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Résumé

Les populations insulaires sont exposées a un risque accru de consanguinité en raison des
possibilités réduites d'accouplement avec des congénéres non apparentés. Une consanguinité
excessive peut entrainer une dépression consanguine (réduction de la condition physique des
individus dont les parents sont apparentés). Les loups de 'archipel Alexander (Canis lupus
ligoni) sont une sous-espece géographiquement isolée qui vit dans la péninsule sud-est de
1'Alaska, aux Etats-Unis, et sur la cote de la Colombie-Britannique, au Canada. Les loups du
complexe de I'lle Prince of Wales (POW) dans le sud-est de 1'Alaska devraient avoir des
niveaux de résilience plus faibles, car ils constituent une petite population insulaire qui a subi
une fragmentation de son habitat et des cycles de chasse modérée a intensive. Afin de
comprendre 1'étendue de la structure de la population et de la consanguinité chez les loups
de I'archipel Alexander, nous avons congu un test d"hybridation de I'ADN pour les loups
et séquencé I'ADN capturé de 58 individus prélevés dans tout le sud-est de I'Alaska entre
2002 et 2016. Les estimations de la proportion du génome dans les segments d'homozygotie
(Fromn), quelle que soit la longueur des segments, ont révélé que les loups du POW étaient les
plus consanguins par rapport aux loups d'autres régions du sud-est de I'Alaska. Les loups
de POW présentaient également des segments d'homozygotie plus longs (=10 Mb) que les
autres populations que nous avons évaluées, ce qui indique des accouplements plus fréquents
entre des individus ayant des ancétres communs récents (il y a 1 a 10 générations). Ce schéma
indique une taille de population plus petite pour les loups de POW dans un passé récent par
rapport aux autres populations du sud-est de I'Alaska. Les loups de POW présentent un degré
de consanguinité similaire a celui obsetvé chez les loups du parc national de 1'Isle Royale, une
population qui a subi une grave dépression consanguine.
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Nos travaux démontrent l'utilité des données de captute génomique pour déduire la
consanguinité individuelle, afin que des mesures de gestion proactive (par exemple, fixation
d'objectifs de population et de quotas de chasse, limitation de la modification de I'habitat,
etc.) puissent étre envisagées pour assurer la viabilité a long terme des petites populations
isolées.

Mots-clés : Canis lupus / surveillance génomique / populations insulaires / fragmentation
du paysage / segments d'homozygotie / puce a ADN

1. INTRODUCTION

La perte d'habitat, le changement climatique et d'autres pressions anthropiques entrainent
une diminution, une fragmentation et un isolement croissants des populations fauniques,
ce qui peut avoir une cascade de conséquences négatives (Shaffer 1987 ; Keller et Waller
2002 ; Lobo et al. 2023). L'une de ces conséquences est l'augmentation de la consanguinité
(c'est-a-dire I'accouplement entre parents). Les populations insulaires sont plus exposées au
risque de consanguinité que leurs homologues continentales en raison de leur faible diversité
génétique, de la petite taille de leur population et de leur isolement géographique, qui
réduisent les possibilités d'accouplement avec des congénéres non apparentés (Frankham
1998 ; Colpitts et al. 2022). La consanguinité diminue I'hétérozygotie et la variation génétique
existante, ce qui réduit la résilience des populations et leur capacité a s'adapter aux
changements environnementaux. Il est important de noter qu'une consanguinité prolongée
ou extensive peut entrainer une dépression consanguine (par exemple, une réduction de
la condition physique des individus dont les parents sont étroitement apparentés) et une
réduction de la viabilité de la population (Keller et Waller 2002 ; Charlesworth et Willis
2009). Par conséquent, le développement d'outils génomiques efficaces peut aider les
gestionnaires de la faune sauvage a surveiller I'ampleur de la consanguinité et a mettre en
ceuvre des mesures d'atténuation susceptibles de réduire la dépression consanguine avant
qu'elle n'entraine un déclin de la population et d'autres effets néfastes (par exemple, von
Holdt et al. 2024).

Les loups sont des carnivores trés sociables qui vivent en meutes généralement composées
d'un seul male et d'une seule femelle reproductrice et pouvant également inclure des individus
non reproducteurs (Mech et Boitani 2003). En tant que canidés territoriaux et coopératifs,
des stratégies comportementales telles que la dispersion en dehors des groupes natals et le
fait d'éviter de se reproduire avec des parents proches peuvent atténuer le risque de
consanguinité (von Holdt et al. 2008 ; Geffen et al. 2011 ; Ausband 20224). L'une de ces
stratégies documentées consiste pour les femelles a rester dans leur groupe natal afin
d'attendre une opportunité de reproduction avec des males immigrants non apparentés
(Ausband 20224 ; Pacheco et al. 2024), bien que les deux sexes se dispersent hors de leur
meute natale (Morales-Gonzalez et al. 2022). Cependant, lorsque la dispersion est entravée
par des barrieres géographiques ou anthropiques, la cooccurrence et la reproduction avec des
individus étroitement apparentés peuvent se produire plus fréquemment et conduire a la
consanguinité et potentiellement a une dépression consanguine (Liberg et al. 2005 ; Hedrick
et al. 2014).

Les loups de l'archipel Alexander (Canis lupus ligoni) du complexe de I'lle Prince of Wales
(POW) dans le sud-est de I'Alaska, aux Etats-Unis (Figure 1), constituent un excellent cas
d'étude pour détecter et caractériser la consanguinité dans une petite population
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géographiquement isolée qui fait l'objet de préoccupations en matiére de conservation. Le
complexe insulaire Prince of Wales est désigné comme unité de gestion du gibier 2 (GMU 2)
et géré comme une population unique. La dispersion des loups entre les iles de la GMU 2 a
été documentée grace a des loups équipés de colliers émetteurs et GPS (Person et Ingle 1995
Roffler et al. 2016) et a partir de données de recapture et de données génétiques (Roffler et
al. 2024). La dispersion des loups est courante et peut inclure des déplacements sur de
longues distances (Mech 2020), méme dans les paysages archipélagiques, car les loups sont
capables de nager et d'utiliser les petites iles comme tremplins (Darimont et Paquet 2002 ;
Munoz-Fuentes et al. 2010 ; Stronen et al. 2014 ; Collins et al. 2019). Cependant, parmi les
loups équipés d'un collier émetteur et surveillés sur POW entre 1993 et 1995, 1999 et 2004,
et 2012-2018 (# = 68 ; Person et Russell 2008 ; Roffler et al. 2018), aucun n'a été documenté
comme ayant parcouru la distance de trois a sept kilometres entre POW et les iles adjacentes
ou les péninsules continentales d'autres GMU (Figure 1). Cet isolement géographique se
reflete dans les niveaux élevés de différenciation génétique de POW par rapport a d'autres
zones géographiques du sud-est de I'Alaska, documentés dans des analyses génétiques
précédentes utilisant des microsatellites et des polymorphismes nucléotidiques simples
(SNP ; Weckworth et al. 2005 ; Cronin et al. 2015).
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FIGURE 1. Carte du sud-est de I'Alaska, aux Etats-Unis, et du Canada adjacent, indiquant les emplacements et le nombre
de loups inclus dans cette étude (n = 58) par lieu d'échantillonnage, unités et sous-unités de gestion du gibier (texte et
contours en gris foncé) et caractéristiques géographiques mentionnées dans le texte principal. Les loups n'habitent pas
les Tles de I'unité de gestion du gibier (GMU) 4Z, & I'exception de Pleasant Island, qui a été administrativement transférée
& la GMU 1C en 2022
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anciennes de POW ont été fortement exploitées depuis les années 1950, ce qui a entrainé
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une diminution de la quantité et de la qualité de 'habitat des loups et de leur principale proie,
le cerf a queue noire de Sitka (Odocoilens hemionus sitkensis ; Hanley 1984 ; Albert et Schoen
2013). Les loups de POW ont également connu des périodes de chasse modérée a intensive,
avec un nombre annuel de loups abattus allant de 7 a 164 depuis 1985 (Roffler et al. 2024 ;
Figure SIA).

La population a été estimée chaque année, I'abondance la plus faible ayant été enregistrée en
2014 (n = 89, IC a 95% = 50-159) et la plus élevée en 2020 (7 = 386, IC a 95% = 321-472)
(Dorendorf 2022 ; Figure S1B). Compte tenu de l'isolement géographique, de la perte
d'habitat et de la pression exercée par la chasse, nous avons cherché a comprendre si les
loups de POW étaient plus consanguins que les loups d'autres régions du sud-est de I'Alaska
et sila consanguinité a POW était davantage due a la démographie récente ou a long terme.

Pour évaluer la consanguinité chez les loups de POW, nous avions besoin d'une méthode
suffisamment sensible pour détecter et différencier la consanguinité résultant de
l'accouplement entre des individus ayant des ancétres communs plus récents ou plus éloignés.
Cela nous permettrait de comprendre si les loups de POW ont connu de faibles niveaux de
consanguinité sur une longue période ou s'ils ont connu une augmentation récente de la
consanguinité, peut-étre en raison des pressions anthropiques exercées sur la population. Les
approches de séquengage a haut débit ont considérablement amélioré la précision et
l'exactitude de nombreuses approches en génomique des populations, y compris les
estimations de la consanguinité individuelle a l'aide de segments d'homozygotie (ROH ;
Kardos et al. 2015). Les segments d'homozygotie sont des portions du génome qui sont
homozygotes et identiques par descendance (IBD) en raison d'ancétres communs parentaux
(Thompson 2013). Les ROH longues se produisent chez les descendants issus de la
consanguinité entre des parents ayant des ancétres communs plus récents et sont divisées en
segments plus courts au fil des générations par des événements de recombinaison pendant
la méiose. Le raccourcissement progressif des ROH au fil des générations par recombinaison
signifie que la longueur des ROH peut étre utilisée pour estimer le temps de coalescence des
haplotypes IBD (Kardos et al. 2016).

Nous décrivons ici le développement et l'application d'une méthode de séquencage
génomique ciblé a haute résolution pour déduire I'étendue et le moment de la consanguinité
chez les loups POW. Pour atteindre cet objectif, nous avons prélevé des échantillons de tissus
sur des loups (7 = 58) chassés entre 2002 et 2016 dans tout le sud-est de I'Alaska, y compris
dans la région POW et dans le Yukon adjacent, au Canada. Nous avons utilisé une capture
hybride personnalisée pour cibler des dizaines de milliers de SNPs non codants. A l'aide des
génotypes SNPs, nous avons évalué la structure génétique spatiale et identifié les
populations au sein de la région échantillonnée. Enfin, nous avons effectué une analyse ROH
afin d'évaluer les niveaux de consanguinité et de comparer les histoires probables de
consanguinité au sein de ces populations putatives. Nous avons inclus des données
génomiques précédemment séquencées provenant du parc national de I'Isle Royale IRNP ;
Robinson et al. 2019) afin d'établir des comparaisons avec une population insulaire de loups
bien étudiée qui a subi une grave dépression consanguine.

Les données permettant d'évaluer la dépression consanguine ne sont actuellement pas
disponibles pour les loups de l'archipel Alexander dans le sud-est de 1'Alaska. Cependant, la
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contextualisation de I'étendue de la consanguinité génomique chez les loups du sud-est de
I'Alaska par rapport a celle observée chez les loups de I'IRNP fournit une base importante
pour soutenir la collecte future de données et les travaux visant a évaluer le potentiel de
dépression consanguine chez les loups du sud-est de 1'Alaska. 11 est possible que l'isolement
along terme des loups du sud-est de I'Alaska ait entrainé la purge d'alleles récessifs fortement
déléteres, ce qui a donné lieu a une population petite et isolée, mais stable, comme cela a été
observé chez d'autres taxons (Robinson et al. 2023). Dans ce scénario, les niveaux élevés de
consanguinité rapportés ici ne sont peut-étre pas indicatifs d'une dépression consanguine et
d'une source potentielle d'instabilité pour la persistance a long terme de la population. Nos
résultats montrent un niveau élevé de consanguinité dans une population géographiquement
isolée, fournissant des informations essentielles pour soutenir les études futures sur la
dépression consanguine et faciliter la gestion et la conservation dans ce systéme.

2. MATERIEL et METHODES

2.1. Systéeme d'étude

Le sud-est de 1'Alaska est un vaste archipel comptant plus de 2 000 iles nommées et
comprenant une étroite bande de terre ferme bordée a I'Est par les montagnes cotieres
fortement glaciaires (MacDonald et Cook 2007). Ces caractéristiques topographiques et
l'isolement géographique ont limité le flux génétique avec les populations de loups
continentales voisines (Weckworth et al. 2005 ; Pacheco et al. 2022). L'ile Prince of Wales est
située dans la partie sud du sud-est de I'Alaska (Figure 1) et est la quatrieme plus grande ile
des Etats-Unis, avec une superficie de 6 670 km? et 1 593 km de cotes caractérisées par de
nombreuses baies, criques et fjords. Le complexe de I'lle Prince of Wales comprend 25 autres
iles d'une supetficie allant de 5 2 661 km? et des centaines d'Iles plus petites. Le paysage de
I'le Prince of Wales comprend des lacs, des ruisseaux, des vallées fluviales et des reliefs
montagneux pouvant atteindre 1 160 m d'altitude. La végétation de I'lle Prince of Wales
comprend des foréts anciennes de coniferes, des peuplements forestiers d'age uniforme a
différents stades de succession apres déboisement et, en moindre abondance, des tourbieres
d'eau douce, des zones riveraines et alpines. Outre les loups, la région de POW abrite
également d'autres mammiferes tels que le cerf a queue noire de Sitka, le castor d'Amérique
du Nord (Castor canadensis), la loutre de riviere d'Amérique du Nord (Lontra canadensis), la
martre d'Amérique (Martes americana) et 'ours noir (Ursus americanus). L'exploitation intensive
des foréts anciennes a entrainé une réduction de 94% des foréts contigués a haut volume
entre 1954 et 2004 dans le nord de la POW (Albert et Schoen 2013), et la vente et
l'exploitation du bois des foréts anciennes se poursuivent encore aujourd'hui. Les routes
construites pour l'exploitation foresticre facilitent également l'acces des chasseurs et des

trappeurs, ce qui favorise la chasse intensive au loup (Person et Russell 2008).

2.2. Collecte et préparation des échantillons

Les échantillons utilisés dans cette étude ont été obtenus de maniére opportuniste dans le
cadre d'un effort d'échantillonnage plus large entrepris par le Département de la péche et de
la chasse de I'Alaska (ADF&G) afin d'étudier la structure génétique et la connectivité des
populations de loups dans le sud-est de 1'Alaska. Des échantillons de tissus ont été prélevés
entre 2002 et 2016 (Tableau S1) dans toutes les GMU du sud-est de I'Alaska ou vivent des
loups, y compris sur I'fle Pleasant, qui faisait partie de la GMU 4Z jusqu'en 2022, date a
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laquelle elle a été rattachée a la GMU 1C en raison de sa proximité géographique avec le nord
du continent.

Nous avons également inclus un échantillon provenant du territoire adjacent du Yukon, au
Canada, a des fins de comparaison avec les loups de l'intérieur. Les échantillons ont été
prélevés conformément aux directives établies patr le Comité de protection et d'utilisation des
animaux (ACUC #2012-028 et #2014-15) de 'ADF&G et par I'"American Society of
Mammologists (Sikes et Gannon 2011), ou par le biais de prélevements volontaires de tissus
soumis a '"ADF&G par des trappeurs et des chasseurs. Nous avons extrait 'ADN des
¢chantillons de tissus a l'aide du kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) en suivant le
protocole du fabricant, en remplacant le tampon AE par un tampon TET (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, 0,05% Tween-20, pH 8,0).

2.3. Conception et optimisation de la capture

Les ressources consacrées a la conservation et a la gestion de la faune sauvage sont limitées,
et nous avons cherché a développer une méthode de génotypage rentable qui maximiserait
la taille de l'échantillon afin d'évaluer la consanguinité génomique et la structure génétique
d'une population faisant I'objet de préoccupations en maticre de conservation. Nous avons
également cherché a développer une méthode qui induirait moins de biais d'évaluation que
les méthodes de génotypage SNP canin disponibles dans le commerce. Les méthodes de
génotypage SNP disponibles dans le commerce qui sont compatibles avec les loups sont des
options potentiellement rentables, mais elles sont généralement développées a partir d'un
petit nombre de chiens domestiques afin d'identifier les sites variables et dans le but de mener
des études d'association entre les races et/ou d'évaluer les facteurs de risque génétiques (pat
exemple, Illumina CanineSNP20 Panel, Broad Institute Canine Array vl et v2, etc.). L'histoire
démographique des chiens comprend d'importants goulots d'étranglement démographiques,
le maintien de petites populations effectives (races) et la consanguinité, ce qui a conduit les
chiens domestiques a présenter une variation génétique relativement faible par rapport aux
canidés sauvages (Freedman et al. 2014 ; Marsden et al. 2016). Les chiens domestiques, en
particulier les chiens de race pure, présentent également une augmentation des cas de troubles
génétiques récessifs qui ne sont pas couramment observés chez les canidés sauvages (par
exemple, Pedersen et al. 2015 ; Leroy 2011 ; Farrell et al. 2015 ; Oberbauer et al. 2015 ;
Marsden et al. 2016 ; Axelsson et al. 2021). Les panels SNPs congus a partir d'un petit nombre
de chiens dans le but d'étudier les associations entre races et les maladies génétiques sont
biaisés en faveur de l'identification des variations spécifiques aux races de chiens et aux
troubles génétiques et pourraient donc comporter un biais d'évaluation important lorsqu'ils
sont appliqués a des applications génétiques de population chez les loups sauvages. Nous
avons développé une méthode rentable qui est moins susceptible d'entralner un biais
d'évaluation et plus susceptible de refléter la structure réelle de la population lorsqu'elle est
appliquée aux populations de loups sauvages.

Nous avons utilisé le génome de référence du chien domestique (canFam3.1 ; Lindblad-Toh
et al. 2005) pour concevoir une sonde de capture par hybridation ciblant des régions de 100
144 500-pb espacées de = 19 700 nucléotides. La capture par hybridation enrichit ' ADN
cible qui présente jusqu'a 40% de divergence, et bien que l'efficacité de I'enrichissement
commence a diminuer a partir de 4%-10% de divergence (Paijmans et al. 2016), la divergence

de séquence par paires a I'échelle du génome entre les chiens et les loups est en moyenne
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d'environ 0,11% (Freedman et al. 2014), cette approche est donc bien adaptée a
l'enrichissement ciblé et au séquencage génomique chez les loups. Afin d'éviter les difficultés
liées au mappage des lectures, nous avons exclu les régions de séquences répétitives telles
que les microsatellites, les répétitions imbriquées, les éléments courts intercalés, les éléments
longs intercalés et d'autres régions répétitives que nous avons identifiées a l'aide de
RepeatMasker 4.0.7 (Smit et al. 2015), Tandem Repeats Finder (Benson 1999) et
WindowMasker (Morgulis et al. 2000). Ces régions exclues étaient déja masquées dans le
fichier de séquence du génome du chien domestique ou disponibles sur le TableBrowser de
I'UCSC (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables). Notre conception excluait également
les exons (régions du génome qui codent pour les protéines) et 100 000 paires de bases (pb)
flanquant les exons afin d'éviter de cibler les SNPs sous sélection. Nous avons soumis notte
conception a Roche (2024F. Hoffmann-La Roche Ltd) et, apres leur criblage et leur
optimisation exclusifs visant a garantir une capture efficace des régions cibles, le jeu de
sondes résultant (SeqCap EZ Choice Probes) comprenait 131 816 cibles couvrant un total
de 43 564 811 paires de bases dans le génome de référence. L'augmentation du nombre de
cibles par rapport a la conception initiale de la capture reflete la division de certaines régions
ciblées en un ou plusieurs fragments plus petits au cours du processus de criblage et
d'optimisation exclusif de Roche.

Afin d'optimiser davantage la conception de la capture, nous avons préparé dix échantillons
d'ADN pour le séquencage en suivant le protocole de préparation de la bibliotheque et de
capture détaillé ci-dessous, puis nous avons séquencé ces échantillons sur un Illumina MiSeq
(v2 Nano 150 bp paired end reads) a I'University of Montana Genomics Core (Missoula, MT,
Etats-Unis). En bref, les lectures ont été traitées par suppression des doublons PC, comme
détaillé ci-dessous dans la section sur le filtrage des lectures, I'appel des SNPs et le filtrage
des SNPs. Apres avoir supprimé les doublons PCR, nous avons utilisé Picard (v2.9.2,
http://broadinstitute. github.io/picard/) CollectHsMetrics pour évaluer I'enrichissement et
la couverture moyenne sur la cible. Nous avons ensuite repensé la capture, en excluant toutes
les sondes pour lesquelles la couverture de lecture était trois fois supérieure ou plus a la
couverture moyenne sur cible pour toutes les cibles avec une couverture 0X supérieure. De
nombreuses cibles dans le séquencage d'optimisation de la capture ont renvoyé une
couverture 0X en raison d'un effort de séquencage relativement faible. Nous avons exclu les
cibles de couverture 0X lors du calcul de la couverture moyenne afin de nous assurer que
nous ne supprimions pas plus de cibles que nécessaire avec I'étape de filtrage des cibles de
couverture moyenne trois fois supérieure ou plus. La couverture élevée dans les régions
exclues est probablement le résultat de lectures provenant de plusieurs paralogues mappés
sur une seule région du génome de référence. Ces régions a couverture élevée ont des qualités
de mappage inférieures et une hétérozygotie artificiellement gonflée. Leur suppression de la
conception de la capture a donc permis d'améliorer les scores de qualité de mappage,
d'obtenir des appels de génotype SNP plus précis et d'identifier plus précisément les ROH
dans les analyses ultérieures. Le jeu de sondes final comprenait 136 542 cibles couvrant un
total de 45 985 696 pb dans le génome de référence (Figure S2).
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2.4. Préparation de la bibliothéque, capture et séquengage

Nous avons préparé les biblioth¢ques selon la méthode de Meyer et Kircher (2010), avec les
modifications suivantes : nous avons utilisé un Covaris E220 pour fragmenter aléatoirement
I'ADN a une taille moyenne de 300 pb (volume d'échantillon de 125 pL dans un mictoTUBE
Snap-Cap AFA Fiber, puissance incidente maximale de 140 W, facteur de service de 10%,
200 cycles par rafale, temps de traitement de 55 s). Pour chaque étape de nettoyage par
immobilisation réversible en phase solide apres la réaction, nous avons utilisé des billes
Serapure (Faircloth et Glenn 2011). Nous avons utilisé des oligonucléotides d'indexation
uniques aux extrémités P7 et P5 pour chaque échantillon afin d'éviter toute contamination
croisée entre les échantillons due au changement de marqueur lors des étapes d'amplification
PR post-pool.

Nous avons regroupé 10 bibliotheques d'échantillons (125 ng chacune) pour chaque capture.
Pour la préparation de I'hybridation, I'hybridation, la récupération et l'amplification post-
capture, nous avons suivi le protocole décrit dans les chapitres cinq a sept du SeqCap EZ
HyperCap Workflow Uset's Guide Version 2.1 (Roche), en remplacant les oligonucléotides
LM-PCR par les amorces IS5 et IS6 purifiées par HPLC développées par Meyer et Kircher
(2010). Trente bibliothéques capturées ont été regroupées en concentrations équimolaires, et
la bibliotheque regroupée a été diluée a une concentration totale de 10 mM et envoyée pour
séquengage sur une seule voie d'un HiSeg 4000 (lectures appariées de 150 pb) a 1'Université
de 1'Oregon Genomics and Cell Characterization Core Facility (GC3F, Eugene, OR, Ertats-
Unis).

2.5. Bio-informatique

Nous avons utilisé Trimmomatic v0.33 Bolger et al. 2014) pour supprimer les adaptateurs et
éliminer les lectures de moins de 100 pb des lectures démultiplexées afin d'améliorer les
scores de qualité du mappage. Les lectures non appariées ont été rejetées afin de garantir des
scores de qualité de mappage élevés, et nous avons utilisé PEAR v0.9.6 (Zhang et al. 2014)
pour assembler les lectures qui se chevauchaient. Les lectures appariées assemblées et non
assemblées ont été alignées sur can Fam3.1 a I'aide de BWA mem v0.7.15-1140 (Li 2013).
Nous avons utilisé Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/) MetrgeSamFiles pour
fusionner les fichiers SAM des paires de lectures non assemblées et assemblées pour chaque
échantillon, MarkDuplicates pour identifier les doublons PCR, et SAMtools view (Li et al.
2009) pour supprimer les doublons PCR. Nous avons ensuite utilisé Picard CollectHsMetrics
pour évaluer le facteur d'enrichissement et la couverture moyenne sur la cible.

Nous avons utilis¢é GATK v3.8 (McKenna et al. 2010) pour identifier les SN Ps. Nous avons
utilisé GATK pour réaligner les lectures autour des indels et Picard (http://
broadinstitute.github.io/picard/) pout corriger les informations de lecture apres
réalignement. Nous avons utilis¢ GATK HaplotypeCaller pour appeler les SNP bruts pour
chaque individu dans les régions ciblées et une région flanquante de 250 pb autour de chaque
cible. Nous avons utilis¢é GATK GenotypeGVCFs pour appeler les SNP a partir de tous les
échantillons, SelectVariants pour filtrer les indels, et befools view (v1.16) pour filtrer les SNP
par fréquence allélique et approximation z basée sur u a partir du test de somme des rangs
pour les qualités de mappage (MQRankSum ; « INFO/AF > 0,01 et INFO/MQRankSum
> -0,2* »), ce qui a donné un ensemble de données de référence de sites SP connus. Nous
avons utilis¢é GATK BaseRecalibrator pour recalibrer les scores de qualité des bases a 1'aide
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de l'ensemble de données de référence susmentionné et des fichiers BAM réalignés et
corrigés par appariement. Nous avons appelé les SNP une dernicre fois a I'aide des fichiers
BAM recalibrés et de GATK HaplotypeCaller et GenotypeGVCFs. Enfin, nous avons utilisé
VCFtools v0. 1.16 (Danecek et al. 2011) pour filtrer les SNP par fréquence allélique mineure
(-maf 0,05), qualité génotypique minimale (-minGQ 20), couverture moyenne minimale (-
min-meanDP 10), données manquantes (-max-missing 0,85), proportions de Hardy-
Weinberg (-hwe 0,001) et pour ne conserver que les sites bialléliques (- min-alleles 2-max-
alleles 2) sur les autosomes 1-38, ce qui a donné 31 526 SNPs. Nous avons utilis¢ VCFtools
-relatedness 2 (Danecek et al. 2011) pour rechercher et supprimer les échantillons dupliqués.

2.6. Mélange et structure de la population

Afin d'évaluer la structure génétique de la population et d'identifier les populations au sein
de la région échantillonnée, nous avons utilisé 31 526 SNP résultant des méthodes d'appel et
de filtrage des variants ci-dessus avec ADMIXTURE v1.3.0 (Alexander et Lange 2011) pour
estimer l'ascendance individuelle d'une a dix populations ancestrales potentielles. Le nombre
de populations ancestrales le mieux étayé a été indiqué par l'erreur de validation croisée
minimale (en utilisant une validation croisée décuple) dans notre analyse ADMIXTURE.
Nous avons utilisé la proportion la plus élevée d'ascendance individuelle pour attribuer les
individus a ces populations putatives. Afin d'évaluer la différenciation génétique entre les
populations identifiées par ADMIXTURE, nous avons estimé le Fg par paires a l'aide de
VCFtools. Nous avons utilisé un graphique d'analyse en composantes principales (ACP) dans
EIGENSOFT V6.1.4 (Price et al. 2006) pour visualiser la différenciation génétique entre les
individus.

2.7. Diversité nucléotidique et consanguinité

Afin de comparer la variation génétique et la consanguinité des loups du sud-est de 1'Alaska
a celles d'une autre population de loups insulaires faisant I'objet de préoccupations en matiere
de conservation, nous avons inclus les données de séquencage du génome complet issues
d'une étude précédente portant sur 11 loups du parc national de 1'Isle Royale (IRNP)
(Robinson et al. 2019). Nous avons obtenu les lectures de séquence des 11 loups de I'TRNP
(projet SRA PRJNA512209) et les avons alignées sur canFam3.1 comme décrit ci-dessus.
Nous avons converti les fichiers SAM obtenus au format BAM, puis nous avons trié les
fichiers BAM a I'aide de SAMTOOLS v1.15.1. Nous avons marqué les lectures de séquences
en double a l'aide de MarkDuplicates dans GATK 4.2.0.0 et avons utilisé BEDtools v2.29
(Quinlan et Hall 2010) pour filtrer ces fichiers BAM afin que seules les lectures qui
chevauchent nos cibles de capture de séquences restent. Nous avons ensuite utilisé Picard
v2.23.9 pour supprimer de maniere aléatoire les lectures de séquences de chacun des 11 loups
IRNP afin que la profondeur de lecture moyenne a I'échelle du génome pour chaque loup
IRNP soit approximativement égale a la profondeur de lecture moyenne des SNP des loups
du sud-est de I'Alaska (9,7, apres suppression des individus dont la profondeur de lecture
moyenne était <5). Nous avons utilis¢ GATK v4.2.0.0 HaplotypeCaller et GenotypeGVCFs
pour l'appel de variants sur les loups de I'TRNP et du sud-est de ' Alaska conjointement. Nous
avons utilis¢é VCFtools 0.1.16 pour supprimer les indels, ne conserver que les SNP
bialléliques dans les régions cibles de capture de séquence et supprimer les SNPs dont la
profondeur de lecture moyenne était supérieure a 24 afin d'exclure les SNP susceptibles de
se trouver dans des régions génomiques dupliquées (Kardos et al. 2018). Cela a donné 327
049 SNPs dans les quatre populations identifiées par ADMIXTURE (voir la section 3.1 des
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résultats). Il y avait 157 306 SNPs dans POW, 238 875 dans le groupe des iles du sud et du
continent (SE), 202 152 dans le groupe du nord-ouest (NW) et 187 081 dans IRNP.

Nous avons utilisé la diversité nucléotidique estimée (1) dans chaque population SE Alaska
et IRNP identifiée par ADMIXTURE sur la base des probabilités génotypiques avec le
programme angsd) pour tenir compte de l'incertitude génotypique (Korneliussen et al. 2014).
En utilisant les données de séquences alignées de chaque population, tronquées pour
n'inclure que les sites couverts par notre matrice de capture, nous avons (1) calculé les
fréquences alléliques postérieures des sites en supposant que lallele de référence était
ancestral (-doSaf 1 -GL 1), (2) utilisé les postérieures de (1) pour estimer le spectre de
fréquence des sites (SES) replié (realSEFS-fold 1), (3) estimé le théta par paires spécifique au
site (realSFS saf2theta fold 1), (4) estimé le théta par paires (tP) sur chaque chromosome
(thetaStat do_stat), puis (5) obtenu la moyenne a I'échelle du génome 7 en divisant la somme
des estimations spécifiques au chromosome de tP par le nombre total de sites nucléotidiques
dans le génome avec des données.

Nous avons utilisé les probabilités génotypiques SNP a tous les SNPs comme données
d'entrée pour nos analyses de consanguinité basées sur les ROH (Khan et al. 2021 ; Kardos
et al. 2023). Les méthodes de détection des ROH sont décrites en détail dans les données S1.
Nous avons identifié les ROH via l'analyse des probabilités génotypiques, car cette approche
utilise les informations de toutes les lectures de séquences a chaque SNP chez chaque
individu, y compris aux loci dont la profondeur de lecture est insuffisante pour que les
génotypes appelés répondent a des criteres de filtrage stricts (Nielsen et al. 2011 ; Kardos et
al. 2023). Cependant, nous avons exclu les individus dont la profondeur de lecture moyenne
a I'échelle du génome était inférieure a 5, car une couverture aussi faible peut entrainer des
taux d'erreur élevés dans l'identification des ROH (Duntsch et al. 2021). Cela a donné lieu a
des échantillons de 14 (POW), 29 (SE), 6 (NW) et 11 (IRNP) pour l'analyse de la
consanguinité. Nous avons calculé Fron comme la proportion de 38 autosomes dans les
ROH = 1 Mb (Fron z1Mb) et = 10 Mb (Fron 2 10Mb). Nous avons répété cette analyse
apres avoir égalisé le nombre de SNPs dans chaque population en réduisant aléatoirement a
157 308 SNPs dans SE, NW et IRNDP afin de vérifier si la variation de la densité des SNPs
entre les populations avait une forte incidence sur les résultats. Afin de garantir I'absence de
résultats erronés, nous avons testé la relation entre Froy et la profondeur de lecture des
séquences a l'aide de régressions linéaires en utilisant la fonction Im () dans R (R Core Team
2021). Ni Fron = ni Fron = 10Mb n'avaient de relation significative avec la profondeur de
lecture de la séquence (p = 0,34 et p = 0,1, respectivement ; Figure S3).

Nous avons généré des intervalles de confiance bootstrap pour la moyenne Frop dans chaque
population (Efron et Tibshirani 1994). Pour chacune des quatre populations identifiées par
ADMIXTURE, nous avons rééchantillonné N valeurs Fron avec remplacement (N =
nombre d'individus échantillonnés) 5 000 fois, en enregistrant a chaque fois la moyenne des
valeurs Frop rééchantillonnées. L'intervalle de confiance bootstrap non paramétrique a 95%
a été déterminé comme étant les quantiles 0,025 et 0,975 des 5000 moyennes.

Nous avons analysé les distributions de longueur des ROH afin d'évaluer la consanguinité
dans chaque population de loups en fonction de I'histoire démographique récente par
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rapport a I'histoire démographique ancienne. La rupture des haplotypes pat recombinaison
pendant la méiose signifie que des ROH tres longs sont susceptibles de provenir d'ancétres
communs récents des parents, tandis que les ROH courts proviennent probablement
d'ancétres communs dans l'histoire ancienne. Le nombre de générations (g) remontant a
l'ancétre d'ou provient un ROH peut étre estimé en résolvant g in /= 100/2 gcM, ou /= la
longueur de la carte génétique d'un ROH en centiMorgans, en supposant que le modéle de
coalescence est constant sur I'ensemble d'un ROH (Thompson 2013).

Une abondance élevée de ROH avec un g estimé similaire suggere une taille de population
effective (IN,) relativement faible pendant cette période par rapport aux populations ou ces
ROH sont moins fréquents (Kirin et al. 2010). Nous avons estimé g pour chaque ROH chez
chaque individu, en supposant des taux de recombinaison a partir d'une carte de liaison du
chien domestique (Campbell et al. 2016). Nous avons ensuite calculé la moyenne Mb dans
les ROH dans chacune des six fourchettes de g (< 10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, > 50
générations) pour chaque population comme mesure de la consanguinité résultant d'ancétres
a différentes périodes historiques.
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FIGURE 2. Résumé des résultats de l'analyse ADMIXTURE visant & déterminer l'appartenance de chaque loup de
I'archipel Alexander échantillonné dans le sud-est de I'Alaska et le territoire du Yukon & une population particuliére. (A)
Erreurs validées par recoupement pour les populations présumées 1 & 10. (B) Proportion d'ascendance des loups. (C)
Répartition spatiale des estimations des proportions ancestrales individuelles indiquées en (A). Les proportions

ancestrales indiquées supposent trois populations ancestrales, comme l'indique I'erreur de validation croisée la plus
faible (B)
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3. RESULTATS

3.1. Mélange et structure de la population

Dans notre analyse ADMIXTURE portant sur 10 populations ancestrales potentielles, nous
avons constaté que trois populations ancestrales étaient les mieux étayées (Figure 2A et
Figure S4) : (1) I'fle Prince of Wales et les iles adjacentes GMU 2 Dall, Long et Suemez (POW,
n=15); (2) les iles intérieures du sud (Kuiu, Kupreanof, Mitkof, Revilla et Duke) et le sud
du continent (groupe sud-est [SE], #» = 29) ; et (3) le nord du continent a l'ouest du canal
Lynn, I'lle Pleasant et le territoire du Yukon (groupe nord-ouest [NW], » = 14). L'un des
loups échantillonnés sur POW a été attribué majoritairement au groupe SE et a donc
probablement un ancétre récent qui a immigré de la population SE vers POW, ce qui souligne
la possibilité d'une migration naturelle a travers les plans d'eau (Figures 2B et 2C). Aucun des
loups échantillonnés en dehors de POW n'a été attribué majoritairement au groupe POW,
ce qui indique que la migration observée dans cette étude était unidirectionnelle. e continent
semblait étre un corridor paysager facilitant le métissage, car un loup échantillonné dans le
sud du continent avait une ascendance majoritairement attribuée au groupe NW, et deux
loups échantillonnés dans le nord du continent avaient une ascendance majoritairement ou
presque majoritairement attribuée au groupe SE (Figure 2A, C).
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FIGURE 3. Analyse en composantes principales de 58 loups prélevés dans le sud-est de I'Alaska, aux Etats-Unis, et dans
le territoire du Yukon, au Canada. La couleur et le symbole de chaque échantillon correspondent aux unités de gestion
du gibier (GMU, illustrées & la Figure 1) et & un échantillon provenant du Yukon, comme indiqué dans la légende. Les
loups ne vivent pas sur les fles de I'unité de gestion du gibier (GMU) 4Z, & I'exception de Pleasant Island, qui a été
administrativement transférée & la GMU 1C en 2022. (A) PC2 par rapport & PC1, (B) PC3 par rapport & PC1

Nous avons utilisé la PC pour décrire les trois premicres composantes principales (PC) dans
31 526 SNPs (Figure 3) pour les 58 individus. Reflétant les résultats observés dans l'analyse
ADMIXTURE, les échantillons ont été regroupés en trois clusters, le POW constituant un
cluster (cercles rouges dans la Figure 3A). Les deux autres clusters étaient composés d'un
mélange d'échantillons provenant des GMUSs restants. L'échantillon prélevé dans le territoire
du Yukon a été regroupé avec les échantillons provenant du nord du canal Lynn, de l'ile
Pleasant et des avant-pays de Yakutat (GMU IC, 1D et 5A). Les loups POW ne se
distinguaient pas des autres loups sur PC1 ou PC3, qui expliquaient respectivement 6,22% et
2,98% de la variation génétique observée dans tous les échantillons (Figure 3B). L'examen

de la relation entre la divergence génétique et les individus (7 = 2) présentant un profil de
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données manquantes élevé (>0,85 proportion de données manquantes) a montré qu'ils
n'étaient pas plus divergents que les autres individus du groupe auquel ils étaient affectés
(Données S1). Les loups POW se sont séparés des autres loups sur PC2, qui expliquait 4,15%
de la variation génétique observée dans tous les échantillons (Figure 3A). Les estimations par
paires de Fgr étaient de 0,16 entre POW et SE, de 0,23 entre POW et NW, et de 0,20 entre
les groupes SE et NW.
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FIGURE 4. Diversité nucléotidique (T) et coefficients de consanguinité génomique pour les loups dans les populations
définies par le mélange (ile du Prince-de-Galles [POW ; n = 14], sud du continent et iles intérieures [SE ; n = 29], et le
nord du continent et le territoire du Yukon, au Canada [NW ; n = 6]) et le parc national de I'lsle Royale, aux Etats-Unis
(IRNP ; n = 11 ; Robinson et al. 2019) ont été inclus & des fins de comparaison. (A) La diversité nucléotidique a été
calculée en tenant compte de toutes les régions du génome du loup couvertes par notre matrice de capture de séquences
personnalisée. (B, C) Le FROH a été mesuré & 'aide de ROH = 1 Mb (B) et = 10 Mb (C). Les points remplis dans B et C
représentent la moyenne et les barres représentent les intervalles de confiance bootstrap & 95 %

3.2. Diversité nucléotidique et consanguinité

La population POW présentait le m le plus faible et la consanguinité la plus élevée parmi les
quatre populations que nous avons évaluées. Le m estimé pour les loups POW (0,00109) était
inférieur de 220% a celui des loups IRNP (0,00149), SE (0,00140) et NW (0,00150) (Figure
4A). Le groupe POW présentait le plus haut niveau de consanguinité parmi les trois groupes
de loups d'Alaska définis par ADMIXTURE et les loups de I'IRNP. La moyenne la plus
élevée de Fron =1 était celle du groupe POW (moyenne = 0,39, intervalle = 0,22-0,49), suivi
du groupe IRNP (moyenne = 0,30, intervalle = 0,02-0,43), puis du groupe SE (moyenne =
0,28, intervalle = 0,07-0,60) et enfin du groupe NW (moyenne = 0,18, intervalle = 0,07-0,42 ;
Figure 4B). Les ROH longs (Fron =i0m,) Indiquant une consanguinité due a des ancétres
récents) étaient plus abondants chez les loups IRNP et POW que dans les groupes SE et
NW, mais ces différences n'étaient pas substantielles (Figure 4C). La moyenne Fron =1om 12
plus élevée a été observée dans le groupe POW (moyenne = 0,13, intervalle = 0,01-0,25),
suivi du groupe IRNP (moyenne = 0,11, intervalle = 0,00-0,20), puis du groupe SE (moyenne
= 0,09, intervalle = 0,00-0,47) et enfin du groupe NW (moyenne = 0,08, intervalle = 0,01-
0,23). La répétition de l'analyse Fron avec des nombres SNP égalisés entre les populations
n'a pas eu d'incidence significative sur les résultats (Figure 5).

Les distributions des temps de coalescence estimés pour les haplotypes comprenant des
ROH suggerent que les loups POW présentaient le plus haut degré de consanguinité en
raison de la petite taille de leur population, tant récemment que dans le passé lointain (Figure
5). Plus précisément, les loups POW présentaient le plus grand nombre de ROH provenant
d'ancétres des 10 derniéres générations et dans toutes les périodes historiques plus anciennes
(Figure 5). Les loups du groupe IRNP présentaient une abondance de ROH avec un temps
de coalescence < 10 générations qui n'était que légerement inférieure a celle des POW (Figure
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5). Cependant, les loups de I'IRNP avaient en moyenne moins de Mb dans les ROH avec
des temps de coalescence historiques profonds par rapport aux loups de I'Alaska SE et POW,
ce qui peut refléter la colonisation récente de 1'ile Royale et la grande Ne de la population
source continentale (Hedrick et al. 2014).
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FIGURE 5. Consanguinité des loups issue d'ancétres vivant & différentes périodes historiques estimées. Les valeurs sur
I'axe des y correspondent & la moyenne en Mb couverte dans les segments d'homozygotie (ROH) avec un temps de
coalescence estimé donné (générations de loups) comme indiqué sur I'axe des x. Les données obtenues avec ADMIXTURE
(fle du Prince-de-Galles [POW ; n = 14], sud du continent et iles intérieures [SE ; n = 29], nord du continent et territoire
du Yukon, Canada [NW ; n = 6]) sont présentées, ainsi que celles du parc national de I'lsle Royale, Etats-Unis (IRNP ; n
= 11 ; Robinson et al. 2019) a été inclus & des fins de comparaison.

4. DISCUSSION

L'objectif de ce travail était d'évaluer la structure de la population et la consanguinité

individuelle chez les loups de l'archipel Alexander, dans le sud-est de I'Alaska, en mettant
particulierement 1'accent sur le complexe de l'ile Prince of Wales (POW), car celui-ci est
géographiquement isolé, a déja été identifié comme une population menacée (U.S. Fish and
Wildlife Service 2023) et le maintien de cette population est une priorité en matic¢re de gestion
(article 8, section 4 de la Constitution de 1'Alaska ; Wolf Technical Committee 2017). Nous
avons mis au point une méthode de génotypage SNP robuste et rentable pour évaluer la
structure génomique de la population et la consanguinité individuelle chez les loups afin de
répondre a ces questions. Par rapport aux autres populations du sud-est de 1'Alaska et aux
loups du parc national de I'lle Royale (IRNP), les loups de POW présentaient une faible
variation génétique et des estimations de consanguinité élevées, ce qui suggere que des
travaux futurs visant a comprendre si la population présente une dépression consanguine
sont nécessaires pour garantir des mesures de gestion appropriées et la persistance a long
terme de la population.

4.1. Mélange et structure de la population

Nos analyses de la structure génétique de la population ont révélé trois populations distinctes
dans la zone d'échantillonnage. Ce résultat est cohérent avec les caractéristiques
géographiques (par exemple, les iles, les montagnes, les fjords) qui contribuent a la
fragmentation de l'habitat et a une résistance accrue a la dispersion dans certaines zones de
l'archipel, et d'autres caractéristiques (par exemple, le continent, les corridors fluviaux de
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faible altitude, les canaux d'eau peu profonds et étroits) qui servent de régions de connectivité
génétique. Le groupe POW s'est distingué le plus facilement des loups d'autres régions du
sud-est de I'Alaska grace aux analyses PCA et ADMIXTURE, ce qui correspond aux
recherches précédentes (Weckworth et al. 2005 ; Cronin et al. 2015). Le groupe sud-est (SE)
comprenait cinq iles principales et le sud du continent. Contrairement au complexe insulaire
POW, qui est séparé des autres groupes d'iles par de larges étendues d'eau telles que le détroit
de Clarence (Figure 1), les iles du groupe SE ont plusieurs passages étroits de moins d'un
kilometre, qui sont moins profonds et ont des courants plus faibles, et qui constituent donc
moins un obstacle a la migration des loups entre les iles et le continent. Il a été démontré que
des barricres aquatiques de 2 a 7 km limitent le flux génétique des ours bruns entre les iles
du sud-est de I'Alaska (Pactkau et al. 1998) et on peut s'attendre a des schémas similaires
pour les loups. Le groupe nord-ouest (NW) était enticrement composé de loups du nord du
continent et comprenait le loup du Yukon, probablement relié a la population coti¢re de
I'Alaska par plusieurs vallées fluviales qui s'étendent a l'intérieur du territoire du Yukon et de
la Colombie-Britannique. Le continent du sud-est de la péninsule de 1'Alaska semble offrir
une zone de connectivité géographique, car le mélange des populations SE et NW était
évident dans les attributions d'ascendance individuelles (Figure 2B, C).

Bien qu'aucun déplacement de loups entre POW et d'autres GMU, y compris les iles et les
unités continentales, n'ait été documenté, les données de recapture génétique des loups
échantillonnés sur les iles de Snow Pass au nord-est de POW, ainsi que sur POW et d'autres
iles du complexe, indiquent qu'une dispersion a eu lieu (Roffler et al. 2024). Les iles de Snow
Pass et Zarembo pourraient constituer une voie potentielle pour les loups qui migrent vers
ou depuis le continent ou d'autres groupes d'lles du sud en nageant entre les iles (distance
la plus longue en ligne droite = 2,7 km ; Figure 1). Ce corridor relais a peut-étre été emprunté
par 'immigrant ou la progéniture d'un immigrant du groupe SE que nous avons identifié sur
POW a I'aide des données génomiques de cette étude, ce qui prouve que les loups peuvent
se déplacer entre d'autres GMU (unités insulaires et continentales) et POW. Ce loup
immigrant a engendré deux portées sur POW (Roffler et al. 2018), ce qui constitue une
preuve supplémentaire du flux génétique. Cependant, en dehors de ce cas, la fréquence des
événements d'immigration est inconnue, tout comme la probabilité que ces immigrants
s'installent et se reproduisent avec les loups locaux de POW. Nos résultats montrent qu'il
existe suffisamment de barrieres au mouvement entre POW et d'autres parties du sud-est de
I'Alaska pour empécher toute migration fréquente de loups entre les régions géographiques,
ce qui entraine une différenciation génétique importante et un isolement génétique des loups
de POW.

Les distances de dispersion documentées au sein de la population POW grace a des efforts
de recapture génétique antérieurs étaient généralement courtes (moyenne de 41,9 km, écart-
type = 23,7 km) et se produisaient sur toute I'fle Prince of Wales et d'autres iles du complexe
POW (Roffler et al. 2024). Les distances de dispersion en ligne droite étaient probablement
limitées par la géographie du systeme insulaire relativement isolé et pouvaient entrainer une
densité plus élevée de loups apparentés, ce qui rendait plus difficile la recherche d'un
partenaire non apparenté et rendait les stratégies d'évitement de la consanguinité moins
efficaces (Viluma et al. 2022). Contrairement aux autres populations de loups continentaux
qui bénéficient d'une connectivité génétique importante avec les populations adjacentes,
facilitée par un habitat continu et des capacités de dispersion sur de longues distances, les
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loups du POW restent limités par la géographie insulaire, ce qui contribue probablement a
des taux plus élevés de reproduction avec des parents proches.

4.2. Diversité nucléotidique et consanguinité

Les loups du groupe POW ont présenté les valeurs m les plus faibles et les valeurs Fron =i
et Fron =10mp les plus élevées par rapport aux deux autres populations du sud-est de I'Alaska
(SE et NW) et aux loups de 'IRNP. Le résultat le plus frappant de nos analyses Fron est que,
malgré la taille relativement importante du recensement annuel actuel de la population de
loups POW, qui indique une population stable ou en croissance et une reproduction et une
survie des juvéniles constantes (Dorendorf 2022 ; Figure S1B), ils ont connu des niveaux trés
élevés de consanguinité, probablement en raison d'une petite taille de population au cours
des 10 dernicres générations. La durée de vie des loups est estimée entre 4,2 et 4,7 ans (Mech
et al. 2010), ce qui signifie que ce goulot d'étranglement démographique correspond
approximativement a l'année 1970. Bien que les loups de la population POW aient présenté
les niveaux de consanguinité les plus élevés, les loups du groupe sud-est (SE) ont également
montré une consanguinité relativement élevée, mesurée par un oy court (>1Mb),
comparable a celle observée chez les loups de I'IRNP. Les loups du groupe nord-ouest (NW)
présentaient les estimations Fron les plus faibles, ce qui indique que cette population est
relativement importante et/ou plus étroitement liée génétiquement aux populations voisines.
Bien que les populations POW et IRNP aient présenté la plus forte proportion de Mb dans
le ROH, les trois populations du sud-est de 1'Alaska ont montré une augmentation au cours
des 0 a 10 dernieres générations, indiquant un goulot d'étranglement génétique global (Figure
5).

Il est important de noter que les échantillons de loups POW inclus dans la présente analyse
ont été¢ prélevés principalement en 2015 (Tableau S1), soit trop peu de temps apres
l'estimation de population la plus basse en 2014 (# = 89 ; IC a 95% = 50-159) pour saisir
l'effet que ce déclin de l'abondance a pu avoir sur la consanguinité génomique individuelle.
Par conséquent, la faible taille temporaire de la population en 2014 pourrait avoir entrainé
une augmentation des accouplements entre individus apparentés au cours des années
suivantes ; il est donc possible que les loups POW aient actuellement des coefficients de
consanguinité Frop plus élevés que ceux estimés par les données et les résultats présentés ici.

Notre analyse de la coalescence des haplotypes dans les ROH a révélé des similitudes
supplémentaires entre les loups POW et les loups IRNP, les deux populations présentant des
degrés similaires de consanguinité génomique tésultant d'accouplements entre parents
proches au cours des dix dernicres générations. Ces résultats sont remarquables car la
population de I'IRNP a été fondée par seulement deux ou trois individus a la fin des années
1940 (Wayne et al. 1991) ; elle a atteint un pic de 50 individus en 1980 (Peterson et al. 2014) ;
n'a accueilli qu'un seul immigrant en 1997 (Adams et al. 2011) avant que la reproduction ne
cesse en 2014 en raison d'une grave dépression consanguine (Peterson et Vucetich 2017), et
que la population ne disparaisse fonctionnellement (Hedrick et al. 2019). Les similitudes entre
le temps de coalescence Fron et ROH entre POW et INP indiquent que les loups POW ont
subi un consanguinité importante ces derniéres années et, en raison de I'immigration limitée
provenant d'autres populations, sont exposés a un risque accru de dépression consanguine.
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Les populations de loups présentant une faible diversité génétique et des estimations élevées
de consanguinité individuelle ont montré des signes de dépression consanguine, notamment
les loups de I'IRNP (Riikkonen et al. 2009 ; Robinson et al. 2019), les loups Mexicains
(Fredrickson et al. 2007 ; Clement et al. 2024) et les loups Scandinaves (Liberg et al. 2005 ;
Smeds et Ellegren 2023). La dépression consanguine dans ces populations a été documentée
par une réduction de la taille des portées, une diminution de la survie des juvéniles et des
anomalies morphologiques (Salado et al. 2024 et citations y figurant). Entre 2013 et 2017, au
moins trois loups de POW ont été observés avec des queues raccourcies, mais les causes de
ces malformations sont inconnues et pourraient étre le résultat d'une dépression consanguine
similaire aux défauts observés chez les loups de I'IRNP et de Scandinavie (par exemple,
Riikkonen et al. 2009 ; Hedrick et al. 2016 ; Riikkonen et al. 2013) ou de traumatismes
physiques. Ces observations anecdotiques ne suffisent pas a confirmer ou a infirmer que les
loups du sud-est de I'Alaska présentent actuellement une dépression consanguine.

LLa dépression consanguine devrait se produire dans toutes les populations diploides en raison
de l'omniprésence des mutations déléteres et de la dérive génétique (Lacy 1997 ; Kardos et
al. 2021), y compris dans les populations qui ont été petites et isolées pendant de longues
périodes (Stoffel et al. 2021 ; Kardos et al. 2023). La consanguinité augmente I'homozygotie
et entraine l'expression d'alléles déléteres, partiellement récessifs, ainsi que la réduction de la
fréquence des loci qui sont avantageux en tant qu'hétérozygotes. Dans certaines petites
populations isolées depuis longtemps, la consanguinité peut faciliter I'élimination des alleles
tres déléteres par la sélection naturelle, comme cela a déja été rapporté chez les renards des
iles et les dingos des iles (Robinson et al. 2018 ; Leon-Apodaca et al. 2024 ; mais voir Ralls
et al. 2020 pour une critique de ce point de vue).

Cependant, la purge ne devrait pas éliminer tous les alleles déléteres (Hedrick et Garcia-
Dorado 2016 ; Dussex etal. 2021 ; Khan et al. 2021), et une taille de population constamment
restreinte signifie que les alléles déléteres devraient atteindre une fréquence ou une fixation
élevée, ce qui entralnerait une diminution de la valeur sélective moyenne d'une population
(Lynch et al. 1995). Comme le démontre I'exemple des loups de la Sierra Morena (la
population la plus méridionale de l'aire de répartition du loup Ibérique), aujourd'hui éteinte,
la persistance historique d'une population isolée et de petite taille ne doit pas étre considérée
comme une preuve de viabilité pour I'avenir (Gémez-Sanchez et al. 2018).

Les loups du sud-est de 1'Alaska se sont séparés des populations voisines de 'intérieur de
I'Alaska et de la Colombie-Britannique il y a environ 12 000 a 16 000 ans et ont toujours
présenté une taille effective de population faible, en déclin depuis environ 600 ans (Nowak
et Paradiso 1983 ; Nowak 1995 ; Pacheco et al. 2022). La faible diversité génétique et les
coefficients de consanguinité élevés refletent la diminution de la taille effective de la
population, qui s'est particulicrement accentuée au cours des 280 dernieres années (Pacheco
et al. 2022). Cet isolement a long terme et la restriction géographique des loups dans le sud-
est de I'Alaska, et en particulier dans la zone POW, ont maintenu la taille des populations a
un niveau faible pendant des milliers d'années et ont peut-étre facilité I'élimination des alléles
récessifs déléteres. D'autre part, ce schéma historique d'absence de flux génétique
conduisant a une faible variation génétique et a une consanguinité individuelle trés élevée
pourrait entrainer une dépression consanguine. Il est important de noter que, malgré
l'absence de preuves, aucune étude explicite visant a détecter une dépression consanguine
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résultant du goulot d'étranglement génétique et de l'isolement n'a été menée chez les loups
de POW. Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour comprendre si la faible
variation génétique et le niveau élevé de consanguinité individuels observés représentent des
risques significatifs pour la persistance a long terme des populations étudiées et si des
mesures de gestion telles que le transfert d'individus seraient bénéfiques.

Les transferts ou la migration assistée, l'introduction d'animaux captifs et la fourniture de
progéniture adoptive font partie des outils que les gestionnaires peuvent envisager pour
renforcer la diversité génétique des populations de loups consanguins (Harding et al. 2016 ;
Hervey et al. 2021 ; Clement et al. 2024). Le flux génétique provenant d'autres populations
peut compenser les effets négatifs de la consanguinité dans les petites populations isolées ; il
est notamment recommandé de maintenir un flux génétique supérieur a 1 individu par
génération (Laikre et al. 2016). Cependant, comme le montre la population de I'IRNP,
l'immigration peu fréquente d'individus tres prolifiques dans une population extrémement
petite peut entrainer une augmentation rapide de la fréquence du génome de l'immigrant, ce
qui finit par exacerber la consanguinité et la dépression consanguine (Hedrick et al. 2019).

Les loups Scandinaves constituent également un cas ou l'immigration a temporairement
atténué la dépression consanguine dans une population petite et isolée (Akesson et al. 2010).
La population de loups en Suede a été établie par deux individus en 1983 et est restée petite
et fortement consanguine jusqu'a l'immigration de 1991 et 2007, qui a conduit a un succes
reproductif plus élevé chez les loups consanguins et a une croissance de la population
(Akesson et al. 2016). Cependant, ces effets ont été de courte durée, car I'hétérozygotie a
diminué apres quelques années et les immigrants ont également apporté de nouveaux alleles
déléteres a la population (Smeds et Ellegren 2023). Par conséquent, les efforts de
translocation doivent étre bien étudiés et congus afin d'apporter régulierement de la diversité
génétique a la population réceptrice tout en évitant l'introduction d'alleles déléteres ou de
balayages génétiques contre-productifs.

5. Conclusions et travaux futurs

La faible variation génétique et les estimations élevées de consanguinité individuelle chez les
loups de POW soulignent la nécessité de comprendre si la population présente une
dépression consanguine avant de proposer et de mettre en ceuvre des mesures de gestion.
Bien que nous n'ayons pas mesuré la dépression consanguine dans cette étude, cela devrait
étre une priorité pour les recherches futures, car les conséquences démographiques de la
dépression consanguine sont difficiles a prévoir sans mesurer directement ces effets.
Cependant, la mesure de la dépression consanguine est difficile dans les populations
sauvages (Kardos et al. 2016), en particulier celles qui sont cryptiques et rares. De plus,
estimer la réduction de la valeur sélective due a la dépression consanguine est une tache
formidable dans les populations sauvages, car cela nécessite un échantillonnage important de
mesures de la valeur sélective difficiles a obtenir (par exemple, la taille des portées, la survie
des petits) sur de longues périodes (Clement et al. 2024). Idéalement, les recherches futures
¢évalueraient la relation entre le succes de reproduction et la survie d'une part, et
I'hétérozygotie individuelle et surtout les différences de condition physique entre les
immigrants connus, leur progéniture et les loups consanguins résidents d'autre part.
Alternativement, les recherches futures pourraient utiliser le séquencage du génome entier
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pour estimer l'accumulation de variants génétiques déléteres, qui pourraient entrainer une
réduction de la condition physique (Bertorelle et al. 2022). En outre, des études de simulation
visant a prédire les effets d'éventuels déplacements, croisements ou placements de loups sur
l'augmentation de I'hétérozygotie et la réduction des niveaux de consanguinité seraient utiles
pour gérer des populations viables de loups dans le sud-est de 1'Alaska (Harding et al. 2016 ;
Hervey et al. 2021).

Cette étude présente une utilisation précieuse des données de capture génomique pour
approfondir notre compréhension de 1'état des loups de I'archipel Alexander sur POW et
dans le sud-est de 1'Alaska. Nos résultats fournissent une base solide pour promouvoir et
poursuivre les efforts de surveillance visant a comprendre la structure génétique et la
consanguinité d'une population dont la conservation est préoccupante.
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