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Résumé

La structuration génétique des populations d'animaux sauvages est déterminée par les
barrieres qui limitent le flux génétique ainsi que par I'histoire démographique des populations.
Les mécanismes a l'origine de cette structuration génétique peuvent présenter des nuances
chez les especes vivant en groupe, comme le loup gris (Canis lupus). Des facteurs
comportementaux, tels que l'affiliation sociale et la résistance, l'empreinte de I'habitat natal
et les compromis entre la dispersion hors de la meute natale et le maintien du territoire,
influencent le choix de I'habitat des loups, bien que les barriéres physiques du paysage
n'opposent que peu de résistance a leurs capacités de dispersion étendues. Les loups avaient
auparavant disparu de I'ldaho, aux Etats-Unis, et les populations actuelles résultent a la fois
de réintroductions en 1995 et 1996 et d'une dispersion naturelle depuis le Canada. Dans ce
contexte, nous avons examiné la structure génétique des loups de 1'ldaho a partir de 101
individus génotypés sur 18 loci microsatellites d'"ADN nucléaire et d'un sous-ensemble de 38
individus génotypés sur 1 019 marqueurs de polymorphisme nucléotidique simple. Nous
avons ¢émis 1'hypothése d'une structure génétique panmictique (c'est-a-dire un
accouplement aléatoire) dans I'ldaho en raison des capacités de dispersion sur de longues
distances des loups gris. Contrairement a notre hypothese, nous avons identifié trois
groupes génétiques de loups gris dans 1'ldaho, principalement confirmés par les marqueurs
SNP. Les données microsatellites suggéraient des schémas similaires, mais les tests de
permutation ont indiqué que ces différences n'étaient pas statistiquement significatives.
L'ampleur de la différenciation et les preuves de flux génétique suggerent toutefois que les
trois groupes génétiques ne sont pas totalement isolés les uns des autres. Les distinctions
entre les groupes correspondent spatialement aux zones de réintroduction dans le centre de
I'ldaho et dans le parc national de Yellowstone, ainsi qu'a la recolonisation naturelle en cours
a partir de populations adjacentes au Canada et au Montana. Les loups situés a la périphérie
des zones d'analyse présentaient un niveau de métissage plus élevé que ceux du centre, ce
qui concorde avec lidée que la territorialité et les comportements d'accouplement
contribuent a la structuration génétique. Nous démontrons comment I'histoire de la gestion,
y compris les efforts de réintroduction, et le comportement animal peuvent interagir et
contribuer aux schémas de structure génétique des populations sauvages.
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INTRODUCTION

La structuration génétique (c'est-a-dire les schémas de variation génétique chez les
individus au sein d'une population) des populations d'animaux sauvages est déterminée par
des barrieres qui réduisent le flux génétique et favorisent l'isolement entre les groupes.
Certains de ces mécanismes peuvent ¢tre de nature structurelle (par exemple, l'isolement da
a la distance géographique, l'isolement di a une barriere paysagere et l'isolement da a
l'environnement), tandis que d'autres sont davantage liés au comportement, tels que
I'évitement anthropique, la compétition interspécifique, I'empreinte de 1'habitat natal et la
résistance sociale (Sacks et al. 2008 ; Orsini et al. 2013 ; Armansin et al. 2019). Les
mécanismes 2a l'origine de la structuration génétique peuvent étre plus nuancés chez les
especes vivant en groupe et les organismes dotés de capacités de dispersion étendues. Dans
ces cas, le flux génétique peut étre influencé par l'interaction entre les associations entre
patents, I'évitement de la consanguinité, la territorialité et d'autres comportements sociaux,
tandis que la dispersion a longue distance réduit la structure globale (Cozzi et al. 2018 ; Blyton
et al. 2015 ; Méller 2012).

Une structure génétique peut exister sans barrieres explicites au flux génétique, méme chez
les especes dotées de capacités de dispersion sur de longues distances, comme les loups gris
(Cants lupus). Alors que certaines populations de loups gris ont présenté une panmixie (c'est-
a-dire un accouplement aléatoire) sur de vastes zones géographiques (Aspi et al. 20006 ;
Dan et al. 2016), d'autres ont montré une structure de population associée a des différences
d'habitat et a une spécialisation en maticre de proies (Jedrzejewski et al. 2012 ; Pilot et al.
2012 ; Schweizer et al. 2016). Des preuves étayant une dispersion favorisant 'habitat natal
ont été observées chez les loups gris, ce qui pourrait constituer le fondement de schémas
d'évolution dictés par I'écologie au sein des populations de loups (Geffen et al. 2004, Leonard
2015 ; Sanz-Pérez et al. 2018). A I'échelle locale, la différenciation entre les groupes
génétiques de loups peut se produire dans des types d'habitats adjacents mais différents,
comme entre les loups cotiers et ceux de l'intérieur des terres en Colombie-Britannique, et
peut également étre induite par la compétition inter- et intra-spécifique ainsi que par des
influences anthropiques (Munoz-Fuentes et al. 2009 ; Ordiz et al. 2015 ; Scandura etal. 2011 ;
Stronen et al. 2012).

Les loups gris étaient autrefois le mammifere terrestre le plus largement répandu a travers le
monde, mais ils auraient probablement été exterminés sur le territoire contigu des Etats-Unis
sans interventions de gestion (Boitani 2003). Les populations de loups Américaines en dehors
de I'Alaska ont été réduites a 1% de leur aire de répartition d'origine et, dans les années 1930,
n'existaient plus que dans le nord du Minnesota (Fritts et Mech 1981). Les loups ont été
placés sous la protection de la loi sur les espéces menacées (ESA) aux Etats-Unis en 1974 et
des signes de recolonisation naturelle en provenance du Canada ont commencé a apparaitre
dans des zones ou les loups avaient auparavant été exterminés. En 1986, un couple de loups
gtis s'est reproduit avec succes une nouvelle fois dans le Montana (Bangs et Fritts 1996). Au
cours des années suivantes, I'intérét pour la réintroduction des loups dans la région des
Rocheuses du Nord (NRM) aux Ftats-Unis a conduit 4 la réintroduction expérimentale de
loups gris provenant de I’Alberta et de la Colombie-Britannique (Canada) dans le parc
national de Yellowstone, le Wyoming et le centre de I'Idaho (Etats-Unis) en 1995-1996 (Fritts
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et al. 2008). La restauration d’une métapopulation de loups au sein des NRM s’est
concentrée sur trois zones de rétablissement : le nord-ouest du Montana, le centre de I’'Idaho
et la région du Grand Yellowstone (GYA, comprenant le parc national de Yellowstone, le
sud-ouest du Wyoming et le sud-ouest du Montana) (Fig. 1A ; vonHoldt et al. 2010). Les
loups réintroduits dans les zones de rétablissement de Yellowstone et du centre de I'ldaho se
sont multipliés et ont dépassé les objectifs de rétablissement des 2002 (USFWS 2009). Les
loups ont également commencé a recoloniser le nord de 1'ldaho, soit grace a la réintroduction
initiale, soit par I'immigration en provenance de populations adjacentes plus proches situées
dans la zone de rétablissement du Montana et en Colombie-Britannique (Fig. 1B ; USFWS
et al. 2010).

A.) Northern Rocky Mountain Gray Wolf Recovery Area B.) Translocations and recolonizations in NRM
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Fig. 1. (A) Carte de la zone de rétablissement du loup dans le nord des Rocheuses (NRM). (adaptée de USFWS et al.
2007). Les lignes noires continues représentent les frontiéres des Etats. Les lignes blanches délimitent la zone de
rétablissement des loups de I'ldaho central, la zone de rétablissement des loups du nord du Montana et la zone de
rétablissement des loups du Grand Yellowstone. (B) Historique de la réintroduction et de la recolonisation des loups dans
la zone de rétablissement des loups des NRM. Les transferts entre populations sont représentés par des fléches pleines.
Les recolonisations naturelles sont représentées par des fléches en pointillés

Bien que les loups réintroduits et ceux en cours de recolonisation aient vu leur nombre
augmenter, le succes de la réintroduction dépendait en fin de compte d’un flux génétique
efficace entre les zones de réintroduction afin d’éviter la dépression consanguine
(Hebblewhite et al. 2010 ; vonHoldt et al. 2008). La diversité génétique au sein des zones de
rétablissement semblait élevée d'apres les évaluations menées pendant la période initiale de
rétablissement (1995-2004), et des analyses ultérieures ont également mis en évidence une
migration effective entre les zones de rétablissement (vonHoldt et al. 2010). Les loups sont
actuellement largement répartis dans les trois zones de rétablissement d'origine et ont rempli
les criteres de retrait de la liste des especes menacées en Idaho en 2011 et au Wyoming en
2017, avec des estimations actuelles de la taille de la population d'environ 1 881 individus
(USFWS 2011, 2017 ; vonHoldt et al. 2024). Si la modélisation réalisée par le Fish and
Wildlife Service pour I'évaluation du statut de I'espece en 2023 suggere que la métapopulation
des NRM résistera a I'extirpation au cours des 100 prochaines années, les estimations de la
taille effective de la population sont inférieures aux recommandations pour la persistance a
long terme (USFWS 2023 ; vonHoldt et al. 2024). La réussite continue du rétablissement du
loup gris dans les NRM nécessitera une connectivité génétique soutenue entre les groupes au

sein de la région.
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Les loups gris sont une espece généraliste a large aire de répartition et trés mobile, et ni les
distances ni les caractéristiques du paysage entre les groupes de la région des NRM ne
devraient constituer des barricres a la dispersion (Forbes et Boyd 1997). Bien que le
développement humain et les taux élevés de mortalité d'origine anthropique puissent créer
une certaine résistance a la dispersion, ces facteurs seuls semblent peu susceptibles de créer
une sous-structure génétique significative au sein des populations de loups gris. Par exemple,
les coyotes (C. latrans) présentent de nombreux traits similaires et, malgré la longue histoire
de divergence entre les lignées nord et sud en Amérique du Nord, une structure de population
pammictique a été observée apres la convergence des fronts de colonisation vers l'est de ces
deux lignées dans la zone de contact du Mid-Atlantic (Bohling et al. 2017 ; Monzon 2014).
Ce schéma n'a toutefois pas été observé de maniere universelle : dans d'autres cas, une sous-
structure génétique a été constatée chez les coyotes en association avec 1'hétérogénéité
environnementale et entre les populations urbaines et rurales (Damm et al. 2015 ; Sacks et
al. 2008). II n'est pas certain que les différences de conditions environnementales et
d'histoires démographiques entre les loups gris réintroduits depuis I'Alberta et la Colombie-
Britannique et ceux qui ont recolonisé naturellement le nord de 1'ldaho soient suffisamment
significatives pour générer une structure génétique durable et observable.

Nous avons examiné la structure génétique des loups gris de 1'ldaho, qui font partie d'une
population en expansion pour laquelle il existe des preuves antérieures de flux génétique
régional et de capacités de dispersion étendues (von-Holdt et al. 2010). Nous avons émis
I'hypothése d'une structure génétique panmictique (c'est-a-dire un accouplement aléatoire)
en Idaho en raison des capacités de dispersion sur de longues distances des loups gris,
indépendamment de I'histoire de la recolonisation ou du transfert. Afin de tester I'effet de
différents types de marqueurs génétiques sur les déductions relatives a la structure de la
population, nous avons comparé les résultats en utilisant un panel de loci microsatellites
précédemment développés et de polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) découverts
par séquencage RAD.

METHODES

Zone d'étude

I'Etat de 'ldaho (216 632 km?) abrite une grande variété d'habitats et d'écosystémes. Le nord
de I'ldaho bénéficie d'un climat maritime et est dominé par le cedre rouge de 'Ouest (Thuja
plicata) et la pruche de 1'Ouest (Tsuga heterophylla), tandis que le sud de 'ldaho bénéficie d'un
climat continental et est dominé par le sapin de Douglas (Pseudotsuga menziesii) et le pin
ponderosa (Pinus ponderosa ; Nadeau et al. 2009). L'altitude vatie de 457 m a plus de 3 650 m,
les précipitations annuelles vont de <20 cm en basse altitude a2 >250 cm en haute altitude, et
les températures varient de -34°C en hiver a 38°C en été (Western Regional Climate Center
2019). La majeure partie du sud de I'Idaho est constituée de terres agricoles privées ; le centre
de I'ldaho comprend trois zones de nature sauvage contigués et plusieurs prairies tres
productives mélant terres indigenes et agricoles ; enfin, le nord de I'Idaho est principalement
constitué de foréts publiques et de propriétés forestieres privées détenues par des entreprises.
Les principales proies des loups de 1'daho sont principalement le cerf wapiti (Cervus elaphus)
et le cerf de Virginie (Odocoilens virginianns), I'otignal (Alces alees) et le cetf mulet (O. hemionns)
faisant également partie de leur régime alimentaire (USF WS 1994).

Echantillonnage
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Le personnel du Département de la péche et de la chasse de 1'ldaho a prélevé des échantillons
de tissus sur des loups gris abattus en 2014 et 2015 ainsi que sur des individus issus de meutes
faisant l'objet d'une étude a long terme, dans le cadre d'un programme de surveillance
génétique. Les chasseurs et les trappeurs sont tenus de signaler les loups abattus dans les 10
jours et de fournir la peau et le crane comme spécimens de référence. L'analyse de la dentition
des prémolaires a été utilisée pour identifier les jeunes de l'année (YOY ; c'est-a-dire les
individus nés au cours de l'année en cours). La taille estimée de la population était de 770
individus en 2014 et de 786 en 2015, avec respectivement 104 et 108 meutes estimées ; notre
échantillonnage représentait un jeune de 'année par meute pour 52 des 55 meutes connues
pour avoir réussi leur reproduction en 2014, et 63 des 69 meutes connues pour avoir réussi
leur reproduction en 2015 (Clendenin et al. 2020).

Génotypage

Les conclusions sur la structure de population ne concordent pas toujours entre les études
utilisant des marqueurs génétiques différents ; nous avons donc évalué la structure génétique
a l'aide de 18 microsatellites pour 118 individus et de loci de polymorphismes
nucléotidiques simples (SNP) pour 98 individus parmi les loups échantillonnés. Les 18 loci
microsatellites avaient été préalablement développés pour la surveillance génétique, comme
décrit dans Stenglein et al. (2010), Stansbury et al. (2014) et Clendenin et al. (2020). Les loci
SNP ont été identifiés dans nos échantillons a l'aide d'un protocole RADseg mis a jour (Ali
et al. 20106).

Pour le génotypage par microsatellites, nous avons extrait 'ADN a partir d'échantillons de
tissu de 20 mg a l'aide des kits Qiagen DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Valencia, CA,
Etats-Unis). Des controles négatifs ont été inclus pour vérifier 'absence de contamination
des échantillons, et chaque réaction en chaine par polymérase (PCR) multiplexe a été réalisée
avec un controle négatif pour vérifier l'absence de contamination des réactifs. 18 loci
microsatellites d'ADN nucléaire marqués par colorant ont été regroupés en 2 multiplexes
PCR avec une taille de produit <300 pb (AHT103, AHT109, AHT121, AHT200, C05.377,
C09.173, C37.172, Cxx.119, Cxx.250, FH2001, FH2004, FH2010, FH2054, FH2088,
FH2137, FH2611, FH2670, FH3725 ; Holmes et al. 1994, Breen et al. 2001, Guyon et al.
2003, Salim et al. 2007, Ostrander et al. 2017). Les deux multiplexes contenaient 3,5 ul de
Qiagen Master Mix a 1,5x de concentration, 0,7 ul de Qiagen Q Solution a 0,5x de
concentration et 2 pl d'extrait ' ADN (Clendenin et al. 2020). Nous avons utilisé un appareil
capillaire Applied Biosystems 3130xI pour séparer les produits de PCR (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Etats-Unis), et avons déterminé les génotypes a I'aide de GENEMAPPER
5.0 (Applied Biosystems). Nous avons analysé les échantillons en double ou en triple lorsque
cela était nécessaire pour résoudre les incohérences de génotype ou pour pallier les échecs
dus a la qualité de la conservation des échantillons. Nous n'avons conservé que les
échantillons présentant des génotypes consensuels (c'est-a-dire des alleles identifiés
indépendamment au moins deux fois) sur 90% ou plus des loci, et avons codé les génotypes

non consensuels comme données manquantes.

La découverte des SNP pour 98 YOY récoltés dans I'Idaho au cours de la saison 2014-2015
a été réalisée a l'aide d'un protocole RADseq mis 2 jout, tel que décrit dans Clendenin (2019).
La préparation des bibliotheques RADseq pour les individus génotypés par SNP a consisté
a répartir équitablement les 98 échantillons entre deux plaques, comprenant 6 réplicats
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techniques. Les échantillons standardisés ont été digérés avec I'enzyme de restriction Sbf-I et
les bibliotheques RAD ont été préparées selon le protocole d'Ali et al. (2016). Les
bibliotheques ont été envoyées au centre de génomique de 1'Université de Californie a
Berkeley pour étre séquencées a I'aide d'une seule piste a haut débit sur un appareil Illumina
HiSeq 4000 avec des lectures appariées de 150 pb.

La découverte de SNP alignés sur la référence a l'aide du génome du chien, CanFam 3.1, a
été réalisée a l'aide de STACKS v. 1 (Brockx et al. 2014 ; Catchen et al. 2013). Nous avons
utilisé un protocole modifié d'aprés Mastretta-Yanes et al. (2015) pour optimiser les
parametres de STACKS en minimisant l'erreur de génotypage entre les réplicats. Les
parametres optimisés comprenaient le réglage de la couverture minimale, c'est-a-dire le
nombre de lectures brutes requis pour appeler un locus, a 3. Le modele d'identification des
SNP, qui spécifie le niveau de signification du chi carré requis pour identifier un hétérozygote
ou un homozygote (alpha) et la limite supérieure pour epsilon (la limite supérieure du taux
d'erreur), a été optimisé avec une valeur alpha de 0,01 et une limite supérieure d'epsilon de
0,1. Les loci génotypés chez moins de 40% des individus ont été supprimés. La fréquence
minimale de l'allele mineur acceptée pour les loci était de 0,1 et le seuil maximal
d'hétérozygotie a un locus était de 0,5. Nous avons supprimé les lectures provenant de '"ADN
mitochondrial et du chromosome X. Apres optimisation des parametres, un ensemble final
de 1 019 SNP a été utilisé dans les analyses. Les individus présentant plus de 95% de données
manquantes ont été exclus, ce qui a laissé 50 individus apres filtrage.

Nous avons utilisé le programme ML-RELATE pour estimer la parenté entre les individus a
partir de leurs génotypes microsatellites (Kalinowski et al. 2000). Lorsque des paires
d'individus dépassaient un seuil de valeur r de 0,4, nous avons exclu un individu par paire des
analyses, car il a ét¢ démontré que les individus apparentés faussent les résultats des analyses
de regroupement bayésiennes (Schwartz et McKelvey 2009 ; Rodriguez-Ramilo et Wang
2012). L'utilisation de ce seuil pour éliminer les individus apparentés a laissé 101 individus

dans l'ensemble de données microsatellites et 38 dans l'ensemble de données SNP.

Evaluation de la sous-structure génétique

Nous avons utilisé le programme bayésien STRUCTURE v2.3.4 pour tester 'hypothese de
la panmixie et identifier des groupes génétiques a partir des génotypes microsatellites et SNP
(Pritchard et al. 2000). Nous avons utilisé le modele général de mélange avec un nombre de
groupes génétiques potentiels allant de 1 a 10 (K = 1-10), sans hypothese a priori concernant
la localisation des échantillons. Chaque valeur de K a été analysée avec 5 itérations
indépendantes, chacune comportant 500 000 répétitions de la méthode de Monte Carlo a
chaine de Markov (MCMC) apres une période de burn-in de 100 000 itérations. Pour obtenir
la valeur la plus probable de K, nous avons utilis¢ STRUCTURE HARVESTER pour
résumer les valeurs de log-vraisemblance et estimer AK (le taux de variation de la courbe de
vraisemblance) a l'aide de la méthode d'Evanno (Earl et vonHoldt 2012 ; Evanno et al. 2005).

La différenciation génétique entre les clusters a été évaluée a l'aide du Fgr de Weir et
Cockerham (Weir et Cockerham 1984) et visualisée par analyse en composantes principales
(ACP). Le regroupement des individus a été évalué par deux méthodes. Dans la premiere,
l'affectation était basée sur I'ascendance majoritaire de chaque individu selon STRUCTURE.
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Dans la seconde, les individus ont été affectés a des groupes de maniere géographique ;
lorsque les groupes géographiques se chevauchaient a leurs périmetres, l'ascendance
majoritaire a été utilisée pour déterminer l'affectation des individus. Des graphiques ACP ont
été générés pour les deux schémas d'affectation. Les valeurs Fsy par paires au sein de chaque
schéma ont été calculées a I'aide du package R hierfstat (Goudet 2005). Les génotypes
manquants ont ¢été conservés comme manquants dans toutes les analyses Fsr, sans
imputation préalable a I'estimation ou au test. Une imputation moyenne a été appliquée
uniquement pour la visualisation par ACP.

Pour les loci microsatellites, la signification statistique de la différenciation des populations a
¢été testée par permutation. Les valeurs Fsr observées ont été comparées a des distributions
nulles générées en permutant aléatoirement les individus entre les populations (5 000
permutations) a I'aide de la fonction test.between. Cela préserve les génotypes multilocus et
les fréquences alléliques, et les valeurs p refletent la probabilité d'observer des valeurs Fgr
¢gales ou supérieures a celles observées empiriquement sous I'hypothéese nulle d'absence de

structure.

Le test de signification de Fsr basé sur la permutation est approprié pour les loct
microsatellites multialléliques, mais peut s'avérer peu fiable pour les grands ensembles de
données SNP bialléliques. Plutot que de générer des valeurs p, l'incertitude du Fgr basé sur
les SNP a été évaluée par un rééchantillonnage bootstrap des loci avec remplacement,
générant des intervalles de confiance autour des estimations Fsr par paires. La largeur de
l'intervalle de confiance bootstrap s'est stabilisée aprés environ 150 a 200 réplications ; 300

réplications ont donc été utilisées dans toutes les analyses.

RESULTATS

Les résultats de nos analyses, réalisées a partir de 18 loci microsatellites pour 118 individus
et de 1 019 loci SNP pour 38 individus, ont mis en évidence une substructure génétique,
plutét qu'une panmixie, chez les loups de I'ldaho. Les estimations fondées sur la
vraisemblance et AK, issues tant de l'ensemble de données microsatellites que de I'ensemble
de données SNP, suggerent la présence d'au moins trois groupes génétiques, avec des degrés
variables de métissage entre eux (Figure S1).

Notre hypothéese d'un groupe génétique unique (KK = 1) n'a pas été confirmée. Malgté un pic
a 4 sur le graphique AK basé sur les microsatellites, la courbe de vraisemblance atteint son
maximum a K = 3 groupes génétiques (Figure S1A) et constitue l'indicateur privilégié de K
(Evanno et al. 2005). Pour les loci SNP, la courbe de vraisemblance continue d'augmenter
jusqu'a K = 10, mais la valeur AK soutient K = 3 (Figures SIC et S1D). Ces groupes sont
concordants entre les types de marqueurs et géographiquement concentrés dans le nord de
I'ldaho, le centre de Ildaho et la partie sud-est de I'Etat adjacente au parc national de
Yellowstone (Figures 1, 2 et 3). Nous désignerons par la suite ces groupes respectivement
comme les grappes nord, centrale et sud-est.
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Fig. 2. Résultats de l'analyse de la structure génétique des loups gris de I'ldaho, classés en groupes génétiques (K) a
partir d'échantillons prélevés entre 2014 et 2015. Les graphiques & barres indiquent la proportion d'ascendance
génétique déterminée pour chaque individu & partir des génotypes microsatellites (A) et SNP (B). Chaque barre verticale
représente un individu, les couleurs représentant des groupes génétiques distincts. Les valeurs K=2 & K=4 sont
représentées, tandis que K=3 (en gras) était le nombre de groupes le plus probable. Dans le graphique K=3, le rouge
représente le groupe dit « nord », le bleu représente le groupe dit « central » et le jaune est utilisé pour le groupe «
sud-est ).
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Fig. 3. Ascendance individuelle des loups gris de I'ldaho (Etats-Unis), échantillonnés entre 2014 et 2015. La carte A
présente les résultats basés sur les génotypes microsatellites, tandis que la carte B présente les résultats basés sur les
génotypes SNP. Chaque individu échantillonné est représenté par un diagramme circulaire indiquant la proportion de
son ascendance attribuée & chaque groupe génétique. Le rouge représente le groupe appelé ((nord », le bleu le groupe
« central » et le jaune le groupe « sud-est ». Chaque point a été tracé a partir des coordonnées GPS correspondantes
communiquées au Département de la péche et de la chasse de I'ldaho au moment du prélévement

Bien qu'il existe des preuves de l'existence de multiples groupes génétiques et d'une sous-
structure chez les loups, il existe également des preuves d'un flux génétique entre les régions.
Dans l'ensemble de données microsatellites, une proportion substantielle d'individus dont
l'ascendance majoritaire est attribuée a la grappe sud-est était répartie géographiquement au
sein de la grappe centrale, ainsi que quelques-uns au sein de la grappe nord. Les ACPs des
génotypes microsatellites montrent que ces individus se regroupent en fonction de leur
ascendance majoritaire, ce qui contraste nettement avec leur localisation géographique
(figures S2A et S2B). Les ACPs montrent une différenciation cohérente des trois groupes
dans I'ensemble de données SNP en utilisant les deux méthodes d'attribution individuelle,
avec des changements minimes entre elles (Figures S2C et S2D). Dans l'ensemble, de
nombreux individus présentent une ascendance mixte entre plusieurs groupes (Figures 2 et
3), et on observe une ascendance mixte au sein des régions.
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L'analyse de la différenciation génétique entre les groupes a l'aide du Fsr de Weir et
Cockerham a révélé des niveaux de divergence généralement faibles pour les deux ensembles
de marqueurs. Les valeurs Fsr par paires étaient les plus élevées entre les groupes nord et
central, bien que le classement entre les autres paires ait varié. Les valeurs Fgr différaient
entre les ensembles de données (microsatellites 5. SNP) et entre les méthodes d'attribution
(ascendance majoritaire selon STRUCTURE us. localisation géographique).

Dans l'ensemble de données microsatellites, les valeurs Fsr basées sur l'attribution
d'ascendance étaient systématiquement plus élevées que celles basées sur la géographie
(ascendance : nord-centre 0,046, nord-sud-est 0,030, centre-sud-est 0,036 ; situation
géographique : nord-centre 0,024, nord-sud-est 0,012, centre-sud-est 0,017). Cependant, les
tests de permutation ont indiqué que ces différences n'étaient pas statistiquement
significatives dans l'ensemble (p = 0,165 et 0,161 pour l'ascendance et la situation
géographique, respectivement), ce qui suggere que la différenciation par les microsatellites,
bien que non nulle, est faible et doit étre interprétée avec prudence.

Pour les SNPs, les valeurs Fgr étaient plus faibles mais plus cohérentes entre les différentes
méthodes d'attribution (ascendance : centre-nord 0,012, nord-sud-est 0,012, centre-sud-est
0,009 ; géographie : centre-nord 0,012, nord-sud-est 0,012, centre-sud-est 0,007).
L'incertitude des estimations de Fsp basées sur les SNPs a été évaluée a l'aide d'un
rééchantillonnage par bootstrap de locus, qui a généré des intervalles de confiance a 95%
excluant zéro pour toutes les comparaisons par paires, indiquant que la différenciation des
SNP était statistiquement étayée.

DISCUSSION

Contrairement a notre hypothese d'une population panmictique de loups, nous avons
identifié trois groupes génétiques de loups gris dans I'Etat de I'Tdaho, confirmés
principalement par des marqueurs SNP. Les données microsatellites ont suggéré des schémas
similaires, mais les tests de permutation ont indiqué que ces différences n'étaient pas
statistiquement significatives. L'ampleur de la différenciation et les indices de flux génétique
suggerent que ces trois groupes génétiques ne sont pas totalement isolés les uns des autres et
que les loups se déplacent et se reproduisent régulicrement entre ces groupes (Tableau 1 ;
Fig. 3 ; vonHoldt et al. 2010). Ces groupes coincident géographiquement avec les zones de
réintroduction de loups gris provenant de I'Alberta et de la Colombie-Britannique dans le
centre de I'Idaho (c'est-a-dire le groupe central, représenté en bleu sur les Figures 2 et 3) et a
Yellowstone (groupe sud-est, représenté en jaune sur les Figures 2 et 3), ainsi qu’avec la
recolonisation naturelle en cours a partir de populations adjacentes au Canada et au
Montana (groupe nord, représenté en rouge sur les Fig. 2 et 3). Une structure génétique
sans barricres évidentes a été observée chez d’autres populations de loups gris en association
avec la variation de I’habitat, la préférence de proies, la compétition inter- et intra-spécifique,
et Phistoire démographique (Aspi et al. 2006 ; Hindrikson et al. 2017).

Tableau 1. Valeurs Fst obtenues & I'aide de marqueurs microsatellites et SNP pour les comparaisons par paires entre
les groupes de loups de I'ldaho
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Marker  Assignment Northern to Northern to Central to

type method Central Southeastern Southeast-
ermn

SNP Ancestry 0.011 0.010 0.008
majority

SNP Geographic  0.011 0.012 0.006

Micro- Ancestry 0.046 0.030 0.036

satellite  majonty

Micro-  Geographic 0.017 0.012 0.023

satellite

Weir and Cockerham’s Fp was calculated between each pair of
clusters for wolves genotyped using SNPs and microsatellites.
Individuals were grouped into three clusters (northem, central, and
southeastern) using two assignment methods for each marker set,
determined either by the ancestry majority from the STRUCTURE
analysis, or by geographic location. Fgy values are listed under the
description of the corresponding pairwise comparison.

En raison d’influences anthropiques similaires, les loups en cours de recolonisation en
Europe peuvent fournir des indications sur les facteurs potentiels de la division génétique
observée en Idaho. En Europe, la distinction la plus notable est la variation génétique le long
d’un axe nord-sud associée a 'expansion d’anciennes populations résiduelles en Europe de
I'Est et du Sud (Hindrikson et al. 2017). Une structure génétique a plus petite échelle est
également apparue a mesure que ces populations résiduelles recolonisaient différentes
régions et subissaient des effets de fondateur en série et des goulots d'étranglement
démographiques (Fabbri et al. 2014 ; Aspi et al. 2006 ; Jansson et al. 2012). La structure
génétique a petite échelle est également associée a des reliefs naturels, tels que les chaines de
montagnes, a I'évitement des conflits interspécifiques, a la territorialité intraspécifique et a la
stabilité spatiale, aux préférences en matiere de proies et d'habitat, ainsi qu'a des influences
anthropiques, telles que la modification de I'habitat et la pression de chasse (Aspi et al. 2009 ;
Scandura et al. 2011 ; Stronen et al. 2013 ; Milanesi et al. 2018 ; Ordiz et al. 2015). Nos
résultats en Idaho suggerent des schémas compatibles avec des mécanismes similaires de
regroupement génétique, des effets de fondateur liés aux réintroductions et a des
événements de recolonisation naturelle plus récents, ainsi que, peut-¢tre, des caractéristiques
anthropiques et paysageres (bien que non explicitement mesurées dans notre étude) qui
freinent la dispersion et limitent la panmixie de la population.

Dans 'ensemble, les niveaux de différenciation que nous avons observés entre les groupes
génétiques sont faibles et un métissage est observé dans tout I'Etat, de nombreux individus
présentant une ascendance mixte entre les groupes (Fig. 2 et 3 ; Tableau 1). Auparavant,
vonHoldt et al. (2010) avaient trouvé des preuves similaires de flux génétique chez les loups
du nord des Rocheuses. Les ACPs utilisant des données SNP ont montré une forte
concordance entre la localisation géographique et l'ascendance majoritaire, tandis que les
ACPs utilisant des données microsatellites ont indiqué une distinction plus nette entre les
groupes lorsque l'affectation des individus a un groupe était basée sur l'ascendance
majoritaire plutot que sur la localisation géographique (Fig. S2A-D). Nous avons observé
moins de métissage parmi les individus échantillonnés au sein des noyaux géographiques des
groupes, et le métissage entre tous les groupes était plus évident a la périphérie de chaque
groupe et dans les zones intermédiaires. Cela pourrait étre révélateur de la territorialité et des
comportements d'accouplement des loups, qui limitent le métissage au cceur des habitats
saturés. Alternativement, cela pourrait indiquer une préférence pour I'héritage des territoires
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natals ou l'établissement de territoires dans des habitats similaires aux territoires natals, avec
davantage de métissage chez les individus qui se sont dispersés au-dela de ces zones centrales.
Les différences par paires entre les groupes génétiques, basées sur le Fgr de Weir et
Cockerham, n’étaient pas cohérentes entre les panels de marqueurs (Tableau 1). La plus
grande différenciation a été observée entre les groupes central et nord dans les données
SNP, tandis que les valeurs Fsr des microsatellites n’étaient pas statistiquement significatives.
Le groupe nord pourrait étre génétiquement distinct en raison d’un effet fondateur en série
parmi les loups se recolonisant naturellement. Cette hypothése est corroborée par des travaux
récents montrant que les loups du nord de 1'ldaho présentaient une hétérozygotie plus faible
et que les groupes de loups étaient plus apparentés les uns aux autres que les loups
réintroduits historiquement dans le centre de 1'ldaho (Ausband et Waits 2020). De plus, il
est possible que des génes provenant de I'écotype de loup cétier identifié dans I'Etat voisin
de Washington contribuent a la spécificité des loups du nord de I'ldaho (Hendricks et al.
2019). Les divergences entre les panels de marqueurs peuvent refléter des différences dans
les taux de mutation ou la taille des échantillons. Bien que les valeurs Fs des microsatellites
aient été plus élevées dans certaines comparaisons par paires, ces différences n’étaient pas
statistiquement significatives, ce qui suggere une moindre capacité des microsatellites a
détecter des différenciations subtiles dans ce systeme.

Bien qu’il s’agisse d’une espece généraliste, on a également constaté que les loups gris
présentaient une structure génétique associée a des différences d’habitat et de régime
alimentaire. Par exemple, les loups de Colombie-Britannique présentent des préférences
distinctes en matiere d'habitat et de proies, associées aux habitats cotiers ou forestiers, et font
également preuve d'adaptations physiologiques a ces habitats (Mufioz-Fuentes et al. 2009 ;
Hendricks et al. 2018). Des études d'association pangénomiques menées en Europe a la
recherche de signes d'adaptation locale ont identifié des loci candidats associés a des genes
liés a la régulation de la température et a d'autres genes fonctionnels (Stronen et al. 2015).
Une subdivision génétique associée a des différences alimentaires a été observée dans
d'autres régions, telles que la Pologne et I'Europe de I'Est, dont certaines ont été corroborées
par une analyse des isotopes stables de la composition des proies dans le régime alimentaire
des loups (Jedrzejewski et al. 2012 ; Milakovic et Parker 2011 ; Pilot et al. 2012). De méme,
une étude de la structure génétique des loups gris dans une partie des Rocheuses Canadiennes
a identifié deux groupes distincts correspondant respectivement a une forét de coniferes
dense ou a une forét de conifeéres clairsemée, ce qui suggere soit une préférence pour
certaines proies, soit une affinité pour I'habitat natal (Cullingham et al. 2010). Plusieurs études
ont suggéré que les préférences en matiere d'habitat et de proies, méme en l'absence
d'adaptation locale, peuvent étre transmises pendant la période natale par le biais de
comportements de recherche de nourriture acquis ou d'autres mécanismes, tels que
'empreinte (Sanz-Pérez et al. 2018 ; Pilot et al. 2006 ; Milleret et al. 2019). Un tel effet pourrait
étre présent en Idaho, ou les proies principales des loups peuvent varier spatialement (par
exemple, les cerfs dans le nord de 1'ldaho et les wapitis dans le centre de 1'ldaho). De plus,
les habitats du nord de 1'ldaho recoivent davantage de précipitations, sont généralement plus
boisés et globalement plus productifs que d'autres zones de I'ldaho. Ces différences d'habitat
et d'especes de proies dominantes peuvent influencer le comportement de dispersion des
loups et étre associées a certains des schémas de structure génétique que nous avons
observés. Enfin, il existe des barriéres paysageres potentielles (a savoir l'autoroute intet-
Etats, le grand réseau fluvial ; la riviere Salmon) qui entravent les déplacements entre la sous-
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population du nord et les autres sous-populations étudiées en Idaho. Nous notons toutefois
que les loups équipés de colliers émetteurs ont régulicrement franchi ces obstacles.

La structure génétique peut également étre attribuée a la résistance sociale, en particulier
dans les cas ou l'habitat préféré est monopolisé par les fondateurs et leur progéniture
(Armansin et al. 2019). Chez les loups, la résistance sociale peut entraver les déplacements
et le flux génétique a travers les paysages par le biais de I'agressivité territoriale (vonHoldt et
al.,, 2008 ; Cassidy et al. 2016).

Les loups surveillent leurs territoires a la recherche d’intrusions de loups extérieurs a leur
propre meute, et les confrontations qui s’ensuivent peuvent étre mortelles (Schligel et al.
2017 ; Cassidy et al. 2016). De cette maniére, les conflits interspécifiques constituent une
source majeure de mortalité chez les adultes et ont été documentés comme un moyen de
réguler la densité dans le parc national de Yellowstone (Cubaynes et al. 2014). Bien que
l'adoption de disperseurs non apparentés au sein des meutes ait parfois ét¢ documentée, des
études génétiques menées dans 1'ldaho n'ont généralement constaté que l'acceptation de
disperseurs dans les meutes en tant que reproducteurs (Ausband et al. 2017). Dans des
conditions de forte stabilité spatiale et de saturation de I'habitat, un retard dans la dispersion
et une transmission linéaire du territoire peuvent influencer la parenté et la structure
génétique (Koenig et al. 1992 ; Scandura et al. 2011 ; Sparkman et al. 2011).

La chasse au loup dans I'ldaho et la perturbation de la structure sociale qui en résulte peuvent
avoir des effets incertains sur le maintien de la structure génétique (Ausband et al. 2017).
Dans ces cas, les territoires semblent étre rapidement réétablis par des loups voisins, qui
peuvent occuper des territoires sous-optimaux ou retarder leur dispersion au sein de leur
meute natale (Ausband et al. 2017). Des observations similaires de ce type de « territorial
biding » ont été faites chez les coyotes dans une matrice de paysages urbains et ruraux, qui
¢vitent les environnements urbains a moins qu'ils ne cherchent a fuir des congéneres
(Mitchell et al. 2015). Dans ces cas, un habitat moins prisé est choisi pour le déplacement
pendant la dispersion ou comme territoire de passage pendant les périodes d’attente d’un
territoire de meilleure qualité (Morin et Kelly 2017). S’il semble probable que les loups
revendiquant des territoires vacants a proximité solent génétiquement apparentés aux
occupants précédents, ces ouvertures offrent également des opportunités aux loups se
dispersant sur de plus grandes distances d’assumer des roles de reproducteurs (Jimenez et al.
2017). De plus, ces conditions semblent également encourager des stratégies de
reproduction alternatives, telles que I'accouplement polyandrique au sein des meutes avec
des males intrus de passage, ce qui peut également affaiblir la force de la structure génétique
formée par le comportement territorial (Ausband 2018, 2019).

Conclusions

Nous avons mis en évidence une structure génétique chez les loups gris de 'Etat de I'ldaho,
principalement étayée par des données de génotypes SNP. Cette structure existe au sein des
aires de dispersion des loups et en I'absence de barricres physiques évidentes. Les groupes
génétiques coincident spatialement avec les sites de réintroduction (pres du centre de 1'ldaho
et a proximité du parc national de Yellowstone) et de recolonisation naturelle dans la partie
nord de I'ldaho depuis le Canada, bien que d'autres facteurs puissent expliquer ces
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regroupements. Les mécanismes a 'origine de la structure génétique observée peuvent étre
testés au fil du temps dans I'ldaho. Des tendances pourraient se dessiner au fil du temps si la
structure génétique est influencée par 'hérédité territoriale et la résistance sociale. Par
exemple, si les loups adaptent leurs comportements de dispersion et d'accouplement en
réponse au renouvellement des reproducteurs, a I'augmentation des prélevements humains

ou aux changements de densité de population.

Sila structure génétique observée est déterminée par les préférences en matiere d'habitat
et reste stable au fil du temps, les différences de pressions sélectives (par exemple, influences
anthropiques, différences d'habitat et de proies, stratégies de reproduction alternatives)
pourraient conduire a des différences adaptatives héréditaires. A I'heure actuelle, les niveaux
de flux génétique entre les groupes et la diversité génétique suggerent que les groupes
génétiques observés ne sont pas isolés et que les loups se déplacent et se reproduisent, au

moins dans une certaine mesure, entre ces groupes.
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