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Résumé

La dispersion des graines joue un role clé dans la facilitation de processus écologiques
importants qui réduisent la concurrence entre les plantes, le parasitisme et la prédation, tout
en favorisant le flux génétique et la biodiversité. Dans de nombreux écosystemes d’Amérique
du Nord et d’Eurasie, les loups se nourrissent de fruits lorsqu’ils en trouvent. Cependant,
I'impact de cette consommation sur les graines, en particulier sur le taux de germination et la
vitesse de germination, reste inconnu. Nous avons extrait des graines de myrtilles a partir
d’excréments de loups et de fruits frais dans le Grand Ecosystéme des Voyageurs, dans le
Minnesota (Etats-Unis), ot les loups se nourrissent abondamment de myrtilles en été. Nous
avons fait germer ces graines dans des conditions controlées afin de déterminer si les graines
de myrtilles provenant des excréments de loups germaient plus rapidement et avec un
meilleur taux de réussite que celles issues uniquement des baies (témoin). Les graines ayant
traversé le tube digestif des loups ont présenté un taux de germination et une vitesse de
germination supérieurs a ceux des graines du groupe témoin. Cette tendance suggere que le
passage des myrtilles dans le systeme gastro-intestinal des loups leur confere des avantages.
Cette découverte, combinée a la propension des loups a parcourir de longues distances en
peu de temps, indique que les loups sont probablement d’efficaces disperseurs a longue
distance des graines de myrtilles. Ainsi, nos résultats révelent une autre maniere dont les
loups sont susceptibles d’étre liés a des processus écologiques plus larges dans les
écosystemes boréaux, et peut-étre dans d’autres écosystemes ou les loups consomment des
fruits.

Mots-clés : dispersion des graines, effets sur I’écosysteme, endozoochorie, Canis lupus,
frugivorie

1. INTRODUCTION

La dispersion des graines joue un role clé dans la facilitation de processus écologiques

importants. Parmi ceux-ci figurent la reproduction et le recrutement des plantes, la migration
et la colonisation de nouveaux espaces, qui contribuent tous a réduire la concurrence, le
parasitisme et la prédation tout en favorisant le flux génétique et la biodiversité [1-4].
L’endozoochorie, processus par lequel les animaux ingerent des graines et les déposent dans
leur environnement, est I'un des mécanismes de dispersion des graines. Dans ce mutualisme,
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les animaux tirent des avantages évolutifs de la consommation d’aliments d’origine végétale,
tandis que les plantes bénéficient, elles aussi, d’avantages évolutifs grace a la dispersion de
leurs graines par les animaux [5,0]. Le passage des graines dans le systeme gastro-intestinal
(ci-apres dénommé « intestin ») des animaux augmente souvent le taux de germination en
réduisant la dormance des graines, un processus souvent déclenché par la scarification
chimique et/ou mécanique des téguments. De plus, lors de leur passage dans les intestins,
les graines sont entourées de matiéres fécales, qui agissent comme un engrais et protegent les
graines contre les agents pathogenes apres la défécation [7,8]. Par exemple, de nombreux
mammiferes carnivores, notamment les ours, les civettes et les martres des pins, ont des effets
positifs sur le taux de germination des graines apres leur passage dans les intestins [9-11].

Les loups (Canis lupus) sont des généralistes opportunistes qui se nourrissent principalement
d’ongulés. Cependant, ils se tournent parfois vers des proies non ongulées lorsque celles-ci
sont facilement accessibles et/ou que leuts proies principales (les ongulés) se font plus rares
[12,13]. De plus, dans divers écosystemes d’Amérique du Nord et d’Eurasie, les loups
consomment des fruits et des baies lorsqu’ils en trouvent, en particulier pendant les périodes
de forte abondance [14,15]. L’un des exemples les plus étudiés de frugivorie chez le loup
provient de I’écosysteme du Grand Voyageurs (GVE), dans le Minnesota, ou les loups se
nourrissent couramment de myrtilles sauvages (principalement Vaccinium angustifolinm) et,
dans une moindre mesure, de framboises (Rubus idaens) en été [16, 17]. Au plus fort de la
saison des baies (juillet-aout) dans le GVE, celles-ci représentent jusqu’a 83% du régime
alimentaire hebdomadaire des loups adultes et plus de 30% de celui des louveteaux [17,18].
De plus, les loups du GVE régurgitent des baies pour leurs louveteaux, ce qui suggere que
les baies pourraient constituer une source alimentaire saisonniére importante pour
l'alimentation des louveteaux dans les écosystemes boréaux du sud [19].

Bien que les baies puissent revétir une importance saisonniere pour les loups de la GVE,
I'impact de leur consommation sur les graines de baies reste inconnu. Le passage des graines
dans le tube digestif des canidés peut avoir des effets positifs, négatifs ou neutres sur le taux
de germination et la vitesse de germination, bien que ces effets puissent étre spécifiques a
chaque espece [20-23]. Nous avons donc cherché a déterminer si les loups augmentaient la
vitesse et le taux de germination en consommant des baies puis en les déposant dans leurs

excréments.

2. MATERIEL et METHODES

La GVE est un écosysteme forestier boréal méridional de 2 338 km? qui englobe le parc
national des Voyageurs, ainsi qu’une vaste zone située au sud du parc, composée de terres
appartenant a IEtat fédéral, 2 PEtat, au comté, a des entreprises forestieres et a des
particuliers. Des foréts denses de feuillus, de coniféres et mixtes sont entrecoupées de
nombreuses zones humides, de tourbieres et de lacs. Les myrtilles sont abondantes dans la
GVE de début a mi-juillet jusqu’a mi-aott [19] et se trouvent principalement dans les foréts
de coniferes clairsemées, sur les affleurements rocheux et au sommet des collines, ainsi que
dans les tourbicres d’épicéas noirs (Picea mariana) exploitées ou brualées.

Au cours des étés 2017 et 2018, nous avons collecté de maniere opportuniste cing excréments
de loups frais, datant probablement de 1 a 2 jours (trois en 2017, deux en 2018) dans la VE ;
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ceux-ci étaient principalement, voire enticrement, remplis de fruits digérés. Nous avons
également prélevé des graines « témoins » provenant de fruits intacts sur 10 plants de myrtilles
sauvages par an dans la GVE en 2017, 2018 et 2019.

Il convient de noter que les conditions de stockage et les délais entre la collecte des graines
et leur utilisation dans les essais de germination ont quelque peu varié selon les traitements
et les années. Apres un séchage de trois a quatre semaines a température ambiante, les
excréments de loup ont été conservés a -15°C pendant 134 jours (2017) et 127 jours (2018)
avant que les graines ne soient extraites a la main. Les graines extraites de crottes de loup
individuelles ont été mises en germination dans des essais distincts (7 = 5). Les graines
collectées pour les traitements « témoins » en 2017 ont été récoltées fin juillet, congelées a
lintérieur des fruits intacts a -15°C pendant 43 jours, déshydratées et expédiées a température
ambiante (11 jours), puis recongelées a -15°C pendant 144 jours avant d’étre extraites des
fruits a la main. Les graines collectées pour les traitements témoins en 2018 ont été récoltées
fin juillet, extraites des fruits a la main, séchées, stockées (et expédiées a température ambiante
pendant 98 jours, puis conservées a -15°C pendant 97 jours avant d’étre utilisées dans les
essais de germination. Les graines prélevées pour le traitement témoin en 2019 ont été
récoltées fin juillet, extraites, séchées, stockées et expédiées a température ambiante pendant
120 jours, puis conservées a -15°C pendant 265 jours avant d’étre utilisées dans les essais de
germination.

Pour les essais de germination en laboratoire, nous avons d’abord éliminé les graines
immatures ou les téguments vides en les faisant flotter dans Ieau et en les examinant
visuellement, avant de placer des sous-ensembles de graines choisis au hasard sur du papier
filtre humide (Whatman n° 2) dans des boites de Pétri de 90 X 15 mm. Pour le groupe de
traitement (c'est-a-dire les graines issues des excréments de loup), nous avons utilisé 200
graines provenant de chaque excrément de loup collecté en 2017, ainsi que 100 et 102 graines
issues des deux excréments collectés en 2018. Pour le groupe témoin (c'est-a-dire les graines
issues de fruits frais), nous avons utilisé 200 graines issues de chacun des essais de 2017 et
2018, ainsi que 84 graines témoins issues de I'essai de 2019. Les boites de Pétri contenant les
graines ont été conservées dans une chambre de culture Conviron E15 (Conviron USA,
Pembina, Dakota du Nord, Etats-Unis) selon un cycle de 16 h de lumiére et 8 h d’obscurité,
a une humidité relative de 60% et avec une température alternant entre 21,5 et 9,5°C pendant
les périodes de lumiere et d’obscurité. Nous avons utilisé des lampes fluorescentes a spectre
complet, fournissant environ 500 mol m™s™! dans la gamme de 400 a 700 nm, tel que mesuré
al’aide d’un ceptometre Decagon AccuPAR (Decagon Devices, Pullman, Washington, Etats-
Unis). Nous avons arrosé les graines quotidiennement pendant 60 jours et les avons
considérées comme germées lorsque la radicule émergeait du tégument d’environ 0,5 mm.
Nous avons retiré toutes les graines présentant une contamination fongique au cours de
chaque essai.

Il convient de noter que la différence de taille des échantillons de traitement et de controle
d’une année a lautre était simplement due a I’évolution de notre capacité.

(a) Analyses statistiques
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3. RESULTATS

Dans I'ensemble, les 802 graines ayant traversé le tube digestif des loups ont présenté un taux
de germination plus élevé (96%, IC a 95% = 94-97%) que les 484 graines du groupe témoin
(69%, IC a 95% = 65-73% ; résultats du test exact de Fisher : p < 0,001, rapport de cotes =
9,45), ce qui indique que le passage dans l'intestin des loups a augmenté le taux de
germination de 27% (Figure 1A). De plus, d’aprés un test du log-rank et les courbes de
Kaplan-Meier, la courbe de germination cumulative des graines ayant traversé l'intestin des
loups différait de celle des graines témoins (test du log-rank, p < 0,0001, y* = 270), ce qui
indique que les graines ayant traversé l'intestin des loups ont germé plus rapidement que les
graines témoins (Figure 1A). Le délai médian de germination pour ensemble des graines
ingérées par les loups (germées et non germées) était de 19 jours (IC a 95% : 18-19 jours ; #
= 766 graines germées) et de 26 jours pour 'ensemble des graines témoins (IC a 95% : 25-

30 jours ; # = 335 graines germées).
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Figure 1. Courbes de germination cumulées des graines de myrtille ayant transité par 'appareil digestif du
loup (loup) et de celles n'y ayant pas transité (témoin), sur la base de graines récoltées dans |'écosystéme
du Grand Voyageurs, dans le Minnesota (Etats-Unis). Le panneau A présente les courbes de germination
cumulées pour I'ensemble des graines de myrtille ayant transité par I'intestin des loups (loup). La ligne de
contréle représente la germination globale pour I'ensemble des données relatives aux graines témoins des
années 2017, 2018 et 2019. La bande ombrée autour de chaque ligne correspond a I'intervalle de confiance
a 95%. Le panneau B présente les courbes de germination cumulées pour chaque essai en boite de Pétri
(chaque ligne correspond a un essai) réalisé avec des graines de myrtille. Toutes les graines extraites d'un
méme excrément de loup ont été cultivées dans un seul essai (c’est-a-dire que nous avons extrait des
graines de cing excréments et qu'il y a donc cing essais), tandis que toutes les graines « témoins » ont été
cultivées dans des essais classés par année de collecte des graines sur des arbustes de myrtilles sauvages
(c’est-a-dire trois essais). |l convient de noter que |'essai de 2019 a été interrompu au bout de 40 jours en
raison des mesures de confinement liées a la pandémie de COVID-19

Bien qu’il y ait eu une certaine variabilité entre les essais portant sur des graines issues
d’excréments de loups, tous les essais présentaient des courbes de germination cumulées
similaires et tous ont affiché un taux de germination élevé (91 a 100% ; Figure 1B). En
revanche, une variabilité marquée a été observée parmi les essais témoins de 2017, 2018 et
2019. L’essai de 2017 a affiché un faible taux de germination, avec seulement 42% des graines
témoins ayant germé. Les essais de 2018 et 2019 ont toutefois affiché des taux de germination
plus élevés, respectivement de 91% et 81% (Figure 1B). Il convient de noter que P'essai de
2019 a été mis en place au printemps 2020 et s’est terminé prématurément en raison d’un
arret lié a la pandémie de COVID-19. Néanmoins, la courbe de croissance cumulée de
Pessai de 2019 avait atteint ou était sur le point d’atteindre une asymptote, ce qui indique que,
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tout au plus, le taux de germination n’aurait augmenté que légerement si I’essai n’avait pas
été interrompu (Figure 1B).
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Figure 2. Comparaison des courbes de germination cumulées des graines de myrtille ayant traversé
I'appareil digestif de loups et des graines issues de I'essai témoin le plus performant (2018), sur la base de
graines récoltées dans |'écosystéme du Greater Voyageurs, dans le Minnesota (Etats-Unis). Le panneau A
présente la courbe de germination cumulative pour I'ensemble des graines (germées et non germées) de
chaque traitement, tandis que le panneau B présente les courbes de Kaplan-Meier pour les seules graines

qui ont germé, ce qui permet de visualiser la vitesse de germination indépendamment du taux de
germination. La bande ombrée autour de chaque courbe représente l'intervalle de confiance a 95%

Compte tenu de la variabilité entre les essais témoins, nous avons examiné si le taux de
germination des graines ayant transité par I'intestin des loups différait de celui de I'essai
témoin le plus performant (2018). Nous avons constaté que les graines ayant transité par
I'intestin des loups présentaient un taux de germination supérieur a celui de I'essai témoin le
plus performant (test exact de Fisher : p < 0,05, rapport de cotes : 2,10), et que les graines
ingérées par les loups, d’apres un test du log-rank et les courbes de Kaplan-Meier, germaient
plus rapidement que celles de I'essai témoin le plus performant (test du log-rank : p < 0,0001,
¥ = 43,8 ; Figure 2A). Les graines ingérées par les loups présentaient un taux de germination
supérieur de 5% a celui de I'essai témoin le plus performant.

Le délai médian de germination pour 'ensemble des graines ingérées par les loups (germées
et non germées) était de 19 jours (IC a 95% : 18-19 jours ; # = 766 graines germées) et, pour
Pessai témoin le plus performant, de 23 jours (IC a 95% : 22-24 jours ; » = 182 graines

germées).
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Figure 3. Coordonnées GPS de trois loups appartenant & la méme meute dans le Grand Ecosystéme des
Voyageurs, dans le Minnesota (Etats-Unis), entre le 10 juillet et le 16 ao(it 2024, période durant laquelle
tous se nourrissaient abondamment de muyrtilles. Chaque couleur correspond a un loup différent, et les
polygones au contour noir représentent des zones connues de culture de myrtilles au sein du territoire. Le
panneau A illustre les déplacements de ces loups a l'intérieur et autour des zones de culture de myrtilles
situées sur leur territoire. Le panneau B est un exemple agrandi illustrant le temps considérable passé et
les distances parcourues entre ces zones de culture

Nous avons ensuite comparé les vitesses de germination entre les graines ingérées par les
loups et celles issues de I'essai témoin le plus performant en examinant uniquement la vitesse
de germination des graines ayant germé (Figure 2B). Parmi les graines germées, celles ingérées
par les loups ont germé plus rapidement que celles de I'essai témoin le plus performant,
comme ont montré un test du log-rank et les courbes de Kaplan-Meier (test du log-rank : p
< 0,0001, ¥* = 54,4). De plus, le délai médian de germination des graines ingérées par les
loups était 22% plus court que celui de I'essai témoin le plus performant (Figure 2B), le délai
médian de germination étant respectivement de 18 jours (IC a 95% = 18-19) pour les graines
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ingérées par les loups et de 23 jours (IC a 95% = 22-23 jours) pour I'essai témoin le plus
performant.

4. DISCUSSION

Les graines de myrtilles sauvages qui transitent par le tube digestif des loups présentent un
taux de germination plus élevé et germent plus rapidement que les graines témoins, ce qui
indique que leur consommation par les loups facilite la germination des graines de myrtilles.
Le passage dans l'intestin des loups améliore probablement la germination des graines de
myrtilles grace a une scarification chimique et/ou mécanique [7,8] qui facilite la perception
des signaux de germination ou l'absorption d'eau. De plus, les maticres fécales contenues
dans les excréments de loup créent probablement un microenvironnement susceptible
d’avoir un effet fertilisant sur les graines de myrtille et peut-étre de les protéger contre des
agents pathogenes nocifs [7,8].

Bien que nos résultats indiquent clairement que le passage dans I'intestin du loup a augmenté
la vitesse et le taux de germination des graines de myrtille, nous sommes moins certains de
Pampleur de ces augmentations. Notre incertitude découle de la variabilité des vitesses de
germination et des taux de germination observés dans nos essais témoins (Figure 1B). En
particulier, essai témoin de 2017 a présenté un taux de germination considérablement plus
faible (42%) que les deux autres essais témoins (81 a 91%), pour des raisons inconnues. Nous
soupgonnons que les différences entre les essais témoins s’expliquent par des variations dans
Pextraction des graines ainsi que dans les procédures et durées de stockage. Si 'on part du
principe que 'essai témoin le plus performant est représentatif du taux de germination des
myrtilles, alors le passage dans I'intestin du loup a augmenté le taux de germination global de
5% (96% contre 91% pour le témoin). Si 'on regroupe les données de tous les essais témoins
et que Pon suppose qu’elles sont représentatives, le passage dans 'appareil digestif du loup a
alors augmenté le taux de germination global de 27% (96% contre 69% pour le groupe
témoin). Méme si les loups n’augmentaient le taux de germination que de 5%, cela pourrait
représenter un nombre considérable de plantes propagées, étant donné que les excréments
de loups contenant des myrtilles sont nombreux et largement répandus pendant les mois
d’été dans la GVE [16,18].

Nos travaux révelent que les loups sont les plus grands canidés connus pour améliorer la
vitesse de germination et le taux de germination des graines issues des fruits quils ont
consommeés. De nombreux canidés de plus petite taille occupant un réle de mésocarnivores,
tels que les chacals dorés (Canis aureus), les coyotes (Canis latrans) et les renards roux (1/ufpes
vulpes), consomment régulicrement des baies et d’autres fruits lorsqu’ils en trouvent [29-31].
Cependant, I’effet de I'ingestion de graines par les canidés sur le taux de germination semble
spécifique a chaque espece. Par exemple, plusieurs études ont montré que le passage des
fruits et des graines dans le tube digestif des renards roux et des coyotes augmentait la vitesse
et le taux de germination [32-34]. En revanche, le passage des fruits et des graines dans le
tube digestif des chiens (Canis lupus familiaris), des coyotes, des renards gris (Urocyon
cinereoargentens), des renards crabivores (Cerdocyon thous) et de plusieurs autres canidés a réduit
le taux de germination et la vitesse de germination, voire n’a eu aucun effet sur ceux-ci [21,
35-39]. Pour autant, a notre connaissance, aucune étude n’a examiné I'influence des loups
sur la germination des graines issues de fruits, probablement parce que (1) les loups sont des
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prédateurs apicaux qui chassent principalement des proies de grande taille, (2) leur régime
alimentaire est moins varié que celui de la plupart des canidés ayant des effets positifs sur la
germination des graines et (3) leurs tendances frugivores saisonnic¢res n’étaient pas bien
documentées jusqu’a récemment [16,18,19]. Nos travaux montrent que le plus grand canidé
existant, bien qu’il soit fortement carnivore, peut avoir des effets positifs sur la germination
des graines de certains fruits. Il convient de noter que nos résultats s’appuient sur des graines
extraites de cinq excréments recueillis sur une période de deux ans, provenant d’'un nombre
inconnu de loups (ces excréments pourraient tous provenir d’un seul loup ou de cinq loups
différents). Bien que nous soupgonnions que les loups individuels aient probablement des
effets similaires sur le taux de germination et la vitesse de germination des myrtilles, des
travaux futurs visant a examiner les effets de chaque loup sur ces parametres seraient utiles
pour mieux comprendre comment les loups influencent la germination des myrtilles.

Nos résultats mettent en évidence un autre lien entre les loups et les processus écologiques
a plus grande échelle dans les écosystemes boréaux [40-43]. Par le simple fait de consommer
des myrtilles, les loups peuvent faciliter la propagation des myrtilliers en dispersant leurs
graines, qui ont de meilleures chances de germer, sur de vastes zones. Les loups parcourent
régulierement de longues distances, peuvent effectuer d’importants déplacements quotidiens
[44,45] et pourraient donc jouer un réle significatif dans la dispersion des graines au-dela de
leur aire de répartition locale. La plupart des loups de la GVE consomment des myrtilles
chaque année [16, 17] et se nourrissent dans différentes parcelles de myrtilles réparties sur
I’ensemble de leur territoire (Figure 3) [40], transportant ainsi les graines de myrtilles d’une
zone a d’autres parcelles, ce qui peut avoir de multiples effets. La dispersion des graines par
les loups peut accroitre la diversité génétique des parcelles de myrtilles, ce qui pourrait
renforcer leur résilience face aux ravageurs et aux agents pathogenes [7, 8]. De plus, les loups
peuvent initier la colonisation de nouvelles parcelles de baies dans différents habitats au sein
de leur territoire, tels que des habitats récemment perturbés (par exemple, des crétes
rocheuses ou des tourbieres ayant subi une coupe a blanc, des foréts bralées).

On ignore combien de temps les loups conservent les graines de myrtilles dans leur intestin
avant de les excréter, et il serait utile de déterminer ces temps de rétention intestinale pour
comprendre jusqu’ou les loups dispersent les graines de baies. Méme si les graines n’étaient
conservées que pendant 1 a 2h, les loups pourraient les disperser sur de longues distances,
étant donné qu’ils peuvent parcourir 8,7 km/h [47] (Figure 3). Des travaux récents menés
dans un écosysteme boréal du sud du Minnesota ont estimé que les loups conservaient des
spores fongiques dans leur intestin pendant 16,1 heures apres avoir consommé de petits
mammiferes porteurs de spores (49% des excréments de loups examinés contenaient des
spores), ce qui leur permettait de disséminer ces spores sur une distance moyenne estimée a
3,5 km [43]. Ainsi, nos résultats, combinés a ces recherches, mettent en évidence un role
écologique sous-estimé des loups dans les systemes boréaux : celui de disperseurs de graines

et de spores.

Les loups consomment des fruits dans divers écosystéemes en dehors de la GVE. Par
exemple, des analyses d’excréments de loups dans le nord de I'Italie et au Québec ont montré
que les myrtilles, les pommes (Malus spp.), les muares (Rubus spp.) et les poires (Pyrus spp.)
constituaient d’importantes sources alimentaires saisonnicres pour les loups [14,15]. Il serait
utile d’évaluer si les loups ont des effets positifs similaires sur la vitesse de germination et le
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taux de réussite des graines de fruits dans des écosystemes situés en dehors de la VE, afin de
déterminer si ce schéma est omniprésent dans d’autres écosystemes et pour d’autres especes
fruiticres. De plus, évaluer si les graines de myrtilles déposées par les loups germent plus
rapidement et avec un meilleur taux de réussite dans des parcelles en plein air permettrait de
déterminer si les schémas expérimentaux que nous avons documentés se refletent dans des
environnements naturels, plus dynamiques. Par exemple, dans les milieux naturels, la
germination est un processus complexe et dynamique ou de nombreux facteurs, tels que le
microhabitat dans lequel les graines sont déposées, ainsi que I'agrégation des graines au sein
de chaque excrément, influencent probablement la vitesse et le succes de la germination [48-
51]. Ainsi, de telles études pourraient mieux mettre en lumiere dans quelle mesure les loups
sont liés a la dynamique de la dispersion des graines de fruits dans les écosystémes et
I'influencent. Quelle que soit 'ampleur de I'effet des loups sur la dispersion des graines, nos
résultats mettent en évidence une autre maniere dont les loups semblent étre liés a des

processus écologiques plus larges dans les foréts boréales [40-43].
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