calculés par MSVAR (Beaumont 1999). (a) Loups ltaliens (n = 103), (b) un échantillon des
distributions bimodales obtenues chez les loups Croates (n = 24)

Sur la base de ces valeurs, nous utilisons N, = 20-40 (IN, = 40-80) et un temps de génération
de 3 ans pour estimer le 7z. Le déclin de la population de loups Italiens pourrait remonter a
1896 (intervalle 624-6900) ans, calculé avec N, = 20, ou a 3794 (intervalle 1248-13 800) ans
calculé avec N, = 40. Les valeurs postérieures étaient plus élevées lorsqu'elles étaient estimées

bl

a partir des sous-échantillons, ce qui correspondait a un déclin de N, d'un facteur 1000 a
I'époque 7a = 79,4N, = 9528/19 056 ans, calculé avec N, = 20/40 (Tableau 5).

Les groupes de loups regroupés (Europe de 1'Est, Balkans), qui ont des tailles d'échantillon
comparables ou inférieures a I'échantillon total de loups Italiens, n'ont pas montré de signaux
aussi forts de déclin de la population (Tableau 5). Les valeurs postérieures des parametres
indiquent un déclin de la population de 19,6 fois (intervalle = 9,1-62,5) et de 9,8 fois
(intervalle = 4,4-20,8) a 72 = 0,40, (intervalle = 0,23-0,85) et 0,74, (intervalle = 0,30-1,90)
il y a des générations en Europe de I'Est et dans les groupes de loups des Balkans,
respectivement. Des résultats similaires ont été obtenus a partir de I'échantillon bulgare, dont
la taille est similaire a celle des sous-échantillons de loups Italiens (7 = 34). Les quantiles a
50% de logio(r) et de logio(#) étaient inférieurs aux valeurs calculées a partir des sous-
échantillons Italiens et correspondent a une contraction de la population de 100 fois (avec
un trés large intervalle = 14,5-1000), a 7z = 3,16N, (intervalle = 0,85-21,9) générations
auparavant (Tableau 5). Les simulations MSVAR des échantillons de Croatie, de Lettonie et
de Finlande n'ont apparemment pas convergé et ont produit une distribution unimodale ou
bimodale des parametres (Fig. 4b).
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DISCUSSION

Les données relatives a 'ADN mitochondrial et microsatellite ont montré que les loups de
I'Italie péninsulaire présentent une variabilité plus faible que les autres populations de loups
d'Europe et d'ailleurs, et qu'ils sont génétiquement distincts de ces derniéres. La dérive
aléatoire peut conduire des populations isolées a perdre leur diversité génétique et a se
différencier, soit par des déclins démographiques prolongés, soit par des goulots
d'étranglement importants. Dans cette étude, nous avons cherché a évaluer la probabilité de
deux scénarios expliquant le déclin et la diversification de la population a différentes échelles
de temps chez les loups isolés dans la péninsule Italienne. Les loups ont pu étre isolés
génétiquement dans les Apennins : (i) il y a des milliers d'années, en conséquence des
changements naturels du paysage causés par la dernicre glaciation du Pléistocene ; ou (ii) plus
récemment, en conséquence de la déforestation causée par I'homme et de 1'éradication de
l'espece dans les Alpes, au cours des derniers siccles. Les résultats de l'analyse coalescente
(Beaumont 1999) des génotypes microsatellites prouvent que les loups de I'Italie péninsulaire
ont subi un déclin important et durable de la taille effective de la population, ce qui soutient
le premier scénario.

Un test de goulot d'étranglement basé sur les distributions de fréquence de la taille des alléles
microsatellites (Garza & Williamson 2001) a montré des preuves de départ de 'équilibre
mutation-dérive chez les loups en Italie, mais pas ailleurs en Europe. La statistique M, qui est
utilisée dans ce test, devrait atteindre de nouvelles valeurs d'équilibre rapidement, c'est-a-dire
en quelques centaines de générations (Garza & Williamson 2001). Ainsi, ces résultats peuvent
décrire les conséquences génétiques du déclin le plus récent, causé par I'homme, de la
population de loups dans le centre et le sud des Apennins au cours des derniers siecles. En
revanche, les tests de goulot d'étranglement de Cornuet & Luikart (1996) n'ont pas montré
de signes de déclin de la population dans aucune population de loups. Les tests M et Hy,
utilisent des statistiques sommaires différentes pour détecter les signaux de déclin des
populations et pourraient avoir des pouvoirs différents pour détecter les goulots
d'étranglement dans différentes fenétres temporelles. De plus, les résultats des tests de goulot
d'étranglement sont sensibles a la taille de l'échantillon, au nombre de loci utilisés et aux
schémas de mutation des microsatellites.

Les analyses bayésiennes des données microsatellites confirment avec une forte probabilité
un schéma de fort déclin ou d'isolement de la population de loups en Italie, beaucoup plus
ancien que quelques centaines de générations. Compte tenu de l'ensemble des données
disponibles, des hypothéses du modcle et des valeurs des facteurs préalables, les résultats
suggerent que la taille de la population de loups en Italie a été multipliée par plus de 100 au
cours des derniers milliers d'années. Ces résultats sont incompatibles avec un goulot
d'étranglement unique au cours du siecle dernier. Une contraction de la population a 7z =
15,8N, il y a plusieurs générations ne serait conforme aux informations historiques que si N,
= 2 chromosomes, ce qui correspond a un individu au moment du goulot d'étranglement
(c'est-a-dire 15,8 X 2 X 3 ans de temps de génération = 94,8 ans). De méme, si 'on suppose
que les loups des Apennins ont été effectivement isolés au cours des deux a quatre derniers
siecles, en raison du déclin de la population dans les Alpes, nous devons postuler une taille
de population effective extrémement faible de N, = 2-4 pendant des siecles, ce qui est
extrémement irréaliste. Selon des informations historiques (Zimen & Boitani 1975), le goulot
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d'étranglement le plus récent a été court (environ 10 ans, correspondant a environ trois
générations de loups, des années 1960 au début des années 1970), et apparemment pas fort,
car environ 100 loups ont survécu. Les données de recensement (Ciucci & Boitani 1991) et
l'inférence de 'ADNmt (Randi et al. 2000) suggérent qu'une valeur de N./N = 0,2-0,4
pourrait étre appropriée pour les loups Italiens au moment du goulot d'étranglement le plus
récent. Cependant, les parametres démographiques de la population de loups Italiens sont
inconnus et des estimations fiables de N. ne peuvent pas étre obtenues directement en
utilisant des données non génétiques indépendantes.

Les résultats des simulations de coalescence doivent cependant étre interprétés avec
prudence. Nous avons observé un effet marqué de la taille de I'échantillon sur les valeurs
postérieures des parametres. Un échantillon de » = 103 indique une diminution de 125 fois
de la taille de la population actuelle par rapport a la taille de la population ancestrale chez les
loups Italiens, a partir de 7z = 15,8\, générations, ce qui peut correspondre a environ 2000-
4000 ans. En revanche, des sous-échantillons aléatoires de » = 30 indiquent une diminution
de Ny d'un facteur 1000 au moment ou 7z = 79,4N, ce qui correspond a environ 9000-19000
ans (Tableau 5). L'effet de la taille de I'échantillon pour le MSVAR n'est pas connu, il n'y a
pas d'étude montrant le modele de corrélation entre la taille de I'échantillon et les valeurs a
posteriori des parametres. Cependant, les résultats obtenus en utilisant des échantillons de
plus petite taille soutiennent davantage un modele de déclin a long terme de la population de
loups d'Italie péninsulaire. L'explication de la distribution observée de la diversité des
microsatellites dans la population actuelle de loups en Italie en termes d'isolement le plus
récent (environ un siecle) et de goulot d'étranglement (environ 100 individus pendant environ
trois générations) est certainement moins probable que des scénarios alternatifs suggérant un
isolement et/ou des goulots d'étranglement plus anciens.

Wakeley (2000) a montré que la subdivision d'une population en un grand nombre de déemes
reliés par la migration augmente 1'échelle de temps de coalescence d'une généalogie. Les
temps de coalescence dépendent de la taille effective de la population, qui est affectée par la
migration dans les populations fragmentées. Lorsque les taux de migration sont élevés, la
population est effectivement panmictique et l'histoire des échantillons est conforme a la
coalescence standard d'une population unique. Mais lorsque les taux de migration sont
faibles, les temps de coalescence sont beaucoup plus longs dans les populations fragmentées
que dans les populations panmictiques de taille effective totale similaire (Ray et al. 2003).

Les valeurs postérieures des parametres démographiques soutiennent les estimations de
déclins de population d'environ 10 a 100 fois dans les groupes de loups d'Europe de I'Est et
des Balkans, et dans I'échantillon Bulgare, de 7z = 0,461\, a 7a = 3,161\, il y a plusieurs
générations. En supposant que la taille effective de la population de loups d'Europe de I'Est
est au moins d'un ordre de grandeur supérieure a celle de 1'ltalie, c'est-a-dire N, = 1000, les
déclins de population pourraient remonter a 1380 (dans le groupe d'Europe de I'Est) ou 9480
(chez les loups Bulgares) années auparavant. La procédure de Beaumont suppose une
population fermée et non structurée, ce qui n'est probablement pas le cas pour les groupes
regroupés (Europe de 1'Est, Balkans) ou pour les loups Bulgares. Les populations structurées
ou ouvertes peuvent présenter un schéma de déclin simplement parce que les temps de
coalescence des alleles sont plus longs dans les populations fragmentées avec migration
(Wakeley 2000 ; Ray et al. 2003). La structure de la population et la migration gonfleraient de
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facon prévisible les taux estimés et les périodes de déclin de la population de loups Bulgares
et d'Europe de I'Est. Ces conclusions soutiennent un scénario de déclin démographique a
long terme comparativement plus fort dans les populations de la péninsule Italienne que dans
les autres populations de loups en Europe. Un signal de déclin de la population généré par
une ancienne sous-structuration géographique, résultant d'une migration restreinte, soutient
encore un modele d'isolement ancien des loups Italiens au sud des Alpes, méme si la
population a été démographiquement stable au cours des derniers milliers de générations.

Le scénario d'un isolement durable des loups dans les Apennins Italiens est étayé par des
données morphométriques multivariées montrant que les cranes des loups des Apennins
Italiens se distinguent nettement des autres loups d'Eurasie (Nowak & Federoff 2002). Pour
souligner I'importance de la diversification morphologique observée, Nowak & Federoft ont
confirmé I'existence d'un rang subspécifique distinct pour les loups de I'Italie péninsulaire
(Canis lupus italicus). Cet ensemble de données morphométriques a également montré que les
cranes de loups et de chiens ne se chevauchent pas dans I'espace multivarié, ne montrant
ainsi aucun cas apparent d'hybridation. Les résultats morphométriques et génétiques ont
confirmé de manicre concordante que les croisements entre loups et chiens ne sont pas
fréquents en Europe (Vila & Wayne 1999 ; Randi et al. 2000).

CONCLUSIONS DE L'ETUDE

Les loups des Apennins pourraient avoir été, au moins partiellement, génétiquement isolés
de toute autre population de loups en Europe pendant quelques milliers d'années, et pas
seulement pendant quelques décennies, comme le suggerent les informations sur l'aire de
répartition historique de l'espece. Les calottes glaciaires Alpines du dernier maximum
glaciaire ont pu constituer une barri¢re géographique qui a isolé les loups dans les zones de
refuge au sud des Alpes. La déglaciation et I'expansion des écosystemes existants ne se sont
achevées qu'apres la période froide du Younger Dryas (il y a environ 10 000 ans ; Dawson
1996). Ainsi, le mélange de populations de loups se développant a partir de différents refuges
glaciaires doit étre relativement récent. De plus, le fleuve P6, qui coupe la plaine entre les
Alpes occidentales et la mer Adriatique, était beaucoup plus étendu pendant la dernicre
glaciation, en raison du niveau de la mer plus bas et de la présence d'un pont terrestre au
nord de I'Adriatique (Fig. 1 ; Dawson 1996). Pendant des milliers d'années au cours de
'Holocene, le bassin du Po était bordé de vastes plaines alluviales inondées et de marais, qui
n'ont été partiellement drainés qu'au cours des 2000 dernicres années (Sereni 1961). Le
mélange des populations de loups des Alpes et des Apennins aurait pu étre empéché
également par la déforestation et l'éradication concomitante des populations d'ongulés
sauvages, qui étaient déja répandues au cours du quinzieme siecle dans le nord de I'Italie 4 la
suite de I'expansion des systémes agricoles de métayage (Sereni 1961).

Les résultats de cette étude suggerent que, malgré les taux potentiels élevés de dispersion et
de flux génétique, les populations locales de loups peuvent ne pas se mélanger pendant de
longues périodes. Les loups des Apennins sont actuellement en expansion, recolonisant des
parties de leur aire de répartition historique dans les Alpes occidentales Italiennes et
Francaises (Lucchini et al. 2002). Pendant ce temps, a l'est, des loups avec des génotypes
distincts se déplacent de la Slovénie vers la fronti¢re Italienne dans les Alpes orientales. 11
sera intéressant d'observer si et comment les loups s'étendant de l'ouest (portant des
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génotypes des Apennins) et de l'est (avec des génotypes des Balkans) se mélangeront pendant
le processus en cours de recolonisation naturelle des Alpes.
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