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Résumé

La population Italienne de loups (Canis lupus) a connu un déclin continu au cours des derniers
siecles et s'est retrouvée isolée a la suite de I'extermination d'autres populations en Europe
centrale et dans les Alpes au cours du 19°™ siécle. Dans les années 1970, une centaine de
loups survivaient dans dix zones isolées du centre et du sud des Apennins Italiens. La perte
de variabilité génétique, comme le suggerent les études préliminaires des séquences d'ADN
mitochondrial (ADNmt), I'hybridation avec les chiens sauvages et le lacher illégal de loups
captifs non indigénes sont considérés comme des menaces potentielles pour la viabilité de la
population de loups Italiens. Nous avons séquencé 546 paires de bases de la région de
controle de 'ADNmt dans un ensemble complet de loups Italiens et les avons comparées a
celles de chiens et d'autres populations de loups d'Europe et du Proche-Orient. Nos données
confirment I'absence de variabilité de 'ADNmt chez les loups Italiens : les 101 individus
¢chantillonnés sur I'ensemble de leur distribution en Italie présentaient le méme et unique
haplotype, alors que sept haplotypes ont été trouvés chez seulement 26 loups d'une
population d'élevage en Bulgarie. La plupart des haplotypes étaient spécifiques aux loups ou
aux chiens, mais certains loups d'Europe de I'Est partageaient des haplotypes avec des chiens,
ce qui indique une hybridation. En revanche, aucune hybridation avec des chiens ni
introgression de loups non indigenes n'a été détectée dans la population Italienne. Le
monomorphisme de I'ADNmt observé est le résultat possible d'une dérive aléatoire dans la
population de loups Italiens en déclin et isolée, qui a probablement existé a une faible taille
de population effective au cours des 100 a 150 dernicres années. La faible taille effective de
la population et la perte continue de la variabilité génétique pourraient constituer une menace
majeure pour la viabilité a long terme des loups italiens. Une augmentation démographique
controlée, conduisant a la recolonisation de l'aire de répartition historique des loups en Italie,
devrait étre mise en ceuvre.
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INTRODUCTION

Les persécutions humaines directes et le défrichement massif des foréts au cours des 250
derni¢res années ont conduit a un déclin continu des populations de loups (Canis lupus),
autrefois tres répandues en Europe, et a leur éradication dans de nombreux pays d'Europe
centrale. Les loups ont disparu en Allemagne, en Suisse et en Autriche avant la fin du 19°™
siecle et en France avant la Seconde Guerre mondiale, mais ils ont survécu dans deux
populations isolées en Ibérie et en Italie (Delibes 1990 ; Breitenmoser 1998). L'éradication
des loups dans les Alpes et en Italie au nord du P6 au cours des années 1800 a entrainé
l'isolement de la population Italienne pendant plus d'un siecle, bien que quelques animaux
aient été observés sporadiquement dans les Alpes avant la seconde guerre mondiale
(Cagnolaro et al. 1974 ; Randi et al. 1993, 1995). Les loups ont disparu en Sicile avant 1950
et la population péninsulaire a décliné jusqu'au début des années 1970, lorsque l'espece a été
protégée par la loi et que des mesures de conservation ont été appliquées (Boitani & Fabbri
19834). Des informations rares et indirectes collectées avant 1970 (Tassi 1971 ; Cagnolaro et
al. 1974) et les premieres investigations systématiques sur le terrain, menées entre 1972 et
1975 (Zimen & Boitani 1975), suggéraient qu'environ 100 loups avaient survécu dans 10
zones montagneuses isolées dans les Apennins centraux et méridionaux (Fig. 1).
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Figure 1. Distributions approximatives des aires de répartition (zones ombrées) des loups ltaliens en 1900, 1973 et
1994 (Boitani & Ciucci 1992 ; L. Boitani, communication personnelle). Les points indiquent les localités des échantillons
de loups utilisés dans cette étude

Une protection 1égale compléte depuis 1976 et des efforts de conservation actifs ont conduit
a un rétablissement significatif des loups Italiens (Boitani 1992), qui ont recolonisé des parties
de leur aire de répartition historique le long de la créte des Apennins (Fig. 1). Ils ont atteint
le nord-ouest des Apennins en 1985 et le sud des Alpes Francaises (Mercantour) en 1990
(Boitani & Ciucci 1992 ; Breitenmoser 1998) mais sont toujours absents des Alpes centrales
et orientales et de la plupart de la Slovénie et du nord de la Croatie (Adamich 1992 ; Frkovic
& Huber1992). Par conséquent, la population Italienne de loups doit encore étre considérée
comme isolée.
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Les loups ont décliné en méme temps que leur proie naturelle non ongulée et que le nombre
croissant de meutes de chiens en liberté (Boitani & Fabbri 19834). La compétition pour la
nourriture et l'espace ainsi que le croisement avec les chiens sont toujours considérés comme
une menace importante pour la conservation des loups en Italie et dans le monde (Boitani
1983, 1984, 1992 ; Delibes 1990 ; Butler 1994). En outre, des preuves directes de croisement
en Italie ont été obtenues au moins une fois, lorsqu'une louve radiotrackée s'est accouplée
avec un chien male féral et a ensuite donné naissance a six louveteaux. Quatre d'entre eux
¢taient noirs avec des pattes avant tachetées et les deux autres ressemblaient
phénotypiquement a des loups (Boitani 1982).

La variabilité¢ des allozymes (Randi et al. 1993) chez les loups Italiens est comparable a celle
des grandes populations Canadiennes (Kennedy et al. 1991) et significativement plus élevée
que dans la petite population de I'lle Royale qui a été fondée par un faible nombre
d'immigrants (Wayne et al. 1991). Plusieurs analyses de 'ADN mitochondrial (ADNmt) ont
cependant révélé un seul haplotype chez les loups Italiens qui est unique a cette population
(Wayne et al. 1992 ; Randi et al. 1995 ; Vila et al. 1997).

Les données sur ' ADNmt recueillies a ce jour pour les loups Italiens doivent étre considérées
comme préliminaires car elles sont basées sur un petit échantillon. Des informations
génétiques plus détaillées et plus fiables, basées a la fois sur les génes mitochondriaux et
nucléaires et sur des échantillons de plus grande taille, sont nécessaires pour gérer la viabilité
a long terme des populations, pour assurer la mise en ceuvre des plans de conservation en
cours et, en particulier, pour (1) quantifier la variabilité génétique au sein des populations de
loups Européens et entre elles (Boitani 1984), (2) caractériser les effets du déclin et de
l'expansion des populations sur la dynamique de la variabilité génétique (Wayne et al. 1992 ;
Randi1993), (3) localiser I'hybridation entre les loups et les chiens et sutveiller les zones
d'introgression (Lehman et al. 1991 ; Gottelli et al. 1994 ; Roy et al. 1994), (4) identifier
l'origine et suivre le destin des loups individuels dans les zones de colonisation récente et
continue (Ellegren et al. 1996 ; Forbes & Boyd 1996), et (5) identifier le statut génétique des
loups sélectionnés pour les programmes d'élevage en captivité (Wayne & Jenks 1991 ; Boitani
1992 ; Garcia-Moreno et al. 1996 ; Roy et al. 1996).

Nous présentons une étude complete des loups Italiens et d'autres loups Européens dans le
but (1) d'estimer et de comparer la variabilité de la séquence de ' ADNmt des loups Italiens
avec une population européenne importante et démographiquement stable ; (2) d'étudier
I'étendue de la diversité génétique parmi les populations de loups européens ; et (3) de définir
les haplotypes de I'ADNmt et la divergence de la séquence parmi les loups et un large
¢chantillon de races de chiens et d'identifier l'introgression possible de ' ADNmt des chiens

dans les populations de loups Italiens et d'autres populations de loups Européens.

METHODE

Collection d'échantillons

Nous avons étudi¢ 101 loups Italiens, tués accidentellement sur les routes ou abattus ou
empoisonnés illégalement, qui ont été collectés principalement par I'Institut Italien de
Biologie de la Faune (INFS) au cours des 15 derni¢res années. Les traits morphologiques de
tous les spécimens collectés ont montré des modeles de couleur de pelage de loup typiques
(Boitani 1986) sans aucun signe phénotypique d'hybridation. Nous avons utilisé tous les
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échantillons de loups disponibles et n'avons pas exclu a prioti d'éventuels animaux hybrides
ou introgressés. Pour la comparaison des loups Italiens avec une population Européenne
exogene, nous avons collecté 29 échantillons de peaux de loups Bulgares au Musée National
d'Histoire Naturelle de Sofia et nous les avons classés selon la couleur de leur pelage (fourni
par P. Genov). Nous avons obtenu des échantillons supplémentaires de toute I'Europe et du
Proche-Orient (Tableau 1). Neuf chiens sauvages ont été collectés dans les Apennins Italiens
centraux, dans des localités ou l'on a constaté une sympatrie avec les loups (F. Francisci,
communication personnelle). 41 chiens, représentant 30 races, ont été échantillonnés a
I'Institut de I'élevage (Berne, Suisse). Les séquences de I'ensemble de la région de contréle de
I'ADNmt d'autres races de chiens (Okumura et al. 1996) ont été téléchargées a partir de
GenBank (Tableau 1). Des séquences partielles de la région de controle des loups et des
chiens ont été obtenues dans la littérature (Ellegren et al. 1996 ; Vila et al. 1997). La séquence
d'un chacal doré (Canis aureus), collecté en Bulgarie (Tableau 1), a été utilisée comme outgroup
dans l'analyse phylogénétique.

Tableau 1. Origine et collecteurs des échantillons de loups étudiés, avec les numéros d'accession & la banque de données
et les références des séquences de la région de contrdle de I'ADNmt utilisées

Species n Locality Collection Remarks and GenBank accession number
Wolf 95 Italy Istituto Nazionale per la Fauna AF115699
Selvatica
Wolf 6 Italy L. Boitani AF115699
Wolf 29  Bulgaria P. Genov AF115687-115689, AF115691, AF115694,
AF115700, AF115701, AF115707, AF115714
Wolf 2 Greece C. Vila AF115690
Wolf 2 Turkey (Asia) C. vila captive animals with local origin; AF115693
Wolf 2 Croatia D. Huber AF115689, AF115695
Wolf 5  Finland L GadeJorgensen & R. Stagegaard  AF115692, AF115693, AF115698
Wolf 3 Israel G. Cahila AF115696, AF115697
Wolf 3 Slovakia E. Zimen captive animals with local origin; AF115707
Wolf 3 Spain C. Vila AF115702, AF115703
Dog 9 Italy INFS feral dogs; AF115704, AF115705, AF115708,
AF115711, AF115715, AF115716
Dog 41 Switzerland G. Dolf AF115704, AF115706-115714, AF115717, AF115718
Dog 75  Japanese breeds Okumura et al. 1996 see Okumura et al. 1996
Dog 67  nonJapanese breeds Okumura et al. 1996 see Okumura et al. 1996
Jackal 1 Bulgaria P. Genov AF184048

Extraction d'ADN, amplification PCR et séquengage

Les tissus ont été conservés dans de I'éthanol a 100% et le sang dans un tampon de stockage
Tris/SDS (Longmire et al. 1988) a -20°C. L'ADN total a été extrait d'environ 30-50 mg de
tissu (foie, cceur, muscle) avec un protocole guanidinium-silice (Gerloff et al. 1995). Les
procédures standard d'ébullition CHELEX ont été utilisées pour extraire I'ADN de 100 pL
de sang (Walsh et al. 1991). L'ensemble de la région de contréle de ' ADNmt a été amplifié
par PCR dans tous les échantillons a I'aide des amorces L-Pro et H-Phe, qui ont été congues
a l'origine a partir des séquences consensus mammaliennes des génes ARNt-Pro et ARNt-
Phe, respectivement (Douzery & Randi 1997). La PCR a été réalisée sur un thermocycleur
Perkin Elmer Cetus 9600 avec une dénaturation initiale de 2 minutes 2 94°C, 15 secondes 2
94°C, 15 secondes a 55°C, 1 minute a 72°C, et une tension finale de 5 minutes a 72°C. Les
produits d'amplification ont été purifiés sur des gels d'agarose a bas point de fusion a 'aide
du kit Gene Clean II (Bio101, La Jolla, Californie). Nous avons effectué un séquengage par
cycle double brin avec le kit PRISM Dye Terminator (ABI), conformément aux instructions
du fabricant, en utilisant 'amorce externe L-Pro et les amorces internes H350 (59-GGGCCT
GAA GTA AGA ACCA TGC C-39) et H576 (59-TTT GAC TGC ATT AGG GCC GCG
ACG G-39). Lélectrophorese des produits de séquencage purifiés a été effectuée sur un
séquenceur automatique ABI 373A. Les trois amorces L-Pro, H350 et H576 ont produit des
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séquences avant et arriere qui se chevauchent et qui ont été utilisées pour confirmer la fiabilité

du séquencage.

Analyse des séquences

Les séquences ont été alignées au moyen de CLUSTALW (Thompson et al. 1994). Les
valeurs de polymorphisme des séquences d'ADN au sein des populations (diversité des
nucléotides, T ; diversité des haplotypes, 4 ; Nei 1987) ont été calculées avec DNAsp 2.0
(Rozas & Rozas 1997). Nous avons obtenu des reconstructions phylogénétiques par
maximum de vraisemblance (ML) en utilisant PUZZLE 3.1 (Sttimmer & von Haeseler 1996)
avec le modé¢le Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (Hasegawa et al. 1985) et des taux de
substitution uniformes et distribués. La robustesse des phylogénies a été évaluée par les
pourcentages de fiabilité (RP) calculés apres 1000 étapes de ML (PUZZLE). La séquence
orthologue correspondante de la région de contréle d'un chacal doré a été utilisée comme
outgroup. En outre, les relations évolutives entre les haplotypes ont été représentées par un
arbre de recouvrement minimal (MST), qui est un réseau non enraciné dans lequel les
séquences sont placées aux nceuds plutot qu'aux extrémités d'un arbre. Nous avons
reconstruit les MST en utilisant les distances d'ADN par paires en pourcentage ou en ML et
le programme MINSPNET (merci a L. Excoffier, Laboratoire de génétique et de biométrie,
Département d'anthropologie, Université de Geneve ; URL :
ftp:/ /anthropologie.unige.ch/pub/comp/win/min-span-net/).

RESULTATS

Nous avons séquencé 546 pb des domaines périphériques et centraux gauches de la région
de contréle de ' ADNmt chez 150 loups phénotypiques et 50 chiens collectés en Italie, en
Bulgarie et dans d'autres pays d'Europe et du Proche-Orient (Tableau 1). Ces séquences ont
été facilement alignées avec la région de controle canine publiée (Okumura et al. 1996). Les
positions variables alignées (substitutions de nucléotides et lacunes ; annexe) définissent 20
haplotypes chez les loups et 43 chez les chiens. Dix-neuf des haplotypes de chiens sont
basés sur I'équivalent de 546 bp des séquences d'Okumura et al. (1996). Le nombre de sites
s polymorphes et la diversité des haplotypes 4 sont respectivement s = 30 et 4 = 0,50 pour
144 séquences de loups et de s = 38 et 4 = 0,76 pour 192 séquences de chiens. Toutes les
substitutions étaient des transitions, a l'exception de deux transversions a la position 173 des
haplotypes de loups W19 et W20 et des transversions dans les haplotypes de chiens aux
positions 35 (D50), 62 (D20) et 185 (D14, D16, D18, D25, D26, D28, D42, D45).

Tous les haplotypes, sauf trois, étaient spécifiques des loups ou des chiens (Annexe) : (1)
'haplotype W6 était présent chez un loup Bulgare, chez un chien Japonais et chez un chien
sauvage Italien portant I'haplotype identique D23 ; (2) W17 était présent chez trois loups
Slovaques et deux loups Bulgares et était identique a D5, qui a été trouvé dans quatre races
de chiens (Jack Russell terrier, Grand Danois, Berger Yougoslave et Flatcoated Retriever) ;
(3) I'haplotype de loup W18 était présent chez un loup Bulgare et était identique a I'haplotype
D13 trouvé dans cinq races de chiens (Malinois, Afghan, Akita Inu, kuvasz et pointer
Allemand 2 poil dut). Les haplotypes D5/W17 et D13/W18 sont regroupés au sein du clade
canin monophylétique Cl1, tandis que les haplotypes D23 /W6 sont regroupés au sein du
clade mixte 1.2/C4 (Figures 2 et 3). Comme cela peut indiquer une hybridation, nous avons
exclu ces loups Bulgares et Slovaques de 'analyse suivante de la diversité génétique parmi les

loups.
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Figure 2. Arbre de vraisemblance maximale des haplotypes de la région de contrdle de I'ADNmt du loup (W) et du
chien (D) reconstruits au moyen de PUZZLE avec le modéle HKY de substitution nucléotidique et enracinés au moyen de
la séquence du blaireau d'or comme outgroup. Les arbres calculés avec des taux uniformes (InL = -1690,79) et des taux
distribués (huit catégories, InL = -1607,92) ont des topologies identiques. Les nombres aux internceuds sont les valeurs
des pourcentages de fiabilité. Les haplotypes D40 et D49, D23 /W6 et D2, W1 et W2 différent par des indels qui ne
sont pas pris en compte dans cette analyse phylogénétique (annexe). La longueur des branches de l'arbre est
proportionnelle & la proportion de divergence séquentielle attendue par le maximum de vraisemblance, comme l'indique
I'échelle du bas, qui correspond & des substitutions de nucléotides de 1%. L1-L5 et C1-C4 indiquent des groupes
d'haplotypes de loups (L) et de chiens (C) qui ont également été identifiés par Okumura et al. (1996) et Vila et al.
(1997)

Les 101 loups Italiens partageaient un seul haplotype (diversité nucléotidique T = 0. Les 25
loups Bulgares avaient 6 haplotypes (excluant les 3 haplotypes partagés avec les chiens) avec
une moyenne (+ SD) Tt de 1,45 + 0,08 ; les loups collectés dans d'autres localités avaient 12
haplotypes ( = 1.36 + 0,09) ; et 43 haplotypes ont été trouvés chez les chiens avec m = 1,36
+ 0,06. Malgré 1'échantillonnage limité de populations et d'individus, les loups présentaient
une diversité nucléotidique similaire a celle de I'échantillon plus large de 49 races de chiens.
La plupart des haplotypes étaient limités a des localités géographiques uniques (Tableau 2).
Les exceptions étaient les haplotypes W9, présents chez les loups de Bulgarie et de Turquie,
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et W17, présent chez les loups Slovaques et Bulgares mais partagé avec les chiens (haplotype
D5).

Figure 3. Arbre de recouvrement minimal, basé sur les pourcentages de distance d'ADN par paire et reconstruit au
moyen de MINSPNET, reliant les haplotypes de la région de contrdle de I'"ADNmt du loup (W) et du chien (D). Les
encadrés indiquent les groupes trouvés dans I'arbre phylogénétique du maximum de vraisemblance (Fig. 2). Les lignes
interrompues indiquent les relations possibles entre les haplotypes dans les arbres minimaux alternatifs. Les lignes ont
une longueur proportionnelle au nombre de substitutions de nucléotides, la plus courte correspondant & une seule
substitution (échelle sur la figure)

L'arbre ML avec toutes les séquences de loups et de chiens, enraciné au moyen du chacal
(Fig. 2), divise les chiens en trois (C1, C2, et C4) des quatre groupes majeurs identifiés par
Okumura et al. (1996) et Vila et al. (1997). Leur groupe C3 comprend les deux haplotypes
divergents D46 et D50 qui appartiennent aux groupes de loups L1 et L4, assez éloignés I'un
de l'autre. Les haplotypes de loups se tegroupent en cinq lignées principales (L1 a L5). Deux
lignées conduisent aux haplotypes Bulgaro-Croates (lignée L5 : W1, W2 et W3) et Finlandais
(lignée L4 : W7 et W8). Les lignées 1.2, L3 et L4 se rejoignent au niveau d'une polytomie non
résolue et comprennent des haplotypes orientaux et centraux (L3 : Israél, Turquie, Bulgarie,
Croatie), centraux et occidentaux (L2 : Grece, Bulgarie, Espagne) et Finlandais (L4). D'autres
haplotypes Finlandais (W13) et d'Europe centrale et méridionale (W14, W15 et W16 ; Italie,
Bulgarie) appartiennent a des classes différentes (C2 et L1, respectivement). A I'exception
des haplotypes de loup les plus basaux (groupe L.5) et des haplotypes monophylétiques de
loup (L3) et de chien (C1), qui comprennent les haplotypes les plus dérivés, toutes les autres
lignées principales placent les haplotypes de loup et de chien ensemble.

Il n'y a pas de séparation claire et sans équivoque entre les haplotypes de loup et de chien :
certains haplotypes de chien sont relativement éloignés des haplotypes de base de loup, tandis
que d'autres sont apparemment des dérivés récents avec une faible divergence génétique. Le
MST non enraciné (Fig. 3) regroupe les séquences de loup et de chien en groupes
correspondant aux arbres ML, bien que les relations entre les groupes soient parfois
différentes. Le clade de base du loup L5 était lié au clade mixte loup/chien 1.2/C4, et les
clades de loups L1 et L3 étaient liés aux clusters principalement canins C1, C2 et C3. La
plupart des haplotypes de chien étaient liés a quelques haplotypes communs (D1/D19, D10
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et D13) et étaient a l'origine de deux groupes en forme d'étoile qui suggerent des origines
séquentielles rapides et récentes. Une fois de plus, les haplotypes de loups et de chiens ne se
répartissent pas en deux groupes distincts.

Tableau 2. Répartition géographique des haplotypes de la région de contréle de I'ADNmt du loup (W) et du chien
sauvage ltalien (D) (décrits dans I'annexe)

Italy Italy
Haplotype  Finland  Slovakia  Bulgaria  Greece  Turkey Croatia (wolves) (feraldogs) Israel Spain  Total

w1 — — 1 — — — — — — —
w2 — — 1 — — — — — - —
w3 — — — —
W4 — — — 2 — — — — — —
w5 — — 6 —

W6/D23 —
w7 1

w8 1 — — —
w9 -

W10 — — — —
wii — — — — — — — —
w12 —
w13 3 - - - — — - —
W14 . - - — — 101 — — - 10
w15 - — 1 — — — — — — —
W16 — — 10 — — — — — — —
W17/D5 - 3 2 — — — — — — —

1

P R

g b e G0 e e

=1

W18/D13 — —
W19 — —
W20 — — — — — — —
D1 — — — — — — —
D2 — — — — — — —
D6 — - — — — - —
D9 — — — — — — —
D14 - - - - - - -
D15 — — — — — — —
D23 — — — — — — —

Total
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N
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3 3 159

DISCUSSION

Variabilité génétique dans les populations de loups Européennes

Dans notre échantillon de 101 loups Italiens, nous n'avons trouvé aucune variation de
séquence dans 546 pb qui correspondent a 56% de la région de controle de ' ADN canin
(Okumura et al. 1996), y compris le domaine hypervariable 1. Ces résultats confirment des
études antérieures basées sur des échantillons de taille limitée (Randi et al. 1995 ; Vila et al.
1997).

Le grand ensemble de données de séquences que nous avons obtenu suggere que tous les
ADNmt existants dans la population de loups Italiens représentent une seule lignée
mitochondriale. La dynamique du déclin de la population et la période d'isolement génétique
des loups Italiens par rapport aux autres populations Européennes sont inconnues. Les
informations historiques documentent un déclin constant de la taille de la population tout au
long des dix-neuvieéme et vingtieme siécle, jusqu'a environ 100 animaux dans les années 1970
(Zimen & Boitani 1975), mais les données démographiques ne sont pas suffisantes pour
modéliser quantitativement le déclin de la population et ses effets sur la production de la
variabilité génétique. 11 est donc difficile d'évaluer la probabilit¢é du monomorphisme de
I'ADNmt chez le loup Italien en tant que simple conséquence d'une dérive génétique
aléatoire. Parmi les autres especes de loups, le loup Ethiopien (Canis simiensis) s'est également
avéré monomorphe au niveau de la région de contréle de 'ADNmt (Gottelli et al. 1994).
Cette espece en voie de disparition compte aujourd’hui <500 animaux répartis en six
populations isolées sur les hauts plateaux Ethiopiens. L'habitat Afro-Alpin des loups
Ethiopiens a diminué de 2% par rapport a sa superficie d'origine au cours des 15 000
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dernieres années. En conséquence, les populations de loups Ethiopiens pourraient avoir subi
un déclin démographique de longue durée et avoir perdu par la suite des parties significatives
de leur variabilité génétique. En outre, elles ont également subi des goulots d'étranglement
répétés, ce qui aurait été une force beaucoup plus puissante (Gottelli et al. 1994). Bien sur,
I'écologie et la dynamique historique des populations de loups en Italie et en Ethiopie sont
completement différentes, et les causes du monomorphisme de I'ADNmt poutrraient étre
completement différentes aussi.

Contrairement a la population Italienne, la population de loups Bulgares est tres
polymorphe et comprend des haplotypes divergents de la région de controle qui sont liés a
toutes les principales lignées mitochondriales décrites et qui couvrent la majeure partie de la
diversité génétique totale échantillonnée dans cette étude. Les loups Bulgares conservent
donc probablement une part importante de la diversité génétique de la population
Européenne de loups, autrefois répandue et continue. La présence d'haplotypes
mitochondriaux basaux et dérivés chez les loups Bulgares suggere qu'avant leur déclin
historique, les populations Européennes de loups étaient connectées par un flux génétique
élevé qui permettait une diffusion a longue distance des haplotypes de 'ADNmt, comme on
le trouve en Amérique du Nord (Lehman et al. 1991). Le déclin et la fragmentation des
populations ont interrompu les échanges génétiques a travers 'Europe pendant plus d'un
siecle, et la dérive aléatoire a probablement appauvri la diversité génétique des isolats locaux.
L'extinction de nombreuses populations de loups en Europe centrale et les conséquences
génétiques des perturbations humaines font qu'il est difficile de reconstituer les modeles
dominants de flux génétiques et la structure phylogéographique des populations de loups
actuelles dans toute I'Europe. L'isolement par la distance ou l'isolement des populations de
loups Ibériques et Italiennes dans les zones refuges du sud pendant les dernicres glaciations
du Pléistocene peut avoir affecté les fréquences locales des haplotypes de 'ADNmt, ce qui a
son tour peut avoir conduit a la fixation de I'haplotype (ou des haplotypes) le plus fréquent

par une dérive aléatoire et une faible taille effective de la population locale.

Hybridation du loup et du chien en Europe

L'haplotype unique W14 de la région de controle des loups Italiens est étroitement apparenté
aux haplotypes Bulgares W15 et W16, mais n'est apparenté que de loin a tous les haplotypes
de chiens décrits (Figures 2 et 3). L'introduction de genes de loups non Italiens dans la
population Italienne suite a la libération d'animaux en captivité a été redoutée (Boitani &
Ciucci 1992), et les libérations illégales de loups d'origine non Italienne ont été initialement
supposées avoir déclenché la recolonisation du nord des Apennins (Boitani 1984, 1992), mais
aucun haplotype d'ADNmt non Italien n'a été détecté. En raison de I'héritage maternel de
' ADNmt, une telle introgression ne serait pas détectée s'il y avait une directionalité spécifique
au sexe des accouplements entre les loups locaux et les loups introduits. 1l est cependant peu
probable qu'un tel biais existe, et toute introgression a grande échelle par des loups non
Italiens est également improbable.

En Amérique du Nord, I'hybridation entre les loups et les coyotes se produit dans des
circonstances spécifiques, a savoir dans les zones a forte densité de coyotes et a faible
densité de loups (Lehman et al. 1991). En raison des différences de taille spécifiques a l'espece
et au sexe, il y a une forte directionalité des accouplements interspécifiques entre les coyotes
femelles et les loups males, avec des rétrocroisements subséquents dans les deux especes.
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Mais I'absence d'haplotypes de chiens chez les loups Italiens et les haplotypes distincts des
neuf chiens sauvages échantillonnés dans les Apennins centraux (voir Tableau 2) dans une
zone de sympatrie avec les loups indiquent que ce scénario ne s'applique peut-étre pas a la
situation Italienne. Soit ces accouplements sont peu fréquents, soit leur progéniture ne se
rétrocroise pas dans la population de loups ou de chiens sauvages. La mortalité des petits
chez les chiens sauvages Italiens est élevée (Boitani & Ciucci 1992), ce qui réduit la probabilité
de rétrocroisement. Contrairement a la situation en Italie, des haplotypes de chiens étaient
présents dans la population de loups Bulgare dans laquelle le déclin de la densité de
population s'est produit au cours des 20 derniéres années seulement (Promberger & Schroder
1992 ; Breitenmoser 1998). De méme, Vila et al. (1997) ont trouvé des preuves d'hybridation
récente entre les loups et les chiens sauvages en Roumanie et dans l'ouest de la Russie. Les
accouplements entre loups femelles et chiens males ont été documentés chez le loup
Ethiopien (Gottelli et al. 1994 ; Wayne & Gottelli 1997) et observés une fois en Italie (Boitani
1982). L'analyse des microsatellites exclut cependant toute hybridation a grande échelle en
Italie (S.M.F. et al., données non publiées).

Implications pour la conservation et la gestion

Au cours des 20 dernieres années, la population Italienne de loups a augmenté a un taux
d'environ 7% par an (Ciucci& Boitani 1991) et est actuellement estimée a environ 400
animaux (Boscagli 1991). L'avenir de cette population est incertain (Ciucci & Boitani 1991).
Environ 15-20% de la population totale peut étre tuée chaque année (Ciucci & Boitani 1991),
en particulier les jeunes qui se dispersent et les petites meutes nouvellement fondées, qui sont
souvent abattues ou empoisonnées a dessein. De plus, les données sur la séquence de
I'ADNmt suggerent que le rapport entre la taille effective et la taille observée de la population
(N./N,) est faible et que la population peut continuer a perdre de la diversité génétique au fil
du temps. Bien que nous n'ayons aucune preuve de croisements passés ou en couts, les
changements écologiques futurs pourraient modifier les relations comportementales et les
interactions reproductives entre les loups et les chiens. Par conséquent, I'expansion controlée
des populations de loups et de leur aire de répartition devrait étre facilitée et non empéchée.
Dans la mesure du possible, les meutes de chiens sauvages devraient étre éradiquées afin
d'assurer la conservation de la diversité génétique des loups Italiens.

Literature Cited

Adamich, M. 1992. Status of the wolf (Canis lupus L.) in Slovenija.
Pages 71-73 in C. Promberger and W. Schroder, editors. Wolves in
Europe. Proceedings of the workshop on Wolves in Furope: cur-
rent status and prospects. Munich Wildlife Society, Oberammer-
gau, Germany.

Boitani, L. 1982. Wolf management in intensively used areas of Italy.
Pages 158-172 in F. H. Harrington and P. C. Paquet, editors.
Wolves of the world. Noyes Publications, Park Ridge, New Jersey.

Boitani, L. 1983. Wolf and dog competition in Italy. Acta Zoologica
Fennica 174:259-264.

Boitani, L. 1984. Genetic considerations on wolf conservation in Italy.
Bollettino di Zoologia 51:367-373.

Boitani, L. 1986. Dalla parte del lupo. Mondadori, Milano, Italy.

Boitani, L. 1992. Wolf research and conservation in Italy. Biological
Conservation 61:125-132.

Boitani, L., and P. Ciucci. 1992. Wolves in Italy: critical issues for their
conservation. Pages 74-90 in C. Promberger and W. Schroder, edi-
tors. Wolves in Europe. Proceedings of the workshop on Wolves in
Europe: current status and prospects. Munich Wildlife Society,
Oberammergau, Germany.

Randi et al. 2000 10 Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



Boitani, L., and M. L. Fabbri. 1983a. Strategia nazionale di conservazi-
one pet il lupo (Canis lupus). Ricerche di Biologia della Selvaggina
T2:1-31.

Boitani, L., and M. L. Fabbri. 1983h. Censimento dei cani in Italia con
particolare riguardo al fenomeno del randagismo. Ricerche di Bio-
logia della Selvaggina 72:1-42.

Boscagli, G. 1991. Evoluzione del nucleo di lupi appenninici (Canis l1-
pus italicus) in cattivita nel Parco Nazionale d’Abruzzo e situazione
della popolazione italiana di lupo. Situazione della popolazione di
orso (Ursus arctos marsicanus) in Appennino centrale. Pages
219-225 in E. Randi and M. Spagnesi, editors. Genetics and Wildlife
Conservation. Ozzano dell’Emilia, Italy.

Breitenmoser, U. 1998. Large predators in the Alps: the fall and rise of
man’s competitors. Biological Conservation 83:279-289.

Butler, D. 1994. Bid to protect wolves from genetic pollution. Nature
370:497.

Cagnolaro, L., D. Rosso, M. Spagnesi, and B. Venturi. 1974. Inchiesta
sulla disttibuzione del lupo (Canis fupus) in Italia e nei Cantoni Ti-
cino e Grigioni (Svizzera). Ricerche di Biologia della Selvaggina 59:
1-75.

Ciucci, P., and L Boitani. 1991. Population viability analysis (PVA) as a
conservation approach: the Italian wolf case. Pages 151-164 in E.
Randi and M. Spagnesi, editors. Genetics and Wildlife Conserva-
tion. Ozzano dell'Emilia, Italy.

Delibes, M. 1990. Status and conservation heeds of the wolf (Canis l1-
pus) in the Council of Europe member states. Nature and environ-
ment series. Number 47. Council of Europe, Strasbourg, France.

Douzery, E., and E. Randi. 1997. The mitochondrial control region of
Cervidae: evolutionary patterns and phylogenetic content. Molecu-
lar Biology and Evolution 14:1154-1166.

Ellegren, H., P. Savolainen, and B. Rosen. 1996. The genetical history
of an isolated population of the endangered grey wolf Canis luprus:

Randi et al. 2000 11 Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



a study of nuclear and mitochondrial polymorphisms. Philosophi-
cal Transactions of the Royal Society, London B 351:1661-1669.

Forbes, 5. H., and D. K. Boyd. 1996. Genetic variation of naturally colo-
nizing wolves in the central Rocky Mountains. Conservation Biol-
ogy 10:1082-1090.

Frkovic, A., and D. Huber. 1992. Pages 71-73 in C. Promberger and W.
Schroder, editors. Wolves in Europe. Proceedings of the workshop
on Wolves in Europe: cutrent status and prospects. Munich Wild-
life Society, Oberammergau, Germany.

Garcia-Moreno, J., M. D. Matocg, M. S. Roy, E. Geffen, and R. K.
Wayne. 1996. Relationships and genetic purity of the endangered
Mexican wolf based on analysis of microsatellite loci. Conservation
Biology 10:376-389.

Gerloff, U., C. Schlotterer, K. Rassmann, I. Rambold, G. Hohmann, B.
Frutth, and D. Tautz. 1995. Amplification of hypervariable simple
sequence repeats (microsatellites) from excremental DNA of wild
living Bonobos (Pan paniscus). Molecular Ecology 4:515-518.

Gottelli, D., C. Sillero-Zubiri, G. D. Applebaum, M. S. Roy, D. J. Girman,
J. Garcia-Moreno, E. A. Ostrander, and R. K. Wayne. 1994. Molecu-
Tl EEHCHUS UF GHC 11USL CHIECI G L, (e Sipa won G
nis simensis. Molecular Ecology 3:301-312.

Hasegawa, M., . Kishino, and T. Yano. 1985. Dating of the human-ape
splitting by molecular clock of mitochondrial DNA. Journal of Mo-
lecular Evolution 14:754-761.

Kennedy, P. K., M. L. Kennedy, P. L. Clatkson, and L 5. Leipins. 1991.
Genetic variability in natural populations of the gray wolf, Canis
fupus. Canadian Journal of Zoology 69:1183-1188.

Lehman, N., A. Eisenhawer, K. Hansen, D. L. Mech, R. O. Petetson, P. J. P.
Gogan, and R. K. Wayne. 1991. Introgression of coyote mitochon-
drial DNA into sympatric Notrth American gray wolf populations.
Evolution 45:104-119.

Longmire, J. L., A. K. Lewis, N. C. Brown, J. M. Buckingham, L. M.
Clarck, M. D. Jones, L. . Meincke, . Meyne, R. L Ratliff, F. A. Ray,
R. P. Wagner, and R. K. Moyzis. 1988. Isolation and molecular char-
acterization of a highly polymorphic centromeric tandem repeat in
the family Falconidae. Genomics 2:14-24.

Nei, M. 1987. Molecular evolutionaty genetics. Columbia University
Press, New York.

Okumura, N., N. Ishiguro, M. Nakano, A. Matsui, and M. Sahara. 1996.
Intra- and interbreed genetic variations of mitochondrial DNA ma-
jor non-coding regions in Japanese native dog breeds (Canis famil-
iaris). Animal Genetics 27:397-405.

Promberger, C., and W. Schroder, editors. 1992. Wolves in Europe.
Proceedings of the workshop on Wolves in Europe: current status
and prospects. Munich Wildlife Society, Oberammergau, Germany.

Randi, E. 1993. Effects of fragmentation and isolation on genetic vari-
ability of the Italian populations of wolf Canis lupus and brown
bear Ursus arctos Acta Theriologica 38:113-120.

Randi, E., V. Lucchini, and F. Francisci. 1993. Allozyme variability in
the Italian wolf (Canis lupus) population. Heredity 71:516-522.

Randi et al. 2000

12

Randi, E., F. Francisci, and V. Lucchini. 1995. Mitochondrial DNA re-
striction-fragment-length monomorphism in the Italian wolf (Canis
lupus) population. Journal of Zoological Systematics and Evolution
Research 33:97-100.

Roy, M. S, E. Geffen, D. Smith, E. A. Ostrander, and R. K. Wayne. 1994.
Patterns of differentiation and hybridization in North Ametican
wolflike canids, revealed by analysis of microsatellite loci. Molecu-
lar Biology and Evolution 11:553-570.

Roy, M. ., E. Geffen, D. Smith, and R. K. Wayne. 1996. Molecular ge-
netics of pre-1940 red wolves. Conservation Biology 10:1413-
1424,

Rozas, ]J., and R. Rozas. 1997. DnaSp version 2.0: a novel software
package for extensive molecular population genetics analysis.
Computer Applications in Bioscience 13:307-311.

Strimmer, K., and A. von Haeseler. 1996. Quartet puzzling: a quartet
maximum likelihood method for reconstructing tree topologies.
Molecular Biology and Evolution 13:964-969.

Tassi, F. 1971. 1l lupo nell'Appennino Centrale. Atti Societa Italiana
Biogeografia 2:673-693.

Thompson, J. D., D. G. Higgins, and T. ]. Gibson. 1994, CLUSTAL W:
improving the sensitivity of progressive multiple sequence align-
ment through sequence weighting, position specific gap penalties
and weight matrix choice. Nucleic Acid Research 22:4673-4680.

Vila, C., P. Savolainen, J. E. Maldonado, I. R. Amorim, J. E. Rice, . L
Honeycutt, K. A. Crandall, J. Lundeberg, and R. K. Wayne. 1997.
Multiple and ancient origins of the domestic dog. Science 276:
1687-1689.

Walsh, P. ., D. A. Metzger, and R. Higuchi. 1991. Chelex 100 as a me-
dium for simple extraction of DNA for PCR-based typing from fo-
rensic material. BioTechniques 10:506-513.

Wayne, R. K., and D. Gottelli. 1997. Systematics, population genetics
and genetic management of the Ethiopian wolf. Status survey and
conservation action plan. Pages 43-50 in C. Sillero-Zubiri, D. W.
Macdonald, and World Conservation Union/Species Survival Com-
mission Canid Specialist Group, editors. World Conservation
Union. Gland, Switzerland.

Wayne, R. K., and 5. M. Jenks. 1991. Mitochondrial DNA analysis sup-
ports extensive hybridization of the endangered red wolf (Canis
rifus). Nature 351:565-568.

Wayne, R K., D. A. Gilbert, A. Eisenhawer, N. Lehman, K. Hansen, D. Gir-
man, R. O. Peterson, D. L. Mech, P. J. P. Gogan, U. S. Seal, and R. J.
Krumenacker. 1991. Conservation genetics of the endangered Isle
Royale gray wolf. Consetvation Biology 5:41-51.

Wayne, R. K., N. Lehman, M. W. Allard, and R. L. Honeycutt. 1992, Mi-
tochondrial DNA variability of the gray wolf: genetic consequences
of population decline and habitat fragmentation. Conservation Biol-
ogy 6:559-569.

Zimen, E., and L. Boitani. 1975. Number and distribution of wolves in
Ttaly. Zeitschrift fiir Saugetierkunde 40:102-112.

Traduction Deepl & RP — 17/03/2024



	INTRODUCTION
	méthode
	Résultats
	Discussion

