ltalie 2" PUBLIE-LOUP 2026

Des preuves génétiques révelent une hybridation
importante entre loups et chiens dans la péninsule
Italienne : mise en garde contre une gestion inefficace

Biological Conservation 313 (2026) 111615

==

: : : - “ BlOLoGICAL
Contents lists available at ScienceDirect AL

Biological Conservation

journal homepage: www.elsevier.com/locate/biocon

Genetic evidence reveals extensive wolf-dog hybridisation in peninsular
Italy: warnings against ineffective management

Rita Lorenzini ®, Antonella Pizzarelli®, Lorenzo Attili® , Massimo Biagetti®, Carla Sebastiani®,
Paolo Ciucci ©

* Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Lasio ¢ della Toscana M. Aleandri, Grosseto, Iraly

b Istitutn Zooprofilattico Sperimentale dellUmbria ¢ delle Marche “Togo Rosati”, Perugia, Traly

© Universitis di Roma La Sapisnsa, Dipart di Biologia ¢ Biotecnologie "Charles Darwin”, Rome, Italy

Résumé

L'hybridation entre loups et chiens (WDH) - une forme d'hybridation introgressive
anthropique - a pu se produire occasionnellement depuis I'époque de la domestication. Plus
récemment, cependant, malgré le rétablissement continu des populations de loups en
Europe, le nombre élevé de chiens domestiques et les conditions écologiques marginales
peuvent présenter des risques accrus pour leur intégrité génétique. En conséquence, la
WDH est actuellement reconnue comme l'une des plus grandes menaces pour les loups
Européens, avec des effets potentiels en cascade sur les systémes socio-écologiques. A partir
d'ADN de haute qualité provenant de tissus de 748 loups retrouvés morts entre 2020 et 2024,
ainsi que de 26 échantillons supplémentaires prélevés entre 1993 et 2003, nous avons évalué
la WDH dans la population de loups de la péninsule Ttalienne. A l'aide de 23 loci STR
autosomiques et de 5 loci liés au chromosome Y pour les males, nous avons détecté une forte
proportion (46,7%) de loups croisés avec des chiens, dont 29,5% étaient des hybrides récents
et 17,2% des générations de rétrocroisement plus anciennes. Si la plupart des hybridations
initiales ont probablement eu lieu il y a environ 9 a 16 ans, quelques hybrides de premicre
génération dans notre échantillon indiquent que le WDH se poursuit actuellement. Cela
menace gravement l'intégrité génétique non seulement de la population de loups Italiens,
mais aussi des populations de loups voisines par le biais de la dispersion. La situation que
nous présentons, qui n'a jamais été signalée auparavant pour aucune population de loups
dans le monde, sert d'exemple édifiant de la dynamique potentielle du WDH dans les
paysages dominés par I'hnomme si le probleme reste sans solution. Elle souligne également
l'importance de prendre en compte la composition génétique des populations de loups lors
de I'évaluation de leur statut de conservation, en particulier a la lumiere du récent abaissement
de leur statut de protection dans toute I'Europe.

Mots-clés : Hybridation anthropique, Canis lupus, ADN, Conservation, Responsabilité de
gestion, Répétitions en tandem courtes (STR)
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1. INTRODUCTION

Contrairement a l'hybridation naturelle, qui est une source de diversité et de nouveauté
¢évolutive (Abbott et al., 20106), I'hybridation induite par I'homme (c'est-a-dire I'hybridation
anthropique, Allendorf et al., 2001) est de plus en plus reconnue comme une menace pour
la biodiversité (Mallet, 2005). L'hybridation anthropique peut entrainer la perte de
l'intégrité génétique et des complexes génétiques coadaptés, la propagation de traits inadaptés
et une dépression consanguine. Ces effets peuvent contribuer a la perte de biodiversité et, en
cas d'introgression généralisée, pourraient entrainer I'extinction génomique par submersion
génétique (Allendorf et al, 2001). Le croisement d'especes domestiques avec leurs
homologues sauvages constitue un exemple significatif d'hybridation anthropique (Todesco
et al. 20106). Les formes domestiquées ont été sélectionnées artificiellement pour une série de
traits morphologiques, physiologiques et comportementaux qui profitent aux humains, tels
que la docilité et l'augmentation de la productivité. Cependant, ces traits peuvent étre
perturbateurs s'ils s'introgressent dans les populations de leurs ancétres sauvages (Wilkins et
al., 2014). Bien que l'on ait émis I'hypothése que les traits introgressés des formes
domestiquées pourraient aider les especes parentales a s'adapter aux écosystemes modifiés
par I'homme (Grossen et al., 2014 ; Hindrikson et Tammeleht, 2025), la sélection positive
des traits introgressés pourrait en réalité accélérer la perte de combinaisons génétiques
uniques qui se sont développées au cours d'histoires évolutives distinctes (Bohling, 2016).

Le chien (Canis lupus familiaris) est le premier animal domestiqué a partir de lignées aujourd'hui
éteintes de loups gris (Canis lupus), dont la domestication remonte a environ 40 000 ans, bien
que la date exacte fasse encore I'objet de débats (Freedman et al., 2014). Si I'hybridation entre
les loups et les chiens (ci-apres WDH) a pu se produire depuis la domestication (Frantz et
al., 2016 ; Pilot et al., 2018), la présence généralisée de chiens dans les paysages dominés par
I'homme peut, dans certaines conditions, augmenter le risque de WDH (Randi, 2008).
Paradoxalement, l'augmentation récente du nombre et de 'aire de répartition des loups en
Europe (D1 Bernardi et al., 2025) pourrait entrainer un risque accru de croisement avec les
chiens, dont le nombre est estimé a environ 1 500 fois supérieur a celui des loups (Gompper,
2014).

L'hybridation se produit principalement entre les louves et les chiens males (Godinho et al.,
2011 ; Lacolina et al., 2010), bien que I'inverse, a savoir I'accouplement de loups males avec
des chiennes, puisse également se produire, mais rarement (Hindrikson et al., 2012).
Contrairement aux prévisions théoriques antérieures (Vila et Wayne, 1999), les loups et les
chiens se croisent lorsqu'ils en ont I'occasion, et leur progéniture fertile (F1s) peut facilement
se rétrocroiser avec les populations parentales de loups. Des preuves a I'appui de cette théorie
s'accumulent dans plusieurs pays Européens (Kusak et al.,, 2018 ; Pacheco et al., 2017 ;
Salvatori et al., 2019 ; Tirronen et Kuznetsova, 2025). En conséquence, les loups Euro-
Asiatiques sont, en moyenne, nettement plus introgressés que leurs homologues d'Asie de
I'Est et d'Amérique du Nord, I'Europe présentant la plus forte fréquence d'individus métissés
(Pilot et al., 2021). En conséquence, le WDH est désormais considéré comme 'une des
principales menaces pour les loups en Europe (Hindrikson et al., 2017), et I'on craint que les
variations génétiques et phénotypiques résultant de I'introgression canine aient un impact
négatif sur le comportement et les caractéristiques du cycle de vie des loups (Randi, 2008),
ainsi que sur le soutien des parties prenantes a la conservation des loups (Stronen et al., 2025).
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Une gestion rapide et efficace des WDH est essentielle pour empécher l'introgression canine
de se propager davantage dans les populations de loups européennes. Par conséquent,
méme si la Convention de Berne et la directive Habitats ne font pas explicitement référence
aux WDH, elles contiennent toutes deux des obligations légales pertinentes pour traiter cette
question (Trouwborst, 2014). En outre, la recommandation n® 173/2014 de I'UE et un
document d'orientation sur l'application des exigences strictes en matiere de protection
énoncées dans la directive « Habitats » de 'UE exigent des pays Européens qu'ils luttent
contre les WDH par des mesures préventives et d'atténuation (Stronen et al., 2025). Le non-
respect de ces exigences peut avoir un impact négatif sur I'évaluation et la conservation des
populations de loups (Stronen et al., 2025).

Une gestion rapide et efficace des WDH est essentielle pour empécher l'introgression canine
de se propager davantage dans les populations de loups Européennes. Par conséquent,
méme si la Convention de Berne et la directive « Habitats » ne font pas explicitement
référence aux WDH, elles contiennent toutes deux des obligations légales pertinentes pour
traiter cette question (Trouwborst, 2014). En outre, la recommandation n°® 173/2014 de
I'UE et un document d'orientation sur l'application des exigences strictes en matiere de
protection énoncées dans la directive « Habitats » de I'UE exigent des pays Européens qu'ils
luttent contre les WDH par des mesures préventives et d'atténuation (Stronen et al., 2025).
Le non-respect de ces exigences peut avoir des répercussions négatives sur I'évaluation et la
conservation des populations de loups (Stronen et al., 2025).

La gestion des WDH se heurte toutefois a des défis techniques, sociaux et politiques de taille,
ce qui entraine un retard dans sa mise en ceuvre a travers 'Europe (Salvatori et al., 2020).
Plusieurs facteurs contribuent a la complexité inhérente a la gestion des WDH, notamment
les difficultés techniques liées a la détection des individus introgressés (Stronen et al., 20224),
le suivi insuffisant des populations (Salvatori et al., 2019), I'absence de consensus entre les
scientifiques sur les mesures de gestion a prendre (Donfrancesco et al., 2019) et un cadre
législatif peu clair aux niveaux national et international (Trouwborst, 2014). Pourtant, les
modeles démographiques avertissent que l'inaction en matiere de gestion, si les facteurs
facilitant le WDH continuent sans controle, pourrait entrainer une introgression généralisée,
voire un envahissement génétique des populations locales de loups (Santostasi et al., 2020,
2025).

A ce jour, aucune étude exhaustive n'a été menée pour évaluer et surveiller avec précision
'ampleur de I'introgression canine chez les loups a travers I'Europe, méme si le phénomene
a été signalé dans les neuf populations de loups existantes en Europe (Salvatori et al., 2020).
Néanmoins, des études génétiques indépendantes menées dans certains pays Européens au
cours des dernieres décennies (revues dans Dziech, 2021) ont révélé une faible prévalence
du métissage (c'est-a-dire la proportion d'individus métissés dans la population de loups).
Une exception notable a récemment été signalée dans certaines localités du centre et du nord
de I'talie, ou des enquétes génétiques intensives non invasives ont révélé des niveaux

d'introgression canine atteignant 50 a 70% (Salvatori et al., 2019 ; Santostasi et al., 2021).

Les loups en Italie ont été confrontés a un risque important d'extinction a la fin des années
1960 (Zimen et Boitani, 1975). Depuis lors, une série de mesures de conservation ont été
adoptées en réponse a I'évolution des valeurs et des attitudes de la société a I'égard des loups,
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notamment la protection juridique, la conservation de 1'habitat et la gestion des conflits, qui
ont contribué au rétablissement de la population (Boitani, 2003 ; Fabbri et al., 2007). La
premicre preuve documentée sur le terrain de l'existence d'hybrides entre loups et chiens en
Italie remonte au début des années 1970 (Boitani, 1986). Au cours des décennies suivantes,
apres le rétablissement des loups a I'échelle nationale, on a constaté une augmentation notable
du nombre de loups présentant des traits morphologiques inhabituels (Boitani et Ciucci,
1993). Cependant, les études analysant des échantillons de tissus provenant de loups trouvés
morts, a l'aide de marqueurs génétiques uniparentaux et biparentaux, n'ont pas révélé de
niveaux significatifs de WDH (c'est-a-dire 2 a 6%) (Lorenzini et al., 2014 ; Lucchini et al.,
2004 ; Randi et Lucchini, 2002 ; Verardi et al., 20006). Il est probable que, parallelement a
l'expansion de l'aire de répartition du loup en Italie, le WDH se soit effectivement propagé
pendant cette période (Galaverni et al., 2017). Cependant, ces premicres études, peut-étre
limitées par des marqueurs diagnostiques restreints et un échantillonnage spatial et temporel
inadéquat, n'avaient pas la puissance statistique nécessaire pour détecter les individus
métissés et leur répartition a I'échelle locale, régionale et nationale (Ciucci, 2012). Des études
ultérieures, utilisant des ensembles de marqueurs génétiques plus informatifs, ont confirmé
cette hypothese (par exemple, Caniglia et al., 2013, 2014 ; Randi et al., 2014). De plus, sur la
base de données génomiques, Galaverni et al. (2017) ont confirmé que des individus métissés
¢taient répartis dans toute la population de loups de la péninsule Italienne et que des
hybridations récurrentes et une introgression profonde avaient tres probablement eu lieu
depuis le début du rétablissement de la population.

A T'exception de deux projets pilotes cofinancés par le programme Life de I'UE (2 savoir
Ibriwolf, LIFE10-NAT-IT-000265 ; Mirco Lupo, LIFE13-NAT-IT-000728) et d'un projet
de gestion d'un an mené par la région Toscane (G. Romeo, communication personnelle),
aucune stratégie de gestion globale n'a été mise en ceuvre en Italie pour prévenir et atténuer
le WDH a l'échelle nationale. Dans cette étude, basée sur un nombre particulierement
important de loups systématiquement collectés par le réseau national des Istituti
Zooprofilattici Sperimentali (IZS), nous avons étudié pour la premiere fois I'étendue actuelle
du WDH dans la péninsule Italienne. Nous avons notamment distingué les loups non
métissés, les hybrides récents (c'est-a-dire les F1, les F2 et les individus métissés des deux
premiéres générations de rétrocroisement) et les individus introgressés (c'est-a-dire les

troisiéme génération et les générations suivantes de rétrocroisements).

Les principaux objectifs de notre étude étaient les suivants : i) estimer la proportion
d'individus ayant des ancétres canins (c'est-a-dire la prévalence) parmi les loups présumés
échantillonnés dans toute la péninsule Italienne entre 2020 et 2024. Comme il s'agit de la
premicre enquéte sur le WDH a I'échelle de la population de loups de la péninsule, les
résultats obtenus sont utiles pour évaluer 'efficacité de la gestion passée et actuelle du WDH
en Italie ; ii) évaluer si les hybrides récents et les loups introgressés étaient structurés
spatialement ou répartis uniformément dans les zones d'échantillonnage régionales. Alors
que le premier cas indiquerait une occurrence locale de WDH, probablement associée a des
conditions écologiques et anthropiques spécifiques, le second serait révélateur d'un métissage
largement répandu ; iii) comparer les estimations de la prévalence des WDH au fil du temps,
en opposant l'échantillon 2020-2024 a 26 échantillons invasifs supplémentaires de loups
présumés collectés entre 1993 et 2003. Cette comparaison permettrait d'approfondir
I'hypothese selon laquelle 'hybridation entre les loups de la péninsule Italienne a atteint son
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apogée vers la fin des années 1990 (Galaverni et al., 2017) ; iv) évaluer si une composante
génétique majeure du berger allemand a été révélée chez les hybrides que nous avons
détectés, car une précédente analyse génomique suggérait que la principale contribution aux
hybrides loup-chien en Italie provenait probablement de cette race (Galaverni et al., 2017).

En replacant nos conclusions dans le contexte d'études antérieures portant sur la méme
population et d'autres populations de loups en Europe menacées par I'hybridation
anthropique, nous inscrivons nos résultats dans un cadre de conservation plus large. Dans
l'ensemble, notre objectif pratique est de sensibiliser les défenseurs de l'environnement, les
praticiens, les administrateurs et le public aux risques potentiels liés au fait de négliger une
gestion opportune et efficace des WDH, en particulier dans les paysages modifiés par
I'homme récemment recolonisés par les loups (Di Bernardi et al, 2025). Enfin, nous
discutons également des implications de nos conclusions par rapport au récent déclassement
du statut de protection des loups en Europe, qui n'a pas tenu compte de l'intégrité génétique
des populations de loups (Stronen et al., 2025). Bien que notre étude se concentre sur les
loups de la péninsule Italienne, ses implications vont au-dela du loup en tant qu'espéce
modele, car I'hybridation anthropique non gérée de la faune sauvage est une menace de plus
en plus préoccupante dans les paysages de plus en plus dominés par 'homme (Stronen et al.,
2025).

2 MATERIEL et METHODES

2.1. Echantillons

Au total, 748 échantillons de tissus (ci-apres dénommés « échantillons récents ») ont été
prélevés de maniere opportuniste sur des loups présumés morts ou sauvés vivants dans la
péninsule italienne (Toscane, Ombrie/Marches, Latium, Abruzzes/Molise, Basilicate,
Pouilles, Campanie, Calabre) entre 2020 et 2024 (détails dans I'annexe S1). Des échantillons
supplémentaires provenant de 26 loups datant de la décennie 1993-2003 (« anciens
¢chantillons ») ont également été prélevés dans les Abruzzes, zone historique et centrale de
I'talie ou vit le loup.

La base de données de référence sur la population de loups, utilisée pour attribuer les
génotypes des loups présumés inconnus a leur pool génétique d'origine, comprenait 100
loups prélevés dans les Apennins entre 2015 et 2017. Ils ont été sélectionnés comme
individus de référence apres avoir été classés comme loups non mélangés par des valeurs
d'appartenance proportionnelle individuelle (q) supérieures a 0,990 dans une procédure
d'attribution bayésienne des génotypes STR autosomiques, et par leurs haplotypes du
chromosome Y du loup. De plus, I'absence de tout signe morphologique évident
d'hybridation avec le chien a été confirmée par des zoologistes et des vétérinaires experts
apres inspection des carcasses ou des animaux vivants utilisés comme référence (voir Ciucci,
2012 ; Ciucci et al., 2003). Des préléevements musculaires ou salivaires provenant de 185
chiens de taille moyenne et grande, tant de race pure (# = 58) que batards (# = 127) (annexe
S1), ont également été collectés pour la constitution d'une base de données canine.

2.2. Méthode de laboratoire

La méthode de laboratoire utilisée pour obtenir les génotypes autosomiques a attribuer
statistiquement aux pools génétiques respectifs, ou pour détecter les signaux de leur mélange
génétique, a suivi un protocole validé qui a été décrit en détail dans Lorenzini et al. (2022).
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En bref, ' ADN a été isolé a partir d'environ 15 mg de muscle ou d'un prélevement salivaire
a laide du QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne) ou du Maxwelll6
Instrument (Promega, Madison, WI, Etats—Unis) pour l'isolation automatisée de 'ADN
génomique, puis quantifié a l'aide du Quantus Fluorometer (Promega). Vingt-trois loci STR
autosomiques canins (Annexe S1), sélectionnés principalement en fonction de leur capacité
a différencier de maniere fiable les loups, les chiens et les hybrides (Lorenzini et al., 2014,
2022), ont été amplifiés pour chaque échantillon afin d'obtenir des profils multilocus
individuels.

Les loups males ont également été génotypés a cinq loci STR sur le chromosome Y (annexe
S1) et combinés en haplotypes (Tableau SI) afin d'évaluer l'origine sauvage ou domestique
de leur lignée paternelle. Une délétion dominante de 3 pb dans le locus K codant pour le
gene B-defensin CBD103 a été suggérée comme une mutation mélanistique d'origine
domestique (Anderson et al., 2009), bien qu'il ait également été rapporté que cette délétion
ne permet pas de diagnostiquer de maniere certaine I'ascendance canine introgressée chez le
loup d'Italie (Caniglia et al., 2013). Malgré cela, chaque échantillon de loup a été génotypé au
locus K afin de trouver d'autres indices d'hybridation.

2.3. Attribution du génotype par analyse bayésienne

Des analyses statistiques visant a attribuer des individus inconnus a la population de loups
Italiens et a identifier des génotypes mixtes loup-chien ont été réalisées a l'aide d'une base de
données démographique comprenant 100 loups de référence et 185 chiens de référence,
selon un modéle de regroupement bayésien mis en ceuvre dans STRUCTURE v 2.3.4
(Falush et al., 2003). Les valeurs seuils appropriées de l'appartenance proportionnelle (q) pour
attribuer des génotypes multilocus uniques aux groupes génétiques déduits par
STRUCTURE ont été dérivées a partir des résultats d'études de simulation menées avec
HYBRIDLAB (Nielsen et al., 2000) sur nos 285 échantillons de référence de loups et de
chiens. Les détails des simulations et des procédures statistiques sont fournis dans I'annexe
S1 et dans Lorenzini et al. (2014, 2022).

Des travaux de simulation approfondis (Lorenzini et al., 2014 ; Godinho et al., 2015 ; Caniglia
et al., 2020 ; Santostasi et al., 2021) indiquent qu'il n'est pas réaliste de distinguer avec
précision les générations mixtes individuelles sur la base des données STR, méme en utilisant
un nombre élevé de marqueurs (Stronen et al, 2022b). Cette limitation résulte de
chevauchements importants dans leurs plages de valeurs g, a l'exception notable des
individus F1 de premicre génération. Pour cette raison, selon les seuils obtenus dans les
simulations avec notre ensemble de données de référence des classes parentales, trois
catégories diagnostiques ont été définies pour attribuer des génotypes inconnus : (i) loups
non mélangés, avec des valeurs q égales ou supérieures a 0,990 ; (ii) loups introgressés
(anciens rétrocroisements avec une ascendance canine minimale), avec des valeurs q
comprises entre 0,960 et 0,990 et/ou des haplotypes Y canins ; (iii) hybrides de génération
récente (FI, F2, rétrocroisements de premiere et deuxieme génération - BClw et BC2w,
respectivement), avec des valeurs g égales ou inférieures a 0,960 (Tableau 1). En général,
aucun trait morphologique inhabituel permettant d'identifier le métissage n'était disponible,
de sorte que l'attribution des individus était basée uniquement sur leurs génotypes.
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A T'aide du package R Boot (Canty et Ripley, 2024), nous avons testé les différences dans les
proportions d'individus hybrides entre les ensembles de données d'échantillons récents et
anciens a l'aide d'intervalles de confiance bootstrappés a 95% (IC 95%) ; H, (c'est-a-dire
aucune différence) était accepté siI'IC 95% bootstrappé incluait la valeur 0.

Tableau 1. Classes diagnostiques des génotypes multilocus individuels pour les loups italiens présumés, telles que définies
par l'analyse bayésienne de 23 loci STR autosomiques et de 5 loci STR sur le chromosome Y des méles (haplotype Y). q
= appartenance proportionnelle individuelle

Diagnostic class Definition q Dog Y-haplotype
wolf Individual with no or not diagnosable admixrure with the dog q > 0.990 No
Inwogressed wolf Individual with only Y-haplotype dog ancestry q > 0.990 Yes
Introgressed wolf Individual with minimal dog ancestry at autosomal STRs 0.960 < q < 0.990 No
Introgressed wolf Individual with minimal dog ancestry at autosomal STRs and dog Y-haplotype 0.960 < q < 0.990 Yes
Recent hybrid Individual recenty admixed with the dog q < 0.960 No
Recent hybrid Individual recendy admixed with the dog and dog Y-haplotype q < 0.960 Yes

2.4. Composante génétique d'une race canine chez les hybrides loup-chien

Une fois les génotypes hybrides loup-chien identifiés par la procédure d'attribution
bayésienne et les valeurs q individuelles dérivées, nous avons vérifié si la principale
composante génétique canine chez les hybrides était représentée par le berger allemand,
comme le suggéraient les données SNPs et les méthodes de reconstruction génomique de
l'ascendance (Galaverni et al.,, 2017). A cette fin, nous avons utilisé notre ensemble de
données précédent composé de 100 loups et 185 chiens, auquel nous avons ajouté 21
nouveaux échantillons de bergers allemands et 75 hybrides loup-chien, sélectionnés parmi
'échantillon de 219 hybrides (214 récemment collectés et 5 anciens) obtenu a l'aide de
STRUCTURE et I'ensemble complet de 774 loups présumés (voir Résultats). Ces 75 hybrides
ont été sélectionnés sur la base de leurs valeurs q inférieures a 0,900. Les hybrides présentant
des valeurs q plus élevées (7 = 144, comprises entre 0,901 et 0,960 ; voir Résultats) ne
permettaient pas d'évaluer clairement la composante canine et ont été exclus des calculs.

Dans un premier temps, nous avons effectué une analyse discriminante exploratoire des
composantes principales, DAPC (Jombart et al., 2010), a I'aide du package Adegenet 2.1.6
(Jombart, 2008) pour le logiciel R 4.2.1 sur l'interface web, afin de décrire qualitativement la
variabilité génétique globale de notre ensemble de données au niveau de la population. La
DAPC identifie des groupes discrets d'individus, maximisant la variation entre les groupes
prédéfinis tout en minimisant la variation au sein des groupes, sans s'appuyer sur un modele
génétique sous-jacent. A la suite des résultats basés sur les STRs de Big et al. (2015), qui ont
montré que les bergers allemands (GSD) et les chiens-loups Tchécoslovaques (CLW)
partagent le méme groupe génétique et sont clairement bien séparés des autres races de
chiens de type loup/berger, nous avons entré quatre groupes prédéfinis dans les calculs, qui
correspondaient aux loups, aux chiens, aux GSD + CLW et aux hybrides. Deuxi¢émement,
afin de compléter I'analyse multivariée, STRUCTURE a été mis en ceuvre sur le méme
ensemble de données pour une attribution bayésienne des génotypes individuels dans les
mémes conditions que dans les analyses précédentes (Annexe S1).

3. RESULTATS

Tous les individus ont été génotypés a 23 loci STR autosomiques. Un sous-échantillon de
229 males (voir ci-dessous) a également été génotypé a 5 STR sur le chromosome Y.
Conformément a Salvatori et al. (2019), les génotypes multilocus individuels présentant plus
de 8% d'alleles manquants ont été écartés de I'ensemble de données original de 774 loups
présumés. En raison de la forte dégradation des carcasses et/ou de la mauvaise qualité de
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I'ADN extrait, 22 échantillons présentaient quatre loci manquants ou plus dans leuts
génotypes et ont été supprimés. Au total, 752 échantillons récents (» = 726, années 2020-
2024) et anciens (# = 26, années 1993-2003) ont finalement été conservés pour les analyses

en aval.

Conformément a la littérature, nos cinq loci liés au chromosome Y ont défini deux
haplotypes (Tableau S1) propres au loup italien, absents chez le chien et les autres
populations de loups en Europe (cette étude, Randi et al., 2014).

3. 1. Analyse des échantillons récents (2020-2024)

Sur la base des haplotypes du chromosome Y et des valeurs seuils dans le groupe des loups
a partir d'un panel de 23 loci sur les autosomes, 387 individus (53,3%) dans l'ensemble des
données des échantillons récents (7 = 726) ont été classés comme des loups non métissés (q
> 0,990, rapport des sexes 1,10 males/femelles). Les 125 autres individus (17,2%) ont été
classés comme des loups introgressés, dont 122 présentaient 0,960 < q < 0,990 et 3
présentaient des STRs de loup (q = 0,990) mais des haplotypes Y canins (voir ci-dessous et
Tableau 1). Les 214 loups putatifs restants (29,5%) ont été classés comme hybrides de
génération récente (q = 0,960).

Trois des 214 hybrides récents (1,4%, soit 0,4% de l'échantillon total) étaient tres
probablement des croisements F1 de premicre génération (0,475 < q < 0,562) et ont été
collectés dans les régions des Abruzzes, de Calabre et du Latium. Alors que deux d'entre eux
¢taient des femelles, le male présentait un haplotype Y canin (H6, Tableau S1). Trois autres
hybrides étaient probablement des F2 et/ou des rétrocroisements de premiére génération
BClw (0,660 = q = 0,719), tous provenant du Latium. L'un d'eux était un male portant un
haplotype Y canin (H3). Tous les autres hybrides (97,2%) étaient probablement des
rétrocroisements de deuxi¢me génération (BC2w), bien que nous ne puissions exclure que
des BClw puissent également étre inclus. Sur les 214 hybrides récents, 108 étaient des males
et 96 des femelles (ratio sexuel de 1,13 male/femelle). Pour 10 individus, le sexe était inconnu
ou les haplotypes Y males n'ont pas été identifiés. Vingt-trois (21,3%) des 108 hybrides males
dont le génotype sexuel a été déterminé portaient des haplotypes Y non lupins, tandis que 85
(78,7%) portaient l'un des deux haplotypes (H1, H13) propres a la population lupine
Italienne. Treize hybrides récents (6,1%) présentaient également une copie de l'allele de
délétion de 3 pb au locus K. 1II est intéressant de noter que deux femelles des Marches,
classées comme louves non métissées d'apres leurs génotypes STR, étaient homozygotes
pour la délétion de 3 pb, seule preuve d'une possible introgression passée provenant du chien.
Cependant, comme la délétion n'est pas diagnostique, elle n'a pas contribué a classer les
génotypes inconnus.

Sur les 125 individus classés comme introgressés, 3 ont été reconnus uniquement sur la base
de leurs haplotypes Y canins. Sur les 125 individus, 58 étaient des femelles et 64 des males
(ratio sexuel de 1,10 males/femelle), tandis que le sexe était inconnu pour 3 spécimens.
Cinquante-cing males (86,0%) portaient des haplotypes Y de loup, tandis que 9 (14,0%)
présentaient les haplotypes canins H7 (» = 8) et H4 (# = 1). Dans notre base de données de
référence sur les chiens, H7 était 'haplotype Y le plus fréquent et était largement partagé par
de nombreux chiens de race pure et batards, ce qui rend cette information peu informative
sur l'origine de la race canine pour les croisements passés. En revanche, H4 n'a été trouvé
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que chez la race de chien-loup Tchécoslovaque. L'allele de délétion de 3 pb au locus K n'était
présent qu'en un seul exemplaire chez une femelle introgressée.

Afin de déterminer si l'introgression canine dans le pool génétique des loups pouvait étre
retracée exclusivement a partir des haplotypes Y, un sous-échantillon exploratoire de 60
males classés comme loups non métissés d'apres leurs génotypes STR autosomiques a
également été analysé au niveau des loci STR du chromosome Y. Cinquante-sept (95,0%)
d'entre eux étaient porteurs d'haplotypes Y de loup, tandis que trois présentaient un
haplotype de chien (H7) et ont finalement été diagnostiqués comme des loups introgressés
(voir ci-dessus) sur la base de leur lignée paternelle, malgré leurs génotypes STR de loup.

3.2. Répartition géographique des échantillons

Les échantillons classés comme hybrides récents, loups introgressés et loups non métissés
provenant de l'ensemble des données ont été répartis géographiquement en fonction des
régions ou ils ont été collectés. Leur répartition (Fig. 1, Tableau 2) suggere que la proportion
d'hybrides récents était plus élevée dans les régions occidentales (Toscane, Latium,
Campanie, Calabre), allant de 27,2 a 42,8%, par rapport aux régions orientales
(Abruzzes/Molise, Ombrie/Matches, Basilicate, Pouilles), ou la proportion variait de 15,8 a
25,8%. A I'inverse, le contraire semble s'appliquer aux loups introgressés, qui présentaient
les proportions les plus faibles dans les régions occidentales de Campanie, du Latium et de

Toscane, avec des pourcentages de 11,5, 12,2 et 16,8, respectivement.
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Fig. 1. Répartition spatiale des 726 échantillons analysés entre 2020 et 2024 dans la péninsule ltalienne. Les
diagrammes circulaires indiquent les proportions de loups non métissés (Loup), de loups introgressés (Loup introgressé)
et d'hybrides récents (Hybride) & I'échelle régionale (voir également le Tableau 2 pour plus de détails). La taille des
cercles représente la taille de I'échantillon dans chaque région. Les échantillons provenant de I'Ombrie et des Marches
ont été regroupés, tout comme ceux provenant des Abruzzes et du Molise

Tableau 2. Classes diagnostiques et répartition par région des 726 loups présumés collectés dans la péninsule italienne
au cours de la période 2020-2024. Entre parenthéses, le pourcentage de loups introgressés et d'hybrides récents
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Toscana Umbria/Marche Lazio Abruzzo/Molise Campania Puglia Basilicata Calabria

Wolf 70 35 61 83 13 57 50 18

Introgressed wolf 29 (16.8 %) 17 (24.3 %) 15 (12.2 %) 23 (17.0 %) 3 (11.5 %) 18 (20.0 %) 14 (18.4 %) 6(18.2 %)

Recent hybrid 74 (42.8 %) 18 (25.8 %) 47 (38.2 %) 29 (21.5 %) 10 (38.5 %) 15 (16.7 %) 12 (15.8 %) 9(27.2 %)
173 70 123 135 26 90 76 33

3.3. Analyse d'échantillons anciens (1993-2003)

Dix-sept (65,4%) des 26 échantillons présumés de loups prélevés dans l'aire de répartition
historique des Apennins (Abruzzes) entre 1993 et 2003 ont été attribués a la population de
loups (Tableau S2). Quatre étaient des loups introgressés et cinq étaient des hybrides récents.
Deux individus ont été classés comme loups introgressés en raison de la présence
d'haplotypes Y canins (H3, H7), mais pas en raison de leurs génotypes STR autosomiques.
Deux hybrides, une femelle et un male, étaient trés probablement des croisements F1 de
premicre génération (valeurs q dans le groupe des loups = 0,407 et 0,587, respectivement),
le male présentant également un haplotype Y canin (H6). Trois hybrides femelles étaient
probablement BClw et/ou BC2w (0,667 < q < 0,937).

La proportion d'hybrides técents dans I'ensemble de données d'échantillons anciens (5/26
= 0,192) (Tableau S2) était inférieure a celle de I'ensemble de données des échantillons
récents (214/726 = 0,295), méme si cette différence, basée sur 104 rééchantillonnages
bootstrap, n'était pas significative (IC a 95% = -0,2840- 0,073). En revanche, la proportion
d'hybrides F1 de premiere génération datant de la décennie 1993-2003 (2/26 = 0,077), qui
représentait 40% de tous les hybrides récents, était significativement plus élevée que la
proportion obtenue a partir des échantillons collectés entre 2020 et 2024 (3/726 = 0,004),
qui représentaient 1,4% de tous les hybrides récents de la péninsule Italienne (IC a 95%
bootstrappé de la différence entre les deux ensembles de données = 0,065-0,105).

3.4. Contribution du berger allemand aux hybrides loup-chien
La variabilité génétique globale a été décrite qualitativement a l'aide du DAPC, ou quatre

groupes prédéfinis ont été entrés dans les calculs, correspondant aux loups, aux chiens, aux
GSD + CLW et aux hybrides.

La procédure de validation croisée a suggéré de conserver 10 composantes principales (PC)
dans l'analyse comme proxy pour une description optimale des données originales, les deux
premieres PC résumant le mieux la plupart de la diversité allélique (Fig. 2). Le premier axe
PC distinguait clairement la ou les populations de chiens des loups et des hybrides, ces
derniers se chevauchant partiellement avec les loups, comme prévu. Le deuxieéme axe PC
séparait les GSD + CLW des autres chiens, avec un chevauchement limité entre les deux
groupes.

Sur la base du méme ensemble de données que celui utilisé dans le DAPC, nous avons
exécuté STRUCTURE en définissant K = 4 comme le nombre le plus approprié de groupes
génétiques significatifs déduits de notre ensemble de données selon la méthode de
Puechmaille (Tableau 3, Figure 3). Conformément au DAPC, les bergers allemands (7 = 21)
et les chiens-loups Tchécoslovaques (7 = 8) partageaient le méme groupe génétique (111,
appartenance proportionnelle moyenne Q = 0,948) avec des valeurs q individuelles
comprises entre 0,867 et 0,993. A I'inverse, les autres chiens de race pure et les batards de la
base de données (# = 177) se répartissaient principalement en deux clusters alternatifs (I,

1V, totalisant Q = 0,928), ce qui suggere également une certaine sous-structuration de la
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population. Les loups ont été affectés a un seul groupe privé (II) avec une moyenne Q =
0,993 (plage des valeurs q 0,977-0,996). Les hybrides ne partageaient qu'une petite partie de
leur ascendance avec les groupes de chiens (valeurs Q = 0,043, 0,028 et 0,054 dans les
groupes I, II et IV, respectivement), tandis que la majeure partie de leur ascendance était
commune avec le groupe des loups (Q = 0,874), comme le montre clairement le nuage de
points DAPC. Cela confirme nos conclusions précédentes selon lesquelles la plupart des
hybrides n'étaient pas des croisements de premicre génération.
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Fig. 2. Nuage de points DAPC basé sur 23 loci STR décrivant la variabilité génétique dans I'ensemble de données de
100 loups (Wolf), 75 hybrides loup-chien (Hybrid), 177 chiens batards et de race pure (Dog), 29 bergers allemands et
chiens-loups Tchécoslovaques (GSD + CLW), représentés par les premiéres (axe X) et deuxiéme (axe Y) fonctions
discriminantes. Le graphique représente les individus isolés par des points et les groupes par des ellipses d'inertie &
95%. Dans l'encart en haut & gauche, la proportion de variabilité expliquée par les 10 premiéres valeurs propres
principales. Les hybrides de premiére génération (F1) obtenus & partir de I'analyse d'attribution bayésienne sont
également indiqués avec leur proportion individuelle respective de valeurs d'appartenance (q) & la population de loups

Tableau 3. Probabilité moyenne d'appartenance (Q) pour les loups de référence, les chiens, les bergers allemands +
les chiens-loups Tchécoslovaques (GSD + CLW) et les hybrides (avec des valeurs q < 0,900) dans les groupes génétiques
déduits par STRUCTURE pour K = 4. Les fourchettes de probabilité d'appartenance aux groupes pertinents sont
indiquées entre parenthéses. * Lorsqu'un hybride présumé F1 loup x berger allemand a été retiré de I'analyse, la valeur
Q de la classe hybride dans le groupe lll a diminué & 0,022, avec des valeurs individuelles comprises entre 0,001 et
0,154 (voir le texte pour plus de détails). N = taille de I'échantillon

N Gluster I Gluster I Cluster I Cluster IV
wolf 100 0.002 0.993 (0.977-0.996) 0.002 0.002
Dog 177 0.494 0.004 0.069 0.434
GSD + CLW 29 0.024 0.004 0.948 (0.867-0.993) 0.024
Hybrid 75 0.043 (0.002-0.451) 0.874 (0.407-0.992) 0.028 (0.001-0.518)* 0.054 (0.003-0.393)

11 est particulierement intéressant de noter que I'ascendance canine moyenne la plus faible de
la classe des hybrides se situait juste dans le groupe III (valeur Q = 0,028), ce qui suggere
qu'en moyenne, la principale composante génétique des hybrides n'est commune ni aux
bergers allemands ni aux chiens-loups Tchécoslovaques. La seule exception est un individu
provenant des Abruzzes, collecté en 2001, avec une valeur q = 0,518 dans le cluster III, qui
pourrait étre un croisement avec un berger allemand. De plus, cet hybride présentait le méme
haplotype Y (H6) que tous les males bergers allemands (# = 9) de notre base de données,
mais différent de celui des males chiens-loups Tchécoslovaques (H4, » = 4). Si cet individu
¢tait exclu de I'analyse, la valeur QQ des hybrides du groupe III ne baissait que légerement
(0,022 contre 0,028), mais la fourchette des probabilités individuelles d'appartenance se
rétrécissait considérablement (0,001-0,518 contre 0,001-0,154).
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Wolf Dog GSD+CLW Hybrid

Fig. 3. Graphique & barres issu de STRUCTURE supposant quatre groupes génétiques (K = 4). Chaque barre verticale
représente un individu et la longueur des sections de différentes couleurs est proportionnelle & I'appartenance (valeurs
q) aux groupes génétiques déduits (I-1V, voir Tableau 3). L'étoile indique un possible F1 entre un loup (Qwolr = 0,407) et
un berger allemand (qesp+ciw = 0,518). Ensemble de données comme dans la Figure 2. Le graphique & barres a été
dessiné & I'aide de STRUCTURE PLOT (Ramasamy et al., 2014)

4. DISCUSSION

Nous avons détecté une proportion remarquablement élevée (46,7%) d'hybrides loup-chien
dans notre échantillon de loups retrouvés morts dans toute la péninsule Italienne entre 2020
et 2024. Les loups hybrides comprenaient 29,5% d'hybrides récents, jusqu'aux
rétrocroisements de premicére et deuxieme génération, et 17,2% d'individus introgressés issus
de générations de rétrocroisements plus anciennes. Bien que les loups hybrides aient été
largement répartis dans toute la péninsule Italienne, les régions occidentales semblaient en
compter une proportion plus élevée que les régions orientales. Sur une échelle temporelle,
en tenant compte de la différence de taille des échantillons entre les ensembles de données
de 1993-2003 et de 2020-2024, nous n'avons détecté aucune différence dans la proportion
de loups hybrides entre les deux périodes d'échantillonnage, méme si le premier ensemble de
données présentait une proportion plus élevée de F1 par rapport a I'échantillon le plus récent.
Enfin, nous n'avons pas trouvé de preuves étayant 'hypothese précédente selon laquelle la
race des bergers allemands contribuait le plus au métissage des loups Italiens (Galaverni et
al., 2017). La situation que nous décrivons ici pour les loups de la péninsule Italienne présente
des défis pratiques extraordinaires en matiere de conservation. Apres des décennies de
gestion inefficace des WDH, elle sert d'exemple pour prévenir a temps des situations
similaires dans d'autres populations de loups.

4.1. Mises en garde

Notre classification des « hybrides de génération récente » (c'est-a-dire avec des valeurs q
< 0,960) est conforme a l'approche décrite par Caniglia et al. (2020) et refléte la définition
opérationnelle d'un hybride loup-chien récemment proposée a des fins de conservation
(Stronen et al., 2025). Cette catégorie comprend les individus métissés dont la composante
génétique canine est importante (c'est-a-dire = 12,5%) et qui ont donc été considérés
comme préoccupants sur le plan de la gestion (Caniglia et al., 2020 ; Stronen et al., 20224).
Une question cruciale lorsqu'il s'agit d'estimer un parametre de population, tel que la
prévalence des individus métissés, concerne la représentativité de 1'échantillon utilisé pour
tirer des conclusions au niveau de la population (Ciucci et al., 2007). Etant donné que la
récupération des loups trouvés morts représente une forme d'échantillonnage opportuniste,
nous ne pouvons exclure que certaines sources de biais puissent affecter notre estimation de
la prévalence du métissage. Cependant, griace au réseau interrégional dense des IZSs et a
leur vigilance, le systeme systématique de récupération des carcasses qui a contribué a notre
ensemble de données s'est révélé particulierement efficace. Il nous a permis d'analyser pour
la premicre fois un ensemble remarquable d'échantillons invasifs provenant de la péninsule
Italienne, représentant environ un tiers de la population estimée de loups vivants en 2020-
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2021 (2127-2844 loups ; Gervasi et al., 2024). En outre, en se référant a une période de 5
ans (soit un peu plus d'une génération de loups ; Mech et al., 2016), notre échantillon couvre
un laps de temps biologiquement significatif, évitant ainsi les problemes d'estimation liés a
un cadre temporel multigénérationnel. En outre, alors que la plupart des évaluations WDH
impliquent généralement des échantillons non invasifs (par exemple, Godinho et al., 2015 ;
Jarausch et al., 2023 ; Pacheco et al., 2017), notre ensemble de données est basé sur des
échantillons invasifs qui produisent généralement un ADN de meilleure qualité.

Nous avons donc pu utiliser un nombre relativement plus élevé de marqueurs génétiques
pour détecter les hybrides loup-chien, ce qui nous a permis d'obtenir une puissance statistique
plus élevée tout en évitant les problémes techniques généralement associés aux échantillons
non invasifs (par exemple, Godinho et al., 2015). Néanmoins, nous attirons l'attention sur
le fait que nos conclusions reposent sur I'hypothese que les probabilités qu'un loup meure,
puis soit retrouvé et récupéré par le réseau IZS, sont comparables entre les loups métissés et
non métissés.

Bien que des recherches supplémentaires soient nécessaires pour comparer les taux de survie
entre ces deux formes, dans la seule étude dont nous avons connaissance qui ait abordé cette
question, la survie apparente des loups croisés était soit égale, soit supérieure a celle des loups
non croisés, selon le modele utilisé pour estimer la taille de la population (Santostasi et al.,
2021). Selon cette étude, et dans le pire des cas, a savoir une survie plus élevée des loups
métissés, notre échantillon devrait sous-estimer et non surestimer la prévalence des
individus métissés dans la population.

4.2. Hybridation entre loups et chiens dans la péninsule Italienne

Le degré de métissage que nous avons détecté chez les loups de la péninsule Italienne est
nettement plus élevé que les estimations obtenues au cours des décennies précédentes, qui
variaient entre 2% et 6% (Lorenzini et al., 2014 ; Lucchini et al., 2004 ; Randi et Lucchini,
2002 ; Verardi et al., 2006). Elle est également supérieure a I'estimation plus récente (2020-
2021) obtenue en marge d'une enquéte nationale basée sur un échantillonnage génétique non
invasif (Gervasi et al., 2024). Ici, 22,5% de métissage ont été signalés pour les loups de la
péninsule Italienne, dont 9,6% d'hybrides récents et 12,9% d'individus introgressés (z = 622
génotypes uniques). Le recalcul de ces chiffres en excluant les chiens, initialement inclus dans
le calcul de la prévalence, donne un métissage de 27,3%, comprenant 11,7% d'hybrides
récents et 15,6% d'individus introgressés (#z = 513 génotypes uniques ; recalculé a partir de
Aragno et al., 2022, et Gervasi et al.,, 2024, informations complémentaires). Par rapport a
cette derniére estimation, la noétre est beaucoup plus élevée, surtout si l'on considere la
proportion d'hybrides récents (29,5% contre 11,7%). Bien que les deux approches ne soient
pas strictement comparables en raison des différences dans les types d'échantillons, les
techniques d'échantillonnage et la puissance statistique pour détecter les hybrides, les deux
ensembles de données indiquent clairement que la population de loups de la péninsule
Italienne est fortement mélangée avec des chiens, dans une mesure beaucoup plus importante
qu'on ne le pensait auparavant. Ces résultats suggerent que, contrairement aux prévisions
théoriques antérieures (Vila et Wayne, 1999), le croisement entre loups et chiens se produit
effectivement dans certaines conditions anthropiques.
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Paradoxalement, les loups qui ont été sauvés de l'extinction démographique en Italie au début
des années 1970 grace a des campagnes de conservation efficaces (Boitani, 2003) sont
aujourd'hui menacés d'extinction génomique, malgré les avertissements de longue date
concernant la menace que représente le WDH pour la conservation (Boitani, 1984 ; Boitani
et Ciucci, 1993 ; Ciucci et Boitani, 1998 ; Boitani, 2003). Néanmoins, le fait qu'environ 53%
des loups que nous avons échantillonnés n'étaient pas mélangés indique que, si la population
de loups de la péninsule Italienne présente une introgression généralisée (c'est-a-dire une
hybridation anthropique de type 5 au sens d'Allendotf et al., 2001), il n'y a pas encore eu de
mélange complet (c'est-a-dire de submersion génomique), du moins d'apres les preuves
génétiques et génomiques actuelles issues de cette recherche et de recherches antérieures
(Galaverni et al., 2017 ; Caniglia et al., 2020 ; Stronen et al., 20225 ; Battilani et al., 2025). Cela
ne doit toutefois pas étre interprété comme une preuve que des barrieres comportementales
ou écologiques empéchent efficacement l'introgression de se transformer en submersion
génomique. D'une part, il convient de reconnaitre que les loups non mélangés peuvent
comprendre un nombre inconnu d'individus introgressés issus de générations plus anciennes
de rétrocroisements qui échappent a la détection génétique ; d'autre part, 2 mesure que
I'hybridation introgressive se poursuit, le ratio entre loups non mélangés et loups mélangés
est susceptible de diminuer, réduisant de plus en plus la capacité de la population de loups a

diluer les variants canins introgressés.

En termes pratiques de conservation, nous pensons que toute réponse de gestion réactive,
telle que I'élimination ou la neutralisation et la remise en liberté (Donfrancesco et al., 2019),
serait actuellement largement impraticable dans ces conditions et susciterait une opposition
sociale et éthique importante. Se concentrer sur des interventions préventives et proactives
semble étre la seule solution viable qui reste pour la population de loups de la péninsule
Italienne, dans le but de minimiser toute nouvelle augmentation du WDH et d'empécher un
mélange complet.

4.3. Répartition géographique des hybrides

Les loups hybrides identifiés dans notre étude étaient largement répartis dans les régions de
la péninsule Italienne, bien que leur prévalence semblait plus élevée dans les zones
occidentales. Cependant, en raison de la nature de notre ensemble de données, les lieux ou
les loups morts ont été retrouvés ne peuvent etre considérés comme représentatifs de leur
zone natale ou des zones ou les hybridations ont eu lieu. Les loups et les hybrides probables
entre loups et chiens possedent des capacités de dispersion importantes, en particulier a
I'échelle de la péninsule Italienne (Fabbri et al., 2007 ; Ciucci et al., 2009). Néanmoins, nos
résultats suggerent que les régions occidentales telles que le Latium, la Toscane et la
Campanie pourraient étre des points chauds pour I'hybridation entre loups et chiens récente

et tou]ours €n cours.

En effet, par rapport aux régions orientales, telles que les Pouilles et I'Ombrie/les Matches,
elles présentent le plus grand nombre d'hybrides récents et, a I'inverse, le plus faible nombre
de rétrocroisements de génération plus ancienne. En I'absence de données sur les densités
relatives des loups et des chiens, ainsi que sur les conditions facilitant leur comportement
affiliatif, nous ne pouvons que supposer que les différences régionales observées peuvent
étre attribuées a des facteurs anthropiques. Il peut s'agir notamment de la dégradation des
conditions écologiques, du niveau élevé d'abattage illégal de loups et de 'abondance de chiens
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en liberté. Des recherches supplémentaires sur cette question sont nécessaires pour favoriser
une compréhension mécanistique de l'apparition des WDHs, sur la base de laquelle des
modeles prédictifs de probabilité de WDH pourraient étre développés dans le but pratique
d'informer et de hiérarchiser la gestion préventive a I'échelle du paysage.

La forte proportion d'hybrides non issus de la premicre génération que nous avons détectée
confirme l'idée que la population de loups de la péninsule Italienne n'en est pas a un stade
précoce de WDH. Cela est également indiqué par le diagramme de dispersion DAPC et par
le fait que la plupart des ancétres des loups hybrides appartenaient au groupe des loups. En
fait, nous avons détecté quelques F1, alors que la majorité (97,2%) des individus croisés
¢taient tres probablement des rétrocroisements de deuxieme génération avec des loups. Sur
la base d'une durée de génération de 3 a 4 ans pour les loups (Mech et al., 2016 ; Skoglund et
al., 2011), cela signifie que la plupart des hybridations initiales que nous avons détectées se
sont produites environ 9 a 16 ans avant I'échantillonnage (c'est-a-dire entre 2004 et 2015) ou
plus tot. Sur la base d'échantillons prélevés dans toute la péninsule Italienne entre 1992 et
2015 et de données génomiques, Galaverni et al. (2017) ont suggéré que, méme si quelques
cas de WDH ont pu se produire dans les années 1940 et 1970, le phénomene a connu une
forte augmentation dans les années 1980 et a atteint son apogée a la fin des années 1990,
probablement en raison d'une expansion marquée des loups dans des zones de plus en plus
dominées par I'homme.

En effet, d'apres nos conclusions, le nombre de F1 dans les Abruzzes (centre de 1'talie)
semblait plus élevé entre 1993 et 2003, ou ils représentaient 40% de tous les hybrides récents,
que dans toute la péninsule Italienne entre 2020 et 2024, ou ils représentaient 1,4% de tous
les hybrides récents. Par conséquent, la proportion plus élevée de F1 dans les échantillons
plus anciens pourrait refléter un pic des événements d'hybridation originaux a la fin des
années 1990, comme le suppose I'hypothese de Galaverni et al. (2017). Cependant, bien que
nous ayons controlé les effets liés a la taille de l'échantillon, la taille assez réduite de
I'échantillon pour I'ensemble de données plus ancien (#z = 26) suggere de faire preuve de
prudence dans l'interprétation de ces résultats. Néanmoins, la présence de F1 et d'autres
hybrides récents dans notre ensemble de données plus récent indique que des hybridations
originales ont toujours lieu, bien que probablement a une fréquence réduite par rapport au
passé récent. Cela suggere a son tour que les facteurs et les conditions facilitant le croisement

entre les loups et les chiens sont toujours présents.

4.5. Contribution génétique du berger allemand aux hybrides loup-chien

Nos résultats n'ont pas confirmé I'hypothese selon laquelle le berger allemand, en tant que
race la plus répandue au cours des dernic¢res décennies, constituerait la majeure partie de
l'ascendance canine des loups métissés Italiens (Galaverni et al., 2017). A I'exception d'un
individu métissé dans notre ensemble de données, nous n'avons pas pu identifier le pool
génétique du berger allemand comme la principale composante canine chez les loups
métissés (F1 inclus). Cependant, nos données ne nous permettent pas de tirer des
conclusions sur les contributions de races canines spécifiques, car notre base de données
canine a été construite comme un mélange de variabilité canine, englobant a la fois des chiens
de race pure et des chiens de race mixte, sans subdivision en groupes distincts. Il est
raisonnable d'émettre I'hypothese qu'il n'existe probablement pas de race unique plus encline
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a I'hybridation, mais plutét un groupe de races ou de types canins qui sont les plus répandus
localement (c'est-a-dire les chiens de village).

4.6. Implications pour les autres populations de loups Européennes

La dynamique, I'étendue et la propagation récentes de la WDH que nous avons détectées
chez les loups de la péninsule Italienne ont non seulement un impact profond sur leur statut
de conservation, mais représentent également un risque sérieux pour l'intégrité génétique des
populations de loups voisines. Les loups sont capables de se disperser sur de longues
distances, ce qui permet a des populations géographiquement disjointes a I'échelle
Européenne de devenir génétiquement connectées (Razen et al., 2016 ; Morales-Gonzalez et
al,, 2022 ; Konec et al., 2024). En particulier, la population alpine, recolonisée au début des
années 1990 par des loups provenant du nord des Apennins, est reliée a ces derniers par un
taux de migration d'environ 1,25 a 2,5 loups/génération (Fabbri et al., 2007). Néanmoins,
la surveillance génétique non invasive a long terme de la population de loups alpins n'a jusqu'a
présent révélé qu'une introgression limitée (Dufresnes et al., 2019). Cela a été confirmé par
une ¢étude génétique non invasive menée dans les Alpes Italiennes en 2020-2021, qui a estimé
a environ 134 le nombre de meutes de loups, dont seulement deux étaient d'origine récente
et métissées (Marucco et al., 2023). La faible proportion de croisements avec des chiens chez
les loups Alpins pourrait indiquer soit une moindre tendance a la dispersion a longue distance
des loups métissés, soit leur moindre capacité a établir leur propre meute ou a s'intégrer dans

des meutes existantes.

A l'instar des Alpes, d'autres populations de loups Furopéennes présentent également une
proportion faible ou trés faible d'individus métissés (Dinaric-Balkan : Moura et al., 2014 ;
Scandinavie : Stengien et al., 2021 ; Carélie : Smeds et al., 2021 ; mais voir Tirronen et
Kuznetsova, 2025). Cependant, plusicurs problemes techniques et d'échantillonnage
peuvent compromettre la fiabilité et la comparabilité des estimations du WDH entre les
populations de loups et, par conséquent, nous avons encore une compréhension limitée de
la prévalence des hybrides loup-chien et de leur dynamique a travers I'Europe (Salvatori et
al,, 2020 ; Stronen et al., 2025). Quoi qu'il en soit, une évaluation précise et continue des
WDH devrait étre un élément fondamental de la stratégie de conservation des populations
de loups en Europe, afin de garantir des mesures de gestion opportunes lorsque cela est
nécessaire. Comme ['illustre efficacement la propagation incontrélée des WDHs dans la
péninsule Italienne au cours des dernieres décennies, en I'absence d'une gestion efficace, il
suffit de quelques générations de loups pour que les WDHss atteignent des niveaux ingérables.

4.7. Implications pour la conservation

La situation que nous décrivons ici a des implications importantes pour la gestion de la
consetrvation. Tout d'abord, de nombreux experts s'accordent a dire que les hybrides loup-
chien doivent étre considérés comme une menace sérieuse pour la conservation des loups
(Donfrancesco et al., 2019). Outre les risques souvent mentionnés de perte d'identité
génétique, de dépression consanguine et de perte de variants génétiques coadaptés (par
exemple, Allendorf et al., 2001), les différences attendues en maticre de physiologie et de
comportement chez les loups métissés, bien que difficiles a détecter, peuvent avoir un impact
profond sur les caractéristiques du cycle de vie des loups, la dynamique des populations et
I'écologie, y compris les interactions avec les humains (Ciucci et al.,, 2025). Les données
préliminaires suggerent que la physiologie reproductive et le comportement social peuvent
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différer dans les meutes de loups métissés (par exemple, Crispino et al., 2021), et que méme
de petites variantes génétiques d'origine canine pourraient avoir des effets comportementaux
pertinents chez les loups (par exemple, Pilot et al., 2018).

Deuxiémement, le degré de métissage avec les chiens que nous avons signalé chez les loups
de la péninsule Italienne illustre de maniére frappante les dangers liés au fait de négliger la
gestion des WDHs lorsque cela est nécessaire. Nos conclusions constituent un avertissement,
indiquant que des dynamiques similaires de WDH peuvent apparaitre dans d'autres
populations de loups en expansion si les obligations de gestion sont systématiquement
négligées. Si certains peuvent considérer le report de la gestion d'une question aussi complexe
comme une tactique politiquement opportune a court terme, cette approche ne fait que
retarder la résolution du probléme et exacerber les défis existants a long terme. En Italie,
l'absence de mesures de gestion depuis les premicres preuves de WDH a caractérisé 'attitude
dominante en matiere de gestion a I'échelle locale, régionale et nationale, tant de la part des
organismes gouvernementaux que non gouvernementaux. En conséquence, aucune
campagne médiatique sérieuse n'a jamais été lancée et la sensibilisation a ce phénomene a été
trés limitée parmi les spécialistes, les journalistes et le grand public. La négligence en matiere
de gestion du WDH peut provenir de I'hypothese non vérifiée selon laquelle les croisements
entre loups et chiens sont rares (Vila et Wayne, 1999). Cependant, méme lorsque la situation
est devenue plus évidente en Italie, tant au niveau local (par exemple, Salvatori et al., 2019 ;
Santostasi et al., 2021) qu'au niveau national (par exemple, Caniglia et al., 2020 ; Galaverni et
al,, 2017 ; Gervasi et al., 2024), aucune mesure de gestion n'a été mise en ceuvre, contribuant
ainsi a I'augmentation et a la propagation incontrolées de ce phénomene (Santostasi et al.,
2020, 2025). Outre une gestion inefficace, plusieurs autres facteurs peuvent faciliter la WDH
dans les paysages anthropiques. Il s'agit notamment d'un nombre relativement élevé de
chiens en liberté (Lorenzini et al., 2014) et d'une mortalité élevée et persistante causée par
I'homme, qui augmente le risque de perturbation des meutes (Rutledge et al., 2010), ce qui
peut a son tour encourager les rencontres affiliatives entre les louves et les chiens males
(Bohling et Waits, 2015). De plus, la grande disponibilité de subventions alimentaires
anthropiques (Ciucci et al., 2020) peut soutenir nutritionnellement les louves qui s'accouplent
avec des chiens pendant la gestation et la lactation, ce qui augmente les chances de survie de
leur progéniture métissée. En particulier, la perturbation de la cohésion sociale des meutes
de loups due a la mortalité causée par 'homme pourrait étre un phénomene relativement
courant mais sous-déclaré dans les environnements dominés par 'homme. Bien que les loups
en Italie soient depuis longtemps strictement protégés par la loi, la mortalité causée par
I'homme reste trés répandue, notamment en raison d'un braconnage important (Lovari et al.,
2007 ; Boitani et Ciucci, 2009 ; Musto et al., 2021). Cette étude, rendue possible grace au
grand nombre de loups morts récupérés par le réseau IZS, en est la preuve. Par rapport a la
population estimée de loups dans la péninsule en 2021 (Gervasi et al., 2024), cela correspond

a un taux de mortalité connu minimum d'environ 6% par an.

Troisi¢émement, nos conclusions ont également des implications pertinentes pour les autres
populations Européennes, compte tenu du récent déclassement du statut de protection des
loups par la Convention de Berne et la directive Habitats (Parlement Européen 2025).
Malheureusement, cette décision n'a pas tenu compte de la composition génétique - y
compris les WDHs - des populations de loups Européens. Ignorer cet aspect lors de
I'évaluation de leur statut de conservation augmente le risque de surestimer I'abondance des
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individus non mélangés. Cette omission pourrait a son tour avoir deux conséquences
négatives : une évaluation incorrecte de leur statut de conservation favorable (FCS ; Linnell
et Boitani, 2025) et un retard dans les mesures de gestion nécessaires pour atténuer le risque
de WDH (Stronen et al., 2025). Par exemple, d'apres nos conclusions, un statut de protection
moins strict pour les loups dans la péninsule Italienne n'est pas justifié et est hautement
impraticable, car les loups non métissés, les hybrides récents et les individus introgressés ne
forment pas des populations distinctes et vivent souvent dans des meutes mixtes (Crispino
etal., 2021 ; Salvatori et al., 2019 ; Santostasi et al., 2021). Si cela complique considérablement
I'évaluation du FCS, la chasse aux loups pourrait détériorer davantage leur constitution
génétique, tout en augmentant le risque de propagation du WDH (Moura et al.,, 2014 ;
Tirronen et Kuznetsova, 2025). De plus, la chasse sélective a distance des loups métissés
n'est pas pratique, car les indices morphologiques (par exemple, la couleur du pelage) ne sont
pas considérés comme des indicateurs fiables du métissage (Lorenzini et al., 2014 ; Stronen
et al., 2025).

Bien que cela semble contre-intuitif, nous réaffirmons que les hybrides loup-chien, lorsqu'ils
sont détectés, devraient bénéficier du méme statut de protection juridique que les loups afin
d'éviter les lacunes juridiques (Peltola et Heikkild, 2018 ; Sonne et al., 2019), et que leur
gestion devrait étre placée sous la responsabilité des agences gouvernementales (Trouwborst,
2014). Dans ce contexte, il semble essentiel de redoubler d'efforts pour détecter les hybrides
loup-chien et évaluer systématiquement leur présence dans les populations de loups
Européennes a l'aide de procédures génétiques fiables et comparables (Stronen et al., 2025).
L'objectif devrait étre de maintenir les populations de loups Européennes exemptes de WDH
ou dans des limites permettant des interventions de gestion pratiques, tout en empéchant la
propagation des WDHs aux niveaux que nous signalons ici pour la péninsule Italienne. Dans
le méme temps, il est essentiel de favoriser un débat international au sein de la communauté
scientifique, ainsi qu'entre les parties prenantes et le public, sur les moyens les plus efficaces
et les plus acceptables socialement pour faire face aux difficultés et aux défis considérables

que les WDH posent a la conservation des loups.
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