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Résumé

Depuis que le loup gris a été éradiqué d’'une grande partie de I’Europe, cette espece a
recolonisé une grande partie de son ancienne aire de répartition, en particulier au cours des
30 dernicres années. Les loups bénéficient d’une protection juridique Européenne en vertu
de la directive « Habitats » et de la Convention de Berne, et la communication des données
sur I'évolution de leurs populations dans chaque pays d’Europe est obligatoire. Afin de
surveiller les populations de loups en France sur le long terme, un cadre méthodologique
standardisé et de haute qualité a été développé pour analyser les données issues
d’échantillons prélevés de maniere non invasive et évaluer la diversité des populations. Nous
avons défini chaque étape et mis en place une procédure de controle en laboratoire pour
analyser 8 733 échantillons prélevés dans Iaire de répartition Francgaise de I’espece entre 2006
et 2022, et avons fourni des indicateurs clés de qualité et de diversité. Parmi ces échantillons,
82,8% ont été amplifiés et séquencés avec succes pour la région de controle mitochondriale.
Par la suite, les échantillons de loup ont été génotypés au niveau de 22 loci microsatellites
autosomiques et d’'un locus sexuel répartis sur deux multiplexes indépendants a l'aide de
I'approche multitube. Le taux de réussite moyen de la réaction en chaine par polymérase par
locus était de 64,2% sur 'ensemble des réplicats. Les taux d'erreur de génotypage résiduels
étaient faibles par rapport a ceux d'autres études utilisant des échantillons prélevés de manicre
non invasive, avec des taux moyens de perte d'alléles résiduels de 5,8% par locus et des taux
moyens d'alleles faux résiduels de 1,0% par locus. L'ensemble de données de haute qualité a
permis d'identifier 1 735 individus au total au cours des 15 dernicres années, dont 99,9%
présentaient un seul mitotype Italo-Alpin. La diversité génétique était relativement faible,
avec une hétérozygotie observée moyenne de 0,482 et une hétérozygotie attendue moyenne
de 0,519. Cela confirme la colonisation naturelle des Alpes Francaises par quelques individus
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issus des populations Italiennes restantes, qui a débuté il y a environ 30 ans. En établissant
des normes de haute qualité et des processus de controle qualité, ce protocole améliore le
rapport cout-efficacité du suivi des populations de loups en France et présente un grand
intérét pour les gestionnaires chargés de la gestion et de la conservation des populations de
loups a long terme.

Mots-clés : Canis lupus, France, loup gris, suivi a long terme, microsatellite, région de controle
mitochondpriale, échantillons non invasifs

1. INTRODUCTION

Le loup gris, Canis lupus, était autrefois largement répandu en Europe. Apres avoir frolé
l'extinction dans la partie occidentale du continent, les mesures de conservation mises en
ceuvre dans la seconde moitié du XX siecle, associées a une augmentation des populations
d'ongulés dont cette espece se nourtit, ont favorisé la recolonisation progressive de plusieurs
populations de loups en Europe occidentale (Chapron et al. 2014). L'espéce étant légalement
protégée par la directive « Habitats » et la Convention de Berne, chaque pays Européen doit
rendre compte de I'évolution des populations de loups gris sur son tetritoire, ce qui nécessite
un suivi intensif et a long terme.

Dans les Alpes Frangaises, les premiers individus ont été observés au début des années 1990,
apres avoir migré depuis la population Italo-Alpine (Valiere et al. 2003 ; Fabbri et al. 2007).
Depuis lors, la population fait 'objet d’un suivi étroit par les autorités Francaises afin
d’évaluer I’évolution de sa taille et de sa répartition spatiale au fil du temps, ainsi que la
survenue de prédations sur le bétail (Cubaynes et al. 2010 ; Louvrier et al. 2018 ; Grente et
al. 2022). Des dérogations pour l'abattage légal sont accordées par les autorités dans des
conditions spécifiques, conformément aux recommandations d'action nationales,
principalement pour protéger le bétail contre la prédation (MTES MAPAAR 2019 ;

https:/ /www.auvergne-rhone-alpes.developpement-

durable.gouv.fr/IMG/pdf/nap wolf and stock-rearing activities 2018-2023.pdf).

A cette fin, un échantillonnage a grande échelle est mené chaque année depuis plus de 30 ans
afin de collecter des échantillons non invasifs (Duchamp et al. 2012). Les échantillons non
invasifs, tels que les poils, les excréments, l'urine et la salive, sont de plus en plus reconnus
comme des sources d’information importantes pour le suivi de la conservation de la faune
sauvage. L'extraction d'ADN a partir de ces échantillons a permis de mieux comprendre la
dynamique des populations et I'écologie d'especes insaisissables, telles que les loups gris, tout
en minimisant les perturbations de leur comportement et de leur habitat (Mills et al. 2000 ;
Wiaits et Paetkau 2005 ; Schwartz et al. 2007). En particulier, I'échantillonnage non invasif a
été largement utilisé pour mieux comprendre l'histoire phylogéographique des populations
de loups gris (Valicre et al. 2003), estimer la taille des populations (Creel et al. 2003 ; Petit et
Valiere 2006 ; Cubaynes et al. 2010 ; Caniglia et al. 2012), d'étudier I'hybridation avec les
chiens (Sundqvist et al. 2008 ; Godinho et al. 2015) et de surveiller les populations
réintroduites (Stenglein, Waits, et al. 2010). Par conséquent, les échantillons non invasifs
collectés en France au cours des 30 dernieres années peuvent étre utilisés pour répondre a
ces questions concernant la population de loups gris Francais. Ils ont notamment servi a
estimer la taille annuelle de la population a I'aide de méthodes de recapture (Cubaynes et al.
2010 ; Louvrier et al. 2018). Cependant, l'utilisation de ces échantillons nécessite des
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protocoles standardisés pour réaliser des analyses spécifiques et maintenir un flux de travail
cohérent dans le temps, tout en contrélant les erreurs de génotypage.

L'ADN obtenu a partir d'échantillons non invasifs est souvent dégradé ou présent en tres
faibles quantités, ce qui augmente le risque d'erreurs de contamination, d'amplification et de
génotypage de I'ADN (Tabetlet et al. 1999 ; Broquet et Petit 2004 ; Waits et Paetkau 2005),
qui nuisent a 'estimation de la dynamique des populations.

Les erreurs de génotypage sont bien connues et peuvent étre classées en deux types : I'échec
de I'amplification de l'un des deux alléles d'un individu (perte d'allele ; AD) et les erreurs de
polymérase, les artefacts d'amplification ou la contamination conduisant a un allele
supplémentaire (faux allele ; FA), ce dernier cas étant moins fréquent que le premier
(Gagneux et al. 1997). Pour surmonter ces difficultés, plusieurs méthodes et protocoles ont
été proposés, qui mettent en évidence des étapes cruciales dans le traitement des données
issues d’échantillons non invasifs (Frantz et al. 2003 ; Bonin et al. 2004 ; Beja-Pereira et al.
2009 ; Lampa et al. 2013). Ces étapes comprennent (i) la sélection des marqueurs moléculaires
a utiliser, (ii) la limitation des erreurs de génotypage, et (iii) I'évaluation des taux d'erreur
résiduels et de la qualité des données.

Les loci microsatellites sont encore largement utilisés pour la surveillance des especes a
partir d’échantillons non invasifs, en raison de leur fort polymorphisme (Selkoe et Toonen
2000), et le passage des loci microsatellites aux polymorphismes d’un seul nucléotide pose
un défi pour les programmes de surveillance a long terme (Osborne et al. 2023). Cependant,
l'utilisation des loci microsatellites nécessite le comptage des alleles, que ce soit manuellement
ou par comptage automatisé et semi-automatisé des profils de fluorescence, un processus
particulierement sujet aux erreurs (Paetkau 2003 ; Pompanon et al. 2005). Par conséquent,
plusieurs études ont recommandé que les alléles soient évalués de maniere indépendante par
plusieurs analystes formés (Beja-Pereira et al. 2009, Lampa et al. 2013).

Les erreurs de génotypage peuvent étre réduites en effectuant des réactions en chaine par
polymérase (PCR) indépendantes avec plusieurs réplicats par échantillon, une méthode
connue sous le nom d'approche multitube (Taberlet et al. 1996). De plus, diverses analyses
statistiques peuvent ¢tre effectuées sur l'ensemble de données collecté pour évaluer les
erreurs de génotypage et la qualité des données. Tout d'abord, les taux d'AD et de FA
peuvent étre estimés en comparant les génotypes répliqués au génotype consensuel (Vali¢re
2002 ; Broquet et Petit 2004). De méme, les taux résiduels d'AD et de FA peuvent étre
estimés en comparant les génotypes provenant de différents échantillons d'un méme
individu. Des méthodes utilisant des pedigrees reconstitués (Wang 2018) et des estimations
de l'excés d'homozygotie au niveau d'un ou plusieurs marqueurs moléculaires (Van
Oosterhout et al. 2004 ; Dabrowski et al. 2015) ont également été développées. La qualité
des échantillons peut également étre évaluée en calculant des indices de qualité standardisés
basés sur des estimations du succes d'amplification et des erreurs de génotypage (Miquel et
al. 2000). Ces analyses facilitent la quantification des taux d'erreur résiduels dans l'ensemble
de données, l'identification des marqueurs ou des échantillons sujets a erreur, et I'évaluation
de la performance de la méthodologie appliquée.
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Bien que toutes ces procédures de controle aient déja été documentées dans des études
utilisant des échantillons non invasifs, en particulier dans des études portant sur les
populations de loups gris (Creel et al. 2003 ; Scandura et al. 2006 ; Stenglein, Waits, et al.
2010 ; Caniglia et al. 2012 ; Nakamura et al. 2017 ; Stikarova et al. 2019), elles ont rarement
été décrites dans le cadre d’un flux de travail unique et continu. De plus, les procédures de
controle décrites dans la littérature devaient étre adaptées a un échantillonnage non invasif a
grande échelle en France (>11 000 échantillons non invasifs collectés entre 1992 et 2024)
afin de fournir des estimations annuelles de la taille de la population sur de courtes périodes

dans un cadre de surveillance rentable.

Cette étude visait a décrire les étapes essentielles et les procédures de controle nécessaires a
la mise en place d’un cadre méthodologique standardisé et de haute qualité pour le suivi a
long terme des loups et d’autres espéces insaisissables, a I'aide d’échantillons non invasifs.
Nous avons appliqué ce cadre a la population de loups Francaise en tant qu'espece
exemplaire. Nous avons décrit un panel de 22 loci microsatellites, ainsi qu'un marqueur de
sexe, et des estimations d'indicateurs de qualité clés pour I'évaluation du cadre. Enfin, nous
avons utilisé ce panel pour estimer les indicateurs de base de la diversité génétique au sein de
la population de loups Francaise.

2. Zone d'étude

La zone d'étude couvre l'ensemble du territoire Francais, mais s'étend principalement des
Pyrénées, au sud-est, jusqu'aux Vosges, dans le nord du pays (102 483 km?). Depuis la
derni¢re phase de rétablissement du loup gris (Duchamp et al. 2012), les loups gris occupent
divers types d'habitats et de paysages, allant des régions montagneuses des Alpes aux plaines.
Les ongulés chassés par le loup gris sont principalement le chevreuil (Capreolus capreolus), le
cerf élaphe (Cervus elaphus) et le sanglier (Sus serofa) en plaine, ainsi que le chamois (Rupicapra
rupicapra), le mouflon (Ovis nusimon) et le cerf dans les régions montagneuses. La densité de
population dans la zone d'étude varie entre 30 et 200 habitants au km? selon le département.
Environ 1 500 000 moutons sont élevés chaque année dans la région pour la production de
viande et de lait IDELE 2018). En été, une grande partie de ces troupeaux pratique la
transhumance et se déplace vers les paturages d'altitude dans les Alpes. Des attaques de loups
gris sur le bétail sont signalées chaque année, avec certains points chauds récurrents (Gervasi
et al. 2021 ; Grente et al. 2022), en particulier dans la région Alpine, entrainant des pertes
¢économiques importantes (Linnell et Cretois 2018).

3. METHODES

3.1. Echantillonnage

Depuis 1994, un suivi des loups gris est mené tout au long de I'année dans l'aire de répartition
présumée de l'espece en France, au moyen d'enquétes de présence par repérage de traces.
Une étude a deux échelles spatiales, avec des stratégies d'échantillonnage différentes, est
menée chaque année de maniere séquentielle (Duchamp et al. 2012). L'Office Francais de la
Biodiversité (OFB) supervise I'échantillonnage et est soutenu par des bénévoles formés,
notamment des représentants de 'OFB, des gardes-chasse, des gestionnaires de parcs
naturels, des chasseurs formés, des naturalistes, des éleveurs ovins et des professionnels de
la montagne. Ce réseau de personnes a pour objectif de mener (i) un relevé de traces a grande
échelle pour détecter la présence de nouveaux loups gris, et (ii) un relevé de traces intensif
au sein d’un territoire connu de loups gris afin de surveiller la taille et la composition des
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groupes (Duchamp et al. 2012). Toutes les données sont ensuite utilisées pour produire des
mises a jour annuelles de la dynamique démographique et pour estimer la taille de la
population (Cubaynes et al. 2010 ; Marescot et al. 2011). Tous les observateurs sont formés
au prélevement d’échantillons non invasifs tels que des excréments, de I'urine ou des poils.
Les responsables au sein de la zone centrale (la zone connue pour abriter des loups gris) sont
invités a sélectionner les échantillons les plus récents et a écarter les échantillons
d’excréments qui semblent dater de plus de deux semaines. Les observateurs situés en dehors
de la zone centrale sont tenus de collecter tous les échantillons suspects sans filtrage afin de

maximiser la détection des événements de dispersion.

Les observateurs collectent les excréments et les poils principalement le long des sentiers ou
des routes rurales, le long de transects ou de manicre opportuniste. Les échantillons d’urine
sont collectés le long des traces laissées par les loups gris dans les zones enneigées. De plus,
des échantillons de tissus ou de sang sont prélevés sur des individus abattus lors d’opérations
de controle menées par les autorités gouvernementales Francgaises (échantillons frais) et sur
les carcasses de loups gris morts a la suite d’accidents de la route, d’abattages illégaux ou
d’autres causes.

Les échantillons de mati¢res fécales et de tissus sont conservés dans des sachets hermétiques
ZIPloc a -20°C deés leur retour du terrain, avant d’étre stockés dans des conditions de
laboratoire dans des piluliers contenant de I’éthanol a 96% de 20 ml. Des gants individuels
et des outils stérilisés sont utilisés pour chaque échantillon afin d’éviter toute contamination.
Les échantillons d’urine et de sang sont conditionnés selon la méthode décrite par Valiere et
Taberlet (2000), et les échantillons de poils sont conservés dans une enveloppe a lair sec.
Tous les échantillons sont enregistrés dans une base de données nationale unique avec un
numéro de référence unique afin d’assurer leur tracabilité.

Dans cette étude, 8 733 échantillons ont été analysés au cours de 45 sessions de laboratoire
indépendantes, dont 7 316 échantillons de matieres fécales (84%), 609 échantillons de tissus
provenant de loups morts, 543 échantillons d’urine, 177 échantillons de poils et 88
¢chantillons de sang prélevés entre 2006 et 2022 (Figure 1). Les échantillons de tissus et de
sang ont été inclus afin de comparer leur qualité a celle des échantillons non invasifs et de
fournir une représentation complete de la population de loups gris en France. Chaque année,
tous les échantillons provenant de la zone de colonisation sont sélectionnés en priorité pour
détecter de nouveaux événements de dispersion ou de nouvelles meutes potentiels. Par la
suite, des échantillons provenant de la zone centrale sont sélectionnés pour assurer le suivi
annuel de chaque meute ou territoire de reproduction identifié.

3.2. Flux de travail

Un flux de travail unidirectionnel a été suivi pour chaque échantillon (Figure 2), avec des
espaces dédiés a ' ADN rare et dégradé a chaque étape. Tout d'abord, les échantillons sont
traités des leur réception afin de vérifier la cohérence des informations avec le dossier
correspondant. Ils sont ensuite préparés pour l'extraction d'ADN, qui a lieu dans une salle
spéciale pour les échantillons non invasifs équipée d'un systeme de purification par lumiere
ultraviolette. Les échantillons d'ADN extraits sont conservés dans des congélateurs a -20°C.
Les réactifs sensibles (enzymes et amorces d'ADN, etc.) utilisés pour l'amplification de
I'ADN sont préparés dans une salle blanche a pression d'air positive, accessible via des sas
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d'entrée et de sortie. L'ADN et les réactifs sont ensuite assemblés (travail manuel et
automatisé ; étape pré-PCR) avant I'amplification et l'analyse de ' ADN amplifié (étape post-
PCR). L'étape post-PCR est réalisée dans une grande salle blanche a pression d'air négative
(accessible via deux sas d'entrée et de sortie), ce qui permet un recyclage continu de l'air
(alimentation en air indépendante) ; elle est équipée de thermocycleurs et d'analyseurs d'ADN
ABI-3730xl (Applied Biosystems, Foster City, CA, Etats—Unis).
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FIGURE 1. Evolution de la couverture de I'échantillonnage réalisé pour suivre la population de loups gris en France de
2006 & 2022 (n = 8 733 échantillons)

3.3. Extraction de 'ADN

Des outils stériles a usage unique ont été utilisés pour manipuler les échantillons, et le poste
de travail a été nettoyé a l'eau de Javel apres le traitement de chaque échantillon afin d'éviter
toute contamination croisée. Chaque échantillon de tissu a été transféré dans un microtube
stérile et étiqueté en vue de l'extraction de I'ADN. Pour les selles, l'urine et le sang, le
surnageant a d'abord été transféré dans un microtube numéroté, centrifugé pour éliminer
I'éthanol, puis I'extraction de 'ADN a été réalisée a partir du culot. L'ADN des échantillons
tissulaires et non invasifs a été extrait séparément. Deux controles d'extraction négatifs
(blancs) et un controle d'extraction positif (échantillon, selles ou tissu, selon le type
d'échantillon extrait, préalablement analysé et validé pour la qualité de ' ADN et le succes du
génotypage a I'aide de marqueurs microsatellites) ont été ajoutés a chaque plaque a 96 puits.
Les échantillons ont été lysés avec les controles d'extraction positifs et négatifs pendant une
nuit a 56°C, conformément aux instructions du fabricant (kit Nucleospin 96 Tissue ;
Macherey-Nagel, Diren, Allemagne). L'ADN a été isolé et purifi¢ a l'aide de colonnes de
purification et d'une filtration sous vide (kit Nucleospin 96 Tissue).

Les échantillons d'ADN ont été conservés dans des plaques a 96 tubes étiquetées a -20°C

dans un congélateur.
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FIGURE 2. Organigramme des étapes clés et des procédures de contrdle appliquées au traitement des échantillons non
invasifs de loup gris. AD, taux de perte d'alléles ; ADres, taux résiduel de perte d'alléles ; FAres, taux résiduel de faux
alléles ; HWE, équilibre de Hardy-Weinberg ; MIDNA CR, région de contrdle mitochondriale ; NIS, échantillons non
invasifs ; Plsibs, probabilité d'identité entre fréres et sceurs ; QI, indice de qualité

3.4. Séquengage mitochondrial et identification de la lignée

Afin d’identifier ’espéce et ’haplotype mitochondrial des échantillons de loup gris, un
segment de 605 pb de la région de controle mitochondriale (mtDNA CR) a été amplifié par
PCR a I'aide des amorces CR-Thr-1.-15926-F et CR-DL-H-16340-R (Vila et al. 1999).

Les amplifications par PCR ont été réalisées dans des microplaques a 96 puits avec un volume
final de 10 pl contenant 5 ul de Mastermix Taq polymérase (kit Type-It PCR ; Qiagen, Hilden,
Allemagne), 0,20 uM d'une paire d'amorces CR non fluorescentes et 3 pl d'extrait d'ADN.
Le cycle thermique était le suivant : 95°C pendant 5 min, suivi de 40 cycles a 95°C pendant
30 s, 52°C pendant 90 s et 72°C pendant 45 s, puis une extension a 60°C pendant 10 min.
Trois blancs de controle PCR et trois échantillons d'ADN de controle positif ont été ajoutés

a chaque microplaque a 96 puits.
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Les produits de la PCR ont été séquencés bidirectionnellement par la méthode Sanger a l'aide
d'un kit de séquencage cyclique BigDye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, Etats-Unis) avec les mémes amorces. Aprés purification, les séquences ont été analysées
a l'aide d'un séquenceur capillaire ABI PRISM 3130 XL (Applied Biosystems, Foster City,
CA, Etats—Unis), et les électrophérogrammes ont été interprétés a l'aide de SeqMan Pro
(DNASTAR, Madison, W1, Etats—Unis).

Pour chaque échantillon, la séquence consensuelle obtenue a été comparée a la fois aux bases
de données publiques et aux haplotypes de la lignée des loups (Pilot et al. 2010) a 'aide de
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les scores d'identité et les valeurs E ont
ensuite été analysés afin de déterminer a quelle espece appartenait chaque échantillon et quels
haplotypes présentaient les échantillons de loups gris. Seuls les échantillons présentant des
haplotypes spécifiques aux loups gris ont été conservés. Les échantillons dont les haplotypes
ont été identifiés par Pilot et al. (2010) et dont on sait qu’ils sont partagés par le chien
domestique, Canis familiaris, et le loup gris, C. lupus, ont été identifiés comme appartenant a
Pespece Canis. Comme nous ne pouvions pas confirmer avec certitude que ces échantillons
provenaient de loups et qu’ils pouvaient provenir de chiens errants, nous avons choisi de ne
pas les inclure dans les analyses ultérieures.

3.5. Génotypage par microsatellites

L'ADN a été génotypé a l'aide de 22 microsatellites autosomiques et d'un marqueur
d'identification du sexe (amélogénine, hétérozygote chez les males et homozygote chez les
femelles ; Ji et al. 2007) répartis en deux multiplexes (Annexe 1). L'ensemble des 22
microsatellites comprenait 11 loci sélectionnés car ils permettent de détecter des événements
d'hybridation entre le chien domestique et le loup gris (Godinho et al. 2015), tandis que les
loci restants sont couramment utilisés dans les études génétiques sur les populations de loups
gris en Europe (Lucchini et al. 2002, 2004 ; Pilot et al. 2006 ; Fabbri et al. 2007 ; Sastre et al.
2011 ; Jansson et al. 2012 ; Hindrikson et al. 2013).

Les mélanges réactionnels pour la PCR ont été préparés selon le protocole unidirectionnel
décrit ci-dessus. Apres la préparation des réactifs sensibles (enzymes et amorces d'ADN),
I'ADN et les réactifs ont été mélangés a l'aide d'embouts filtrés dans une salle de pré-PCR.
Trois blancs de controle PCR et trois échantillons d'ADN de contréle positif ont été ajoutés
a chaque microplaque a 96 puits. Les amplifications par PCR ont été réalisées dans la salle
post-PCR désignée, dans un volume final de 10 ml contenant 5 ml de mélange maitre Taq
Polymerase (kit Type-It Microsatellite PCR ; Qiagen, Hilden, Allemagne), 0,63 ou 0,66 ml de
I'un des deux pools de 12 paires d’amorces (pour chacun des deux multiplexes) a une
concentration de 0,05 a 0,8 M selon le multiplex, et 3 ul ’ADN. Une amorce de chaque paire
était couplée a un colorant fluorescent (Annexe 1).

Le cycle thermique était le suivant : 95°C pendant 5 min, suivi de 40 cycles a 95°C pendant
30 s, 58°C pendant 90 s et 72°C pendant 45 s, puis une extension a 60°C pendant 30 min.
Pour les échantillons de tissus frais, le nombre de cycles a été réduit a 35. Les produits de la
PCR ont été séparés a l'aide d'un séquenceur capillaire ABI PRISM 3130 XL (Applied
Biosystems) dans des conditions dénaturantes (formamide) avec un marqueur de taille
interne, en une seule migration pour chaque multiplex. Les électrophérogrammes de chaque
échantillon ont été analysés a 'aide de GENEMAPPER V.4.1 (Applied Biosystems).
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Quatre réplicats ont été systématiquement réalisés pour chaque échantillon non invasif et
deux pour les échantillons de tissus provenant de loups récemment abattus. En effet, des
simulations ont montré que l'augmentation du nombre de réplicats au-dela de quatre pour
les échantillons non invasifs n'améliorait la précision du génotypage que pour les échantillons
de qualité moyenne.

Les échantillons de mauvaise qualité restaient de mauvaise qualité quel que soit le nombre de
réplicats, tandis que quatre réplicats étaient suffisants pour les échantillons de bonne qualité
(données non présentées). Au moins deux analystes différents ont vérifié indépendamment
les électrophérogrammes de chaque réplicat. En cas de divergence entre les analystes sur un
locus, les résultats étaient contestés. Si, apres discussion, aucun consensus ne pouvait étre
atteint, une donnée manquante était enregistrée pour le locus en question. Ces analystes ont
été formés pour attribuer avec précision des alléles aux loci sélectionnés en se basant sur des
échantillons de tissus précédemment analysés et validés pour la qualité de ' ADN et la réussite
du génotypage, ainsi que sur des échantillons présentant un ADN dégradé. Ils étaient
capables de distinguer les alleles réels des artefacts éliminés lors de I'évaluation. Si deux alléles
réels étaient observés au niveau d'un locus dans l'une des réplications ou dans I'ensemble des
réplications d'un échantillon, celui-ci était considéré comme contaminé et n'était pas utilisé
pour les analyses ultérieures. Un accord total entre les analystes sur I'ensemble des loci était
requis pour valider I'évaluation du génotypage.

Un génotype consensuel pour chaque échantillon a été créé sur la base des génotypes
observés dans chaque réplicat. Nous avons considéré chaque allele amplifié qui a été conservé
pat les analystes comme un alléle véritable et l'avons retenu dans le génotype consensuel
('amplification par fausse positive a été corrigée lors de l'évaluation), c'est-a-dire une
amplification pour chaque allele requis pour les loci hétérozygotes et homozygotes.

3.6. Analyses de qualité

Des analyses statistiques ont été réalisées sur les trois ensembles de données (Figure 2) afin

d'estimer les indicateurs de qualité et les statistiques de diversité de la population.

o LEnsemble de données des réplicats d'échantillons : une ligne par réplicat et par échantillon.

o Ensemble de données des génotypes consensuels d'échantillons : une ligne par génotype consensuel
issu de 2 a 4 réplicats.

o Ensemble de données des génotypes consensuels individuels : une ligne par individu.

3.6.1. Réussite de la PCR, gualité des échantillons et identification des individus

Tout d'abord, I'ensemble de données des réplicats d'échantillons a été utilisé pour évaluer
le taux de réussite de la PCR et la qualité des échantillons. La réussite de la PCR par locus a
été calculée en divisant le nombre d'amplifications réussies par le nombre total
d'amplifications tentées.

Ensuite, la qualité des échantillons a été évaluée en calculant un indice de qualité (IQ) pour
chaque locus et en comparant le génotype observé dans chaque réplicat avec le génotype
consensuel (Miquel et al. 2006). Une note de 1 a été attribuée a la réplique si son génotype
pour le locus considéré correspondait au génotype consensuel ; 0,5 si un AD était présent ;
et 0 si le génotype était manquant (c'est-a-dire absence d'amplification, contamination ou

Pirog Agathe et al. 2025 9 Traduction Deepl & RP — 14/05/2026



désaccord entre les analystes). La moyenne de ces scores a été calculée pour le locus sur
l'ensemble des réplicats. Ensuite, la moyenne de ces scores a été calculée sur l'ensemble des
loci pour chaque échantillon, ce qui a donné un IQ compris entre 0 (mauvaise qualité) et 1
(excellente qualité).

Ensuite, l'ensemble de données contenant uniquement les génotypes consensuels pour
chaque échantillon (ensemble de données consensuel des échantillons) a été utilisé pour examiner la
distribution des scores 1QQ moyens par échantillon. Les échantillons de haute qualité, c'est-a-
dire ceux présentant des valeurs de QI > 0,5 (seuil choisi apres des analyses préliminaires ;
données non présentées), ont été utilisés pour identifier les différents individus. Les
¢échantillons présentant des génotypes consensuels identiques (les données manquantes au
niveau d'un locus ont été considérées comme une similitude) et partageant au moins 12 loci
sans données manquantes ont été attribués a un seul individu. De plus, les échantillons
provenant d'un méme individu peuvent présenter des discordances d'alleles dues a I'AD ou
a la FA. La probabilité d'observer une discordance suit une distribution binomiale B(#, s, p),
ou 7 est le nombre de loci, s le nombre de discordances et p le taux moyen de perte d'alléles
pour les échantillons de haute qualité. La probabilité d'observer au moins une erreur sur 12
loci était de 0,587, 99% des erreurs se situant dans la fourchette de une a trois discordances.
Sur la base de ces analyses, les échantillons présentant trois discordances alléliques ou moins
ont été attribués au méme individu. Des informations supplémentaires telles que la qualité
de I'échantillon, la date et le lieu de prélevement ont été utilisées pour confirmer si les deux
échantillons devaient étre attribués au méme individu. Nous avons retenu un génotype
consensuel pour chaque individu afin de définir les génotypes multilocus individuels.

Enfin, l'ensemble de données consensuelles individuelles a été utilisé pour estimer la
petformance de I'ensemble de loci microsatellites dans l'identification d'individus distincts.
Nous avons calculé la probabilité que deux individus présentent le méme génotype
multilocus par hasard, c'est-a-dire la probabilité d'identité entre fréres et sceurs (Plg,,) (Waits

et al. 2001)), pour chaque combinaison de loci, qui variait entre 2 et 22 loci.

3.6.2. Estimation des erreurs de génotypage

L'ensemble de données « Sample replicate » a été utilisé pour estimer le taux initial de perte
d'alleles pour chaque échantillon et chaque locus, comme décrit dans I'équation 1 de Broquet
et Petit (2004), c'est-a-dire en divisant le nombre d'AD observés par le nombre de PCR
réussies, en ne considérant que les réplicats provenant d'échantillons présentant des
génotypes consensuels hétérozygotes. Nous n'avons estimé que les taux d'AD a ce stade, car
les analystes ont corrigé la FA lors de la lecture des électrophérogrammes. Cette opération a
été effectuée avec les réplicats de tous les échantillons (AD) et aprés avoir sélectionné
uniquement les réplicats d'échantillons de haute qualité (ADyy,). L'ensemble de données
« Sample consensus » et les génotypes consensuels des individus recapturés ont ensuite été
utilisés pour estimer les taux résiduels d'AD (AD,) et de FA (FA,,). Les génotypes
provenant de différents échantillons attribués au méme individu ont été comparés au
génotype consensuel retenu pour cet individu. Pour I'AD,,, I'équation 1 de Broquet et Petit
(2004) a été utilisée, comme pout ['ensenble de données des réplicats d'échantillons, tandis que la
FA a été estimée en divisant le nombre de FA observés par le nombre d'amplifications
réussies pour chaque locus (Equation 3 de Broquet et Petit 2004). Ces indicateurs ont permis
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de quantifier les pertes d'alleles et les faux alleles restants dans I'ensemble de données apres
correction de ceux détectés dans les réplicats de chaque échantillon.

Enfin, 'AD restante dans lensemble de données de consensus individuel a été évaluée a l'aide de
Micro-Checker (Van Oosterhout et al. 2004) et de MI_NullFreq (Kalinowski et Taper 2000).

3.7. Diversité génétique des populations

A partir de l'ensemble de données « Individual consensus », I'hétérozygotie observée et
attendue (Hop et H,), l'indice de fixation (Fis) et le nombre d'alleles par locus ont été évalués a
l'aide du package R hierfstat (Goudet et Jombart 2015). Les écarts significatifs par rapport a
I'équilibre de Hardy-Weinberg (HWE) ont été calculés en permutant les alléles au sein de la
population a I'aide de 1 000 permutations (Goudet et Jombart 2015).

Les analyses statistiques (a l'exception de celles réalisées avec Micro-Checker et
MIL_NullFreq) ont été effectuées a l'aide de R (R Core Team 2023) et de RStudio (Posit
Team 2024).

4. RESULTATS

4.1. Séquengage mitochondrial et identification des lignées

Des séquences completes de '"ADNmt CR ont été obtenues pour 7 234 échantillons (82,8% ;
Figure 3) sur les 8 733 échantillons analysés (1 499 échantillons sans espece attribuée). Parmi
ces 7 234 échantillons, 5 840 ont été attribués sans ambiguité a C. Jupus (66,8% des
échantillons collectés ; Figure 3). Sur les 117 échantillons attribués a Canis sp. (1,4% des
échantillons collectés), sept présentaient des mitotypes communs au chien domestique et au
loup gris (un mitotype w2, quatre w7 et deux wl4, tels que définis par Pilot et al. [2010]),
tandis que la séquence CR mitochondriale de 110 autres échantillons n'était pas de qualité
suffisante pour permettre l'identification de I'espece.

Not assigned (17.2%)

Other (0.5%),

Meles meles (0.2%),
Cervus elaphus (0.2%),
Homo sapiens (0.4%)
Capreolus capreolus (0.4%)
Sus scrofa sp. (0.5%)
Canis sp. (1.4%)

Canis familiaris (4.9%)

Canis lupus (66.8%) samples

)
Vulpes vulpes (7.5%)

Mitochondrial CR prescreening Microsatellite genotyping

FIGURE 3. Proportion d’échantillons prélevés dans le cadre du suivi de la population de loups gris en France qui ont pu
&tre analysés avec succés & 'aide de la région de contrdle mitochondriale et du panel de 22 loci microsatellites. CR :
région de contrdle. La taille des cercles est proportionnelle au nombre d’échantillons prélevés (cercle de gauche, n = 8
733 échantillons) et au nombre d’échantillons présentant un haplotype de loup gris (cercle de droite, n = 5 840). Le
cercle de gauche indique le pourcentage d'échantillons pour lesquels une espéce a pu éire identifiée lors du séquengage
de la région de contrdle mitochondriale, et le cercle de droite indique le pourcentage d'échantillons de loup gris
présentant un indice de qualité (Ql) > 0,5 et n'ayant pas été contaminés lors du génotypage & I'aide du panel de 22
loci microsatellites

Parmi les 5 840 échantillons de loups gris, 1a lignée Italo-Alpine a été identifiée dans 5 832
échantillons (99,9%), présentant le mitotype w22 identifié par Pilot et al. (2010). Six autres
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échantillons ont été attribués a la lignée d'Europe de I'Est, présentant le mitotype wl, tel
qu'identifié par Pilot et al. (2010). Les deux échantillons restants présentaient le méme
mitotype, qui correspondait a une séquence référencée dans GenBank (numéro d'acces
KFG661072) et avait été obtenue a partir d'un échantillon prélevé en Alaska. Ces échantillons
correspondaient a un individu qui s'était échappé de captivité apres une tempéte et avait été
détecté a I'état sauvage au cours des deux années suivantes, mais jamais depuis.

4.2. Analyses de qualité

4.2.1. Réussite de la PCR, gualité des échantillons et identification des individus

Ll'ensemble de données des réplicats d'échantillons comprenait des réplicats de 5 840 échantillons
génotypés. A partir de cet ensemble de données, le taux moyen de réussite de la PCR par
locus était de 64,1% (Figure 4 ; Annexe 2), et la valeur moyenne de I'indice de qualité (QI)
par locus était de 0,64 (Figure 4 ; Annexe 2).

Iluan al par locus

100~ PCR success pcr locus (%)

i ik

L01 LO2 LO3 LO4 LOS LDE LO7 LO8 LO9 Li0 Li1 L12 L13 Li4 L35 Li6 L17 Lis Lio L20 L34 L322 L01 Lb2 L03 LO4 LGS LOG LO7 LOB Lb9 Lio L¥1 Li2 L13 Li4 Li5 Li6 L7 Li8 Li9 L30 L1 L2

[l Ansamples  [] High-quality samples

FIGURE 4. Valeurs de l'indice de qualité et taux de réussite de la PCR par locus pour les échantillons de loup gris
prélevés en France. Pour chaque indicateur, les barres violet foncé indiquent les valeurs estimées & partir de I'ensemble
des échantillons génotypés (n = 5840), tandis que les barres violet clair indiquent les valeurs estimées & partir des seuls
échantillons présentant des valeurs de I'indice de qualité (Ql) supérieures & 0,5 et exempts de contamination (n = 3797).
La moyenne de l'indicateur sur I'ensemble des loci est représentée par la ligne pointillée

A partir de /'ensemble de données de consensus des échantillons, aucune amplification n'a été observée
dans 473 échantillons (8,1% des échantillons génotypés), principalement constitués de
crottes (Figure 5). De plus, 122 échantillons présentaient une contamination possible (2,1%
des échantillons génotypés). Les valeurs moyennes de l'indice de qualité (QI) par échantillon
variaient entre 0 et 1, 50% des échantillons présentant des valeurs de QI supérieures a 0,76
et 25% supérieures a 0,96 (Figure 5). Les échantillons de tissus et de sang ont généralement
présenté une meilleure qualité que les autres types d’échantillons, avec des valeurs moyennes
de QI de 0,96 et 0,88, respectivement (Figure 5), bien que certains échantillons de tissus aient
été dégradés, comme l'indiquaient des valeurs moyennes de QI < 0,75 (27 échantillons ; 4,8%
des échantillons de tissus). Ces échantillons correspondaient principalement a ceux prélevés
sur des loups retrouvés morts et déja dégradés (seuls quatre échantillons de tissus frais parmi

eux).

Nous avons conservé les échantillons présentant des valeurs moyennes d’QI > a 0,5 et ne
présentant aucun signe de contamination pour effectuer les analyses ultérieures, car nous
avons estimé que ce seuil de QI constituait un bon compromis entre 'amélioration de la
qualité des échantillons conservés et la nécessité de ne pas écarter un trop grand nombre
d’échantillons (les analyses précédentes montrant en moyenne moins de quatre loci
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manquants par génotype). Ces échantillons (#z = 3 797 ; 65,0% des échantillons génotypés)
présentaient un taux de réussite moyen de la PCR par locus de 87,3% et une valeur moyenne
de QI par locus de 0,87 (Annexe 2). Ils ont été utilisés pour déterminer le nombre d'individus
distincts.

Sur ces 3 797 échantillons, le seuil de trois mésappatiements a permis d'identifier 1 735
individus distincts échantillonnés sur 15 ans, dont 1 054 n'ont été échantillonnés qu'une seule
fois et 681 ont été échantillonnés entre 2 et 35 fois, avec une moyenne de 4,03 échantillons

par individu.

1.00 Sample type
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Blood
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FIGURE 5. Répartition des indices de qualité parmi les échantillons de loup gris prélevés en France (n = 5 840). Les
diagrammes en boite indiquent les valeurs moyennes de l'indice de qualité (IQ) par type d'échantillon, et les couleurs
correspondent au type d'échantillon (tissu, sang, poils, excréments ou urine).

A partir de Zensemble de données de consensus individuel (1 735 individus distincts), le pouvoir
discriminant des 22 loci microsatellites pour 'identification d'individus distincts était élevé,
avec un Pl de 1,87 X 107 (Figure 6). Apres avoir testé toutes les combinaisons possibles
de loci, un génotypage réussi d’au moins neuf loci était nécessaire pour garantir que la valeur
moyenne du Plg;, soit inférieure au seuil de 1072 Cependant, pour rester systématiquement
en dessous de ce seuil, quels que soient les loci inclus, un génotypage réussi d’au moins 12
loci a permis d’obtenir un Plg;,, maximal de 7,22 X 1072 pour la combinaison la moins variable
(Figure 6 et Annexe 3). De plus, les 3 797 échantillons utilisés pour l'identification des
individus ont donné lieu a environ 7,2 millions de comparaisons, dont 6 756 (0,09%)
concernaient des génotypes présentant 12 loci partagés sans données manquantes. Avec un
Pl moyen de 6,35 X 1072 pour les 12 loci génotypés avec succes, le seuil de 12 loci sans
données manquantes utilisé pour attribuer les échantillons a un seul individu a donc été
adapté. De plus, en exigeant au moins 16 loci partagés sans données manquantes entre les
échantillons attribués au méme individu (c'est-a-dire un Plg,, moyen de 6,52 X 1075 pour les
freres et sceurs), le nombre estimé d'individus est resté pratiquement inchangé, avec une
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diminution inférieure a 0,9%. Cela indique un faible niveau d'incertitude dans l'identification

des échantillons provenant du méme individu.

s)

logio(P1D s,

£+ T T T T T T o T o o T 0 o T T T ™ T o
4 5 6 7 a ) 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Number of loci

FIGURE 6. Valeurs de la probabilité d'identité entre fréres et sceurs (Plsibs) calculées & partir des 1 735 individus distincts
identifiés. La ligne pointillée délimite le seuil de 1,00 X 102

4.2.2. Estimation des errenrs de génotypage

A partir de lensemble de données des réplicats d'éohantillons, le taux d'AD initial moyen par locus
était de 11,0%, variant entre 5,73% et 18,92% (Figure 7 ; Annexe 2). En filtrant uniquement
les réplicats provenant d'échantillons présentant un QI moyen > 0,5 et sans contamination,
le taux d'ADy,g, moyen a chuté a 7,1%, avec une fourchette par locus comprise entre 1,67%
et 16,82% (Figure 7).

En utilisant /ensemble de données de consensus des échantillons et en filtrant les génotypes de
consensus des échantillons provenant d'individus capturés a plusieurs reprises, I'AD . est
tombé a une moyenne de 5,8% (fourchette par locus comprise entre 0,5 % et 18,7 %), soit
pres du double de I'AD moyen initial par locus (Figure 7 ; Annexe 2). Le FAres était faible,
variant entre 0,2% et 1,7%, avec une moyenne de 1,0% (Figure 7 ; Annexe 2). Le taux de
FA, était faible, oscillant entre 0,2% et 1,7%, avec une moyenne de 1,0% (Figure 7 ; Annexe
2).

Les valeurs QI par locus étaient négativement corrélées avec la proportion de données
manquantes par locus (test de corrélation de Kendall, = —0,73, p = 2,1 X 107, les valeurs
AD, (test de corrélation de Kendall, /= —0,42, p = 0,006), mais pas avec les valeurs FA
(test de corrélation de Kendall, /= —0,30, p = 0,05). Par conséquent, le QI est un bon
indicateur de la réussite de la PCR et vient compléter les indicateurs d'etreur de génotypage.

En utilisant /ensemble de données de consensus individuel et en supprimant le génotype de I'individu
présentant un mitotype CR nord-Américain, Micro-Checker a détecté des alléles nuls aux
loci 3, 10 et 11. En testant les exces d'homozygotes et les écarts par rapport a 1'équilibre de
Hardy-Weinberg (HWE), ML._NullFreq a détecté des alleles nuls sur huit loci (locus 03, locus
5, locus 9, locus 10, locus 11, locus 13, locus 15 et locus 22 ; p < 0,001, 10 000
randomisations), avec des fréquences > 5% (c'est-a-dire supérieures a la moyenne AD,)
dans quatre de ces loci (Locus 3, Locus 9, Locus 10 et Locus 11 ; Annexe 2).
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FIGURE 7. Fréquences des erreurs de génotypage par locus dans les échantillons de loups. Pour chaque indicateur, les
barres violet foncé indiquent les valeurs estimées & partir de I'ensemble des échantillons génotypés (n = 5840), tandis
que les barres violet clair indiquent les valeurs estimées & partir des seuls échantillons présentant un indice de qualité
(QIl) > 0,5 et exempts de contamination (n = 3797) ; les barres bleu clair correspondent aux valeurs estimées & partir
des échantillons provenant d'individus recapturés (n = 2743). La moyenne de l'indicateur sur I'ensemble des loci est
représentée par la ligne pointillée

4.3. Diversité génétique des populations
Parmi les 1 735 individus distincts échantillonnés, le rapport des sexes de 0,55 était

significativement biaisé en faveur des males (test g, score 3 = 16,46, p = 4,9 X 107°).

La richesse allélique par locus variait entre 4 et 16 alléles/locus, avec un total de 188 alleles
(Tableau 1). L'hétérozygotie observée (Ho) par locus variait entre 0,054 et 0,789, avec une
moyenne de 0,482, tandis que 'hétérozygotie attendue (H.) par locus variait entre 0,056 et
0,796, avec une moyenne de 0,519 (Tableau 1). Nous avons observé des valeurs de Fis
significativement élevées (> 0,1) pour cinq loci (Tableau 1), indiquant un écart significatif par
rapport a I'équilibre de Hardy-Weinberg (HWE). La valeur de Fis sur I'ensemble des loci était
de 0,072 et différait 1égerement de O (intervalle de confiance a 95 % [IC], 0,065-0,080 ; test 7,
P =0,034). Une fois les cinq loci présentant des valeurs Fis élevées (probablement dues a des
alleles nuls) retirés, le Fis global est tombé a 0,005 et n'était pas significativement différent de
0 (IC a 95%, —0,004 a 0,013). Un résultat similaire a été obtenu lors de 'estimation des
valeurs Fis annuelles, qui n'étaient pas significativement différentes de 0 une fois les cing loci
présentant des alleles nuls putatifs retirés. Aucune variation d'une année a l'autre n'a été
observée pour I'hétérozygotie ou la richesse allélique (Annexe 4).

5. DISCUSSION

Cette étude a décrit un protocole standardisé et fiable permettant d'analyser des échantillons
prélevés de maniere non invasive afin de surveiller les populations de loups en France et de
fournir certains indices génétiques de base sur la diversité de ces populations.

5.1. Cadre méthodologique visant a garantir des données génétiques de haute qualité
11 est urgent de disposer de protocoles standardisés pour réaliser des analyses spécifiques et
maintenir un flux de travail continu et cohérent dans le temps, tout en controlant les pertes
de données et/ou les alleles erronés afin d'éviter un génotypage incorrect. Le protocole décrit
dans cette étude s'est appuyé sur l'identification des étapes clés essentielles a I'analyse
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d'échantillons non invasifs (Creel et al. 2003 ; Scandura et al. 2006 ; Stenglein, Waits, et al.
2010 ; Caniglia et al. 2012 ; Nakamura et al. 2017 ; Stikarova et al. 2019). Ces étapes
comprenaient (i) I’échantillonnage, qui devait couvrir de maniére exhaustive laire de
répartition de l'espéce étudiée et s’accompagner de procédures de haute qualité pour le
prélevement et le stockage des échantillons, (ii) la sélection des loci utilisés, (iii) la réussite
de la PCR, (iv) la lecture précise des électrophérogrammes, et (v) I'évaluation des taux
d’erreur de génotypage résiduels et de la fiabilité des génotypes. Une fois ces étapes
identifiées, nous avons appliqué des procédures de controle a chacune d'entre elles dans le
cadre d'un flux de travail unique et continu afin d'analyser un nombre significatif
d'échantillons. A notre connaissance, il s'agit de la premiere étude utilisant des échantillons
non invasifs de loups gris collectés a une échelle temporelle et spatiale aussi vaste et
appliquant cet ensemble de procédures de contrdle.

TABLEAU 1. Statistiques sur la diversité génétique de la population de loups en France, basées sur 22 marqueurs
microsatellites (n = 1 735 individus)

Locus Name Na H H F

o e 1S
LO01 AHTI103 7 0.137  0.138 0.019
L02 AHTI111 8 0.572  0.578 0.008
L03 AHTKk211 8 0.128  0.505  0.758**
Lo4 FH2096 6 0.557  0.554 —-0.013
LO5 CPHO02 8 0.553  0.583 0.041*
L06 FH2088 7 0.596  0.602 0.017
Lo7 C09.173 5 0.606  0.626 0.032
L08 CPHO5 6 0.646  0.633 -0.02
L09 FH2004 15 0.63 0.724 0.105*
L10 CFX30371 - 0.068 0.13 0.508**
L11 CXX279 8 0.455 0.646  0.306**
L12 C09.250 7 0.734 0714  —-0.031*
L13 FH2161 15 0.673  0.754 0.08*
L14 FH2140 13 0.613  0.619 0.004
L15 INU030 6 0.148  0.151 0.016
L16 FH2137 16 0.779  0.795 0.011
L17 FH2054 9 0.789 0.77 —0.024*
L18 C27.442 6 0.299  0.306 0.025
L19 Dbarl 11 0.051 0.053 0.024
L20 REN162C04 9 0.413 0.4 -0.032
L21 PEZ17 8 0.642  0.653 0.006
L22 FH2010 6 0.446 0.48 0.057*
Total 188  0.479  0.519 0.072*

Note: Asterisks indicate loci with significant departure from Hardy-Weinberg
equilibrium (*p < 0.05; **p < 0.01).

Abbreviations: Fye Inbreeding coefficient; H, Expected heterozygosity; H,
Observed heterozygosity; Na, Number of alleles.

5.1.1. Echantillonnage

Tout d’abord, la stratégie d’échantillonnage mise en ceuvre en France se distingue par un
suivi tres intensif des populations de loups gris a grande échelle sur ’ensemble du territoire
national (voir toutefois le suivi de la population de loups gris d’Europe centrale ; [Jarausch
et al. 2021]). Alors que seuls quelques individus avaient été observés en 1994, la population
de loups en France est actuellement estimée a environ 1 100 individus (Duchamp et al. 2023),
avec une aire de répartition s'étendant des Alpes Francaises a d'autres chaines de montagnes
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en France, comme le Massif central (Louvrier et al. 2018). L'intensité de la stratégie
d'échantillonnage s'est accrue avec la croissance de la population, avec environ 1 300 a 1 750
¢chantillons par an soumis a une analyse génétique depuis 2017. Par conséquent, le grand
nombre d'échantillons a analyser nécessite un protocole spécifique et standardisé afin de
limiter les colts en temps et en argent tout en obtenant un ensemble de données de haute
qualité (Payne et al. 2018).

La présélection des échantillons par séquencgage du CR de 'ADNmt a pour double objectif
d'identifier les especes non ciblées au stade le plus précoce et de détecter les échantillons
présentant des quantités insuffisantes ou un ADN dégradé, ce qui pourrait entraver la réussite
de I'amplification des loci autosomiques. Dans cette étude, nous avons réussi a séquencer
I'"ADNmt de 82,8% des échantillons collectés, un taux de réussite conforme a ceux observés
dans des études précédentes et confirmant la haute qualité de la collecte, du stockage et du
traitement des échantillons avant l'extraction de 'ADN (Annexe 5). Des espéces autres que
le loup gris (C. /upus) ont été détectées dans les échantillons collectés, en particulier le renard
(Vulpes vulpes, 7,5% des échantillons) et le chien domestique (C. familiaris, 4,9% des
échantillons), principalement en dehors de I'aire de répartition connue. En effet, le protocole
d’échantillonnage en France conseille aux observateurs de collecter tous les échantillons de
type loup en dehors de I'aire de répartition connue afin d’assurer la meilleure couverture
possible des individus dispersés sans filtrer trop d’échantillons ni passer a coté de certaines
détections, compensant ainsi 'expérience limitée des observateurs.

5.1.2. Sélection des loci

Le nombre de loci microsatellites utilisés dans cette étude était supérieur a celui utilisé dans
d’autres études sur les loups (Annexe 5). Cela a permis d’améliorer la discrimination entre les
différents individus, comme le montre la faible probabilité d’identité entre fréres et sceurs.
Bien que ce nombre élevé de loci puisse également augmenter la proportion de marqueurs
présentant des erreurs de génotypage (Mills et al. 2000 ; McKelvey et Schwartz 2004 ; Waits
et Paetkau 2005), les taux d'erreur de génotypage estimés ici se situaient dans une fourchette
inférieure a ceux d'études similaires sur les loups, bien que relativement peu de loci
microsatellites aient été utilisés (Annexe 5). De plus, relativement peu d'échantillons ont été
écartés, comme le montre la possibilité de conserver des échantillons présentant jusqu'a 50%

de loci manquants tout en obtenant une valeur Plg,, < 1072

Alors que les microsatellites ont été I'un des types de marqueurs moléculaires les plus
couramment utilisés pour les programmes de surveillance génétique au cours des trois
derniéres décennies, les nouvelles méthodes de séquencage et de génotypage a haut débit
sont devenues de plus en plus abordables, permettant la transition vers des loci de
polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) (Campbell et al. 2015 ; von Thaden et al.
2017 ; Eriksson et al. 2020). Contrairement aux microsatellites, ces loci ne nécessitent pas
d’étalonnage entre différents laboratoires, ne reposent pas sur la lecture d’électrophorémes
et sont moins affectés par des décisions de notation subjectives (von Thaden et al. 2017), ce
qui les rend tres utiles pour la surveillance génétique. Néanmoins, la transition des
microsatellites vers les loci SNP n'est pas toujours simple, en particulier dans les programmes
de surveillance a long terme utilisant des échantillons non invasifs, et souléve des questions
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quant a la continuité et la cohérence entre les séries chronologiques (Osborne et al. 2023)
ainsi qu'a la quantité et la qualité suffisantes de 'ADN disponible (Ogden 2011).

5.1.3. Succés de la PCR

Le taux de réussite moyen de la PCR était de 64,2%, ce qui se situait dans la fourchette des
taux observés dans d'autres études utilisant des échantillons non invasifs de loups gris, et
illustrait la haute qualité des procédures de laboratoire (Annexe 5). Cela valide également le
processus de notation, méme si nous n'avons pas pu déterminer combien d'échantillons ont
été écartés en raison de désaccords entre les analystes lors de la notation des électrophorémes.
Des taux de réussite relativement élevés ont été observés principalement dans les études
portant sur des échantillons de qualité relativement élevée, tels que ceux filtrant des
excréments de moins de 5 jours, ou dans les études comportant un nombre relativement
important de réplicats par échantillon (Annexe 5).

Le nombre de réplicats varie d'une étude a l'autre. La recommandation initiale pour
l'approche multitube était d'effectuer huit réplicats par échantillon (Tabetlet et al. 1996), ce
qui reposait également sur un faible nombre de loci ; cependant, un nombre relativement
élevé de réplicats était nécessaire pour garantir la qualité du génotypage. L'augmentation du
nombre de réplicats est chronophage et couteuse. Plusieurs études ont souligné la nécessité
de mettre en balance le risque entre un nombre élevé de marqueurs avec peu de réplicats et
un nombre faible avec un nombre élevé de réplicats (Frantz et al. 2003 ; Paetkau 2003 ;
Schwartz et al. 2007). Dans les études utilisant des échantillons non invasifs de loups gris, le
nombre de réplicats se situe généralement entre 2 et 4 par échantillon (Annexe 5), bien que
dans certaines études, les réactions PCR aient été répétées jusqua 12 fois pour les
échantillons de mauvaise qualité (Jarausch et al. 2021). Compte tenu du grand nombre
d'échantillons analysés dans cette étude, ajuster le nombre de réplicats apres PCR a la qualité
de chaque échantillon (éventuellement estimée par une étape de présélection sur 3 a 4 loci)
serait extrémement chronophage. Des tests supplémentaires ont également montré que les
échantillons présentant un génotypage de mauvaise qualité dans quatre réplicats restaient
généralement de mauvaise qualité avec des réplicats supplémentaires. Nous avons donc
décidé d'effectuer quatre réplicats pour les échantillons non invasifs et deux pour les
échantillons de tissus frais a titre de référence, et d'écarter tous les échantillons de mauvaise
qualité (QI < 0,5) pour I'analyse ultérieure. Cette stratégie permet d'optimiser les cotts sans
investir trop d'efforts dans un échantillon de mauvaise qualité ; au contraire, une analyse
supplémentaire sur un nouvel échantillon provenant de la méme zone peut fournir un
génotype de qualité relativement bonne.

II convient de noter que le prélevement direct d’échantillons de tissus peut entrainer une
mauvaise qualit¢é de TADN ¢’ils proviennent d’animaux morts depuis plusieurs jours ou
semaines (89% des échantillons de tissus présentant des valeurs de QI < 0,5).

5.1.4. Evaluation de la qualité des échantillons et des errenrs de génotypage

Nous avons déterminé la fiabilité des génotypes et sélectionné des échantillons de haute
qualité en calculant le QI, comme proposé par Miquel et al. (2006). Nous avons fait la
distinction entre les pertes d'alleles et les données manquantes lors de 1'évaluation, car les
pertes d'alleles fournissent toujours des informations sur le génotype multilocus d'un
échantillon. Bien que ces indices omettent des informations importantes sur le type et le
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nombre d'erreurs au sein d'un échantillon ou d'un locus (Lampa et al. 2013), ils facilitent les
comparaisons entre différents échantillons et études. Nous avons fixé un seuil de QI a 0,5
pour exclure les échantillons de mauvaise qualité, sur la base d'analyses antérieures et de
l'expérience du laboratoire de génétique dans le traitement d'échantillons non invasifs. Ce
seuil correspond au nombre minimum de loci requis pour fournir des valeurs Plg,, < 1072,
ce qui justifie ce choix et garantit la fiabilité des attributions individuelles.

Nous avons évalué les erreurs de génotypage a chaque étape de 'analyse des données des loci
microsatellites : Tout d'abord, pour I'ensemble de données comprenant toutes les réplicats,
puis pour l'ensemble de données ne contenant que les génotypes échantillonnés plusieurs
fois, et enfin, pour l'ensemble de données avec un génotype par individu. Nous n'avons pas
évalué la proportion d'alleles faux dans les réplicats au début de 1'étude, ce qui aurait été
intéressant, mais ceux-ci étaient extrémement rares (valeurs FAres comprises entre 0,2% et
1,7%). A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude a présenter I'ensemble de ces
estimations, qui prétent généralement a confusion lors de la comparaison des résultats entre
différentes études. Bien que nous ayons estimé des taux de perte d'alleles a partir de
l'ensemble de données des réplicats (AD moyen par locus, 11%) comparables a ceux d'autres
études sur les loups (variant entre 5% et 18%), les erreurs résiduelles apres filtrage des
échantillons présentant des valeurs QI > 0,5 (moyenne de 7,1% pour I'AD et de 5,8% pour
I'AD,.,) figuraient parmi les valeurs les plus faibles rapportées pour les études moléculaires
sur les loups gris utilisant des échantillons non invasifs (Annexe 5).

Bien que les taux d'erreur de génotypage restants aient été faibles, nous avons tout de méme
détecté des alleles nuls dans l'ensemble de données de consensus individuel (un génotype par
individu), trois loci (AHTk211, CFX30371 et CXX279) présentant un déficit hétérozygote
significatif et des fréquences estimées d'alleles nuls > 10%. Un autre locus (FH2004)
présentait des fréquences estimées > a 5%. Ces déficits en hétérozygotes pourraient étre dus
a des alleles nuls, et ces loci pourraient donc étre exclus des analyses ultérieures de la diversité
génétique des populations, car les loci restants présentaient une variabilité suffisante. Une
fois ces loci retirés, les valeurs Fjs moyennes et d'une année sur l'autre ne présentaient plus
de différence significative par rapport a 0. Cependant, ces déficits en hétérozygotes
pourraient également étre dus a des mécanismes de population, tels que l'organisation sociale
ou la sous-structure de la population, qui ont déja été observés chez les populations de loups
d'Eurasie (Lucchini et al. 2004 ; Pilot et al. 2006). Des analyses plus approfondies de la
diversité génétique des populations, tenant compte des structures spatiales et temporelles,

devraient étre menées pour étudier ces processus plus en détail.

5.2. Diversité génétique de la population de loups Frangaise

Les prélevements et les procédures de laboratoire menés au cours des 15 dernieres années
ont visé a décrire les principales caractéristiques de la population de loups Francaise. Bien
que des analyses supplémentaires soient nécessaires pour décrire pleinement la structure de
la population de loups gris en France, certains indicateurs et caractéristiques de base ont été
identifiés.

Tout d’abord, tous les échantillons sauf six, représentant 99,9% des échantillons de loups,
présentaient un seul mitotype, le w22 (Pilot et al. 2010). Le mitotype w22 identifié par Pilot
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et al. (2010) est spécifique a la lignée Italo-Alpine. Sa prédominance au sein de la population
de loups gris Francais confirme la colonisation naturelle continue des Alpes Francaises par
des individus originaires des Alpes Italiennes et des Apennins (Lucchini et al. 2002, 2004 ;
Valiere et al. 2003 ; Fabbri et al. 2007).

Les six échantillons restants présentaient le mitotype w1l identifié par Pilot et al. (2010), qui
est spécifique a la lignée d'Europe de I'Est. Ces échantillons ont été prélevés en dehors des
Alpes Frangaises, principalement au cours des cinq dernicres années de la période d’étude, et
dans le nord de la France. Ces individus (au moins deux individus, mais quatre échantillons
étaient de qualité insuffisante pour permettre I'identification individuelle) semblaient avoir
migré depuis des meutes en Allemagne, comme ’a confirmé le Laboratoire génétique de
référence Allemand (https://www.senckenberg.de/ en/institutes/senckenberg-research-
institute-natural-history-museum-frankfurt/division-river-ecology-andconservation/ cewolf-
consortium/). La fréquence croissante de ces détections ces derniéres années suggere une
nouvelle voie naturelle de colonisation provenant des populations d'Europe de I'Est.

La colonisation naturelle des Alpes Frangaises a été initiée par quelques individus, ce qui a
entrainé un goulot d’étranglement modéré et une perte de diversité génétique (Lucchini et
al. 2002 ; Fabbri et al. 2007). En effet, la diversité génétique globale estimée dans la présente
étude était relativement faible. I.a comparaison des indices de diversité obtenus a partir de
loci microsatellites dans différentes études peut s’avérer difficile en raison des variations dans
les loci utilisés (de Groot et al. 2016) ; mais voir Jan et al. 2023). Néanmoins, dans cette
¢tude, nous avons utilisé plusieurs loci microsatellites déja rapportés. Hindrikson et al. (2013)
ont rapporté une hétérozygotie observée et attendue plus élevée pour les populations de
loups gris en Estonie et en Lettonie (respectivement entre 0,708-0,831 et 0,706-0,807) au
niveau de cing loci microsatellites communs que celle observée dans la présente étude (Ho
= 0,599 et H, = 0,606, respectivement). Nous avons observé une tendance similaire pour les
six loci microsatellites communs utilisés en Pologne et en Biélorussie, avec une hétérozygotie
attendue de 0,733 (Jedrzejewski et al. 2005) comparée a la valeur de 0,667 obtenue dans notre
¢tude. D'autres études portant sur la population de loups gris Italiens ont mis en évidence
des indices de diversité (H, compris entre 0,440 et 0,603 et H,entre 0,490 et 0,595) (Lucchini
et al. 2002 ; Randi et Lucchini 2002 ; Fabbri et al. 2007) similaires a ceux rapportés ici.
Plusieurs études ont également documenté des indices de diversité plus faibles pour les
populations de loups gris Italiens que pour d’autres populations Européennes (Lucchini et
al. 2004 ; Randi et al. 2014 ; Jan et al. 2023), probablement en raison d’un long isolement
génétique de la lignée Italo-Alpine et d’un goulot d’étranglement récent. La dynamique de la
population Francaise n'a pas modifié cette tendance. Bien que la population Francaise semble
bien se porter sur le plan démographique, de nouveaux événements de migration en
provenance des populations orientales pourraient accroitre sa diversité génétique, comme
cela a déja été observé dans certaines localités de la République Tcheque (Jedrzejewski et al.
2005 ; Akesson et al. 2016 ; Hulva et al. 2024).

6. Conclusions

Les échantillons prélevés de maniere non invasive sont précieux pour 'étude d'especes
insaisissables et rares ; par conséquent, les gestionnaires s'appuient de plus en plus sut ces
données pour élaborer des plans de gestion adaptés. Le protocole étape par étape que nous
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avons développé vise a standardiser l'analyse d'un grand nombre de ces échantillons. 1l
répond aux défis liés a la qualité des échantillons tout en assurant le suivi de I'échantillonnage
génétique non invasif et améliore le rapport cott-bénéfice du suivi de la population de loups
en France sur une longue période. En fournissant des données de haute qualité, ce protocole
permet des analyses ultérieures, notamment l'estimation de la taille de la population,
I'évaluation de I'hybridation avec les chiens et I'évaluation de la connectivité des populations.
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