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Résumé

La consanguinité peut réduire l'aptitude de la progéniture et a des conséquences importantes
sur la diversité génétique et la viabilité a long terme des populations. Chez les canidés
socialement coopératifs, la consanguinité est conditionnée par la proximité géographique
entre les parents de sexe opposé a l'extérieur des groupes de naissance et par la présence
d'individus apparentés dans les groupes voisins. Par conséquent, les difficultés rencontrées
pour se déplacer dans d'autres régions ou l'espece est présente peuvent également affecter
les taux de consanguinité. Cela peut étre particulicrement problématique dans les zones a
forte densité humaine, ou les déplacements peuvent étre limités, méme pour les especes tres
vagiles. Dans cette étude, nous étudions la dynamique socio-écologique des meutes de loups
Ibériques dans le paysage dominé par I'homme de I'Alto Minho, au nord-ouest du Portugal,
ou les loups présentent une forte prévalence de dispersion sur de courtes distances et un flux
génétique limité avec les régions voisines. Nous supposons que les accouplements ont lieu
sans tenir compte de la parenté, ce qui entraine une consanguinité récurrente en raison des
taux élevés de rencontre entre les membres d'une méme famille. En utilisant les données d'un
programme de surveillance génétique non invasif de 10 ans et une combinaison d'estimations
de parenté et de reconstructions généalogiques, nous décrivons la diversité génétique, le
choix d'accouplement et les stratégies de dispersion parmi les meutes de 'Alto Minho.
Contrairement aux attentes, nos résultats révelent un choix d'accouplement basé sur la
parenté, de faibles taux de rencontre entre parents et un nombre réduit d'événements de
consanguinité. Nous avons observé une forte prévalence de philopatrie, en particulier chez
les femelles reproductrices, la stratégie de reproduction la plus courante consistant a
associer une femelle philopatrique 2 un male immigrant sans lien de parenté. Dans I'ensemble,
les loups n'étaient pas consanguins et les changements temporels de la diversité génétique
n'étaient pas significatifs. Nos résultats sont discutés, compte tenu de la tendance
démographique des loups dans 1'Alto Minho et de son paysage dominé par 'homme.

INTRODUCTION

L'accouplement entre parents (c'est-a-dire la consanguinité) peut réduire l'aptitude de la
progéniture en dévoilant les alleles déléteres, un processus connu sous le nom de dépression
de consanguinité (Charlesworth et Willis 2009 ; Keller et Waller 2002). Chez de nombreuses
especes a reproduction coopérative, les individus vivent dans des groupes familiaux avec
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des territoires établis et retardent souvent la dispersion natale, ce qui entraine le
regroupement géographique des parents de sexe opposé au-dela de la maturité reproductive
(Hatchwell 2009 ; Lukas et Clutton-Brock 2012). Par conséquent, les stratégies
comportementales, y compris la restriction de la reproduction, la reproduction extra-couple
et la dispersion basée sur le sexe, peuvent influencer les taux et la persistance de la
consanguinité dans les populations (Clutton-Brock et Lukas 2012 ; Leedale et al. 2020 ;
Sparkman et al. 2012 ; voir Nichols 2017 pour une discussion sur la tolérance a la
consanguinité). Cette derniére stratégie, lice a la dispersion, repose sur le principe selon lequel
les différences de distance ou de taux de dispersion entre les sexes favorisent la séparation
géographique des femelles et des males nés dans la méme région (Pusey et Packer 1987).
Notamment, chez les canidés, la consanguinité au sein du groupe natal est apparemment
évitée (Geffen et al. 2011), alors que les accouplements en dehors des groupes natals
semblent se produire de manicre aléatoire en ce qui concerne la génétique, ce qui suggere
qu'en dehors des groupes natals, la proximité géographique des proches parents est un
facteur prépondérant de consanguinité (Ausband 20224 ; Geffen et al. 2011). Par conséquent,
la consanguinité est une préoccupation importante pour la conservation dans les petites
populations isolées avec des taux élevés de sédentarité ou une prédominance de la dispersion
sur de courtes distances, ce qui conduit a des densités locales élevées de parents (par exemple,
Cockerill et al. 2022 ; Viluma et al. 2022). Cependant, méme dans les grandes populations
contigués, les restrictions de mouvement peuvent créer des zones localisées avec des densités
¢levées de parents proches. La réduction des déplacements est particulierement fréquente
dans les paysages dominés par I'homme, ou la fragmentation de I'habitat peut perturber les
schémas de dispersion naturels (Morales-Gonzalez et al. 2022 ; Rio-Maior et al. 2019 ; Tucker
et al. 2018).

Les loups sont des canidés a reproduction coopérative qui vivent en groupes familiaux
(meutes), généralement constitués d'un couple reproducteur monogame et de sa progéniture
(Mech et Boitani 2003). Les meutes peuvent également contenir des individus non apparentés
au couple reproducteur (c'est-a-dire des immigrants), bien que leur prévalence et leur sex-
ratio manquent de preuves (Jedrzejewski et al. 2005 ; Lehman et al. 1991 ; Rutledge et al.
2010). Les juvéniles et les adultes se dispersent généralement de leur meute natale, sans
différence cohérente entre les males et les femelles (Morales-Gonzalez et al. 2022). Les
couples reproducteurs de loups ne sont généralement pas apparentés (Caniglia et al. 2014 ;
vonHoldt et al. 2008), mais une dépression de consanguinité a été occasionnellement
observée dans de petites populations isolées (Goémez-Sanchez et al. 2018 ; Hedrick et al.
2014 ; Liberg et al. 2005). Ia résistance du paysage, due a des facteurs environnementaux
ou anthropogéniques, peut limiter le flux génétique chez les loups, malgré leur longue
distance de dispersion commune (Morales-Gonzalez et al. 2022). La population de loups
Ibériques (Canis lupus signatus) habite un paysage dominé par I'homme dans le nord-ouest de
la péninsule Ibérique, caractérisé par des infrastructures, l'agriculture et I'élevage (Revelles et
al. 2018). Par rapport aux loups vivant dans des habitats moins altérés, les loups Ibériques
sont présents dans un paysage a la connectivité fonctionnelle limitée (Rio-Maior et al. 2019)
et présentent des distances de dispersion moyennes plus courtes (Blanco et Cortés 2007 ;
Nakamura et al. 2021). Sur la base de données génétiques et de comportement spatial, Silva
et al. (2018) ont révélé que les loups Ibériques présentent un flux de génes spatialement
hétérogene, ce qui se traduit par des groupes génétiquement différenciés (Encadré Fig. 1) et
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une forte prévalence de dispersion sur de courtes distances, principalement confinée au
groupe génétique d'origine. Cette dynamique de population peut augmenter la probabilité de
consanguinité en favorisant les rencontres entre parents de sexe opposé en dehors de leurs
groupes natals, en particulier dans les groupes génétiques géographiquement plus petits avec
un flux génétique limité avec les régions voisines de présence de loups (Silva et al. 2018 ; voir
Encadré Fig. 1). A cet égard, le loup Ibérique constitue un systéme d'étude intéressant pour
comprendre l'effet de la faible connectivité des populations sur les modeles locaux de
sélection des partenaires et les niveaux de consanguinité.

Dans cette étude, nous évaluons l'influence de la dynamique socio-écologique sur la diversité
génétique et les niveaux de consanguinité des meutes de loups Ibériques au sein d'un groupe
génétiquement différencié avec une forte prévalence de dispersion a courte distance. Pour ce
faire, nous avons utilisé des données génétiques de séries temporelles récupérées dans le
cadre d'un programme de surveillance de 10 ans et nous avons utilisé des estimations de
parenté et des méthodes de construction de pedigree pour répondre aux questions suivantes :
La consanguinité est-elle récurrente ? La parenté influence-t-elle le choix du partenaire ?
Quelle est la probabilité pour un disperseur de trouver un parent proche ? Quelles sont les
stratégies individuelles de formation des couples reproducteurs ? Quelle est la fréquence
d'adoption des individus non apparentés dans les meutes ? Nous émettons I'hypothese que
la reproduction est fréquente chez ces loups et prédisons que cette tendance serait liée a deux
facteurs : un taux de rencontre de parents plus élevé que dans les populations sans restriction
de mouvement et des accouplements aléatoires en ce qui concerne la parenté génétique,
comme cela a été décrit pour I'espece.
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Fig. 1. La localisation géographique des meutes et des échantillons utilisés dans cette étude. L'encart représente la
localisation de I'Alto Minho au sein de la chaine des loups de la péninsule Ibérique (zone ombrée en vert), et la
localisation des groupes génétiquement différenciés identifiés dans le travail de Silva et al. (2018). Les territoires des
meutes sont représentés par des cercles en pointillés étiquetés avec le nom de la meute respective. Les points bruns
représentent les échantillons non invasifs (N = 470), les triangles rouges représentent les individus trouvés morts (N = 6),
et les losanges jaunes représentent le site de capture des individus capturés & des fins de collier GPS (N = 21)
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Les loups qui habitent cette région sont génétiquement différenciés de la population de loups
Ibériques restante, et leurs taux de flux de génes avec les régions voisines ne sont pas
significativement différents de zéro (Silva et al. 2018). L'Alto Minho est une région
montagneuse caractérisée par une forte densité de population humaine (110,3
habitants/km®; PORDATA 2020) et un paysage hétérogéne dominé par des foréts de
production (68%), des terres cultivées et des paturages (28% ; CORINE Land Cover 2012).
Comme pour le reste de la péninsule Ibérique, les loups de cette région sont protégés par la
législation nationale et Européenne (par exemple, I'annexe II de la Convention de Berne,
l'annexe IV de la Directive Habitats de I'UE). Le régime alimentaire des loups dans la région
est principalement basé sur le bétail, surtout les chevaux et les bovins en liberté, ce qui
conduit souvent a des conflits et a des niveaux élevés de persécution illégale (Pimenta et al.
2018). Ces conflits et l'influence croissante de I'homme sur le paysage entrainent un risque
élevé de mortalité d'origine humaine pour les loups de I'Alto Minho (Rio-Maior et al. 2018).

Echantillonnage et génotypage

Les loups du Haut-Minho ont fait l'objet d'un programme de suivi de plus de 20 ans qui,
depuis 2008, comprend l'identification moléculaire des individus. Dans cette étude, nous
avons analysé les profils génétiques de 150 loups collectés entre 2008 et 2017 dans le cadre
de ce programme de suivi. Nous avons sélectionné ces profils génétiques sur la base de
criteres de qualité des données, en nous concentrant sur les échantillons présentant moins de
25% de données manquantes. Ces données ont été générées a partir de 470 échantillons
génétiques non invasifs (gNIS ; Nakamura et al. 2017 ; Nakamura et al. 2021), 21 individus
capturés a des fins de marquage GPS (Rio-Maior et al. 2018, 2019), et six individus trouvés
morts (Fig. 1). Six meutes ont été identifiées dans la région (Nakamura et al. 2021), avec des
territoires stables tout au long de notre période d'échantillonnage, comme défini par la
télémétrie GPS des domaines vitaux des loups résidents (Nakamura et al. 2021 ; Rio-Maior
et al. 2019). L'échantillonnage et le génotypage individuel utilisés dans ce travail ont été
réalisés dans le cadre du programme de suivi des loups et sont détaillés dans Nakamura et al.
(2017, 2021). En bref, des gNIS comprenant principalement des crottes ont été collectés le
long de transects et de sites d'habitation, englobant le territoire des six meutes. Les transects
ont été définis le long de routes non pavées et de chemins a travers le paysage et ont été
effectués mensuellement, saisonnicrement ou pendant l'automne-été, avec un effort
d'échantillonnage moyen de 95,2 km par meute et par an (Nakamura et al. 2017, 2021). Les
sites d'habitation ont été estimés en combinant les informations de la télémétrie GPS avec la
détection visuelle ou acoustique des petits de fin juillet a septembre (Rio-Maior et al. 2018).
Lorsqu'ils ont été détectés, les foyers ont été échantillonnés par une équipe de deux
personnes en une seule session, au cours de laquelle tous les échantillons détectés ont été
collectés. Un site d'habitation par meute a été étudié en octobre, juste apres la saison d'élevage
des petits, lorsque les petits sont plus mobiles et que I'on s'attend a ce que les meutes soient
moins sensibles aux perturbations des sites de reproduction (par exemple, Stenglein et al.
2011). Les extraits d'ADN ont été obtenus en utilisant la procédure GuSCN/silice (Boom et
al. 1990) pour les chats ou le kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN) pour le sang et les muscles.
Tous les échantillons ont été séquencés pour un fragment de la région de controle de ' ADN
mitochondrial (ADNmt) pour lidentification de l'espéce et génotypés pour 19
microsatellites, sélectionnés parmi les plus informatifs pour l'identification individuelle chez
les loups Ibériques (Godinho et al. 2011, 2015 ; Nakamura et al. 2017, 2021). Le taux moyen
d'abandon allélique était de 10,6%, tandis que le taux de faux alleles était en moyenne de
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0,7% pour l'ensemble des loci (Nakamura et al. 2021). Pour écarter les cas potentiels
d'hybridation avec le chien-loup (Godinho et al. 2011), une analyse bayésienne de
regroupement a ¢té mise en ceuvre dans STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) en utilisant
la base de données de référence et les procédures décrites dans Pacheco et al. (2017). Le
logiciel ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et Lischer 2010) a été utilisé pour estimer les écarts par
rapport a 1'équilibre de Hardy-Weinberg selon Guo et Thompson (1992) et pour évaluer la
signification de I'association entre les génotypes a des paires de loci (déséquilibre de liaison,
DL). La signification statistique a été ajustée a l'aide de corrections séquentielles de
Bonferroni.

Reconstruction de 1'arbre généalogique

Pour reconstruire la généalogie des loups de I'Alto Minho, nous avons appliqué la méthode
de pleine vraisemblance mise en ceuvre dans COLONY v2.0.6.4 (Jones et Wang 2010), en
tenant compte de la consanguinité et en supposant des taux d'abandon d'alleles spécifiques
aux locus. En revanche, pour les loups repérés par GPS et retrouvés morts, nous les avons
considérés comme des parents ou des descendants potentiels en fonction de I'age estimé au
moment de la capture ou de la mort. Pour surmonter les biais possibles dans l'inférence
généalogique dus aux fluctuations des fréquences alléliques au fil des générations (Wang
2011b), nous avons sous-échantillonné nos données en utilisant une approche de fenétre
coulissante (taille de la fenétre = 3 ans ; taille du pas = 1 an), ce qui a donné huit ensembles
de données, chacun avec 50-90 individus. Ces analyses ont été effectuées dans l'ordre
chronologique, en incluant les freres et sceurs paternels et maternels connus établis lors des
étapes précédentes, ce qui a permis d'accroitre la précision des groupes de freres et sceurs
déduits. Seules les familles complétes dont la probabilité d'inclusion était égale ou supérieure
a 0,85 ont été prises en compte. Comme approche complémentaire pour s'assurer que toutes
les relations possibles ont été identifiées, nous avons également effectué¢ une analyse COLONY,
incluant tous les individus en tant que descendants potentiels et tous les hommes et femmes
en tant que peres et meres potentiels, respectivement. Les relations concordantes entre les
différentes analyses ont été incluses dans une généalogie consensuelle, corroborée par les
haplotypes d'ADNmt de la mere et de la progéniture et par les informations relatives au sexe,
a I'age et a l'affectation de la meute disponibles aupres des individus suivis par GPS. Enfin,
nous avons également calculé la taille effective de la population (IN.) des loups du Haut-
Minho dans COLONY en utilisant I'ensemble des données et la méthode d'assignation de
meute, qui estime la N, actuelle dans une sous-population avec immigration (Wang 2009).

Parenté et diversité génétique

Pour déterminer l'estimateur de parenté le plus performant pour notre ensemble de données,
nous avons d'abord simulé 3000 dyades (c'est-a-dire des paires d'individus) représentant six
relations différentes : parent-famille, freres et sceurs, demi-fréres et demi-sceurs, cousins
germains, cousins au second degré et individus non apparentés (500 dyades chacune).
Ensuite, nous avons estimé la parenté génétique des dyades simulées en utilisant les cing
moments et les deux estimateurs de maximum de vraisemblance disponibles dans
COANCESTRY 1.0, ainsi que I'estimateur de maximum de vraisemblance implémenté dans ML-
Relate (Kalinowski et al. 2006). Pour trouver I'estimateur le plus précis, nous avons utilisé les
coefficients de corrélation de Pearson pour comparer les valeurs de parenté génétique
estimées avec les valeurs réelles. Apres avoir effectué cette comparaison, nous avons constaté
que 'estimateur triadique du maximum de vraisemblance (TrioML ; Wang 2007) était le plus
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performant (r de Pearson = 0,801 ; voir le Tableau complémentaire S2). Nous avons ensuite
utilisé TrioML, implémenté dans COANCESTRY 1.0, pour estimer la parenté génétique par paire
(r) entre toutes les paires d'individus et les coefficients de consanguinité individuels (F) pour
tous les loups de I'Alto Minho.

Pour établir un seuil de classification des dyades comme apparentées ou non apparentées sur
la base des valeurs estimées de parenté par paire, nous avons suivi la méthode décrite par
Blouin et al. (1996) et Lucchini et al. (2002). Ce seuil a été défini comme la valeur médiane
entre les moyennes des distributions des valeurs de parenté TrioML pour les dyades simulées
non apparentées et apparentées de premier ordre (parents, descendants et freres et sceurs).
Pour vérifier si les loups de 1'Alto Minho évitent la consanguinité, nous avons comparé la
parenté entre les partenaires d'accouplement réels et ceux générés aléatoirement en utilisant
l'approche de simulation MonteCarlo mise en ceuvre dans STORM (Frasier 2008). Les
simulations ont été effectuées sur 1000 itérations, en utilisant toutes les femelles et tous les
males échantillonnés comme meres et peres potentiels, respectivement. A chaque itération,
le nombre de paires reproductrices simulées était le méme que celui identifié avec la
généalogie reconstruite. Nous avons ensuite calculé la parenté moyenne des paires
reproductrices simulées a chaque itération et comparé la distribution résultante avec la
parenté moyenne des paires reproductrices réelles. La signification statistique a été
déterminée en tenant compte d'un alpha de 0,05.

Nous avons estimé la diversité génétique des loups de I'Alto Minho sur la base de
I'hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He) en utilisant le paquetage diveRsity dans R
(Keenan et al. 2013 ; R Core Team 2020). Ces statistiques sont présentées pour l'ensemble
des données sur une base annuelle (c'est-a-dire sur la base de tous les animaux détectés par
année civile), et par groupe social (Parreira et Chikhi 2015 ; Parreira et al. 2020), défini ici
comme tous les individus assignés a la meute pendant la durée de vie de chaque paire
reproductrice. Pour évaluer les différences significatives entre les années consécutives ou les

groupes sociaux, nous avons effectué des tests de Kruskal-Wallis.

Inférence de I'organisation sociale et de la dispersion

Les individus ont été considérés comme résidents de la meute selon trois criteres utilisés
dans une étude récente ciblant les mémes meutes (Nakamura et al. 2021) : i) ont été confirmés
comme membres de la meute par télémétrie GPS ; ou ont été détectés par le biais de gNIS
i) au moins une fois sur le site d'habitation, ou iii) au moins deux fois par an a l'intérieur du
territoire de la meute. Les exceptions a ces criteres n'ont été autorisées que lorsque
l'ascendance de l'individu a été déterminée par sa généalogie. Les individus qui ont été
échantillonnés pendant au moins deux ans et dont la meute natale a été confirmée sur la base
de la reconstruction généalogique ont été classés comme philopatriques s'ils n'ont été
échantillonnés que dans leur meute natale ou comme immigrants s'ils ont été identifiés
comme résidents d'une meute différente.

Afin d'estimer la probabilité globale de rencontres entre parents au cours de notre période
d'étude, nous avons calculé la proportion de paires male-femelle de plein ou demi-freres
(basée sur la généalogie) par rapport a toutes les paires possibles parmi tous les individus
¢chantillonnés, en suivant la méthode décrite par Getfen et al. (2011). En outre, nous avons
estimé la méme probabilité en considérant uniquement les individus identifiés comme
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disperseurs, c'est-a-dire la proportion de paires male-femelle completes ou demi-sceurs
possibles parmi les disperseurs par rapport au nombre total de paires possibles parmi les
disperseurs.

Sur la base de la généalogie et de I'échantillonnage annuel intensif, nous avons supposé que
les petits étaient nés la premicre année ou ils avaient été détectés lorsque I'échantillonnage
avait lieu apres la saison de reproduction (c'est-a-dire apres le mois de mai ; Rio-Maior et al.
2018) ou qu'ils étaient nés 'année précédente. Cette information a ensuite été utilisée pour
estimer la durée approximative du lien (en années) pour chaque couple reproducteur. En
outre, nous avons recherché des preuves de polygamie ou de couples reproducteurs multiples
(c'est-a-dire plus d'une femelle de la meute donnant naissance la méme année). Enfin, pour
les loups identifiés comme disperseurs, 1'age minimum au moment de la dispersion a été
supposé étre l'intervalle de temps entre la naissance estimée et la date de la premicre recapture

dans la nouvelle meute.

RESULTATS

Diversité des loci et identification des individus

Tous les loci microsatellites étaient polymorphes, avec une moyenne de cing alleles par locus,
allant de deux a sept (Tableau S1). Des écarts par rapport aux attentes de Hardy-Weinberg
ont été observés pour trois loci (p < 0,001) et plusieurs comparaisons par paire se sont
¢écartées de maniere significative de 1'équilibre de liaison (Tableau supplémentaire S1).
Toutefois, aucun loci n'a été supprimé de 1'analyse parce que les évaluations précédentes du
DL pour les mémes marqueurs dans l'ensemble de la population de loups Ibériques n'ont
pas donné lieu a des écarts par rapport aux attentes (Godinho et al. 2015). Le dépistage initial
de I'hybridation loup-chien n'a tévélé aucune preuve de métissage dans notre échantillonnage
(Supplementary Fig. S1). Les 150 loups analysés dans cette étude présentaient un sex ratio de
1:1 (74 M:75 F ; un inconnu). En moyenne, chaque loup a été échantillonné 3,21 + 2,76 (s.d.)
fois, certains individus ayant été échantillonnés jusqu'a 16 fois. Si l'on considére uniquement
les échantillons non invasifs, les loups ont été échantillonnés en moyenne 2,06 = 2,48 (s.d.)
fois dans les transects et 1,09 £ 1,62 fois sur les sites d’habitations. Notamment, 33% des
individus ont été exclusivement échantillonnés sur les sites d’habitations, tandis que 49% ont
été exclusivement échantillonnés sur les transects. En ce qui concerne les 101 individus
échantillonnés plus d'une fois, 76% (IN = 77) ont été échantillonnés continuellement dans le
méme territoire de meute, alors que 23% (IN = 23) ont été échantillonnés dans deux meutes,
et un seul individu dans trois territoires de meute. La période moyenne d'échantillonnage par
individu était de 1,7 £ 1,2 (s.d.) ans, et 34% (IN = 51) des individus ont été échantillonnés
pendant deux ans ou plus, jusqu'a sept ans (Supplementary Fig. S2). Les tendances
temporelles de I'hétérozygotie et du coefficient de consanguinité pour les loups de 1'Alto
Minho ont révélé un modele stable a travers les années (2008 a 2017), avec des moyennes
globales de H, = 0,60 £ 0,16 (s.d.) et H. = 0,58 + 0,14 (s.d.) et aucune différence significative
entre les années consécutives (Fig. supplémentaire S3). Deux haplotypes de 'ADNmt
connus pour les loups Ibériques, a savoir W6 et W7 (Valicre et al. 2003), ont été observés
avec une fréquence de 89% (N = 1306) et 11% (N = 106), respectivement.
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Fig. 2. Généalogie des loups du Haut-Minho. Les lignes horizontales relient les couples reproducteurs, les années de
licison étant indiquées au-dessus de la ligne. Les lignes verticales indiquent I'ascendance des individus. Le nombre de
descendants non reproducteurs est indiqué pour chaque couple reproducteur. Les meutes sont représentées par des
couleurs indifférentes (Vez : vert ; Arga : brun clair ; Peneda : jaune ; Cruz Vermelha : rouge ; Boulhosa : violet ; Soajo
: bleu). Les individus dont l'ascendance est inconnue sont représentés en gris. Chaque icdne représente un individu
reproducteur. Les carrés représentent les males et les cercles les femelles. La couleur de remplissage de l'icéne indique
la meute natale, tandis que la couleur de contour représente la meute reproductrice. Les lettres d'identification
correspondent au nom de la meute natale ou & I'endroit oU I'individu a toujours été échantillonné. Les astérisques indiquent
les liens entre paires consanguines

Composition des meutes et taille effective de la population

La généalogie finale comprenait 127 individus (~85% de tous les individus échantillonnés ;
Fig. 2). Six des 23 individus non inclus dans la généalogie ont été classés comme résidents de
la meute. Les 17 autres individus n'ont été détectés qu'une seule fois au cours des trois
premiéres années de notre période d'échantillonnage, a I'extérieur ou dans des territoires de
meutes qui se chevauchent. Nous les avons considérés comme des individus issus
d'anciennes lignées familiales et les estimations de parenté indiquent qu'ils sont apparentés
entre eux mais aussi avec des individus inclus dans la généalogie, principalement avec des
reproducteurs antérieurs. Nous avons détecté 16 couples reproducteurs monogames sociaux,
comprenant 27 loups (14 males et 13 femelles). Dans I'un des 16 couples reproducteurs, seule
la femelle a été échantillonnée. La durée moyenne du lien de couple était de 2,3 £ 1,8 (s.d.)
ans, allant de 1 a 7 ans (Fig. supplémentaire S4). Les meutes comprenaient le couple
reproducteur et jusqu'a 12 membres apparentés, y compris la progéniture de l'année, les
yearlings (progéniture des années précédentes) et d'autres parents non au premier degré, plus
jusqu'a 3 individus non apparentés (Fig. supplémentaire S5). Le nombre cumulé de
descendants par couple reproducteur varie de 1 a 25, avec une moyenne annuelle de 3,7 £
1,8 (s.d.). Sept individus non apparentés (5 M:2 F) ont été détectés comme résidents dans
quatre des six meutes (~70%) pendant au moins un an, jusqu'a quatre ans (Fig.
supplémentaire S5). Dans toutes les meutes, le ratio moyen de membres non apparentés
était de 20% (Fig. supplémentaire S5). La taille moyenne annuelle de la meute, y compris les
individus non apparentés, était de 8,9 & 3,2 (d.s.), et la taille effective actuelle de la population
a été estimée a 15 (95% IC : 9, 34) en supposant un accouplement aléatoire et a 16 (95% IC :
8, 30) en supposant un accouplement non aléatoire.

Tableau 1. Informations génétiques des 15 couples reproducteurs dont les génotypes femelle et méle sont connus
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Territory Breeding Pair Relatedness Inbreeding Obs Bond 1% year of # Offspring

(TrioML) coefficient Heterozygosity duration  reproduction
Female Male r Cl Female Male Female Male years)

Vez Vooe P021 0.18 (0.02, 0.71) 0.02 0.01 0.65 0.57 1 2009 -
Vez Vo14 V025 0.17 (0, 0.54) 0.10 0.00 042 0.63 6 2008 17

Vez V034 V067 0.03 (0, 0.50) 0.02 0.01 053 0.56 1 201 zl

Vez vos7 5089 0.00 (0, 0.24) 0.00 0.08 0.58 0.60 1 2013 4

Vez V072 5098 0.00 (0, 0.04) 0.20 0.00 042 0.79 1 2015 3

Vez Vo072 5108 0.00 (0, 0.09) 0.20 0.00 0.42 0.68 1 2016 7

Vez V160 5108 0.00 (0, 0.23) 0.00 0.00 0.79 0.68 1 2017 5]
Arga S066 V045 0.00 (0, 0.08) 0.00 0.01 0.74 0.58 = 2013 20
Peneda PO55 P021 0.50 (0.23, 0.64) 0.00 0.01 073 0.57 2 2011 1
Peneda cviol A154 0.00 (0, 0.12) 0.00 0.00 0.74 0.63 1 2016 2
Cruz vermelha CV094 P083 0.00 (0, 0.15) 0.07 0.03 0.74 0.63 1 u 1
Cruz vermelha CV094 Vi1 0.00 (0, 0.10) 0.07 017 0.74 0.42 3 2011 7
Cruz vermelha 177 5144 0.00 (0, 0.13) 0.00 0.00 0.95 0.74 1 2016 2
Boulhosa cvi24 B112 0.00 (0, 0.09) 0.01 0.00 063 0.58 2 2016 5
Soajo 5011 5062 0.00 (0, 0.16) 0.00 0.04 053 0.68 5 2010 25

La parenté des couples reproducteurs (r) et les intervalles de confiance obtenus avec I'estimateur TrioML sont présentés,
ainsi que le coefficient de consanguinité et 'hétérozygotie observée de chaque reproducteur individuel. La durée du
lien entre les paires (nombre d'années), I'année de la premiére reproduction et le nombre total de descendants sont
également présentés. u non défini

Parenté et consanguinité

La simulation de la parenté par paire pour les individus non apparentés (X= 0,006 = 0,214)
et pour les parents de premier ordre (parents descendants et fréres et sceurs ; X = 0,487 £
0,164) a donné lieu a une distribution qui se chevauche partiellement (Fig. supplémentaire
S6). Nous définissons le seuil de classification de la paire comme apparentée a 0,240, ce qui
signifie que 4% des parents non apparentés et 8% des parents au premier degré seraient mal
classés. La parenté moyenne par paire parmi les loups d'Alto Minho était » = 0,108 + 0,163
(s.d. ; Fig. supplémentaire S7). La plupart des couples reproducteurs pour lesquels nous
disposions des génotypes de la femelle et du male n'étaient pas apparentés (IN = 12 ; 80% ;
Tableau 1). Deux couples reproducteurs étaient des parents éloignés (meute Vez ; Tableau
1), tandis qu'un seul couple reproducteur était formé par des parents de premier ordre (r =
0,5; P021 X P055, meute Peneda ; Tableau 1, Fig. 2). En outre, sur la base de la généalogie,
nous avons détecté un couple reproducteur entre des parents de deuxiéme ordre (une ni¢ce
et un oncle ; V160 X S108 dans la meute de Vez, Fig. 2), qui présentait une valeur de parenté
de zéro. Malgré les cas observés de consanguinité, nous avons trouvé des preuves d'un choix
de partenaire basé sur la parenté, car la parenté des paires d'accouplement réelles était
significativement plus faible (p < 0,013 ; Fig. supplémentaire S8) que celle des paires
d'accouplement générées de facon aléatoire. Les loups d'Alto Minho présentaient un
coefficient de consanguinité moyen de F = 0,059 * 0,107 (s.d.), alors que les paires
d'accouplement avaient une moyenne de F'= 0,03 £ 0,05 (s.d. ; Tableau 1).

Diversité génétique des familles de freres et sceurs

En moyenne, les groupes sociaux de I'Alto Minho présentaient de faibles coefficients de
consanguinité (F' = 0,030) et une hétérozygotie observée élevée (H, = 0,62 ; H. = 0,48 ; Fig.
3). Cependant, six familles ont révélé un schéma opposé, présentant une hétérozygotie
observée réduite et un coefficient de consanguinité accru (Fig. 3). C'était le cas de la
progéniture du couple reproducteur relatif de premier ordre dans la meute de Peneda,
représentée par deux freres et sceurs pleins avec la valeur de consanguinité estimée la plus
élevée parmi les loups de I'Alto Minho (FF = 0,537 et 0,418). 3 familles de freres et sceurs
pleins dans la meute de Vez et une dans la meute de Soajo ont également présenté une faible
diversité génétique et une consanguinité élevée. D'une maniere générale, la descendance des

Pacheco et al. 2024 9 Traduction Deepl & RP — 19/03/2024



couples reproducteurs établis plus tot dans notre échantillonnage semble présenter une
diversité génétique plus faible que celle des couples établis plus tard (Fig. 3).

Time Breeding Heterozigosity Inbreeding coefficient
span pai's 08 07 06 05 04 03 02 04 0 0 0.1 02 03 0.4 0.5
20082013  V14xV25 -
2009 V6xP21
2011 V34X V67T -
2013 VBT x589 | Vez
2015 V72xS98 - e
1
2016 V72xS108 - e
1
2017 V160xS108 H
1
20132017  S66 x V45 { T Arga
1
2011-2012  pssx P21 | i I
2016 CV101xA154 | } i Peneda
]
2011-2013 CV94 x CV121 k Cnz
2016 CV177 xS144 - P I Vermelha
1
2016-2017 CV124 xB112 { F Boulhosa
]
2008 s11x? A -— Soni
oajo
2010-2016  S11xS62 - H I

Fig. 3. Distribution des estimations de I'hétérozygotie et du coefficient de consanguinité par groupe social.
L'hétérozygotie observée (teinte plus claire) et I'hétérozygotie attendue (teinte plus foncée) sont représentées sur le
panneau de gauche, et les coefficients de consanguinité individuels moyens sur le panneau de droite. Les identifiants des
géniteurs et la durée de chaque lien de paire sont indiqués sur I'axe des ordonnées. Chaque couleur représente une
meute distincte (comme dans la Figure 2) dont le nom est indiqué sur le cété droit du graphique. Les lignes en pointillé
représentent les estimations moyennes globales de I'hétérozygotie observée et du coefficient de consanguinité pour les
loups du Haut-Minho

Dispersion inter-meutes

Nous avons identifié 23 individus philopatriques avec une tendance significative basée sur
les femelles (17 F:6 M ; y* = 8.69, df = 1, p-value = 0,0016), dont 5 (22% ; 5 F:0 M) sont
devenus des reproducteurs. De plus, nous avons identifié 18 disperseurs (7 F:11 M, pas de
tendance significative pour le sexe), dont onze (61% ; 4 F:7 M) sont devenus des
reproducteurs dans la nouvelle meute (Fig. 4A). En considérant tous les individus, le taux
estimé de rencontre avec un frére ou un demi-frere était de 0,067 (o5,CI : 0,061, 0,074) et
0,016 (05:,CI: 0,013, 0,019), respectivement. Le taux de rencontre de la parenté en considérant
uniquement les disperseurs était de 0,247 (o5, CI : 0,150, 0,343), ce qui est significativement
plus élevé qu'en considérant toutes les paires possibles (y* = 23,8, df = 1, p-value = 5,340 X
10-7). Néanmoins, nous n'avons trouvé aucune preuve de reproduction entre ces freres et
sceurs, et seulement une fois des freres et sceurs dispersants de sexe opposé ont été détectés
simultanément dans la méme meute. Nous avons identifié des émigrants et des immigrants
dans toutes les meutes, a l'exception de la meute de Boulhosa, ou seuls des immigrants ont
été observés. Sur la base de la période pendant laquelle chaque loup a été détecté dans la
meute natale avant la dispersion, nous avons classé les disperseurs en deux classes d'age
possibles : les juvéniles (c'est-a-dire 12-23 mois ; détectés depuis moins de deux ans dans la
meute natale ; N = 5; 3 F:2 M) ; et les adultes (c'est-a-dire = 24 mois ; détectés depuis au
moins deux ans dans la meute natale ; N = 13 ;4 F:9 M ; Fig. 4A).
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Fig. 4. Stratégies de dispersion et de reproduction observées chez les loups femelles et males dans I'Alto Minho. Le
panneau A illustre la fréquence des différentes stratégies individuelles de dispersion, et le panneau B illustre la
fréquence des différentes stratégies adoptées pour établir un nouveau lien de couple

Formation des couples reproducteurs
Sur la base de 13 couples reproducteurs dont 'ascendance est connue et qui ont été établis
apres 2008 (Fig. 2), nous avons identifié quatre stratégies principales pour former de

nouveaux liens de couple parmi les loups de I'Alto Minho : (1) 'union de deux disperseurs
(N = 4) ; (2) le remplacement d'un reproducteur soit par une progéniture, soit par un

immigrant (c.-a-d. dispersion sans lien avec une autre meute ; N = 4) ; (3) remplacement

des deux reproducteurs par une progéniture et un immigrant (N = 2) et (4) formation d'un
second couple reproducteur a l'intérieur d'un territoire de meute existant, impliquant une
progéniture et un immigrant (N = 3 ; Fig. 4B). La stratégie (1) est représentée par des

disperseurs qui ont occupé des territoires vacants, c'est-a-dire des territoires ou il n'y avait
s y

pas de preuves de l'existence de meutes reproductrices au cours des années précédentes
(selon Nakamura et al. (2021) ; par exemple, S066 X V045 dans la meute d'Arga, Fig. 2). En
revanche, I'établissement de couples reproducteurs par le biais des stratégies (2), (3) et (4) a
été systématiquement associé a la reproduction d'une femelle philopatrique avec un male non
apparenté (Fig. 2 et 4B). La stratégie (2) est représentée par trois cas de remplacement du
male reproducteur par un immigrant (par exemple, V072 X S108 dans la meute de Vez, Fig.
2) et un cas de remplacement de la femelle reproductrice par sa fille (V160 x S108 dans la
meute de Vez, Fig. 2), qui n'était pas apparentée au male reproducteur. Dans ce dernier cas,
la femelle remplacée est restée dans la meute. En ce qui concerne le remplacement des males
reproducteurs, nous n'avons pu évaluer le sort que d'un seul individu, qui a été échantillonné
dans plusieurs meutes au cours de la saison de reproduction suivante. La stratégie (3)
impliquait les filles des couples reproducteurs précédents (par exemple, V072 X S098 dans
la meute de Vez, Fig. 2) qui ont établi un lien de couple avec un immigrant. Enfin, dans la
stratégie (4), les couples reproducteurs étaient composés d'une fille du couple reproducteur
résident et d'un immigrant (par exemple, V034 X V067 dans la meute de Vez, Fig. 2). Cette
stratégie n'a été observée que dans la meute de Vez, avec les deux portées détectées au méme
site de rendez-vous (Fig. supplémentaire S4 ; Rio-Maior et al. 2018).

DISCUSSION

Chez les especes a reproduction coopérative, en particulier chez les canidés, la consanguinité
est plus susceptible de se produire en dehors du groupe natal, en particulier lorsque les
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disperseurs sont susceptibles de rencontrer des parents de sexe opposé (Geffen et al. 2011 ;
Nichols 2017 ; Pike et al. 2021). Par conséquent, la prévalence de la dispersion a courte
distance décrite pour les loups Ibériques de groupes génétiquement différenciés, y compris
ceux de I'Alto Minho (Silva et al. 2018), pourrait accroitre la consanguinité. Contrairement
a notre prédiction initiale, les taux de rencontre des parents parmi les loups de 1'Alto Minho
¢taient relativement faibles, et la consanguinité ne semble pas étre récurrente, car elle a été
principalement observée au cours des premicres années d'échantillonnage. En outre,
I'hypothese générale selon laquelle les loups s'accouplent au hasard en ce qui concerne la
parenté en dehors des meutes natales (Ausband 20224 ; Geffen et al. 2011) n'a pas été
confirmée dans I'Alto Minho, ot nous avons trouvé que la parenté entre les paires de
reproduction était significativement inférieure a celle attendue dans des conditions
d'accouplement aléatoire.

Nous avons observé une consanguinité dans 26% des couples reproducteurs détectés. Cela
indique que la consanguinité dans 1'Alto Minho est plus fréquente que celle décrite pour les
populations dans des paysages moins perturbés, avec ou sans exploitation, comme I'Apennin
Italien (3% ; Caniglia et al. 2014), les Montagnes Rocheuses de I'ldaho (6% ; Ausband 20224),
Yellowstone (7% ; vonHoldt et al. 2008), ou le sud de la Finlande (15% ; Granroth-Wilding
et al. 2017). Cependant, le taux de consanguinité détecté est similaire a celui décrit pour la
population du centre de I'Idaho avant les prélevements (25% ; Stenglein et al. 2011). En
outre, le taux de consanguinité de I'Alto Minho est comparable a celui décrit pour la
population Allemande en expansion sur la base des coefficients de consanguinité du pedigree
complet (~30% ; Jarausch et al. 2021) et considérablement inférieur a ceux observés pour la
population de loups Scandinaves consanguins (87% ; Akesson et al. 2016 ; Liberg et al. 2005).
Un mode¢le intéressant qui découle des événements de consanguinité, observés dans 1'Alto
Minho est que la plupart des liaisons de paires consanguines (75%) se sont produites au cours
des premieres années d'échantillonnage (2008-2011). Le début de notre échantillonnage suit
une période de fort déclin de la population entre 1996 et 2005 (taux de croissance = -8%)
lorsque la population de loups de I'Alto Minho a été réduite a deux meutes reproductrices
(Vez et Soajo ; Nakamura et al. 2021). En combinaison avec la dispersion réduite vers et
depuis le reste de I'Ibérie (Silva et al. 2018) et la connectivité fonctionnelle limitée entre les
meutes de 1'Alto Minho (Rio-Maior et al. 2019), les opportunités d'accouplement avec des
individus non apparentés seraient probablement plus rares au cours de cette période. Apres
2005, la tendance démographique s'est modifiée et la population a commencé a augmenter
en nombre d'individus et de meutes reproductrices (Nakamura et al. 2021). Un tel
changement a probablement déclenché une augmentation des opportunités d'accouplement
avec des individus non apparentés. Cela a finalement contribué a la prédominance observée
des paires d'accouplement non apparentées au cours des derniéres années d'échantillonnage.

Il est intéressant de noter que, malgré nos attentes, nous avons découvert un faible taux
global de rencontres entre parents (7%) chez les loups de I'Alto Minho. Cette estimation est
comparable a celles décrites dans les populations consanguines (3 a 7% ; Geffen et al. 2011)
et plus faible que dans les populations consanguines (Isle Royale ; 20% ; Geffen et al. 2011).
En revanche, le taux de rencontres potentielles entre les disperseurs était significativement
plus élevé, une paire potentielle sur quatre étant un demi-frere ou une demi-sceur.
Cependant, une seule fois des freres et sceurs dispersants de sexe opposé ont été détectés
ensemble dans la méme meute, et aucun événement de reproduction n'a été détecté parmi
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ces individus. Les différents temps et distances de dispersion entre les freres et sceurs
disperseurs de sexe opposé peuvent aider a expliquer un tel schéma (Nichols 2017).
Cependant, il est important de noter que le comportement de déplacement des loups de
I'Alto Minho est fagonné par 1'évitement actif des activités humaines et des infrastructures
(Rio-Maior et al. 2019) et que ces loups connaissent un faible taux de survie annuel (0,54 ;
05,CI : 0,35, 0,83), principalement associé¢ aux collisions liées aux routes et au braconnage
(Barroso et al. 2016 ; Nakamura et al. 2021 ; Rio-Maior et al. 2018). De telles preuves ont été
utilisées pour suggérer que les loups de 1'Alto Minho sont confrontés a un risque élevé de
mortalité lorsqu'ils se dispersent (Nakamura et al. 2021 ; Rio-Maior et al. 2019), ce qui peut
également aider a expliquer la probabilité « effective » réduite de rencontrer un frére ou une

sceur en dehors de la meute natale décrite ici.

En ce qui concerne les modeles de dispersion parmi les meutes de I'Alto Minho, nous
avons trouvé une proportion légérement plus élevée d'individus philopatriques que de
disperseurs. Nous avons également trouvé des preuves d'une dispersion retardée, car la
plupart des disperseurs que nous avons détectés étaient probablement plus dgés que 'dge de
dispersion le plus commun de 11 a 24 mois décrit pour l'espece (Blanco et Cortés 2007 ;
Mech et Boitani 2003 ; Morales-Gonzalez et al. 2022), bien qu'un age moyen de dispersion
de 3 ans ait été rapporté pour les loups dans les Montagnes Rocheuses (Jimenez et al. 2017).
Chez les loups, une permanence plus longue dans la meute natale a été associée a des zones
ou la disponibilité des proies est élevée (Ballard et al. 1987). En outre, il a été suggéré que
cela augmentait la possibilité d'apprendre les composantes subtiles des comportements de
chasse et de recherche de nourriture (Mech et Boitani 2003), ce qui pourrait étre
particulierement bénéfique dans un paysage dominé par I'homme (Rio-Maior et al. 2019). En
fait, dans la population des Montagnes Rocheuses, 1'age a la dispersion a été identifié comme
un prédicteur fort du succes de la dispersion (défini comme un loup dispersant qui se
reproduit ; Jimenez et al. 2017). En outre, un comportement de dispersion retardé ou réduit
a été associ¢ a un risque plus élevé de mortalité liée a 'homme chez les loups (Adams et al.

2008 ; Sells et al. 2022) et d'autres grands carnivores (Elliot et al. 2014 ; Spatkman et al. 2011).

Chez les especes de Canidés, la reproduction philopatrique a été associée a un risque élevé
de consanguinité, a moins que les occasions d'accouplement non apparentées soient
fréquentes au sein de la meute natale (Randall et al. 2007 ; Robinson et al. 2019 ; Sparkman
et al. 2012). Alors que les enregistrements d'individus non apparentés adoptés dans une
meute ne sont pas rares chez les loups (Mech et Boitani 2003), la proportion de meutes avec
des immigrants varie selon les populations, allant de sporadique (Jedrzejewski et al. 2005 ;
Stansbury et al. 2016) a aussi élevé que 80% (Rutledge et al. 2010). Dans 1'Alto Minho, nous
avons détecté des immigrants non apparentés dans quatre meutes sur six, comprenant en
moyenne 20% de la taille totale de la meute. Ce résultat indique que la présence d'individus
non apparentés dans les meutes de 1'Alto Minho est relativement courante, bien que la
comparaison directe de cette proportion avec d'autres études soit empéchée par la mise en
ceuvre de méthodologies différentes. La proportion d'immigrants au sein des meutes est
probablement influencée par l'effet combiné de la structure sociale, de la densité de la
population et de l'intensité de la persécution, comme le suggerent Bassing et al. (2020).
Néanmoins, des proportions plus élevées d'immigrants sont souvent associées a des
populations connaissant une mortalité élevée liée a 'homme (Adams et al. 2008 ; Ballard et
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al. 1987 ; Lariviere et al. 2000), ou les individus non apparentés peuvent représenter jusqu'a
46% des meutes reproductrices (Grewal et al. 2004). Dans 1'Alto Minho, une association
entre la persécution liée a 'homme et la proportion d'individus non apparentés dans les
meutes ne peut pas ¢tre exclue ; cependant, des données supplémentaires sur la mortalité par
meute seraient nécessaires pour la vérifier. Compte tenu de la structure sociale et de la
territorialité des loups, l'acceptation d'individus non apparentés dans la meute peut suggérer
une tolérance intraspécifique accrue (Mech 1994 ; Mech 1993). Ceci serait en accord avec la
rareté plausible des événements de mortalités intraspécifiques parmi les loups de I'Alto
Minho (Barroso et al. 20106), contrairement a la plupart des populations de loups, en
particulier en Amérique du Nord (Mech 1970). De plus, la présence d'immigrants non
apparentés dans les meutes offre aux individus philopatriques la possibilité de se reproduire
sans consanguinité. Notamment, dans trois des quatre événements de consanguinité
observés dans I'Alto Minho, il n'y avait pas d'individus non apparentés dans la meute. Dans
le cas restant, une femelle non apparentée au male reproducteur était présente. Dans
l'ensemble, ces observations peuvent étre lices a la prévalence de la dispersion sur de courtes
distances observée chez les loups Ibériques.

Les loups peuvent adopter différentes stratégies pour établir des couples reproducteurs
(Mech et Boitani 2003 ; vonHoldt et al. 2008). Dans I'Alto Minho, nous avons constaté que
c'était I'une des stratégies les plus courantes, mais qu'elle était tout aussi fréquente que le
remplacement d'un reproducteur dans une meute établie. Lorsque les stratégies impliquaient
le remplacement d'un ou deux reproducteurs ou d'un deuxiéme couple reproducteur dans la
meute, elles résultaient le plus souvent de I'appariement d'une femelle philopatrique avec un
male sans lien de parenté. Les loups femelles semblent avoir une probabilité plus élevée de
devenir des reproducteurs dans la meute natale, comme cela a également été décrit dans de
nombreuses autres populations, y compris dans le parc national de Yellowstone, en Italie, en
Allemagne et en Pologne (Ausband et al. 2017 ; Caniglia et al. 2014 ; Jedrzejewski et al. 2005 ;
Mech et Boitani 2003 ; vonHoldt et al. 2008). Cette tendance est probablement associée a
des avantages d'aptitude spécifiques au sexe de la philopatrie, tels que le népotisme maternel
(Lynch et al. 2019 ; vonHoldt et al. 2008), faisant des femelles le sexe qui bénéficierait le plus
de rester dans la meute natale et de se reproduire avec un immigrant. Notamment, dans I'Alto
Minho, nous avons trouvé des preuves d'un comportement philopatrique et d'une
reproduction biaisée par les femelles ; en revanche, 61% des disperseurs, tous des males, sont
devenus des reproducteurs dans la nouvelle meute. Alors que cette tendance n'est pas rare
dans les populations de loups, elle est surtout documentée dans les habitats saturés, que ce
soit en raison de fortes densités de population de loups ou de paysages dominés par 'homme
(Ausband 2022/ ; Caniglia et al. 2014 ; Jarausch et al. 2021 ; Jedrzejewski et al. 2005 ;
vonHoldt et al. 2008), ce dernier représentant le cas dans 1'Alto Minho. En outre, dans la
zone d'étude, ce schéma peut refléter les avantages en termes de fitness de la philopatrie
spécifique au sexe, agissant éventuellement comme un mécanisme pour faire face aux risques
percus et a la connectivité limitée d'un paysage dominé par 'homme (Rio-Maior et al. 2019)
tout en évitant la consanguinité. En outre, la variété et la dynamique des stratégies de
reproduction observées dans le Haut-Minho peuvent avoir contribué a la stabilité des niveaux
de diversité génétique au fil du temps, en particulier lorsqu'elles sont associées a l'apparition
de plusieurs couples reproducteurs dans un groupe, comme le suggere également Ausband
(2018) pour les populations de loups d'Amérique du Nord. Dans le Haut-Minho, cela peut
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étre illustré par l'augmentation de la diversité génétique a la suite du remplacement du male
reproducteur de Soajo ou de l'apparition de plusieurs couples reproducteurs a Vez. La
diversité génétique globale des loups de I'Alto Minho semble étre légerement supérieute a ce
qui a été précédemment décrit pour la région par Silva et al. (2018 ; H, = 0,53 ; H. = 0,52),
mais comparable aux fourchettes de fluctuations temporelles décrites pour la population de

loups allemande en expansion (Jarausch et al. 2021).

CONCLUSION

Cette étude documente la dynamique de I'écologie sociale des loups avec une prévalence de

la dispersion sur de courtes distances dans un paysage dominé par 'homme. Malgré les défis
percus de ce paysage et nos attentes, nous avons constaté que la consanguinité n'était pas
récurrente et que la diversité génétique globale était élevée. En conséquence, nous avons
également constaté que les loups de I'Alto Minho connaissent de faibles taux de rencontre
entre parents et qu'ils présentent un biais significatif en faveur de modeéles de reproduction
non apparentés. Les loups de I'Alto Minho présentent plusieurs stratégies pout établir un
couple reproducteur, la majorité d'entre elles impliquant I'accouplement d'une femelle
philopatrique avec un male immigrant. Dans I'ensemble, nos résultats contribuent a une
meilleure compréhension des schémas complexes de la dynamique des meutes de loups et
de la maniére dont ces mécanismes contribuent a leur persistance dans des paysages dominés

par I'homme.

Elliot NB, Valeix M, Macdonald DW, Loveridge AJ, Elliot NB, Valeix M, Loveridge AJ
(2014) Social relationships affect dispersal timing revealing a delayed infanti-
cide in African lions. Oikos 123(9):1049-1056. https://doi.org/10.1111/01K.01266

Excoffier L, Lischer HEl (2010) Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs to
perform population genetics analyses under Linux and Windows. Mol Ecol
Resour 10(3):564-567. https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2010.02847 x

Frasier TR (2008) STORM: Software for testing hypotheses of relatedness and mating
patterns. Mol Ecol Resour 8(6):1263-1266. https//doi.org/10.1111/j.1755-
0998.2008.02358 x

Fritts SH, Mech LD (1981) Dynamics, movements, and feeding ecology of a newly
protected wolf population in northwestern Minnesota. Wildl Monogr 80:3-79

Geffen E, Kam M, Hefner R, Hersteinsson P, Angerbjérn A, Dalén L, Wayne RK (2011)
Kin encounter rate and inbreeding avoidance in canids. Mol Ecol
20(24):5348-5358. https//doi.org/10.1111/j.1365-294X.2011.05358.x

Godinho R, Llaneza L, Blanco JC, Lopes S, Alvares F, Garcia EJ, Ferrand N (2011)
Genetic evidence for multiple events of hybridization b wolves and
domestic dogs in the Iberian Peninsula. Mol Ecol 20(24):5154-5166. https://
doi.org/10.1111/1.1365-294X.2011.05345.x

Godinho R, Lopez-Bao JV, Castro D, Llaneza L, Lopes S, Silva P, Ferrand N (2015) Real-
time of hybridization b wolves and dogs: combining non-
invasive samples with ancestry informative markers. Mol Ecol Resour 5:317-328.
https://doi.org/10.1111/1755-0998.12313

Gomez-Sanchez D, Olalde |, Sastre N, Ensefat C, Carrasco R, Marques-Bonet T,
Ramirez O (2018) On the path to extinction: Inbreeding and admixture in a
declining grey wolf population. Mol Ecol 27(18):3599-3612. https//doi.org/
10.1111/mec.14824

Granroth-Wilding H, Primmer C, Lindqvist M, Poutanen J, Thalmann O, Aspi J, Laak-

REFERENCES sonen T (2017) Non-invasive genetic monitoring involving citizen science

Adams LG, Stepheson RO, Dale BW, Ahgook RT, Demma DJ (2008) Population enables reconstruction of current pack dynamics in a re-establishing wolf
Dynamics and Harvest Characteristics of Wolves in the Central Brooks Range, population. BMC Ecol ‘7(”?‘4-_ https//doi.org/10.1186/s1 2393'017'0‘54-8
Alaska. Wildl Monogr 170(1):1-25. https/doi.org/10.2193/2008-012 Grewal SK, Wilson PJ, Kung TK, Shami K, Theberge MT, Theberge JB, White BN(2004) A

Akesson M, Liberg O, Sand H, Wabakken P, Bensch S, Flagstad @ (2016) Genetic genetic assessment of the Eastern wolf (Canis lycaon) in Algonquin provincial
rescue in a severely inbred wolf population. Mol Ecol 25(19):4745-4756. https// park J Mammal 85(4):625-632. https/doi.org/10.1644/1545-1542(2004)
doi.org/10.1111/mec.13797 085<0625:AGAOTE>2.0.CO;2 ) )

Ausband DE (2018) Muttiple breeding individuals within groups in a social carnivore. J Guo SW, Thompson E.A (1992) Performing the exact test of Hardy-Weinberg pro-
Mammal 99(4):836-844. https://doi.org/10.1093/jmammal/gyy051 portion for multiple alleles. Biometrics 48(2):361-372. 0.2307/2532296

Ausband DE (2022a) Genetic diversity and mate selection in a reintroduced popu- Hatchwell BJ (2009) The evolution of cooperative breeding in birds: kinship, dispersal

lation of gray wolves. Sci Rep 12(1):535. https:/doi.org/10.1038/541598-021- and life history. Philos Trans R Soc B Biol Sci 364(1533):3217-3227. https//
04449-4 doi.org/10.1098/RSTB.2009.0109

Pacheco et al. 2024 15 Traduction Deepl & RP — 19/03/2024



Ausband DE (2022b) Inherit the kingdom or storm the castle? Breeding strategies ina
social carnivore. Ethology 128(2):152-158. https//doi.org/10.1111/eth.13250

Ausband DE, Mitchell MS, Stansbury CR, Stenglein JL, Waits LP (2017) Harvest and
group effects on pup survival in a cooperative breeder. Proc R Soc B Biol Sci
284(1855):20170580. https://doi.org/10.1098/rspb.2017.0580

Ballard WB, Whitman JS, Gardner CL (1987) Ecology of an Exploited Wolf Population
in South-Central Alaska. Wildl Monogr 98:3-54

Barroso, |, Pimenta, V, Santos, N, Godinho, R, & Pimenta, C (2016). Sistema de Mon-
itorizagao de Lobos Mortos: atualizacao dos resultados entre 1999 e 2015. V
Congresso Ibérico Do Lobo. Castelo Branco. https//doiorg/10.13140/
RG.2.2.10907.82720

Bassing SB, Ausband DE, Mitchell MS, Schwartz MK, Nowak JJ, Hale GC, Waits LP
(2020) Immigration does not offset harvest mortality in groups of a coopera-
tively breeding carnivore. Anim Conserv 23(6):750-761. https//doi.org/10.1111/
acv.12593

Blanco JC, Cortés Y (2007) Dispersal patterns, social structure and mortality of wolves
living in agricultural habitats in Spain. J Zool 273(1):114-124. https:/doi.org/
10.1111/j.1469-7998.2007.00305.x

Blouin MS, Parsons M, Lacaille V, Lotz S (1996) Use of microsatellite loci to classify
individuals by relatedness. Mol Ecol 5(3):393-401. httpsy//doi.org/10.1046/
j.1365-294x.1996.00094 x

Boom R, Sol CJ, Salimans MM, Jansen CL, Wertheim-van Dillen PM, van der Noordaa J
(1990) Rapid and simple method for purification of nucleic acids. J Clin
Microbiol 28(3):495-503. https//doi.org/10.1128/jcm.28.3.495-503.1990

Caniglia R, Fabbri E, Galaverni M, Milanesi P, Randi E (2014) Noninvasive sampling and
genetic variability, pack structure, and dynamics in an expanding wolf popu-
lation. J Mammal 95(1):41-59. https:/doi.org/10.1644/13-MAMM-A-039

Charlesworth D, Willis JH (2009) The genetics of inbreeding depression. Nat Rev
Genet 10(11):783-796. https/doi.org/10.1038/NRG2664

Clutton-Brock TH, Lukas D (2012) The evolution of social philopatry and dispersal in
female mammals. Mol Ecol 21(3):472-492. https://doi.org/10.1111/j.1365-

294X.2011.05232x
Cockerill CA, Hasselgren M, Dussex N, Dalén L, von Seth J, Angerbjorn A, Norén K
(2022) ic C q es of Fi in the End d Fennos-
candian Arctic Fox (Vulpes lagopus). Genes 13(11)2124. hnpsj/dou org/
10.3390/genes13112124

American gray wolf population. Evolution 45(1):104-119. httpsy//doi.org/
10.1111/j.1558-5646.1991.tb05270 x

Liberg O, Andrén H, Pedersen H-C, Sand H, Sejberg D, Wabakken P, Bensch S (2005)
Severe inbreeding depression in a wild wolf (Canis lupus) population. Biol Lett
1(1):17-20. https://doi.org/10.1098/rsbl.2004.0266

Lucchini V, Fabbri E, Marucco F, Ricci S, Boitani L, Randi E (2002) Noninvasive
molecular tracking of colonizing wolf (Canis lupus) packs in the western Italian
Alps. Mol Ecol 11(5):857-868. httpsy//doi.org/10.1046/j.1365-294X.2002 014893(

Lukas D, Clutton-Brock T (2012) Life hi and the lution of coop
breeding in mammals. Proc R Soc B Biol Sci 279(1744):4065-4070. https:/
doi.org/10.1098/RSPB.2012.1433

Lynch EC, Lummaa V, Htut W, Lahdenpera M (2019) Evolutionary significance of
maternal kinship in a long-lived mammal. Philos Trans R Soc B Biol Sci
374(1780):20180067. https://doi.org/10.1098/rsth.2018.0067

Hayes RD, H: d AS (2000) De phy of a rec g wolf pop
Yukon. Can J Zool 78(1):36-48. https://doi.org/10.1139/299-186

Hedrick PW, Peterson RO, Vucetich LM, Adams JR, Vucetich JA (2014) Genetic rescue
in Isle Royale wolves: genetic analysis and the collapse of the population.
Conserv Genet 15(5):1111-1121. httpsv/doi.org/10.1007/510592-014-0604-1

Jarausch A, Harms V, Kluth G, Reinhardt |, Nowak C (2021) How the west was won:
genetic reconstruction of rapid wolf recolonization into Germany’s anthro-
pogenic landscapes. Heredity 127(1):92-106. https://doi.org/10.1038/541437-
021-00429-6

Jedrzejewski W, Branicki W, Veit C, Medugorac |, Pilot M, Bunevich AN, Forster M
(2005) Genetic diversity and relatedness within packs in an intensely hunted
population of wolves Canis lupus. Acta Theriologica 50(1):3-22. https://doi.org/
10.1007/BF03192614

Jimenez MD, Bangs EE, Boyd DK, Smith DW, Becker SA, Ausband DE, Laudon K (2017)
Wolf dispersal in the Rocky Mountains, Western United States: 1993-2008. J
Wildl Manag 81(4):581-592. https://doi.org/10.1002/jwmg.21238

Jones OR, Wang J (2010) COLONY: a program for parentage and sibship inference
from multilocus genotype data. Mol Ecol Resour 10(3):551-555. https://doi.org/
10.1111/j.1755-0998.2009.02787 x

Kallncwskn ST, Wagner AP, Taper ML (2006) ML-Relate: a :omputer program for

likelihood of and relati p. Mol Ecol Notes

6(2) 576-579. https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2006.01 256.x

Keenan K, Mcginnity P, Cmss TF, Crozier WW Prodohl PA (2013) diveRsity: An R
package for the and expl of population genetics p
and their associated errors. Methods Ecol Evol 4(8) 782-788. https://doi.org/
10.1111/2041-210X.12067

Keller LF, Waller DM (2002) Inbreeding effects in wild populations. Trends Ecol Evol
17(5):230-241. https://doi.org/10.1016/50169-5347(02)02489-8

Lariviére S, Jolicoeur H, Créte M (2000) Status and conservation of the gray wolf (Canis
lupus) in wildlife reserves of Québec. Biol Conserv 94(2):143-151. https//
doi.org/10.1016/50006-3207(99)00185-8

Leedale AE, Simeoni M, Sharp SP, Green JP, Slate J, Lachlan RF, Hatchwell BJ (2020)
Cost, risk, and avoidance of inbreeding in a cooperatively breeding bird. Proc
Natl Acad Sci 117(27):15724-15730. https//doi.org/10.1073/pnas.1918726117

Lehman N, Eisenhawer A, Hansen K, Mech LD, Peterson RO, Gogan PJP, Wayne RK
(1991) Introgression of coyote mitochondrial DNA into sympatric North

in the

wolves, a population on the threshold of extinction. Sci Adv 5(5):757-786.
https://doi.org/10.1126/sciadv.aau0757

Rutledge LY, Patterson BR, Mills KJ, Loveless KM, Murray DL, White BN (2010) Pro-
tection from harvesting restores the natural social structure of eastern wolf
packs. Biol Conserv 143(2):332-339. https//doi.org/10.1016/j.biocon.2009.10.017

Sells SN, Mitchell MS, Podruzny KM, Ausband DE, Emlen DJ, Gude JA, Loonam KE
(2022) Competition, prey, and lities influence gray wolf group size. J Wildl
Manag 86(3):e22193. https://doi.org/10.1002/JWMG.22193

Silva P, Lopez-Bao JV, Llaneza L, Alvares F, Lopes S, Blanco JC, Godinho R (2018)
Cryptic population structure reveals low dispersal in Iberian wolves. Sci Rep
8(1):14108. https://doi.org/10.1038/541598-018-32369-3

Sparkman AM, Adams JR, Steury TD, Waits LP, Murray DL (2011) Direct fitness benefits
of delayed dispersal in the cooperatively breeding red wolf (Canis rufus). Behav
Ecol 22(1):199-205. https://doi.org/10.1093/beheco/arq194

Mech LD (1994) Buffer Zones of Territories of Gray Wolves as Reg of | ific
Strife. J Mammal 75(1):199-202. https:/doi.org/10.2307/1382251

Mech LD (1993) Details of a confrontation between two wild wolves. Can J Zool
71(9):1900-1903. https://doi.org/10.1139/293-271

Mech LD (1970) The wolf: The ecology and behavior of an endangered species.
Natural History Press, Garden City, NY

Mech LD, Boitani L (2003) Wolf social ecology. In Mech LD, Boitani L (eds) Wolves:

Behavior, ecology and conservation. University of Chicago Press, pp. 1-34

Gonzdlez A, F -Gil A, Qi do M, Revilla E (2022) Patterns and

determinants of dispersal in grey wolves (Canis lupus). Biol Rev 97(2):466-480.

https://doi.org/10.1111/brv.12807

Nakamura M, Godinho R, Rio-Maior H, Roque S, Kaliontzopoulou A, Bernardo J,
Alvares F (2017) Evaluating the predictive power of ﬁeld variables for spedes
and individual molecular identification on wolf
Journal of Wildlife Research, 63(3). https//doi.org/10. 1007/510344—017 1112 7

Nakamura M, Rio-Maior H, Godinho R, Petrucci-Fonseca F, Alvares F (2021) Source-
sink dynamics promote wolf persistence in human-modified landscapes:
Insights from long-term monitoring. Biol Conserv 256:109075. httpsz//doi.org/
10.1016/j.biocon.2021.109075

Nichols HJ (2017) The causes and ¢ es of inb e and tol-
erance in cooperatively breeding b J Zool 303(1)1 14. https:/
doiorg/10.1111/j20.12466

Pacheco C, Lopez-Bao JV, Garcia EJ, Lema FJ, Llaneza L, Palacios V, Godinho R (2017)
Spatial assessment of wolf-dog hybridization in a single breeding period. Sci
Rep 7:42475. httpsy//doi.org/10.1038/srep42475

Parreira B, Chikhi L (2015) On some genetic consequences of social structure, mating

Pacheco et al. 2024

16

k AM, Adams JR, Steury TD, Waits LP, Murray DL (2012) Pack social dynamics
and inbreeding avoidance in the cooperatively breeding red wolf. Behav Ecol
23(6):1186-1194. https://doi.org/10.1093/beheco/ars099

Stansbury CR, Ausband DE, Zager P, Mack CM, Waits LP (2016) Identifying gray wolf

packs and disp using i ive genetic les. J Wildl Manag
80(8):1408-1419. https://doi.org/10.1002/jwmg.21136
Stenglein JL, Waits LP, Ausband DE, Zager P, Mack CM (2011) Estimating gray wolf
pack size and family relationships using r genetic g at ren-
dezvous sites. J Mammal 92(4):784-795. https://doi.org/10.1644/10-MAMM-A-
200.1

Tucker MA, Bohning-Gaese K, Fagan WF, Fryxell JM, Van Moorter B, Alberts SC,
Mueller T (2018) Moving in the Anthropocene: Global reductions in terrestrial
mammalian movements. Science 359(6374):466-469. https://doi.org/10.1126/
science.aam9712

Valiére N, Fumagalli L, Gielly L, Miquel C, Lequette B, Poulle M-L, Taberlet P (2003)

Long-distance wolf recolonization of France and Switzerland inferred from non-
invasive genetic sampling over a period of 10 years. Anim Conserv 6(1):83-92.
https:/doi.org/10.1017/51367943003003111

Viluma A, Flagstad @, Akesson M, Wikenros C, Sand H, Wabakken P, Ellegren H (2022)

Whol ing of porally stratified samples reveals sub-
stantial loss of haplotype diversity in the highly inbred Scandinavian wolf
population. Genome Res 32(3):449-458. https://doi.org/10.1101/GR.276070.121
vonHoldt BM, Stahler DR, Smith DW, Earl DA, Pollinger JP, Wayne RK (2008) The
genealogy and genetic viability of reintroduced Yellowstone grey wolves. Mol
Ecol 17(1):252-274. https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2007.03468.x
Wang J (2007) Triadic IBD coefficients and applications to estimating pairwise relat-

Traduction Deepl & RP — 19/03/2024



systems, dispersal, and sampling. Proc Natl Acad Sci 112(26):E3318-E3326.
httpsy//doi.org/10.1073/pnas. 1414463112

Parreira B, Quéméré E, Vanpé C, Carvalho I, Chikhi L (2020) Genetic consequences of
social structure in the golden-crowned sifaka. Heredity 125(5):328-339. https://
doi.org/10.1038/541437-020-0345-5

Pike VL, Cornwallis CK, Griffin AS (2021) Why don't all animals avoid inbreeding? Proc
R Soc B, 288(1956). https://doi.org/10.1098/RSPB.2021.1045

Pimenta V, Barroso |, Boitani L, Beja P (2018) Risks a la carte: Modelling the occurrence
and il y of wolf p on multiple livestock species. Biol Conserv
228:331-342. https://doi.org/10.1016/j.biocon.2018.11.008

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P (2000) Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics 155(2):945-959. https://doi.org/10.1093/
genetics/155.2.945

Pusey A, Packer C (1987) The Evolution of Sex-Biased Dispersal in Lions. Behaviour
101(4):275-310. https://doi.org/10.1163/156853987X00026

R Core Team (2020) R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria

Randall DA, Pollinger JP, Wayne RK, Tallents LA, Johnson PJ, Macdonald DW (2007)
Inbreeding is reduced by female-biased dispersal and mating behavior in Ethio-
pian wolves. Behav Ecol 18(3):579-589. https://doi.org/10.1093/beheco/arm010

Revelles J, Burjachs F, Palomo A, Piqué R, Iriarte E, Pérez-Obiol R, Terradas X (2018)
Human-environment interaction during the M - Neolithic t in
the NE Iberian Peninsula. Vegetation history, climate change and human impact
during the Early-Middle Holocene in the Eastern Pre-Pyrenees. Quat Sci Rev
184:183-200. https://doi.org/10.1016/j.quascirev.2017.08.025

Rio-Maior H, Beja P, Nakamura M, Alvares F (2018) Use of space and homesite
attendance by Iberian wolves during the breeding season. Mamm Biol 92:1-10.
https//doi.org/10.1016/j.mambio.2018.03.014

Rio-Maior H Nakamura M, Alvares F, Beja P (2019) Designing the landscape of

Integrating risk avoidance, habitat selection and functional con-
nectivity to inform large carnivore conservation. Biol Conserv 235:178-188.
https://doi.org/10.1016/j.biocon.2019.04.021

Robinson JA, Raikkonen J, Vucetich LM, Vucetich JA, Peterson RO, Lohmueller KE,
Wayne RK (2019) G i si of inbreeding in Isle Royale

C e:

Pacheco et al. 2024

17

edness. Genetical Res 89(3):135-153. httpsv//doi.org/10.1017/5001667
2307008798
Wang J (2009) A new method for effective p sizes from a single

sample of multilocus genotypes. Mol Ecol 18(10):2148-2164. https://doi.org/
10.1111/J).1365-294X.2009.04175.X

Wang J (2011a) COANCESTRY: a program for simul g and analysil
relatedness and inbreeding COefﬁClEntS. Mol Ecol Resou 10 )1 41-145, https/
doi.org/10.1111/}. 1755-0998 2010.02885.x

Wang J (2011b) Unbiased rel in structured populations. Genetics
187(3):887-901. https//doi.org/10.1534/genetics.110.124438

Traduction Deepl & RP — 19/03/2024



	INTRODUCTION
	Matériel et méthode
	Résultats
	Discussion
	CONCLUSION

