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Résumé

Les loups gris (Canis lupus) d'Asie abritent la majeure partie de la diversité génétique de
l'espece ainsi que de nombreuses populations menacées. Cependant, on manque d'une
compréhension claire de 1'histoire évolutive des loups en Asie, ce qui entrave leur
conservation. Nous avons utilisé 98 génomes complets de loups provenant de toute
'Eurasie afin de mieux cerner leur histoire évolutive et leur statut de conservation. Les
barriéres les plus importantes au flux génétique coincidaient avec les fronti¢res séparant les
trois principales lignées de loups : Indienne, Tibétaine et holarctique. Les loups des chaines
de montagnes d'Asie centrale appartiennent a la lignée holarctique et partagent peu
d'ancétres communs avec la lignée tibétaine voisine. En revanche, les loups d'Asie orientale
partagent des ancétres communs a I'échelle de la population avec la lignée Tibétaine, ce qui
pourrait refléter I'existence d'une lignée non échantillonnée similaire a la lignée Tibétaine. Les
loups d'Asie du Sud-Ouest partagent des ancétres communs a I'échelle de la population avec
la lignée Indienne, probablement en raison d'événements de métissage anciens (>6 000 ans).
Le déclin a long terme et la consanguinité récente ont laissé les loups Indiens et Tibétains
avec des niveaux de diversité génétique parmi les plus bas et des charges génétiques réalisées
parmi les plus élevées. En revanche, les populations adjacentes présentent une diversité
génétique parmi les plus élevées, en partie grace au métissage le long des zones de contact.
Notre étude met en évidence les régions du sud de 'Asie comme des points chauds de la
diversité des loups et souligne la nécessité de conserver ces populations restantes.

INTRODUCTION

Une compréhension approfondie de I'histoire évolutive d'une espece est essentielle a sa
conservation. Les espéces se composent souvent de populations distinctes dont la variation
génétique est répartic de manicre inégale sur l'ensemble de leur aire de répartition.
Comprendre comment les changements historiques et ceux induits par 'homme ont faconné
les schémas actuels de variation génétique est I'un des principaux objectifs de la biologie
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évolutive. Ces connaissances sont particuliecrement importantes pour hiérarchiser les
populations a surveiller et orienter la gestion des especes menacées.

Les loups gris (Canis lupus) comptent parmi les mammifeéres les plus largement répartis, ce
qui en fait un systeme idéal pour étudier comment les facteurs historiques et d'origine
humaine influencent la variation génétique actuelle. Il est particulierement important de
comprendre ces influences car de nombreuses populations de loups sont en danger ou
menacées. Par exemple, certaines populations de loups en Europe et en Amérique du Nord
présentent une faible diversité génétique en raison du déclin des populations et de la
consanguinité, comme les loups Mexicains et Italiens. I.a plupart des études sur I’état des
populations et la diversité génétique des loups gris se sont concentrées sur les parties nord-
Américaines et Européennes de leur aire de répartition. Peu d’études ont porté sur les loups
d’Asie, bien que cette région abrite la majeure partie de la diversité phylogénétique de I'espece
et de nombreuses populations menacées. Le manque d’études en Asie entrave les efforts de
conservation, et une meilleure compréhension de la fagon dont les populations distinctes sur
le plan évolutif et la diversité génétique varient a travers ’Asie peut bénéficier a la gestion et
aux décisions en mati¢re de conservation.

Des travaux récents ont décrit trois lignées de loups distinctes : les lignées Indienne,

Tibétaine et holarctique, toutes présentes en Asie'"

(Fig. S1). Ces lignées se sont séparées
il y a plus de 100 000 ans, apres quoi les lignées Indienne et Tibétaine (également appelée
Himalayenne) se sont isolées au sein de refuges glaciaires distincts". Les loups de la lignée
holarctique, qui s’étendent de I'Europe du Nord a la Sibérie, ainsi qu’en Amérique du Nord,
ont été étroitement connectés au cours des 100 000 derniéres années, une structure de
population notable émergeant a une époque plus récente. Les analyses de génomes anciens
de loups suggerent que les loups de ’Eurasie septentrionale ressemblaient largement a une
population panmictique au cours des 100 000 dernieres années. Cette connectivité génétique
étendue a été principalement favorisée par 'expansion vers 'ouest de 'ascendance Sibérienne
tout au long du Pléistocéne supérieur jusqu’a il y a 10 000 ans'. Bien que ces travaux récents
aient fourni une vue d’ensemble de I'histoire évolutive du loup en Eurasie, peu d’études ont
examiné comment les schémas d’ascendance et la diversité génomique sont répartis a travers
le continent, en particulier dans les régions plus méridionales de I’Asie, ou les trois lignées
principales coexistent a proximité immédiate.

Par exemple, sur la base d’'un nombre limité de génomes, des travaux antérieurs ont montré
que les loups d’Asie du Sud-Ouest (définie comme la région s’étendant de I'Iran a la péninsule
Arabique et a la Turquie) reflétaient une ascendance holarctique avec une ascendance
mineure provenant de taxons plus divergents, tels que le loup Indien et une autre espece de
canidé, le loup africain (Canis lupaster)'"'*">. Des analyses génomiques ont confirmé l'existence
d'un hybride contenant des ancétres du loup Africain, du loup gris et du chien domestique
provenant de la péninsule du Sinai en Egypte!*. De plus, des hybrides entre les loups
Africains et les chiens ont été confirmés génétiquement au Sénégal et en Ethiopie, ce qui
suggére que ces deux espéces différentes peuvent se croiser'®. Cependant, une
compréhension plus complete des loups d'Asie du Sud-Ouest a été entravée par un manque
d'échantillons géographiquement représentatifs provenant de l'ensemble de cette région. En
ce qui concerne les loups de T'est de la Chine et les loups éteints du Japon, des travaux
antérieurs ont montré qu’ils possédent une ascendance mineure attribuable a d’anciens loups
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du Pléistocéne datant d’environ 35 000 a 50 000 ans (kya)'™". De plus, ces deux populations
conservent un patrimoine génétique plus divergent que celui des loups anciens du nord de
’Eurasie datant de 100 kya". Ensemble, ces résultats suggérent que diverses populations de
loups des régions méridionales de I’Asie pourraient conserver un patrimoine génétique
distinct de celui des loups du nord de I’Eurasie.

Nous avons cherché a combler quatre lacunes dans nos connaissances sur les loups en Asie
en constituant un ensemble de données génomiques comprenant 20 loups nouvellement
séquencés prélevés dans des régions clés et 81 génomes de loups précédemment publiés
provenant d’Eurasie et d’Amérique du Nord. Nos objectifs étaient (1) de caractériser la
structure des populations a I’échelle continentale et les schémas de flux génétique des
populations de loups modernes a travers I'Eurasie, (2) clarifier l'histoire évolutive des
populations de loups dans les chaines de montagnes d'Asie centrale et les régions orientales
de I'Asie, (3) clarifier I'histoire évolutive des loups en Asie du Sud-Ouest, et (4) caractériser
la diversité génétique, les niveaux de consanguinité et la charge génétique des loups a travers
I'Eurasie afin de comprendre les impacts a long terme et récents sur la diversité génétique.

RESULTATS

Dans le cadre de cette étude, nous avons reséquencé les génomes complets de 20 loups
provenant de diverses régions d'Eurasie. Ces régions comprenaient I'Asie du Sud-Ouest
(Liban, » = 1 ; Israél, » = 1 ; Turquie, #» = 1), les plaines de 'Indus au Pakistan (# = 2), les
chaines de montagnes d'Asie centrale (Suleiman, » = 2 ; Karakoram, » = 2 ; Hindu Kush, »
= 3), la steppe Eurasienne (Kazakhstan, » = 3 ; Russie, # = 3) et I'Europe (Slovaquie, 7 =1 ;
Ukraine, #» = 1). Nous avons également procédé a un séquencage supplémentaire (c'est-a-dire
plus approfondi) d'un loup Indien provenant du centre de l'Inde et déja séquencé
auparavant. Nous avons compilé un ensemble de données comprenant ces génomes
nouvellement séquencés et 95 loups précédemment séquencés d'Amérique du Nord (z =
3) et d'Eurasie (2 = 78), ainsi que des chiens (7 = 4) et 10 individus issus de six autres especes
de canidés : le dhole, Cuon alpinus (n = 1) ; le loup d'Ethiopie, Canis simensis (n = 1) ; le chacal
doté, Canis anrens (n = 1) ; le loup d'Afrique, Canis lupaster (n = 4) ; le coyote, Canis latrans (n
= 2) ; et le renard des Andes, Lycalopex culpaens (n = 1). Au total, 115 échantillons ont ainsi
été inclus dans 1'étude, que nous avons alignés sur l'assemblage du génome du chien
domestique (canFam3.1) (Données supplémentaires 1).

Structure de population et schémas de flux génétique des loups en Eurasie

L'analyse en composantes principales (ACP) et les proportions de métissage individuelles
déduites pour 98 loups Eurasiens ont confirmé la présence de trois groupes principaux
correspondant aux trois principales lignées de loups existantes en Eurasie : les loups Indiens,
Tibétains et holarctiques (Fig. 1a, b, Fig. supplémentaires 2 et 3). Certains loups se situaient
entre ces groupes principaux, formant des clines entre les groupes Tibétain et holarctique
ainsi qu'entre les groupes Indien et holarctique. Dans les deux cas, ces individus
intermédiaires provenaient de zones proches des zones de contact correspondantes entre
les lignées. Les individus intermédiaires sur le cline Tibétain-holarctique comprenaient deux
loups du Tadjikistan (~24% d'ascendance Tibétaine a K = 0) et deux loups du Ladakh, une
région située a l'extrémité sud-ouest du plateau Tibétain (Figure supplémentaire 2). Les
individus intermédiaires sur le cline Indien-holarctique comprenaient uniquement des loups
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du Pakistan (Figure supplémentaire 4). En revanche, les 13 loups d'Asie du Sud-Ouest
formaient un groupe trés compact, proche des autres loups holarctiques, et présentaient
environ 15 a 20% d'ascendance Indienne a K = 6. Quelques loups, dont la plupart avaient
été prélevés pres de I'Afrique, présentaient une ascendance qui ne se regroupait pas avec celle
des loups gris et des chiens, ce qui refléte peut-étre un métissage avec le loup Africain.
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Fig. 1. Structure génétique des populations et connectivité génétique des loups a travers I'Eurasie. A Localisation des
échantillons et proportions de métissage individuelles pour K = 6 chez 98 loups & travers I'Eurasie. Les proportions de
métissage ont été estimées & partir de 98 loups gris d'Eurasie, 3 loups d'Amérique du Nord, 4 chiens et 10 individus
issus de six autres espéces de canidés. B Analyse en composantes principales utilisant les probabilités génotypiques pour
98 loups a travers I'Eurasie. Les couleurs indiquent la région géographique & laquelle appartient chaque loup. € Surface
de migration effective estimée (EEMS) pour 97 loups & travers I'Eurasie. Les couleurs de I'EEMS correspondent & une
migration effective inférieure & la moyenne (rouge) et supérieure & la moyenne (bleu), exprimée sous la forme de
logio(w). Un lambda de 100 a été utilisé aprés avoir effectué des analyses de validation croisée

Afin de mieux caractériser les schémas géographiques du flux génétique, nous avons déduit
la surface de migration effective estimée (EEMS), qui indique les régions de flux génétique
faible ou élevé par rapport a un modele d’isolement par la distance. Reflétant les résultats de
IPACP et du métissage, les plus grandes barricres EEMS au flux génétique en Eurasie
correspondaient aux divisions entre les trois lignées principales (Fig. 1c). La barricre la plus
forte se situait le long de la chaine de I'Himalaya, qui sépare les lignées Indienne et Tibétaine.
Une deuxiéme barriére importante entoure le plateau Tibétain, ce qui concorde avec nos
résultats d'ACP et d'analyse de métissage montrant un flux génétique réduit entre la lignée
Tibétaine et les loups d'Asie centrale et orientale. Nous avons détecté une autre barriére au
flux génétique située a l'ouest du Pakistan ; cependant, la position exacte de cette barriere
est moins claire en raison d'un manque d'échantillonnage dans la steppe Eurasienne,
notamment au Turkménistan et en Ouzbékistan. Par ailleurs, la structure de population des
loups holarctiques a travers I'Eurasie septentrionale peut étre modélisée comme une isolation

par la distance (Fig. 1b, c).
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Fig. 2. Histoire évolutive des loups d'Asie centrale et d'Asie orientale. A La statistique D permet d'estimer le partage
d'alléles dérivés entre les individus de la population Eurasienne et la lignée Tibétaine. Les seules populations présentant
un partage significatif d'alléles avec les loups Tibétains sont certaines populations du Pakistan, du Tadjikistan, de
Mongolie et de I'est de la Chine. B Phylogénie autosomique utilisant 97 loups d'Eurasie, 3 loups gris d'Amérique du Nord
et 9 individus issus de cing autres espéces de canidés. L'arbre basé sur la coalescence a été estimé a partir de 1 000
régions de 20 kb de longueur choisies au hasard dans le génome de référence du chien. Le score de quartet normalisé
des noeuds sélectionnés est indiqué. Les cercles colorés et les zones ombrées dans I'arbre phylogénétique indiquent les
individus attribués & la lignée tibétaine (orange), aux montagnes d'Asie centrale (hautes altitudes du Pakistan, du
Tadjikistan et du Kirghizistan ; bleu) et & I'Asie orientale (est de la Chine, Mongolie, est de la Russie ; vert). C Arbre de
maximum de vraisemblance déduit & partir des seules régions & faible recombinaison (<0,2 ¢M/Mb) du chromosome X,
en utilisant le méme ensemble d'échantillons que dans (B). La probabilité a posteriori locale est indiquée au niveau de
nceuds sélectionnés. D Les trois topologies présentant les pondérations topologiques moyennes les plus élevées sur
I'ensemble du chromosome X lorsque I'on considére les loups des montagnes d'Asie centrale ou d'Asie orientale comme
population focale X. La topologie ombrée en gris représente un scénario dans lequel la population focale de loups est
I'ancétre des loups d'Europe et de Russie centrale. Prévalence de 15 topologies possibles dans les régions &
recombinaison élevée, moyenne et faible sur le chromosome X, lorsque la population focale provient des montagnes
d'Asie centrale (E) et d'Asie orientale (F). Pour les loups d'Asie centrale comme pour ceux d'Asie orientale, trois topologies
(lignes pleines) montrent une relation négative entre le taux de recombinaison et la pondération topologique,
contrairement aux 12 autres topologies (lignes pointillées)

Histoire évolutive des loups dans les montagnes d'Asie centrale et en Asie orientale

Pour explorer I'histoire évolutive des loups dans les chaines de montagnes d'Asie centrale et
en Asie orientale, nous avons d'abord utilisé des statistiques D pour tester le partage excessif
d'alleles dérivés avec diverses populations de loups en Asie*. Nous avons observé que les
loups des deux régions présentaient un exces significatif (score Z < —3) d’all¢les dérivés
partagés avec la lignée Tibétaine, et non avec d’autres taxons (loup Indien, loup Africain,
chacal doré) (Figures supplémentaires 5-8). Cependant, pour les loups des montagnes d’Asie
centrale, 'ampleur du partage d’alleles avec la lignée Tibétaine variait considérablement d’un
individu a lautre (Fig. 2a). Seuls trois loups sur seize présentaient un partage significatif
d’alleles avec la lignée Tibétaine, tous les loups du Kirghizistan et la plupart des loups du
Pakistan et du Tadjikistan ne présentant aucun partage d’alleles détectable avec cette lignée
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(Fig. 2a ; Fig. supplémentaire 5). Cette forte variance interindividuelle des alleles dérivés
Tibétains suggere que le flux génétique avec les loups Tibétains est limité, sporadique et/ou
peut-étre récent. Contrairement aux loups des montagnes d'Asie centrale, nous observons
un exces constant et significatif de partage d'alleles avec la lignée Tibétaine chez presque tous
les loups trouvés en Chine orientale et en Mongolie (Fig. 2a, fig. suppl. 5, 9).

11 peut étre difficile d'identifier la source réelle d'ascendance a l'aide des statistiques D, car
toute ascendance aussi divergente que celle du loup Tibétain donnera lieu a une statistique D
négative. Afin de mieux comprendre ’origine ancestrale des loups d’Asie orientale, nous
avons déduit un ensemble d’arbres phylogénétiques a partir de différentes régions du
génome. Nous avons d’abord déduit un arbre coalescent multispécifique dans ASTRAL en
utilisant 1 000 régions d’une longueur de 20 kb sur les autosomes de 107 individus™. Nous
avons constaté que les loups Tibétains formaient la lignée ayant divergé le plus tot parmi les
loups gris (Fig. 2b). Les autres loups d'Eurasie et d'Amérique du Notrd se sont regroupés, y
compris les loups Indiens, qui sont regroupés avec les loups du Pakistan et apparentés a ceux
du sud-ouest de I'Asie (pour un arbre détaillé avec les noms des échantillons, voir la Figure
supplémentaire 10).

Comme les phylogénies pangénomiques peuvent étre influencées par des processus tels que
le flux génétique et le tri incomplet des lignées (ILS), nous avons exploité la maniére dont
l'architecture du génome est liée au signal phylogénétique®. En bref, le chromosome X et les
régions a faible recombinaison sont plus susceptibles de conserver la relation historique en
raison de différences dans I'hérédité, la taille effective de la population (N,) et la sélection®
*. Le chromosome X a une N, plus faible puisque les males n'en portent qu'une copie, ce
qui entraine un tri des lignées plus rapide et, dans le cas d'un flux génétique véhiculé par les
males, peut mieux conserver la relation historique”™". Les régions a faible recombinaison
subissent une sélection plus forte contre I'ascendance introgressée en raison d'un liaisement

24-31

plus élevé et dun N, plus faible™”. Par conséquent, nous avons déduit des arbres
phylogénétiques a partir du chromosome X et des régions a faible recombinaison afin de
tirer parti de leur association avec la relation phylogénétique historique, comme démontré

chez de nombreux taxons, y compris les loups' >,

Nos atbres phylogénétiques basés sur les régions a faible recombinaison (<0,2 cM/Mb) du
chromosome X et des autosomes ont démontré que les loups du plateau Tibétain forment la
branche ayant divergé le plus tot au sein des loups gris. En revanche, les loups Indiens se
sont regroupés avec les loups du Pakistan et d’Asie du Sud-Ouest, un résultat qui pourrait
s’expliquer par un métissage entre ces populations (Iig. 2c, Fig. supplémentaire 11). Il est
intéressant de noter que l'un des deux loups du Tadjikistan présentant le plus grand nombre
d'alléles communs avec les loups Tibétains s'est regroupé au sein de la lignée Tibétaine, tandis
que tous les autres loups du Tadjikistan et du Kirghizistan se sont regroupés au sein de la
lignée holarctique (Fig. 2c ; pour un arbre détaillé, voir la Figure supplémentaire 12). Les
loups d'Asie orientale ont formé un clade bien étayé qui s'est ramifié a la base du reste de la
lignée holarctique pour la phylogénie du chromosome X et les phylogénies utilisant des
régions a faible recombinaison (Fig. 2c, Fig. suppl. 11, 13). De plus, les analyses de
pondération topologique ont révélé que les topologies dans lesquelles les loups d'Asie
orientale forment la branche ayant divergé le plus tot au sein de la lignée holarctique sont
plus fréquentes dans les régions a faible recombinaison du chromosome X (Fig. 2d-f, Fig.
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supplémentaire 14). Ainsi, alors que les loups du Tadjikistan, du Pakistan et d'Asie orientale
présentent des valeurs D similaires indiquant un partage significatif d'alleles dérivés avec les
loups Tibétains, leurs schémas topologiques sont contrastés. Cela concorde avec le fait que
les loups du Tadjikistan et du Pakistan ont connu un flux génétique récent et/ou périodique
provenant des loups Tibétains pres de la zone de contact secondaire ; cependant, cette
ascendance Tibétaine ne s'est pas largement répandue au sein de la population. En revanche,
les loups de I'est de la Chine et de la Mongolie pourraient avoir conservé une ascendance a
I'échelle de la population qui est plus divergente que celle des loups d'Eurasie du Nord et

similaire a celle des loups Tibétains actuels.

Histoire complexe de métissage chez les loups d'Asie du Sud-Ouest

Nos estimations des proportions de métissage et les statistiques D suggerent que les loups
d'Asie du Sud-Ouest partagent une ascendance avec la lignée Indienne et une autre espece
de canidé, le loup d'Afrique (Figures supplémentaires 2, 6 et 7). Nous avons détecté neuf
loups présentant un partage d'alléles significatif avec le loup Africain ; ces loups étaient
principalement confinés dans les zones géographiquement les plus proches de l'aire de
répartition du loup Africain, dans la péninsule du Sinai en Egypte (Fig. 3b). Nous avons
¢galement détecté un loup de Syrie présentant un partage significatif d'alleles dérivés avec le
chacal doré, ainsi qu'avec le loup Africain et le loup Indien (Fig. 8 supplémentaire). Dans
l'ensemble, nos résultats de la statistique D suggerent que I'ascendance divergente présente
chez ces neuf individus est la plus proche de celle du loup Africain, comme 'ont montré des
études antéricures'.

11 est intéressant de notet que nous avons constaté que I'ascendance partagée avec la lignée
Indienne était presque identique chez tous les loups d'Asie du Sud-Ouest (Fig. 3a, fig. suppl.
6, 9, 15). Il ne semblait y avoir aucune diminution des proportions de métissage de
l'ascendance Indienne attribuée a K = 6 depuis la zone de contact au Pakistan jusqu'a la
chaine du Caucase et depuis la Turquie vers 'Europe (Fig. suppl. 2). On a également observé
un signal plus faible, mais significatif (score Z < —3), d’ascendance partagée avec la lignée
Indienne dans certaines parties de la steppe Eurasienne en Asie centrale, comme au
Kazakhstan (Figures supplémentaires 6, 9). Ce signal géographiquement étendu contraste
avec ce que nous avons observé pour I'ascendance des loups Tibétains et Africains, qui
diminue rapidement a mesure que la distance augmente par rapport a leurs aires de répartition
respectives (Fig. 3b, c).
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Fig. 3. Histoire complexe des mélanges génétiques chez les loups d'Asie du Sud-Ouest. Valeurs de la statistique D
représentées en fonction de la distance géographique par rapport aux aires de répartition du loup indien (A), du loup
Africain (B) et du loup Tibétain (C), telles que définies dans la figure Sl. Une statistique D négative indique un partage
accru d'alléles dérivés avec le loup indien A, le loup Africain B et le loup Tibétain € (A) en tant que X sur la base de la
topologie (((loup de Norvége, Y), X), renard des Andes). D Le modéle présentant la plus grande vraisemblance, déduit
& l'aide de fas-tsimcoal2, correspond & un événement d'introgression entre la lignée indienne et les loups d'Asie du Sud-
Ouest. Le temps est exprimé en années et a été obtenu en supposant une durée de génération de 4,4 ans. E Les
topologies représentant le scénario d'introgression (vert), la relation historique (violet) et d'autres processus tels que I'ILS
(gris) qui ont été utilisés pour déduire les poids topologiques lors de I'utilisation d'un groupe externe (renard andin, AF),
du loup Africain (AfrWolf) et des populations de loups gris d'Inde (Ind), d'Asie du Sud-Ouest (SWAsia), d'Asie centrale
(CAsia) et d'Europe (Eur). Poids topologiques moyens pour chacune des 105 topologies possibles trouvées dans les
régions & faible (<0,2 cM/Mb), moyen (0,2-2 cM/Mb) et élevé (>2 cM/Mb) taux de recombinaison pour I'ensemble
des 105 topologies possibles sur les autosomes F et le chromosome X de G

« L'ancétre Indien équilibré a travers 1'Asie du Sud-Ouest pourrait correspondre a un
événement historique de métissage entre les lignées Indiennes et holarctiques. Pour étudier
lorigine de I'ascendance Indienne, nous avons utilisé FASTSIMCOAL2” afin de tester trois
scénarios démographiques : (A) aucune introgression entre les loups Indiens et les loups
d’Asie du Sud-Ouest, (B) les loups d’Asie du Sud-Ouest ont connu un événement
d’introgression avec les loups Indiens, et (C) les loups d’Asie du Sud-Ouest se sont formés
en tant que lignée hybride entre les loups indiens et ceux d’Asie centrale (Figure
supplémentaire 16). Nous avons obtenu des scores de vraisemblance similaires pour les trois
modeles, ce qui suggere qu'aucun modéle n'était nettement privilégié par rapport aux autres
(Tableau supplémentaire 1). Cependant, les topologies incluant une bifurcation (modeles A
et B) présentaient les vraisemblances les plus élevées. Le modele incluant une introgression
des loups Indiens vers les loups d'Asie du Sud-Ouest (B) a été privilégié, avec une
vraisemblance relative de 62% (tableau supplémentaire 1). Les estimations suggerent une
proportion d'introgression relativement élevée (0,11) de I'Inde vers 1'Asie du Sud-Ouest, ce
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qui concorde avec nos résultats de la statistique D (Fig. 2d). Nous avons estimé que
l'introgression s'est produite il y a environ 6 000 ans, ce qui est relativement proche de la
date de divergence entre les populations d'Asie du Sud-Ouest et d'Asie centrale, il y a environ
10 300 ans. Par conséquent, si une introgression s'est effectivement produite, elle a
probablement eu lieu a une époque proche de la séparation entre les populations d'Asie du
Sud-Ouest et d'Asie centrale, ce qui explique la probabilité similaire entre les modeles de
divergence (A) et d'introgression (B). Il est important de noter que les deux modeles estiment
des dates similaires pour la séparation entre les populations d’Asie du Sud-Ouest et d’Asie
centrale, et que tous les modeles datent la divergence des loups indiens par rapport aux loups
eurasiens a environ 100 000 ans avant le présent, ce qui confére une robustesse aux
estimations temporelles. De plus, les modeles d’introgression et de divergence ont produit
des estimations similaires pour la taille des populations, suggérant une petite taille de
population effective (IN,) pour les populations de loups en Inde et en Asie du Sud-Ouest,
tandis que les populations d’Asie centrale et la population holarctique ancestrale en Asie
avaient une N, plus importante (Fig. 16). Nos résultats indiquent que 1'ascendance Indienne
chez les loups d'Asie du Sud-Ouest refléte un métissage plus ancien (> 6 kya) et/ou une
histoire démographique commune plutét qu'un flux génétique récent au cours des derniers
millénaires.

Enfin, nous avons déduit un ensemble d'arbres phylogénétiques afin d'étudier plus en détail
I'histoire évolutive des loups d'Asie du Sud-Ouest. Tant dans 'arbre autosomique que dans
l'arbre du chromosome X, nous observons que la lignée Indienne et les loups du Pakistan et
d'Asie du Sud-Ouest se regroupent en clades freres, tous nichés au sein du clade holarctique
(Figures supplémentaires 10 et 13). Cependant, lorsque I'on exclut les loups du Pakistan et
d'Asie du Sud-Ouest, les loups Indiens forment la branche ayant divergé le plus tot dans la
phylogénie du loup gris (Figure supplémentaire 16). Ce schéma est cohérent avec une
ascendance mineure des loups Indiens au sein des génomes des loups d'Asie du Sud-Ouest,
ce qui entraine une affinité phylogénétique et se traduit par une relation de clades sceurs
apparente entre les deux taxons lorsqu'ils sont placés de force dans un arbre bifurqué (Figure
supplémentaire 17).

Afin de mieux étudier la répartition du signal phylogénétique a travers le génome, nous avons
quantifié la fréquence de 105 topologies possibles en utilisant des fenétres de 100 SN
comprenant des loups d'Inde, d'Asie du Sud-Ouest, d'Europe et d'Asie centrale, le loup
d'Afrique et le renard des Andes comme groupe externe (Fig. 3¢). La topologie la plus
fréquente parmi les autosomes reflétait une introgression dans laquelle les loups d'Asie du
Sud-Ouest étaient apparentés aux loups Indiens, y compris dans les régions a faible
recombinaison (<0,2 cM/Mb) (Fig. 3g). La relation historique, dans laquelle la lignée
Indienne est celle qui a divergé le plus tot, figurait parmi les topologies les plus pondérées et,
lorsque 'on considere les trois topologies ensemble, constitue le signal phylogénétique le plus
répandu dans les autosomes. Pour le chromosome X, toutes les topologies représentant la
relation historique étaient les plus fréquentes, y compris dans les régions a faible
recombinaison (Fig. 3g). Contrairement aux loups d'Asie de I'Est, qui formaient
systématiquement un clade ayant divergé plus tot au sein des loups holarctiques, nos résultats
indiquent que les loups d'Asie du Sud-Ouest présentent deux schémas topologiques
principaux : apparentés a la lignée Indienne et regroupés au sein du clade holarctique. Cela
pourrait suggérer que les loups d'Asie du Sud-Ouest partagent une grande partie de leur
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histoire évolutive avec les loups d'Eurasie du Notd et tirent une partie de leur ascendance
d'un flux génétique avec une population de loups Indiens similaire a celles que l'on trouve
aujourd'hui.

Impacts historiques et actuels sur la diversité génétique

Notre ensemble de données sur le génome complet nous a permis d'évaluer les schémas de
diversité génomique des loups a travers 'Eurasie et ' Amérique du Nord. Nous avons estimé
I'hétérozygotie autosomique a 1'aide de probabilités de génotypes pour 97 loups d'Eurasie (#
= 94) et d'"Amérique du Nord (# = 3), et avons constaté que les loups d'Asie présentent
certains des niveaux de diversité génétique les plus bas et les plus élevés de notre ensemble
de données (Fig. 4a). Outre I'hétérozygotie bien connue des loups Mexicains et Ibériques,
nous avons constaté une hétérozygotie exceptionnellement faible chez les loups d'Inde et
du plateau Tibétain. Comme I'a montré notre analyse par coalescence markovienne
séquentielle par paires (PSMC), cette faible hétérozygotie est en partie due a des déclins de
population a long terme et/ou a un manque de connectivité génétique au cours des >100
000 derniéres années™”. Nous observons également que le loup du Shanxi, en Chine, avait
une taille de population plus faible tout au long du Pléistocéne par rapport aux autres loups
holarctiques (Fig. 4c). Cela pourrait suggérer que le loup du Shanxi et d'autres loups du sud
de la Chine étaient moins connectés aux populations de loups du nord ; toutefois, un plus
grand nombre de génomes a couverture plus élevée est nécessaire pour exclure les effets
d'une faible couverture et d'un échantillonnage limité. Par ailleurs, on obsetve une
augmentation de I'hétérozygotie coincidant avec les zones de contact secondaires entre la
lignée holarctique et les lignées indienne et tibétaine, respectivement. Par exemple, les loups
métissés des plaines du Pakistan présentaient une hétérozygotie génomique plus élevée que
les loups du centre de I'Inde, bien que ces deux populations soient menacées et en déclin de
maniére similaire. Nous avons constaté que 'hétérozygotie la plus élevée chez les loups d'Asie
est géographiquement concentrée en Iran et au Xinjiang en Chine (Fig. 4a). Ces résultats
concordent avec nos coefficients de consanguinité estimés a l'aide des probabilités
génotypiques® (Fig. supplémentaire, 18).

Afin de mieux démeéler les processus historiques et actuels qui faconnent la diversité
génétique chez les loups, nous avons déduit des segments d'homozygotie (ROH) pour les
génomes présentant une couverture supérieure a 15X a l'aide de BCFtools/ RoH*. La
longueur des ROH a permis d'obtenir des informations supplémentaires sur le moment ou
la consanguinité s'est produite. En combinant ces données avec notre connaissance de la
durée de génération et en supposant un taux de recombinaison constant a travers le génome,
nous avons estimé le moment de la consanguinité ; ainsi, par exemple, une longueur de ROH
de 5 Mb suggere que la consanguinité a eu lieu il y a environ 7 générations. Nous constatons
que les loups Indiens et Tibétains présentent la consanguinité la plus importante il y a environ
800 a 1 020 ans par rapport a tous les autres loups de notre ensemble de données (Figure
supplémentaire 19). Outre le nombre le plus élevé de ROH courts (0,1-1 Mb), les loups
Indiens et Tibétains présentent également des ROH plus grands (5-10 Mb), ce qui suggere
que leur faible hétérozygotie résulte a la fois d'un isolement a long terme au cours des >100
000 dernieres années et de déclins plus récents au cours des derniers siecles (Fig. 4b, Fig.
supplémentaire 19). Nous constatons que les déclins de population spectaculaires et bien
documentés des loups Mexicains et Ibériques se sont produits plus récemment, au cours du
siecle dernier, ce qui concorde avec des travaux antérieurs”* (Figure supplémentaire 19).
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Dans I'ensemble, nos résultats suggerent qu'une grande partie de la variation de la diversité
génétique en Asie peut s'expliquer par des processus historiques, notamment l'isolement a
long terme, les changements de connectivité coincidant avec les refuges glaciaires et les zones

de contact secondaires.
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markovienne séquentielle par paires (PSMC) de I'histoire démographique de 32 loups d'Eurasie et d'Amérique du Nord

Charge génétique des populations de loups a travers 1'Asie

Les loups Indiens et Tibétains présentant une faible diversité génétique, nous avons examiné
comment une autre composante de la diversité génétique — la diversité génétique
fonctionnelle — se compare a celle des autres loups d'Asie. Plus précisément, nous avons
quantifié les schémas de variation présumée délétere, qui devrait avoir un impact négatif sur
la valeur sélective. A l'aide de SnpEff pour estimer I'impact fonctionnel des mutations, nous
avons quantifié la charge génétique totale (nombre total d'alléles dérivés classés comme ayant
un impact élevé ou modéré), la charge réalisée (état homozygote des alleles dérivés ayant un
impact élevé ou modéré) et la charge masquée (état hétérozygote des alléles dérivés ayant
un impact élevé ou modéré) pour cing populations de loups sélectionnées, en supposant que
les alleles dérivés étaient déléteres™ ™. Les loups issus de populations historiquement plus
importantes — d'Asie centrale et du sud-ouest — présentaient une charge génétique masquée
et totale plus élevée que les loups issus de populations historiquement plus petites (loups

Indiens, Tibétains et Mexicains)*

(Fig. 5a, b, Fig. supplémentaires 20, 21). Cela concorde
avec les prédictions théoriques selon lesquelles des populations plus importantes, présentant

une plus grande diversité génétique, devraient également posséder davantage d'alleles
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déléteres a I'état hétérozygote’’. En tevanche, nous avons constaté que les loups Indiens,
Tibétains et Mexicains présentent une charge réalisée plus élevée et une charge génétique
totale plus faible (Fig. 5¢) que les populations d'Asie centrale et du sud-ouest de I'Asie. Une
charge réalisée plus élevée dans ces petites populations est prévisible, car la dérive génétique
et la consanguinité entrainent une proportion accrue de génotypes homozygotes, y compris

des génotypes déléteres.
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Fig. 5. Charge génétique chez certains loups d'Asie et d'Amérique du Nord. A Charge génétique totale, B charge
masquée et C charge réalisée pour 13 loups issus de cing populations. Les loups issus de populations historiquement plus
petites (Mexicains, Indiens et Tibétains) présentent une charge totale plus faible, une charge masquée plus faible et une
charge réalisée plus élevée. Le nombre total d'alléles dérivés de chaque loup au sein des cing populations, les loups
Mexicains, Indiens et Tibétains présentant généralement moins d'alléles dérivés. Le nombre d'alléles dérivés D comprend
tous les alléles dérivés, E les mutations avec perte de fonction (LOF) classées comme ayant un impact élevé, F les mutations
faux-sens classées comme ayant un impact modéré, et G les mutations synonymes classées comme ayant un faible impact
pour 100 000 alléles dérivés trouvés dans des régions non codantes, supposées neutres. Lorsque I'on tient compte des
différences dans le nombre total d'alléles dérivés, les loups Mexicains, indiens et tibétains présentent un nombre réduit
de mutations faux-sens et synonymes, mais pas de mutations de perte de fonction, par rapport aux loups d'Asie centrale
et d'Asie du Sud-Ouest

Nous avons ensuite mené des analyses supplémentaires afin de déterminer si la charge
génétique totale plus faible chez les loups Indiens et Tibétains pouvait étre attribuée a une
perte de variants dérivés due a la dérive génétique dans une population historiquement petite
et/ou a un processus de purge, par lequel la sélection purificatrice élimine les alléles
déléteres récessifs a I'état homozygote®™. Pour rechercher des preuves de dérive génétique
par opposition a la purge, nous avons cherché a savoir si les alléles déléteres sont perdus a
une fréquence plus élevée que les alleles neutres de fond (mutations dans les régions non
codantes) pour chaque loup individuel. En d'autres termes, le fait que les alleles dérivés
solent classés comme délétéres entraine-t-il une perte plus fréquente par rapport aux alleles
dérivés neutres chez un individu, comme on pourrait s'y attendre dans le cas d'une purge ?
Ou bien les alleles dérivés déléteres sont-ils perdus a la méme fréquence que les alléles dérivés
neutres, ce qui suggérerait que la perte d'alleles dérivés déléteres observée dans nos résultats
sur la charge génétique totale pourrait étre due a la dérive génétique ? Nous avons évalué la
prévalence des sites associés a quatre catégories d'impact : impact élevé (perte de fonction,
LOF), impact modéré (missense), impact faible (synonyme) et modificateur (non-codant ;
supposé ici étre sélectivement neutre). Afin de tenir compte des différences dans le nombre
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total d'alleles dérivés observées chez les loups, nous avons divisé le nombre total de
mutations dérivées LOF, missense et synonymes par le nombre total d'alleles dérivés neutres
supposés étre soumis a des processus neutres (mutations dans les régions non codantes) pour
chaque individu.

Nous avons trouvé des indices suggérant qu'une charge génétique totale plus faible chez les
loups Indiens, Mexicains et Tibétains pourrait étre due a la dérive génétique plutot qu'a une
purge par sélection purificatrice ; toutefois, nous invitons a la prudence dans l'interprétation
de nos résultats sur la charge génétique. Nous n'observons pas que les loups Indiens,
Tibétains et Mexicains possedent proportionnellement moins de mutations a fort impact que
les loups d'Asie centrale et du sud-ouest (Figure supplémentaire 5¢). Cette observation
suggere que la dérive génétique, plutdt que la purge, pourrait avoir éliminé des alleles
putativement tres déléteres a des fréquences comparables a celles des alleles dérivés neutres.
Une autre raison pouvant expliquer ces résultats serait que les mutations LOF ont été
incorrectement annotées dans la référence canine assemblée a partir de lectures courtes,
comme le suggérent Smeds et al. (2023)*. De plus, parmi les mutations LLOF qui pourraient
étre correctes, il y a si peu de sites LOF dans le génome (» = 145 en moyenne dans notre
ensemble de données) que, compte tenu de ce nombre tres faible, leur fréquence pourrait

étre plus fortement influencée par la dérive génétique que par la sélection purificatrice.

Pour les mutations a impact modéré et faible, nous avons trouvé des éléments suggérant que
la purge via la sélection purificatrice pourrait avoir éliminé de maniere différentielle les
mutations a impact modéré et faible. Plus précisément, nous avons constaté que les loups
Indiens, Tibétains et Mexicains présentent proportionnellement moins de mutations faux-
sens et synonymes pour 100 000 mutations neutres dérivées que les loups d'Asie centrale et
du sud-ouest (Figures supplémentaires 5f, g). Cependant, nous soulignons qu'il est difficile
de différencier les preuves de dérive génétique et de purge, et que des travaux
supplémentaires sont nécessaires pour vérifier les impacts fonctionnels de nos mutations
faux-sens et synonymes. Dans 1'ensemble, nous recommandons la prudence lors de
l'interprétation de nos résultats sur la charge génétique. Des travaux supplémentaires sont
nécessaires pour évaluer la précision des annotations issues d'un génome assemblé a partir
de lectures courtes, les impacts fonctionnels des mutations, et pour augmenter le nombre
d'individus inclus dans chaque population.

DISCUSSION

Nous présentons une analyse complete du génome entier portant sur la structure des
populations, les schémas de divergence et la diversité génomique des loups en Asie. Nous
constatons que les barriéres les plus importantes au flux génétique en Eurasie coincident avec
les zones de contact entre les aires de répartition des lignées Indienne, Tibétaine et
holarctique. Nous montrons que les populations de loups présentes dans les régions
méridionales de 1'Asie conservent des ancétres que l'on ne retrouve pas en Eurasie
septentrionale, y compris des composantes dont certains ancétres sont similaires au loup
Africain, ainsi qu'aux lignées Indiennes et Tibétaines. Contrairement au flux génétique
récurrent a travers I'Eurasie septentrionale au cours du Pléistoceéne supérieur, nos travaux
suggerent que cette forte connectivité n'a pas completement remplacé I'ascendance existante
des loups dans les régions méridionales de 1'Asie”. Enfin, nous constatons que les schémas
a grande échelle de la diversité génétique des loups en Asie s’expliquent en grande partie par
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des processus historiques, tels que Iisolement a long terme au sein de refuges glaciaires
et de zones de contact.

L’Eurasie est le berceau biogéographique de I’évolution du loup gris ; il n’est donc pas
surprenant que les régions méridionales de I’Asie présentent une plus grande diversité
évolutive "', Des travaux antérieurs ont également montré que les régions méridionales de
I'Asie abritent des ancétres plus divergents que les loups modernes et ceux du Pléistocene
supérieur d'Eurasie septentrionale™'®!*>, Par exemple, les loups actuels du sud-ouest de
I'Asie et de I'est de la Chine, ainsi que les loups éteints du Japon, possedent des ancétres plus
divergents qu'un génome de loup ancien datant de 100 000 ans provenant de Sibérie'’. Pour
les loups d'Asie orientale, nous avons détecté un partage significatif d'alleles dérivés avec la
lignée Tibétaine en tant que P3, mais pas avec la lignée Indienne, le loup Africain ou le chacal
doré en tant que P3 (Figures supplémentaires 5-8). Bien que cela suggere que l'origine de cet
ancétre chez les loups d'Asie orientale soit similaire a celle de la lignée Tibétaine moderne, le
degré de similitude de cet ancétre reste incertain. Nos arbres phylogénétiques apportent
quelques éclaircissements. Ni l'arbre phylogénétique du chromosome X, ni les topologies les
plus fréquentes obtenues a l'aide de Twist n'ont montré que les loups d'Asie orientale se
situaient au sein de la lignée Tibétaine ou en étaient apparentés (Fig. 2f, Fig. supplémentaire
14), comme on pourrait s'y attendre si un flux génétique entre les loups d'Asie orientale et
les loups Tibétains s'était produit récemment™. Au contraire, nos résultats ont montré que
les loups d'Asie orientale formaient une lignée indépendante qui a divergé avant le reste
des loups holarctiques, mais apres la lignée Tibétaine. Leur position de divergence précoce
est particulicrement évidente dans les phylogénies basées sur le chromosome X et a faible
recombinaison, un schéma qui pourrait refléter la structure historique des populations a la
fin du Pléistocene™. Nous émettons donc 1'hypothése que les loups de l'est de I'Asie
pourraient avoir une ascendance partielle étroitement liée, mais distincte, des loups Tibétains
actuels, et qu'ils n'ont pas été entierement remplacés par un flux génétique important avec
les loups holarctiques du nord a la fin du Pléistocene.

En accord avec cela, des travaux antérieurs ont montré que les génomes historiques des loups
du sud de la Chine et des loups Tibétains occupent les extrémités opposées de 1'axe PC2, ce
qui suggere que les loups du sud de la Chine pourraient posséder une ascendance distincte
de la lignée tibétaine™. De plus, un génome mitochondrial datant d'environ 100 000 ans,
provenant d'un loup d'Asie orientale, représentait une lignée maternelle jusqu'alors non
identifiée qui a divergé avant les autres loups holarctiques, mais aprés la lignée Tibétaine.
Des fossiles de loups ont été retrouvés dans la plupart des régions de Chine au cours des 100
000 dernieres années, y compris des restes vieux de 12 000 ans provenant de la province
méridionale du Jiangxi*. A cette époque, une grande partie du sud de la Chine était plus aride,
avec des foréts mixtes de feuillus occupant les zones ou se trouvent aujourd’hui les foréts
pluviales de mousson’. Il est donc plausible qu'une ascendance distincte de la lignée
Tibétaine moderne ait pu exister au sein d'un refuge glaciaire dans le sud de la Chine et n'ait
pas été complétement homogénéisée pat les vagues d'expansion des loups d'Eurasie du
Nord. Il serait nécessaire d'intégrer dans de futures analyses des génomes anciens provenant
de l'est de la Chine et le génome du loup Japonais datant de 35 000 ans, récemment séquencé,
afin de replacer cette ascendance distincte dans un contexte spatio-temporel au cours du
Pléistocene”.
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Un résultat inattendu de notre étude est que l'ascendance de la lignée Indienne est présente
chez les loups de toute I'Asie du Sud-Ouest. La date et la maniére dont la structure de
population actuelle s'est formée en Asie du Sud-Ouest restent floues, mais nos résultats
apportent quelques éclaircissements. Contrairement aux loups d’Asie orientale, qui forment
systématiquement une lignée ayant divergé précocement au sein des loups holarctiques, les
loups d’Asie du Sud-Ouest présentent des liens phylogénétiques variables a travers leur
génome, les regroupant principalement au sein de la lignée holarctique ou en tant que lignée
sceur du loup Indien. Cependant, le chromosome X était dominé par des topologies reflétant
la relation historique avec les loups Indiens en tant que lignée ayant divergé le plus tot, en
particulier dans les régions a faible recombinaison (<0,2 cM/Mb). Le fait que cette relation
historique soit la plus répandue sur le chromosome X concorde avec le fait que les loups
d'Asie du Sud-Ouest font remonter leur principal patrimoine génomique a la lignée
holarctique. Ensemble, ces résultats suggerent qu'un métissage ancien avec le loup Indien
a contribué de maniére significative a la composition génétique des loups d'Asie du Sud-
Ouest. Des restes anciens de loups ont été documentés en Asie du Sud-Ouest tout au long
du Pléistocéne supérieur, suggérant une continuité a long terme de la présence des loups ****
. Les génomes issus de ces restes de loups anciens en Asie du Sud-Ouest permettent de
vérifier directement si l'ascendance Indienne était déja présente il y a des milliers d'années, et
s'il y a eu des changements dans l'ascendance Indienne par rapport a I'ascendance holarctique

au cours du Pléistocene supérieur.

Dans I'ensemble, nos travaux combinent différentes approches méthodologiques pour
mieux cerner l'histoire évolutive d'une espece a large répartition. Pour de nombreuses especes
au cours du Pléistocene supérieur, leurs populations ont suivi des trajectoires évolutives
distinctes d'isolement et d'expansion en réponse aux changements climatiques. Le processus
par lequel les populations se mélangent ou non, et a quelle fréquence, est un facteur clé de la
spéciation et de I'évolution. Les résultats de notre étude concernant des populations de loups
distinctes sur le plan évolutif dans les régions méridionales pourraient représenter un schéma
courant chez les especes a large répartition, comme cela a ét¢ documenté de maniere similaire
chez les renards roux (I ulpes vulpes), les loutres Eurasiennes (Lutra lutra) et les ours bruns
(Ursus arctos)**%*. Bien que notre étude comble certaines lacunes dans nos connaissances sur
les loups, de nombreuses questions restent sans réponse. Par exemple, pourquoi certaines
populations de loups semblent avoir été mieux connectées aux populations nordiques (Asie
du Sud-Ouest, Asie de I'Est) au cours du Pléistocene supérieur, tandis que d'autres présentent
un faible flux génétique et des zones de contact marquées (Inde et Tibet) ? Grace aux
nombreux génomes anciens et modernes désormais disponibles, les loups sont en passe de
servir de modele précieux pour étudier comment le flux génétique intra-populationnel,
I'hybridation inter-especes et I'isolement au cours du Pléistocene supérieur ont contribué a la
diversité des especes actuelles.

Implications pour la conservation

Notre étude a plusieurs implications pour la conservation de diverses populations de loups
en Asie. Sur le plan taxonomique, notre étude corrobore les appels précédents en faveur
d’une révision taxonomique nécessaire pour les loups d’Asie”*. Alors que les loups de
I'Inde a la Turquie sont collectivement décrits comme Canis lupus pallipes, notre étude soutient
des travaux antérieurs indiquant que la lignée Indienne est confinée a I'Inde et a certaines
parties du Pakista''">®. En particulier, nos travaux utilisant des séquences du génome entier
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viennent étayer la répartition proposée des loups Indiens et Tibétains, basée sur des données

110007 Ces résultats appuient la description

génétiques mitochondriales ou nucléaires limitées
formelle du loup Indien comme un taxon distinct des loups d'Asie du Sud-Ouest. Une telle
reconnaissance souligne également que les loups Indiens sont bien plus menacés qu'on ne le

reconnait actuellement.

Récemment, on a estimé qu'environ 2 800 individus vivaient en Inde et probablement moins
de 300 au Pakistan®™"". Cette estimation de la population et son déclin continu ont classé le
loup Indien comme « vulnérable » sur la Liste rouge de I'UICN, indiquant qu'il est fortement
menacé d'extinction a I'état sauvage™. Pour les loups d'Asie du Sud-Ouest actuellement
considérés comme « Canis lupus pallipes », nous constatons que cette population distincte
pourrait étre géographiquement limitée par le détroit du Bosphore en Turquie et la chaine
du Caucase (Fig. 1a, b et 2a). Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour comprendre
la structure génétique des populations dans les zones arides du sud de 1'Asie centrale, telles
que le désert du Karakoum au Turkménistan et le désert du Kyzylkoum en Ouzbékistan.
Nous suggérons que la spécificité morphologique et génomique des loups d'Asie du Sud-
Ouest justifie le statut de sous-espéce, conformément aux recommandations récentes.

De plus, notre étude clarifie la répartition et fournit des informations sur le statut de
conservation de la lignée Tibétaine. Nous avons constaté que l'ascendance Tibétaine est
fortement restreinte au plateau Tibétain, les populations immédiatement adjacentes
(Pakistan, Tadjikistan et plaines de I'Inde) ne présentant qu'une faible ascendance Tibétaine.
Grace a des déductions supplémentaires basées sur les données du génome complet de cette
étude, nous proposons que I'étendue de distribution la plus occidentale de la lignée Tibétaine

13607 T.a clarification de leur répartition

se situe dans la région orientale du Ladakh, en Inde
a l'aide de la génétique a déja eu un impact significatif sur le statut de conservation du loup
Tibétain, qui a récemment été classé comme « Vulnérable » sur la Liste rouge de 'UICN".
Nos estimations de la diversité génétique des loups Indiens et Tibétains soulignent également
leur statut précaire, car ils présentent 'une des diversités génétiques les plus faibles parmi les
loups inclus dans notre étude. Bien que la petite taille de leur population a long terme ait pu
les protéger contre I'acquisition de variations déléteres, comme le suggerent nos analyses de
la charge génétique, ils restent confrontés a un potentiel adaptatif réduit qui pourrait entraver

leur capacité a s’adapter aux futurs changements environnementaux.

Notre étude souligne 'importance de décrire de maniere rigoureuse les loups dans certaines
régions de Chine. La présence de loups a été documentée aussi loin au sud que le Guangxi
en Chine, une province limitrophe du Vietnam™ (Figure supplémentaire 1). En 1936, on
signalait la présence de loups dans certaines parties du centre et du sud de la Chine, mais ils
étaient déja moins courants que dans le nord de la Chine™. Un rapport de 2003 concluait que
les loups avaient été largement éradiqués des régions du Guangxi ou ils étaient encore
présents dans les années 1990, mais qu'ils étaient peut-étre encore présents dans la réserve
naturelle nationale de Nanling™. En réponse a leur déclin dans le pays, le loup a récemment
été ajouté en 2021 a la liste des especes protégées de classe 11 de la Liste des especes sauvages
sous protection spéciale de I'Etat chinois. A la connaissance des auteurs, nous n'avons pas
connaissance d'estimations publiées concernant la taille et I'état de la population, ni de
description morphologique, des loups dans les régions du sud de la Chine. Compte tenu de

leur spécificité évolutive, nos travaux soulignent la nécessité de mener davantage de
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recherches sur leur répartition, leur génétique, leur motrphologie et I'état de leur population
afin de préserver les populations restantes.

Dans 1'ensemble, notre étude souligne que les régions du sud de I'Asie abritent la plupart
des populations distinctes sur le plan évolutif parmi les loups gris, et qu'elles sont également
les plus menacées. La lignée Indienne compte environ 2 800 individus en Inde et la lignée
Tibétaine environ 3 000 individus®". Il reste moins de 750 loups sur la péninsule Arabique,
une population unique sur le plan évolutif mais peu étudiée, dont un seul génome a été
séquencé. Il est possible que les loups du sud de la Chine aient déja disparu. Les loups de ces
régions du sud de I'’Asie sont affectés par de nombreuses menaces d’origine humaine, en
particulier les populations restantes du sud de la Chine et de I'Inde. Notre étude souligne la
nécessité de donner la priorité a la conservation de ces populations afin de préserver toute la
diversité des loups existants.

METHODES

Informations sur les échantillons et leur traitement

Cette étude porte sur 20 nouveaux génomes complets provenant de loups du Pakistan (# =
8), d'Israél (# = 1), du Liban (# = 1), d'Afghanistan (# = 1), de Turquie (» = 1), d'Ukraine (»
= 1), de Slovaquie (# = 1), du Kazakhstan (» = 3) et de Russie (# = 3). Les loups du Pakistan
¢étant inscrits a ' Annexe 1 de la CITES, les échantillons provenant de ce pays ont été exportés
vers les Etats-Unis pour étre séquencés sous le numéro de permis CITES P-50/2020. Des
permis régionaux et l'autorisation de séquencer les échantillons provenant des collections de
musées (Musée d'histoire naturelle Steinhardt, Musée d'histoire naturelle du Danemark,
Musée d'Ekaterinbourg) ont été obtenus pour le reste des échantillons de loups. Pour tous
les échantillons de loups provenant du Pakistan et d'Israél, nous avons extrait 'ADN de ces
¢chantillons a l'aide du kit DNAeasy Blood and Tissue (Qiagen) en suivant le protocole du
fabricant. Des bibliotheques indexées ont été construites a 'aide du kit NEBNext Ultra DNA
Library Prep pour Illumina, conformément aux instructions du fabricant, puis nettoyées et
sélectionnées par taille a l'aide de billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). Les
bibliotheques ont ensuite été séquencées sur une cellule de flux Illumina NovaSeg 6000 S4
en paire de fins de 150 pb (Illumina) au UC Davis Genome Center. Pour le reste des
nouveaux échantillons de loup, I'ADN a été extrait a 'aide du systeme de purification
KingFisher Duo Prime (Thermo-Fisher). Les bibliotheques ont été construites a I'aide des

67T avec des

protocoles du Beijing Genomics Institute (BGI), préalablement optimisés
adaptateurs de 10 uM. Ces échantillons ont été envoyés au BGI de Copenhague pour la
construction des bibliotheques et séquencés sur Vs de piste chacun sur DNBSEQ en paire
de 150 pb. Le loup Indien du Maharashtra provenait d'une étude précédente et a été
reséquencé avec une profondeur de séquencage plus importante selon les protocoles de
Hennelly et al. 2021". Enfin, nous avons séquencé un loup d'Afghanistan provenant d'un
spécimen conservé au Musée d'histoire naturelle du Danemark (référence du musée : 4499).
Ce spécimen a été prélevé en 1949, et nous avons prélevé un échantillon de son cartilage.
Conformément a Gilbert et al. 20077, le tissu cartilagineux cutané a été digéré dans un
tampon 2 base de DDI et de protéinase K. Le digestat a été purifié selon Dabney et al. 2013
a l'aide d'un tampon de liaison modifié*. I.'échantillon a été intégré dans une bibliothéque 2

76-77 Ll

l'aide d'un protocole modifié a tube unique ¢chantillon a ensuite été séquencé sur un

BGI DNBSEQ. Nous avons constitué un ensemble de données comprenant 95 génomes de
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canidés supplémentaires déja publiés, ce qui porte a 115 le nombre total de génomes de
canidés inclus dans I'étude (Données supplémentaires 1).

Alignement, identification des variants et filtrage...

Analyse en composantes principales et proportions de mélange individuel...
Evaluation des barriéres au flux génétique chez les loups a travers 1'Eurasie...
Relations phylogénomiques...

Evaluation du mélange génétique a I'échelle du génome...

Modélisation démographique avec fastsimcoal2...

Histoire démographique a long terme avec PSMC...

Diversité génétique et segments d'"homozygotie...

Coefficient de consanguinité...

Charge génétique

Nous avons sélectionné 14 individus présentant une couverture de séquengage >20X
provenant d'Inde (» = 2), du plateau Tibétain (#» = 2), du sud-ouest de I'Asie (# = 4), d'Asie
centrale (7 = 4) et du loup du Mexique (7 = 1). Nous avons sélectionné ces loups pour évaluer
la charge génétique des loups Indiens et Tibétains, en comparant la charge génétique des
loups Indiens et Tibétains a celle de deux populations adjacentes génétiquement diverses,
ainsi qu’a celle d’un individu de loup Mexicain dont la tres faible diversité génétique avait
déja été documentée. Nous avons utilisé SpEff pour annoter un fichier VCF, en incluant
uniquement les sites bialléliques sans indels et sans données manquantes, avec une
profondeur minimale de 10, une profondeur maximale de 60, un nombre minimal d'alleles
de 2 et une qualité minimale de séquence (--minQ) de 30.

Pour polariser notre ensemble de données, nous avons suivi la méthode de Smeds et al.
(2022)* afin de mapper deux groupes externes au génome de référence du chien uniquement
sur les sites présentant une profondeur minimale de 4, tant au niveau des groupes externes
que des sites non variants inclus. Nous avons utilisé le dhole (Cuon alpinus) et le renard des
Andes (Lycalopex culpaens) comme groupes externes. Nous avons ensuite procédé a une
pseudo-haploidisation des génomes des groupes externes et n'avons conservé que les sites
pour lesquels l'allele était identique dans les deux groupes externes (Smeds et al. 2022). Nous
avons utilisé cette méthode pour ajouter les informations sur l'allele ancestral a notre fichier
VCF annoté, et avons supposé que l'alléle dérivé était l'allele délétere™.

Nous avons compté le nombre d'alleles dérivés et déterminé s'ils se trouvaient a I'état
homozygote ou hétérozygote pour les variants prédits par SpEff comme ayant un impact
élevé, modéré ou faible sur la fonction protéique. Un impact élevé est prédit comme causant
une perte de fonction ou une troncature de la protéine (gain de codon stop, mutation par
décalage du cadre de lecture) ; un impact modéré est prédit comme modifiant I'efficacité de
la protéine (variant missense), et un impact faible est supposé inoffensif, comme un variant
synonyme. Nous avons également calculé les mesures suivantes : la charge totale (nombre
total d'alleles dérivés classés comme ayant un impact élevé ou modéré), la charge réalisée
(état homozygote des alleles dérivés ayant un impact élevé ou modéré) etla charge masquée
(état hétérozygote des alléles dérivés ayant un impact élevé ou modéré).
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Afin d'étudier les preuves d'une perte différentielle de variants dérivés pour différents types
de mutations, nous avons évalué les proportions relatives des catégories de mutations
fournies par SpEff. Ces catégories de mutations sont les suivantes : les mutations avec perte
de fonction (LOF) qui impliquent un impact prédit élevé sur la structure protéique, les
mutations faux-sens (impact modéré), les mutations synonymes (impact faible) et les
mutations « modificatrices » présentes dans les régions non codantes (sans impact). Nous
avons calculé le nombre d’alleles dérivés et le nombre d’alleles dérivés identifiés comme
hétérozygotes et homozygotes dans chacune des quatre catégories de mutations pour chaque
individu de la population de loups. Afin de tenir compte des différences dans le nombre total
dalleles dérivés entre les individus, nous avons calculé le nombre moyen d’alleles dérivés
pour 100 000 alleles neutres dérivés pour la charge mutationnelle totale, les mutations LOF,
les mutations faux-sens et les mutations synonymes. Nous avons considéré la catégorie des
modificateurs comme des alleles dérivés neutres. Plus précisément, nous avons calculé la
charge mutationnelle comme suit : (nombre total d'alleles dérivés dans les catégories LOF et
missense / nombre total d'alleles dérivés dans la catégorie des modificateurs) multiplié par

100 000.
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