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Résumé

On distingue trois lignées de loups en Asie du Sud, a savoir le loup de 'Himalaya (Canis
Iupus chanco), qui vit dans les hautes montagnes de 'Himalaya et sur le plateau Tibétain ; le
loup Indien (Canis lupus pallipes), présent sur le sous-continent Indien ; et le loup gris
holarctique, représenté par plusieurs sous-especes de Canis lupus, que 'on trouve dans les
régions voisines d’Asie centrale. Le loup de 1'Himalaya représente une lignée de loups de
haute altitude distincte sur le plan évolutif ; pourtant, les données génétiques restent rares
dans l'est de 'Himalaya, y compris au Bhoutan, ce qui constitue une lacune critique dans les
connaissances. Au cours du recensement national des léopards des neiges mené au Bhoutan
(2022-2023), des excréments présumés de léopards des neiges ont été collectés et une partie
d'entre eux a été génétiquement identifiée comme appartenant a C. /upus. Nous avons extrait
PADN et amplifié la région de contréle mitochondriale (boucle D) ainsi que les séquences
du cytochrome & a partir de 13 échantillons (Parc national de Jigme Dotji : #» = 1 ; Parc
national du Centenaire de Wangchuck : » = 12). Les analyses phylogénétiques ont placé
toutes les séquences Bhoutanaises au sein du clade monophylétique du loup de 'Himalaya,
et les réseaux d'haplotypes par jonction médiane ont fourni un soutien concordant a ce
classement. Tous les haplotypes détectés correspondaient a ceux précédemment signalés
dans le nord-ouest du Népal, indiquant que les loups Bhoutanais appartiennent au clade
connu de ' ADN mitochondrial du loup de 1'Himalaya. Ces résultats fournissent la premiere
preuve génétique de la présence de la lignée du loup de 'Himalaya au Bhoutan et permettent
une premiére évaluation de la diversité de 'ADN mitochondrial. Un échantillonnage non
invasif élargi a 'ensemble du Bhoutan, y compris dans les zones ou la présence de loups a
été signalée mais qui ne sont pas encore représentées sur le plan génétique (par exemple, la
réserve naturelle stricte de Jigme Khesar et la division forestiere de Paro), associé a
I'identification individuelle et a des marqueurs nucléaires, sera nécessaire pour quantifier la
diversité génétique et la connectivité des populations, et fournir de premieres estimations de
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la taille des populations. Un tel échantillonnage sera essentiel pour évaluer la structure des
populations a petite échelle et éclairer la planification nationale de la conservation de cette
lignée de loups menacée, endémique de la Haute Asie.

1. INTRODUCTION

Le loup de I'Himalaya (Canis lupus chanco) est un prédateur au sommet de la chaine alimentaire
de la haute chaine Himalayenne et du plateau Tibétain. Il est classé comme « vulnérable » sur
la Liste rouge de 'UICN dans I'ensemble de son aire de répartition mondiale en raison de la
petite taille de sa population et de son déclin (Werhahn et al. 2024). Le loup de I'Himalaya
est largement considéré comme l'une des lignées de loups les plus anciennes et les plus
distinctes sur le plan évolutif en Asie.

Les données génétiques, en particulier PADN mitochondrial (ADNmt), complétées par des
marqueurs nucléaires, indiquent que cette lignée forme un clade monophylétique basal
par rapport au complexe loup-chien largement répandu (complexe holarctique loup
gtis/chien domestique), ce qui correspond a une divergence ancienne et profonde (Aggarwal
et al. 2007 ; Hennelly et al. 2025 ; Sharma et al. 2004 ; Werhahn et al. 2017). Les estimations
de la date de divergence varient selon les ensembles de données et les étalonnages, mais les
analyses basées sur PADNmt situent généralement la séparation il y a plusieurs centaines de
milliers d’années, certaines études suggérant une séparation plus ancienne, comprise entre
0,35 et 0,74 million d’années (Hennelly 2022 ; Sharma et al. 2004 ; Werhahn et al. 2018). Au-
dela de PADNmt, les données issues des marqueurs des chromosomes sexuels (par exemple,
les loci ZF) et des polymorphismes nucléaires a un seul nucléotide (SNP) associés a la voie
de lhypoxie soutiennent I’hypothése d’une spécialisation fonctionnelle adaptée aux
environnements de haute altitude et pauvres en oxygene (Liu et al. 2019 ; Signore et al. 2019 ;
Werhahn et al. 2018 ; Zhang et al. 2014). Une différenciation phénotypique supplémentaire
(notamment une divergence acoustique des hurlements et des variations craniennes) a
également été observée (Hennelly et al. 2017 ; Shrotriya et al. 2012 ; Viranta et al. 2025 ;
Werhahn et al. 2020, 2018, 2022).

Le Bhoutan est situé a la lisicre sud-est de 'aire de répartition du loup de ’Himalaya, qui
englobe I’Himalaya et le plateau Tibétain. On soupgonne que la lignée du loup de 'Himalaya
soit également présente au Bhoutan (Figure 1). A Pouest du Bhoutan, les loups de I'Etat
Indien du Sikkim, dont la présence n’est connue que dans un nombre limité de sites, ont été
génétiquement identifiés comme des loups de I'Himalaya, tandis que dans I’Arunachal
Pradesh, le long de la fronti¢re Indo-Chinoise, ils n’ont pas fait 'objet d’une analyse génétique
(Choudhury 2015 ; Joshi et al. 2020). Au nord, la connectivité est assurée par des cols de
haute altitude, facilitant les déplacements de la faune sauvage, comme le confirme le flux
génétique entre les 1éopards des neiges (Panthera uncia) du Bhoutan, du Tibet et du Népal
(Dhendup etal. 2025). Par conséquent, les loups présents dans les paysages de haute altitude
du Bhoutan pourraient étre reliés, par dispersion, a d’autres populations régionales de part et
d’autre de ces fronti¢res et pourraient appartenir a la lignée du loup de ’'Himalaya ; toutefois,
I'identité sous-spécifique des loups du Bhoutan reste incertaine en Iabsence
d’échantillonnage génétique ciblé et d’évaluation phylogéographique systématique au sein
méme du Bhoutan.
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FIGURE 1. Un loup de I'Himalaya (Canis lupus chanco) photographié par un piége photographique dans le
centre du Bhoutan lors du recensement national des Iéopards des neiges mené au Bhoutan en 2022-2023
(altitude : 4 313 m). Source : DoFPS, Bhoutan

Les loups restent 'un des grands carnivores les moins étudiés du Bhoutan et ne sont connus
que dans un nombre limité de zones, notamment le Parc national du Centenaire de
Wangchuck (WCNP), le Parc national de Jigme Dorji (JDNP), la Réserve naturelle stricte de
Jigme Khesar (JKSNR) et la Division foresticre de Paro (PFD) (Dhendup et al. 2024 ; Figure
2). Des témoignages anecdotiques suggerent que I'espece aurait été proche de I'extinction
locale par le passé ; cependant, des observations récentes indiquent un regain progressif de
sa présence. Cela se traduit par des signalements de plus en plus fréquents de conflits entre
I’homme et la faune sauvage dans les zones de haute altitude, ou les loups sont confrontés a
des menaces liées aux attaques sur le bétail, tout comme les léopards des neiges (BBS 2024 ;
Jamtsho et Katel 2019). Malgré ces préoccupations, les études de terrain spécifiques et le
suivi systématique font largement défaut. Des détections opportunistes de « prises
accessoires » issues de campagnes de piégeage photographique ciblant d’autres especes
suggerent que les loups pourraient actuellement occuper moins de 7% du territoire national
(Dhendup et al. 2024). Afin d’assurer la poursuite de son rétablissement, 'espece bénéficie
d’une protection au titre de I'annexe II de la loi de 2023 sur la conservation des foréts et de
la nature du Bhoutan (RGoB 2023). Cependant, le Bhoutan ne dispose actuellement d’aucun
programme national spécifique axé sur la recherche sur les loups, I'atténuation des conflits
ou la planification de la conservation.

Nous avons prélevé des échantillons de crottes lors du deuxiéme recensement national des
léopards des neiges au Bhoutan, qui ont été identifiés génétiquement comme appartenant a
Pespece Canis lupus (NCD 2023). A partir de PADN extrait de ces échantillons fécaux, nous
avons séquencé la région de controle mitochondriale (boucle D) et le géne du cytochrome b,
et avons décrit pour la premicre fois les lignées mitochondriales existantes de loups au
Bhoutan.
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FIGURE 2. (A) Carte de la zone couverte par |'étude nationale sur le |éopard des neiges au Bhoutan en
2022-2023, indiquant la grille d'échantillonnage de 2 x 2 km et les emplacements des échantillons positifs
pour le loup avec des haplotypes de la boucle D observés (D-loop2, HW? ou inconnu). (B) Localisation du
Bhoutan au sein de l'aire de répartition géographique du loup de I'Himalaya, d'apres les données de
répartition issues de la Liste rouge de I'UICN (Werhahn et al. 2024).

2. MATERIEL et METHODES

2.1. Zone d’étude et préléevement d’échantillons

Le Bhoutan a mené une étude systématique a I’échelle nationale sur le 1éopard des neiges en
2022-2023, couvrant tous les habitats potentiels de cette espece a travers le pays. Une grille
de 2 km X 2 km a été superposée sur des altitudes comprises entre 3 400 et 5 200 m au-
dessus du niveau de la mer, et aprés avoir pris en compte les questions d’accessibilité, 310
cellules de 1a grille ont été sélectionnées pour le déploiement de pieges photographiques dans
les zones suivantes : JKSNR, PFD, JDNP, WCNP, la réserve naturelle de Bumdeling, la
division forestiere de Thimphu et le parc national Jigme Singe Wangchuck (NCD 2023 ;
Figure 2).

Parallélement a la mise en place des pi¢ges photographiques, des excréments présumés de
léopards des neiges ont été collectés lors de I'installation, de la surveillance et de la
récupération des pieges, le long des itinéraires de déplacement et sur les sites d’installation
des pieges, afin d’évaluer la diversité génétique et la structure de la population (Dhendup et
al. 2025).

Au total, 184 excréments présumés de léopards des neiges ont été collectés et conservés dans
des flacons en plastique contenant un dessiccant a base de silice. Afin de minimiser la
contamination, les protocoles de terrain exigeaient le port d’une nouvelle paire de gants pour
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chaque échantillon d’excréments. Les échantillons ont ensuite été transportés vers un
laboratoire de génétique spécialisé de 'université Duquesne aux Etats-Unis, ou Pextraction
de PADN et les analyses de laboratoire qui ont suivi ont été réalisées.

2.2. Analyse en laboratoire des échantillons génétiques de loups

Un métabarcoding initial de PADN des échantillons d’excréments (# = 184) a été
réalisé afin d’identifier lorigine de chaque excrément et les proies potentiellement
consommées. Un fragment d’environ 100 pb de ’ARN ribosomique 128 mitochondrial (MT-
RNRI) a été choisi comme code-barres ADN en raison de son utilisation répandue pour
I'identification taxonomique des excréments de mammiféres et d’oiseaux (Riaz et al. 2011 ;
van der Heyde et al. 2021). Les réactions PCR contenaient 1 uL. de matrice ’ADN (extraite
a I'aide du kit Qiagen QIAamp Fast DNA Stool Mini), 5 pl. de KAPA HIFI HotStart Ready
Mix (2x), 0,5 uL. des amorces sens et antisens 12SV5 (20 pM ; Riaz et al. 2011) et 3 plL d’eau
de qualit¢é PCR. Chaque amorce comportait 'adaptateur Illumina a Pextrémité 5 afin de
permettre l'indexation, comme décrit ci-dessous. Les PCR ont été réalisées dans les
conditions suivantes : dénaturation a 95°C pendant 3 min, suivie de 40 cycles a 95°C pendant
30 s, 60°C pendant 30 s et 72°C pendant 30 s, avec une extension finale a 72°C pendant 5
min. Les produits ont été validés par électrophorese sur gel. Les amplicons ont été purifiés a
I'aide de billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, Etats—Unis). Une
PCR d'indexation a été utilisée pour incorporer des codes-batrres uniques a chaque
¢chantillon a l'aide d'un kit d'indexation Nextera XT (Illumina Inc., San Diego, CA, Etats-
Unis). Les réactions de PCR contenaient 5 L de matrice d'ADN, 12,5 pL. de KAPA HIFI
HotStart Ready Mix (2X), 2,5 L. d'amorce d'indexation sens, 2,5 pL. d'amorce d'indexation
antisens et 2,5 L d'eau de qualité PCR. Les PCR ont été réalisées dans les conditions
suivantes : dénaturation a 95°C pendant 3 min, suivie de 10 cycles a 95°C pendant 30 s, 55°C
pendant 30 s et 72°C pendant 30 s, avec une extension finale a 72°C pendant 5 min. Les
produits ont été purifiés a 'aide de billes Agencourt AMPure XP, séparés sur un gel d’agarose
et colorés avec du GelGreen. Les échantillons ont été regroupés et dilués a une concentration
de 4 nM. La bibliotheque a été chargée et séquencée sur un Illumina MiSeq a l'aide d’'un
séquencage en paire (paired-end) avec le kit de réactifs MiSeq 2x250 bp Reagent Micro Kit
V2 au laboratoire Janecka Genomics.

Apres le séquencage, les séquences FASTQ ont été démultiplexées, les adaptateurs ont été
supprimés et les lectures ont été importées dans CLC Genomic Workbench v22 (Qiagen
Bioinformatics, Redwood City, CA, Etats-Unis) pour une analyse préliminaire. La qualité des
lectures brutes a été vérifiée et celles-ci ont été tronquées avec un seuil de qualité de 0,05.
L’assemblage de novo a été réalisé a l'aide des parameétres suivants : un cout de
mésappariement de 2, un cout d’insertion de 2, un cout de délétion de 3, une longueur
minimale de contig de 90 pb, une fraction de longueur de 90% et un seuil de similarité de
94%. Les correspondances non spécifiques ont été mappées de manicre aléatoire. Les
séquences de consensus de chaque contig comportant au moins 500 lectures ont été extraites
et identifiées a l'aide de Poutil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) du NCBI
(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les contigs ont été attribués a I'espece présentant
I'identité maximale la plus élevée dans la base de données GenBank, a condition que cette
identité maximale soit d’au moins 97%. Dans les cas ou plusieurs espéces de carnivores ont
été identifiées, le carnivore présentant le plus grand nombre de lectures a été désigné comme
espece source. Cependant, aucun excrément ne contenait a la fois des lectures de léopard
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des neiges et de Canis spp. L’espece d’origine de 24 excréments a été identifiée comme Canis
spp. lors de I'analyse initiale, car le code-barres MT-RNRI ne permettait pas de distinguer les

chiens domestiques (Canis lupus familiaris) des loups de 'Himalaya (Canis lupus chanco).

Les 24 excréments provenant de Canis spp. ont fait 'objet d’'une nouvelle analyse dans le
cadre d’un cycle supplémentaire de métabarcodage. Lors de ce cycle, le code-barres MT-
RNRI et deux autres loci ont été amplifiés. Le code-barres MT-RNRI a été amplifié dans les
mémes conditions que lors du premier cycle. Les deux autres loci comprenaient un segment
de 508 pb du cytochrome b et un segment de 242 pb de la région de contréle (boucle D), a
l'aide d’amorces précédemment utilisées dans une analyse phylogénétique des loups de
I'Himalaya (Ghazali et al. 2016 ; Werhahn et al. 2017). Les trois marqueurs ont été amplifiés
dans des réactions PCR distinctes. Les réactions PCR pour les loci du cytochrome b et de la
boucle D contenaient 2 L. de matrice d'ADN, 14 ML de KAPA HIFI HotStart Ready Mix
(2X), 2 L. de chaque amorce (10 M) avec le surplomb d'indexation Illumina a l'extrémité 5',
et 0,1 L d'albumine sérique bovine (10 mg/mL). La PCR du cytochrome b a été réalisée dans
les conditions suivantes : dénaturation a 95°C pendant 5 min, suivie de 35 cycles a 95°C
pendant 30 s, 50°C pendant 90 s et 72°C pendant 30 s, avec une extension finale a 72°C
pendant 10 min. La PCR de la boucle D a été réalisée dans les conditions suivantes :
dénaturation a 95°C pendant 5 minutes, suivie de 40 cycles a 95°C pendant 30 secondes,
67°C pendant 30 secondes et 72°C pendant 30 secondes, puis une extension finale a 72°C
pendant 10 minutes. Les produits ont été visualisés, purifiés, indexés et regroupés en pools
de 4 millions, comme décrit précédemment. Les trois pools ont été combinés (95% MT-
RNRI, 2,5% cytochrome b, 2,5% boucle D), indexés selon le protocole décrit ci-dessus, puis
séquencés sur le MiSeq.

Les séquences FASTQ ont été importées dans CLC Genomic Workbench, et les lectures
MT-RNRT ont été analysées comme décrit précédemment afin de garantir la cohérence entre
les séries de séquencage. Les lectures du cytochrome b et de la boucle D ont été mappées
aux séquences de référence du loup de ’'Himalaya (numéros d’acces GenBank : KY996534
(cytochrome b) et NC_010340 (boucle D)) a I'aide des parametres décrits précédemment, a
I’exception de la fraction de longueur qui était de 40% et du seuil de similarité fixé a 90%.
Les séquences consensuelles ont été extraites et comparées a la base de données GenBank
afin de déterminer si un échantillon contenait des séquences provenant soit du loup de
I’Himalaya, soit du chien domestique. L’identification était considérée comme validée si les
séquences consensuelles présentaient au moins 97% de similarité avec le meilleur résultat de
la base de données. Afin d’obtenir une couverture compléete du cytochrome b, nous avons
purifié les produits de PCR des individus identifiés comme des loups de 'Himalaya a I'aide
de kits de purification ’ADN ZR (Zymo Research, Irvine, CA, Etats-Unis) et les avons
envoyés pour étre séquencés par la méthode Sanger sur un instrument Applied Biosystems
3730xl au Biotechnology Resource Center de 'université de Cornell, NY, Etats-Unis.

2.3. Analyse phylogénétique de PADNmt

Afin d’identifier les haplotypes uniques de la boucle D et du cytochrome b chez les loups de
I’Himalaya du Bhoutan, nous avons utilisé les packages pegas (version 1.3) et ape (version 5.8-
1) dans R (Paradis 2010 ; Paradis et Schliep 2019). Les séquences de la boucle D et du
cytochrome b ont été importées sous forme d’objets DNADbin, et les haplotypes ont été
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identifiés a I'aide de la fonction haplotype(), en attribuant chaque haplotype a l'origine
géographique des individus échantillonnés.

Afin de contextualiser la position phylogéographique de nos échantillons, nous avons intégré
des séquences de référence accessibles au public issues de la base de données GenBank du
NCBI (Tableau Si), comprenant 30 séquences de la boucle D et 11 séquences de cytochrome
b provenant de canidés d’Asie centrale, tels que le renard tibétain (1 ulpes ferrilata) et le chacal
doré (C. anrens), ainsi que le coyote (C. latrans) I’ Amérique du Nord, le chien domestique et
les loups gris holarctiques (C. Zupus sp.) du monde entier. L'ensemble de données de référence
comprenait un mélange de fragments mitochondriaux ciblés (boucle D et cytochrome b) et
de génomes mitochondriaux complets. Lorsque cela était nécessaire, les segments s'alignant
avec les séquences que nous avions générées ont été extraits des génomes mitochondriaux
complets a l'aide de la fonction matchPattern() du package Biostrings, version 2.78 (Pages et al.
2025). Pour cette étape, nous avons utilisé comme modeles des séquences de référence
publiées du loup de ’'Himalaya, dont les numéros d’acces GenBank sont : KY996530.1
(boucle D) et KY996533.1 (cytochrome b).

L’alignement des séquences a été réalisé a I'aide de ClustalW et de MUSCLE V3 (Chenna et
al. 2003 ; Edgar 2004 ; Veen et Hoekstra 2020). Nous avons comparé les indicateurs de
qualité d’alignement entre les deux méthodes et avons observé une forte concordance (99,6
% de similitude dans les distances par paires). Afin de garantir la cohérence méthodologique
avec les analyses précédentes des haplotypes mitochondriaux du loup de 'Himalaya, nous
avons utilisé les alignements ClustalW pour le traitement en aval (Werhahn et al. 2017).

Les séquences alignées ont été tronquées a une longueur consensuelle de 242 pb pour la
boucle D et de 508 pb pour le cytochrome b (Werhahn et al. 2017). Les réseaux d’haplotypes
ont été construits a l'aide de Talgorithme Median-Joining (Bandelt et al. 1999), tel
quimplémenté dans PopART version 1.7 (Leigh et al. 2015). Les relations phylogénétiques
ont été reconstituées séparément pour les fragments de 508 pb du cytochrome b et de 242
pb de la boucle D a P'aide de la méthode du maximum de vraisemblance dans IO-TREE v2.
La sélection des modeles a été effectuée avec ModelFinder selon le critere d’information
bayésien (BIC). Les modéles les mieux adaptés étaient TPM2u + F + G4 pour le ¢ytochrome b
et K2P + G4 pour la boucle D. Le soutien des nceuds a été évalué a 'aide de 1 000 réplications
bootstrap ultra-rapides et de 1 000 tests SH-aLRT ; les arbres ont été enracinés au point
médian et visualisés dans FigTree v1.4.4.

2.4. Estimation de la diversité génétique

Nous avons délimité les individus putatifs en ne considérant les échantillons partageant le
méme haplotype comme appartenant au méme individu que lorsqu’ils avaient été prélevés a
moins de 50 km I'un de P'autre ; les haplotypes identiques détectés a plus de 50 km de distance
ont été attribués, par mesure de prudence, a des individus différents. Nous avons ensuite
quantifié la diversité des haplotypes a partir de ces attributions a ’aide d’un estimateur non
biaisé (Nei 1987), mis en ceuvre via une fonction personnalisée appliquée séparément au
cytochrome b et a la boucle D. Pour évaluer le polymorphisme des régions sélectionnées,
nous avons calculé la diversité nucléotidique (1) directement a partir des alignements de

séquences utilisés pour la comparaison des échantillons de canidés dans le réseau
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d’haplotypes. Nous avons utilisé la fonction zue.div() du package R pegas (Paradis 2010), qui
calcule la proportion moyenne de différences nucléotidiques par paires entre les séquences.
Afin de caractériser plus en détail la divergence des séquences, les différences nucléotidiques
par paires ont été calculées a ’aide de la fonction dist.dna du package ape (Paradis et Schliep
2019), en utilisant le modele de distance brute (‘N’) et la suppression par paires des sites
manquants, générant ainsi des matrices de distance completes pour les deux régions sur
I’ensemble des échantillons de canidés.

3. RESULTATS

3.1. Diversité génétique

Nous avons réussi a amplifier des marqueurs ’ADN mitochondrial a partir de 13 excréments
de loups (1 provenant du JDNP et 12 du WCNP), ce qui a permis d’obtenir des séquences
exploitables pour 12 échantillons au niveau de la boucle D et 11 échantillons au niveau du
cytochrome 4. Nous avons identifié deux haplotypes de la boucle D et un haplotype du
cytochrome & (Tableau S2). Les 11 séquences du cytochrome & étaient toutes identiques, ce
qui indique I’absence de variation haplotypique au sein des échantillons (Hd = 0), et
correspondaient a I’haplotype précédemment rapporté par Werhahn et al. (2017) pour la
région de ’Haut-Humla, au nord-ouest du Népal (numéro d’acces GenBank : KY996533).
En revanche, la variation de la boucle D était plus importante : cinq échantillons
correspondaient a I’haplotype de la boucle D 2 du loup de ’'Himalaya (numéro d’acces
GenBank du NCBI : KY996530), et sept correspondaient a I’haplotype HW9_Museum
Nepal (numéro d’acces GenBank du NCBI : AY333738).

En appliquant notre regle prudente de distance entre haplotypes, nous avons identifié cing
individus putatifs parmi les 13 échantillons positifs pour ’ADN mitochondrial. La boucle D
présentait une diversité d’haplotypes modérée (Hd = 0,5303) et une différence moyenne de

nucléotides de 5,36% sur 'ensemble des sites alignés.

3.2. Phylogéographie

Les séquences d’ADNmt correspondaient a des haplotypes connus au sein de la lignée
maternelle du loup de I’'Himalaya. Dans la phylogénie du cytochrome 5, les échantillons du
Bhoutan formaient un clade fortement soutenu avec des haplotypes de loup de 'Himalaya
décrits précédemment et étaient presque identiques aux séquences provenant du Tibet et du
Népal, ce qui les séparait clairement des autres lignées de loups (Figure 3).

Bien que la boucle D ait présenté une plus grande variation de séquence et un soutien plus
faible au niveau de certains nceuds peu profonds, sa topologie globale était cohérente avec
celle des résultats du cytochrome b. La phylogénie de la boucle D a également placé les
séquences du Bhoutan au sein du clade du loup Himalayen, les regroupant avec des
échantillons provenant du Tibet, du Népal et du Qinghai, et a fourni un soutien solide pour
les distinguer des autres lignées de loups (Figure 4). L’haplotype D-loop 2 du loup de
I'Himalaya a été décrit pour la premicre fois par Werhahn et al. (2017) a partir d’un
échantillon provenant du nord-ouest du Népal (numéro d’acces GenBank : KY996530),
tandis que haplotype HW9_Museum Nepal (numéro d’acces GenBank : AY333738) a été
décrit pour la premicére fois par Sharma et al. (2004) a partir d’un spécimen de musée collecté

au Népal.
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Le réseau d’haplotypes par méthode de la jonction médiane a corroboré ces résultats
phylogénétiques, plagant toutes les séquences issues d’excréments au sein du groupe des
loups de 'Himalaya. Le réseau de la boucle D montre en outre que les haplotypes du loup
de ’'Himalaya forment un groupe distinct, et que les deux haplotypes détectés dans le JDNP
et le WCNP représentent des lignées maternelles différentes au sein de ce groupe (Figure 5).
Dans le réseau du cytochrome &, seuls deux haplotypes du loup de I’Himalaya ont été
recensés dans la littérature a ce jour, dont 'un correspondait a ’haplotype du Bhoutan (Figure
0). Leur position intermédiaire entre les haplotypes du loup et les nceuds ancestraux
reconstruits reliant le coyote et le renard Tibétain pourrait correspondre a une divergence
basale au sein d’une phylogénie plus large des canidés.

Dog_Nepal

GW_lsrael_1

GW_Canada_1

= GW_Saudi_Arabia_1

90 GW_Saudi_Arabia_2
GW_Russia

W_1

r HW_CytB2

HW_CytB1

Bhutan_WCNP16

Bhutan_JONP103

Coyote1

Tibetan_Fox

0.02

FIGURE 3. Arbre phylogénétique établi selon la méthode du maximum de vraisemblance a partir du
fragment de 508 pb du cytochrome b, reconstruit dans IQ-TREE v2 (GW : loup gris, HW : loup de I'Himalaya,
IW : loup Indien)

4. DISCUSSION

Nos résultats d’analyse de PADN mitochondrial suggerent que les loups du Bhoutan
appartiennent a la lignée du loup de I'Himalaya. Sur les 13 échantillons d’excréments
amplifiés provenant de deux zones protégées (JDNP et WCNP), les séquences de la boucle
D (#n = 12) et du cytochrome & (# = 11) étaient identiques et formaient un groupe au sein du
clade monophylétique représentant le loup de ’'Himalaya. L'analyse du réseau d'haplotypes a
confirmé cette classification. Ensemble, ces inférences phylogénétiques et basées sur le
réseau fournissent des preuves solides indiquant que les loups des paysages de haute altitude
du Bhoutan appartiennent au clade du loup Himalayen. Cependant, une analyse plus
approfondie a l'aide de marqueurs nucléaires est nécessaire pour évaluer plus précisément
leur position phylogéographique et I'état de leurs populations.

La composition des haplotypes corrobore également cette classification et suggere la
continuité de la lignée mitochondriale du loup de I’Himalaya au Bhoutan et dans ’'Himalaya
central. Le cytochrome & était invariant (cytochrome B du loup de ’Himalaya 1 ; KY996533)
dans tous les échantillons séquencés (# = 11), tandis que la boucle D a révélé deux
haplotypes : la boucle D du loup Himalayen 2 (numéro d’acces NCBI GenBank KY996530
n =5,y compris I’échantillon unique provenant du JDNP) et HW9_Museum Népal (numéro
d’acces NCBI GenBank AY333738 ; #» = 7). Les deux haplotypes de la boucle D étaient
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présents au sein du WCNP, et ’haplotype de la boucle D 2 était commun aux deux parcs.
Tous les haplotypes correspondaient a ceux précédemment signalés dans le nord-ouest du
Népal (Sharma et al. 2004 ; Werhahn et al. 2017), ce qui indique que les loups du Bhoutan
s’'inscrivent dans la diversité connue de PADN mitochondrial des loups de I'Himalaya et
forment un clade distinct. Bien que ce partage d’haplotypes soit compatible avec une
ascendance maternelle commune et refléte vraisemblablement une connectivité historique
et/ou actuelle via des déplacements le long de la chaine Himalayenne, les conclusions sont
limitées par le caracteére unique de échantillon du JDNP, ’hérédité maternelle de PADNmt
et la non-indépendance potentielle des échantillons de crottes en I’absence d’identification
individuelle. Des marqueurs nucléaires seront nécessaires pour évaluer le flux génétique
contemporain et la structure a petite échelle.
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85| GW_China_1
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GW_Russia
99 IW_2
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91, GW_Poland
i’_‘— GW_ltaly
77 DD_1_Nepal

— GW_Sweeden

————— GW_Saudi_Arabia
——— GW_Alaska_1
GW_Canada_2

HW9_ Museum_Nepal
ﬂtahutan_wcr\lpm
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— HW8_Tibet
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Bhutan_JDNP 103
Bhutan_WCNP28
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HW86_Qinghai

100

HWS5_Qinghai
HW4_Ladhak

— JACKAL1
L——— JAcKAL2

0.02
FIGURE 4. Arbre phylogénétique établi selon la méthode du maximum de vraisemblance a partir du
fragment de 242 pb de la région de contréle (boucle D), reconstruit dans IQ-TREE v2. DD : chien
domestique ; GW : loup gris ; HW : loup de I'Himalaya ; IW : loup Indien

L’absence d’haplotypes ’ADNmt nouveaux dans cet ensemble de données doit étre
interprétée avec prudence et n’est pas inattendue compte tenu de la petite taille de
I’échantillon et du nombre de marqueurs utilisés. Premiérement, ’ensemble de données
présenté ici est restreint et spatialement déséquilibré (avec un seul échantillon amplifié avec
succes provenant du JDNP), ce qui limite la capacité a détecter des haplotypes rares ou
localisés, en particulier si la diversit¢é de PADNmt est faible ou inégalement répartie.
Deuxiéemement, Déchantillonnage a partir d’excréments peut, par inadvertance,
suréchantillonner les mémes individus, gonfler la fréquence apparente des haplotypes
courants et réduire la taille effective de I’échantillon lorsque l'identité des individus est
inconnue. Troisiémement, le cytochrome / est relativement conservé et n’a pas été
enti¢rement séquencé ; méme dans la boucle D, les fragments courts typiques des ensembles
de données non invasifs ont conduit 2 un nombre réduit de substitutions observées, limitant
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ainsi la résolution nécessaire pour distinguer des variantes maternelles étroitement

apparentées.

JackhL2
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MT-CR =

JACKALL
. Himalayan wolf

. Bhutan samples
. Grey wolf
O Indian wolf

O Other canids
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GW_ARska_2 R\ Mongolia_2

¥ Russia GW_Canada_1

HWS_Qinghai HW7_Museum_Tibet

FIGURE 5. Réseau de type « median-joining » basé sur les haplotypes de la boucle D de 242 pb chez les
canidés. La position relative des loups du Bhoutan, d'apres les échantillons actuellement étudiés, est mise
en évidence en rouge. Chaque cercle représente un haplotype différent, et sa taille est proportionnelle au
nombre d'échantillons qui le partagent. DD : chien domestique ; GW : loup gris ; HW : loup de I'Himalaya ;
IW : loup Indien

Par conséquent, un échantillonnage supplémentaire couvrant un ensemble plus large de
localités, associé a l'identification des individus, a des mitogénomes complets et a des
données génomiques nucléaires a plus haute résolution, sera nécessaire pour caractériser de
maniere plus exhaustive la diversité génétique des loups au Bhoutan. Un échantillonnage plus
complet sera nécessaire pour vérifier si des haplotypes spécifiques au Bhoutan apparaissent
a faible fréquence ou dans des régions non échantillonnées, une hypothése cohérente avec
les ensembles de données plus larges sur PADN mitochondrial des loups de ’'Himalaya
générés a partir de fragments comparables de la boucle D et du cytochrome 4 (Werhahn et
al. 2018).

Il est important de noter que la richesse limitée en haplotypes ’ADNmt détectée au Bhoutan
correspond aux tendances observées dans I'ensemble de laire de répartition du loup de
I’Himalaya lorsque des fragments courts comparables ’ADNmt sont analysés. Au Népal, un
échantillonnage non invasif a grande échelle (excréments et poils) utilisant des fragments
courts de la boucle D et du cytochrome &4 a révélé une faible richesse en haplotypes au sein
des régions : Humla comptait 3 haplotypes, Dolpa 3 haplotypes et la zone de conservation
de Kanchenjunga 1 haplotype, malgré des échantillons de grande taille (séquences de la
boucle D : Humla # = 72, Dolpa # = 89, KCA » = 13 ; sous-ensembles de cytochrome b :
Humla # = 24, Dolpa # =16, KCA » = 7) (Werhahn et al. 2018). De méme, en Inde, I’analyse
d’un fragment de boucle D de 225 pb issu de 19 échantillons prélevés dans la nature n’a
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identifié que deux haplotypes dans ’ensemble de données principal (dont un haplotype tres
répandu partagé avec le plateau Qinghai-Tibet), et 'ensemble de données combiné élargi
(incluant des séquences publiées) a révélé un pool d’haplotypes plus vaste mais toujours
structuré géographiquement, comportant a la fois des variantes partagées et des variantes
propres (Joshi et al. 2020). Dans P’ensemble, ces études indiquent que les loups de
I’Himalaya présentent souvent une richesse en haplotypes d’ADNmt relativement faible dans
les fragments courts a grande échelle spatiale, ce qui suggere qu’un échantillonnage modeste
au Bhoutan devrait permettre de retrouver les haplotypes précédemment documentés, méme
si des variantes rares ou localisées supplémentaires existent et restent non détectées.

Tibetan_Fox

WCNP16

JONP103 Coyotel

Haplotype
clusters

MT-CYB

. Himalayan woll
‘ Bhutan samples
. Grey woll

O Indian wolf

O Other canids

Dog_Nepal

GW _lIsrael_1
GW_Russid

GW_Saudi_Arabia_2

GW_Saudi_Arabia_1

FIGURE 6. Réseau de jonction médiane basé sur les haplotypes du cytochrome b de 508 pb chez les
canidés. La position relative des loups du Bhoutan, d'apres les échantillons actuellement étudiés, est mise
en évidence en rouge. Chaque cercle représente un haplotype différent, et sa taille est proportionnelle au
nombre d'échantillons qui le partagent. DD : chien domestique ; GW : loup gris ; HW : loup de I'Himalaya ;
IW : loup Indien

Au Népal, la population de loups de ’Himalaya devrait étre tres faible, et 'espece est classée
au niveau national comme « en danger critique d’extinction » (Jnawali et al. 2011). En Inde,
Shrotriya (2020) a estimé le nombre total d’individus dans ’'Himalaya indien entre 378 et 630.
Pour le Bhoutan, les informations de référence restent limitées. Les données existantes
issues de pieges photographiques indiquent que les loups sont principalement présents dans
le centre du Bhoutan, avec des observations supplémentaires dans la réserve naturelle de
JKSNR et la réserve de PFD a I'ouest ; cependant, ces zones n’étaient pas représentées dans

notre échantillonnage génétique. Dans ce contexte, nos données d’ADN mitochondrial
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corroborent l'interprétation selon laquelle les loups de haute altitude du Bhoutan font partie
de la lignée des loups de ’'Himalaya et que les lignées maternelles ne sont pas fortement
isolées a I’échelle de I’échantillonnage. Cette interprétation s’appuie sur nos données
montrant que la population de loups échantillonnée s’inscrit dans le clade des loups de
I’Himalaya, ainsi que sur le partage d’haplotypes observé entre les loups du WCNP et du
JDNP et les haplotypes publiés provenant du Népal.

Cependant, les lacunes apparentes en mati¢re d’habitat approprié entre le WCNP et le
JDNP, ainsi qu’entre le JDNP et le JKSNR, soulignent la possibilité de contraintes de
connectivité qui ne peuvent étre évaluées a 'aide de 'ensemble de données actuel (Dhendup
et al. 2024). Paralléelement, ces lacunes peuvent refléter les limites du modele d’adéquation de
I’habitat plutot que de véritables barriéres a la dispersion et devraient faire 'objet d’une étude
plus approfondie sur le terrain. De plus, I'absence de barri¢res biogéographiques marquées
a Iéchelle de ce paysage pourrait faciliter les déplacements et contribuer a 'homogénéité
génétique observée dans notre analyse actuelle. Un échantillonnage non invasif élargi et
systématiquement congu, couvrant les paysages alpins et subalpins du Bhoutan — en donnant
la priorité au JKSNR et au PFD ainsi qu’aux éventuelles lacunes d’habitat intermédiaires —,
est donc nécessaire pour établir une référence génétique nationale, identifier les goulots
d’étranglement potentiels en matiere de connectivité et vérifier si ces discontinuités d’habitat
correspondent a des barriéres fonctionnelles. L’intégration du génotypage nucléaire (pour
identifier les individus et quantifier le flux génétique) a des relevés de terrain ciblés et a des
évaluations des conflits entre ’homme et le loup sera essentielle pour délimiter des unités de
conservation, hiérarchiser les couloirs de déplacement entre le WCNP, le JDN et la JKSNR,
et orienter une gestion nationale fondée sur des données probantes de cette lignée de loups
menacée et distincte sur le plan évolutif au Bhoutan. Nous recommandons en outre d’étendre
I’échantillonnage afin d’inclure les populations de loups voisines de ’Arunachal Pradesh du
coté Indien, en particulier dans la région de Tawang, ainsi que celles du plateau Tibétain
adjacent, dans la Région autonome du Tibet en Chine.

L’inclusion de ces populations renforcera les conclusions concernant la connectivité et les

limites des lignées, et soulignera davantage la nécessité de politiques transfrontaliéres
coordonnées pour assurer la conservation a long terme des loups de ’'Himalaya.
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