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INTRODUCTION

I.1 Introduction générale

Au milieu des années 80, soit il y a tout juste trente ans, une nouvelle discipline émergeait et
allait connaitre une révolution importante grace aux développements des techniques de
biologie moléculaire : la paléogénétique. Cette discipline s’intéresse a I’étude d’un ADN dit
« ancien » (ADNa), c’est-a-dire un ADN extrait de restes humains, d’animaux, de pathogenes
ou encore de végétaux du passé. Cela, dans le but de répondre a de nombreuses
problématiques telles que I’évolution des génomes au cours du temps, la dispersion de
I’Homme sur la planéte ou encore son adaptation a I’environnement. Les avancées
technologiques sont telles que nous pouvons aujourd’hui parler de paléogénomique. En effet,
longtemps limitées a I’étude de courts fragments du génome, les analyses d’ADNa permettent
aujourd’hui, dans certaines conditions, d’analyser des génomes anciens totaux. Si les
premiéres études ont pu étre remises en question, les criteres stricts de travail mis en place par
la communauté scientifique ainsi que les progres techniques réalisés dans ce domaine

permettent aujourd’hui d’aborder plus fidelement de nombreuses problématiques.

Parmi les divers champs d’application des études d’ADN ancien, plusieurs travaux se sont
intéressés a retracer les mouvements migratoires de populations du passé. En effet, si les
études génetiques menées sur les populations actuelles peuvent apporter des informations
concernant I’évolution récente des populations ou proposer des schémas de peuplement, seul
I’acces direct aux génomes des populations du passé permettra d’étendre ces connaissances
dans le passé et de s’affranchir des événements postérieurs qui ont pu modifier fortement le

pool génique des populations anciennes.

Dans ce travail de these nous allons plus particulierement nous intéresser a la dynamique de
peuplement du sud de la Sibérie et du massif de I’Altai durant I’age du Bronze. De par sa
situation géographique le long du couloir migratoire des steppes eurasiennes et a la rencontre
des mondes européens et asiatiques, cette région a connu au cours du temps une succession et
un métissage de populations issues d’Europe ou d’Asie. Pourquoi s’intéresser a I’age du

1" millénaire avant J.-C ?

Bronze, c’est-a-dire la période s’étendant du milieu du 1V*™ au
Dans cette région, de nombreux vestiges archéologiques couvrant cette période ont été
découverts qui, d’aprés les données archéo- et anthropologiques, semblent correspondre a
différentes cultures successives ou contemporaines, aux origines parfois diverses. Certaines
d’entre elles ont notamment été associées a des mouvements migratoires d’Ouest en Est

rattachés aux populations indo-européennes.
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INTRODUCTION

Ainsi I’objectif général de ce travail a été de caractériser génétiquement ces populations de
I’age du Bronze, d’étudier les relations génetiques entre elles mais aussi, dans un contexte
plus large, d’essayer de déterminer leur origine biogéographique afin d’apporter de nouveaux
éléments pour la compréhension des évenements migratoires complexes survenus dans cette

région.

La premiére partie de ce mémoire sera donc consacrée a la présentation de la discipline, ses
champs d’applications, son évolution mais aussi les difficultés liées a I’étude d’un ADN
dégrade. Ensuite nous aborderons plus en détail le contexte historico-culturel de ce travail,
ainsi que I’apport des premiéres études de paléogénétique. Dans la deuxieme partie, le
matériel biologique utilisé ainsi que les méthodes d’analyses employées seront présentés. Les
résultats obtenus pour les différents sites seront ensuite exposés, puis ils seront discutés au
regard des données actuelles afin de dégager I’apport de ces analyses a la compréhension de la
dynamique de peuplement de cette région. Enfin, des perspectives seront proposees a ce

travail notamment au vu de I’évolution actuelle de la discipline.

12
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1.2 La paléogénétique

I[.2.1  Historique

Les premiéres études de paléogénétique sont apparues des le milieu des années 80 avec la
publication de sequences mitochondriales d’un quagga taxidermise de 150 ans, espéce éteinte
du genre Eqqus (Higuchi et al., 1984), rapidement suivie par la publication de la premiére
séquence humaine provenant d’une momie égyptienne datée du V™ siécle avant J.-C (Paabo,
1985). Ces résultats amenérent ainsi la preuve que I’ADN pouvait survivre au sein des
organismes, méme plusieurs années aprées leur mort, lancant ainsi la discipline. L’invention
quasi simultanément de la PCR (Polymerase Chain Reaction) (Mullis and Faloona, 1987;
Saiki et al., 1985) permettant d’amplifier en plusieurs centaines de milliers de copies une
séquence d’ADN, se présenta comme un outil de choix et ne pouvait mieux tomber pour les
paléogénéticiens. Raisonnables au début, les études ont voulu assez rapidement défier la
limite de conservation de I’ADN et se sont dirigees vers des échantillons vieux de plusieurs
milliers voire millions d’années, s’intéressant aux spécimens contenus dans I’ambre (Cano et
al., 1993; DeSalle et al., 1992) et méme aux dinosaures (Woodward et al., 1994). Un grand
pas en arriere a été fait quelques années plus tard lorsque de nombreux résultats se sont averés
étre des contaminations. La PCR, par sa sensibilité, avait donné acces aux informations du
passé mais son plus grand avantage s’avéra aussi étre le pire ennemi des études d’ADN
ancien : I’amplification d’ADN exogene méme présent en tres faible quantité ! La remise en
questions des résultats publiés a permis de mettre en évidence les difficultés inhérentes aux
études d’ADN ancien. La meilleure compréhension des mécanismes de dégradation et de
conservation de I’ADN, la mise en place de « bonnes pratiques », et les nombreux progres
méthodologiques réalisés ont finalement permis aux études d’ADN ancien, quelques années
plus tard, de tenir leurs promesses.

I.2.2  L’ADN ancien, une molécule fragile

1.2.2.1 Les processus de dégradations

Dans une cellule vivante, les dommages subis par la molécule d’ADN peuvent étre réparés

gréce a la machinerie cellulaire qui permet de maintenir I’intégrité du génome. Lors de la
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mort cellulaire, ces mécanismes de réparation cessent, exposant ainsi le génome a de
nombreux facteurs pouvant I’endommager. Post-mortem, I’ADN est donc soumis a toute une
diversité de processus de dégradation aboutissant dans la plupart des cas a I’obtention d’un
ADN fragmenté, chimiquement modifié et présent en faible quantité (Lindahl, 1993) (Figure
1).

LSoupure smple brm H '1'

Mochiication de base . ‘\

1.

\ Pontage

ADNIADN

ADN protéine
Sife abasipue .

\ Fragmentation de
| TADMN

Figure 1 : Les dégradations post-mortem de la molécule d’ADN

1.2.2.1.1 La fragmentation

Plusieurs facteurs sont a I’origine de la fragmentation massive de I’ADN post mortem,
aboutissant tres rapidement a I’obtention de fragments de petites tailles (100pb) (Sawyer et
al., 2012). Tout d’abord, des facteurs enzymatiques. Lors de la mort cellulaire, les nucléases
qui étaient séquestrées dans la cellule vont étre libérées et avoir acces a I’ADN, pouvant ainsi
rompre les liaisons phosphodiesters entre les nucléotides. Lors de la décomposition du corps,
I’activité enzymatique provenant des micro-organismes saprophages agira également sur la

fragmentation des molécules d’ADN. Ces processus enzymatiques, vont étre complétés par
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des phénomenes chimiques principalement sous la forme de réactions hydrolytiques et
oxydatives (Figure 2).

L’hydrolyse va provoquer des ruptures simple-brin en s’attaquant aux liaisons
phosphodiesters (entre 2 nucléotides), mais également provoquer la formation de sites
abasiques par la rupture des liaisons N-glycosidiques (liaison entre la base azotée et le
désoxyribose). Ces sites abasiques vont fragiliser la structure de la molécule d’ADN et

favoriser sa fragmentation.

Les réactions oxydatives agiront quant a elles au niveau des liaisons chimiques des résidus
ribosiques. Les causes de ces dommages oxydatifs sont entre autres les especes réactives de
I’oxygeéne et les radicaux libres, tels que le radical hydroxyle, le radical peroxyde et le

peroxyde d’hydrogéne (Paébo et al., 2004).

Enfin, d’autres facteurs, tels que les rayonnements ionisants, peuvent fragiliser la molécule
par une action directe ou indirecte. En effet, ils peuvent interagir avec des molécules d’eau,

provoquant la création de radicaux libres qui peuvent dégrader la molécule d’ ADN.

1.2.2.1.2 Les modifications de bases

Outre la fragmentation, la molécule d’ADN va subir des dommages provoquant des
modifications de la nature chimique des bases (Paabo, 1989). Parmi les causes de ces lésions,

on retrouvera de nouveau les phenomeénes d’hydrolyse et d’oxydation (Figure 2)

L’hydrolyse va entrainer une perte de groupement amine au niveau des bases azotées
induisant la transformation de cytosine en uracile, et de I’adénine en hypoxanthine, un
analogue de la guanine. Cela va provoquer lors de I’amplification par PCR I’incorporation de

bases incorrectes sous la forme de substitutions C> T et A= G.

Des conditions oxydantes provoqueront quant a elles la formation de 8-hydroxyguanine, qui
a la particularité¢ de s’hybrider préférentiellement avec une adénine plutét qu’avec une
cytosine, créant ainsi des transversions C->A (Lamers et al., 2009).

Ces phénomeénes sont particulierement problématiques dans les études d’ADN ancien
puisqu’ils ne vont pas forcément entraver la réplication de I’ADN lors de la PCR mais

modifier I’information contenue dans la séquence primaire. Ils vont ainsi aboutir a
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I’incorporation de bases erronées et donc a de possibles erreurs lors de I’analyse et de
I’interprétation des resultats (Ho et al., 2007) (Figure 2).

i—

A— T e

;"'ﬁ_o"'r g & !
« Dépurination o, M
= Dxydation N
fu
Hydrolyse & )

Figure 2 : Les principaux sites de lésions au sein de la molécule d’ADN
(Figure adaptée de (Hofreiter et al., 2001))

1.2.2.1.3  Les lésions bloquantes

La taille des fragments d’ADN amplifiés peut également étre limitée par I’apparition de
Iésions bloquantes, empéchant le passage de la polymérase le long du brin d’ADN et donc son
amplification. Plusieurs facteurs peuvent empécher le passage de la Taq polymérase, que ce
soit des modifications de bases telle que la formation d’hydantoines (produit d’oxydation des
pyrimidines), mais aussi I’apparition de pontages intra-chaine, inter-chaines ou entre la
molécule d’ADN et une protéine. Ces liaisons peuvent étre dues a différents phénomeénes tels
que I’alkylation ou encore la formation de complexes de Maillard, provoqués par la liaison
entre les sucres de la molécule d’ADN et les groupements amines des acides nucléiques ou
des protéines. Décrit comme étant 1I’un des facteurs les plus limitant dans les études d’ADN
ancien (Hansen et al., 2006), ces lésions bloquantes n’affecteraient pas plus de 40% des
molécules d’ADNa (Heyn et al., 2010). Un traitement au bromure de N-phenacylthiazolium
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(N-PTB), qui cliverait les produits de la réaction de Maillard, a été proposé afin d’augmenter
la quantité d’ADN extrait (Poinar et al., 1998).

1.2.2.1.4 L’apport des séquenceurs de nouvelles générations a la compréhension des

mécanismes de dégradation.

Les séquenceurs de nouvelles générations (ou NGS pour Next Generation Sequencing), de par
leur principe, c’est-a-dire un séquencage massif en parallele, ont permis d’apporter de
nouveaux éléments quant au profil de dégradation de I’ADN ancien. Aujourd’hui, plusieurs
génomes anciens entiers (mitochondriaux et nucléaires) ont été séquencés, générant ainsi une
quantité importante de données obtenues a partir de différentes plateformes de séquencage et
a partir de prélevements provenant de différents environnements et périodes. Outre le défi
technique et I’apport de connaissances sur le sujet ancien étudié, les résultats obtenus ont
permis d’en savoir un peu plus sur les phénomenes de dégradation. Ainsi, ont pu étre mesurés
directement : les taux de dépurination, de fragmentation et de désamination des cytosines. Au
vu des résultats, un profil de dégradation similaire semble se dégager de toutes les études
(Figure 3) dont les éléments majeurs sont: (i) les fragments séquencés débutent pour la
plupart apres une guanine, faisant ainsi de la dépurination (Figure 2) I’une des causes
majeures du processus de fragmentation (Briggs et al., 2007). Cela peut s’expliquer par le fait
que la guanine présente une structure nécessitant moins d'énergie pour cliver sa liaison N-
glycosidique par rapport a I’adénine (Overballe-Petersen et al., 2012) ;(ii) le phénomene de
désamination de la cytosine en uracile est augmenté par rapport aux autres substitutions et est
majoritairement présent aux extrémités 5’ et 3’ des fragments d’ADN lus, d0 a la présence
d’extrémités simple-brin (Briggs et al., 2007; Orlando et al., 2011). Ce motif de dégradation
peut étre ainsi utilise parmi d’autres critéres pour assurer le caractére « ancien » des séquences

amplifiées sur ces plateformes.
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Figure 3 : Motif de dégradations de I’ADN obtenu a partir du séquencage de ’ADN

d’un cheval du pléistocéne

(a) la composition en nucléotides des séquences lues est reportée pour les 10 premiéres bases (1 a 10) ainsi que
les 10 bases précédant ces séquences (-10 a -1) par alignement sur le génome. La fréquence moyenne
d’apparition de chacun des nucléotides sur ces 20 positions est indiquée dans les 4 graphiques. (b) fréquence des
erreurs d’incorporation de nucléotides observée sur les 25 nucléotides adjacents aux extrémités. La fréquence de
toutes les erreurs d’incorporations est notée en gris a I’exception des transitions C>T et G>A qui sont
indiquées respectivement en rouge et en bleu. Le séquencage a été réalisé sur Illumina. Modifiée de (Overballe-
Petersen et al., 2012).

1.2.2.2 Préservation de ’ADN ancien

Tous les phénomenes de dégradation vus précédemment vont entraver la conservation de
I’ADN au sein de I’organisme post mortem. Bien que ces mécanismes soient identiques pour
tous les individus, leur survenue est dépendante de nombreux facteurs. En effet, les facteurs

environnementaux tels que I’humidité, la température, la salinité ou encore le pH peuvent
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influer sur la préservation de I’ADN au sein des organismes. Pour une meilleure préservation
de I’ADN, il serait donc préférable que le corps soit conservé dans un environnement avec des
températures basses et sans grandes variations (idéalement dans le permafrost), un milieu sec,
anaérobie et a I’abri des rayonnements UV afin de limiter les réactions enzymatiques et
chimiques. Les premiers tests in vitro avaient fixé cette limite & quelques centaines de milliers
d’années (Lindahl, 1993). Néanmoins, certains milieux comme les milieux froids, pourraient
permettre a I’ADN d’étre conservé beaucoup plus longtemps (Allentoft et al., 2012), bien
qu’il soit impossible aujourd’hui de prédire, au sein d’un organisme, I’état de préservation du
génome. Cependant, les dernieres publications attestent d’ADN conservé dans des restes
vieux de 700000 ans.

1.2.2.3 Les sources d’ADN ancien

La préservation de I’ADN va egalement varier en fonction de sa source. Potentiellement,
I’ADN peut étre retrouvé dans chaque prélévement biologique, or tous ne subissent pas les
dommages du temps de la méme facon. En effet, les tissus mous seront dans la plupart des cas
rapidement dégradés et seuls les tissus durs tels que les os et les dents persisteront, faisant
d’eux les substrats les plus abondamment retrouvés sur les terrains de fouille et les plus
étudiés par les paléogénéticiens. La préservation de I’ADN au sein des tissus durs serait due a
I’adsorption de I’ADN sur la matrice minérale composée principalement d’hydroxyapatite de
calcium (Campos et al., 2012; Lindahl, 1993).

Néanmoins, des conditions particulieres telles que le permafrost ou la momification
permettront de conserver plus de substrats biologiques et sources d’ADN potentielles. Parmi
ces derniers, les cheveux ou les poils se sont révélés étre des substrats intéressants du fait de
leur structure hydrophobe, principalement composée de keratine, qui les rend moins sensibles
aux contaminations extérieures et plus faciles a nettoyer (Gilbert et al., 2006; Gilbert et al.,
2004). Ainsi, le premier génome humain ancien a été obtenu a partir de cheveux conservés

dans le permafrost (Rasmussen et al., 2010).

D’autres substrats tels que les coprolithes peuvent également étre utilisés pour étudier le sujet
lui-méme, sa flore intestinale et les pathogenes associés ou encore les habitudes alimentaires.

Le plus vieux coprolithe humain étudié est daté d’environ 12500 ans (Jenkins et al., 2012).

Enfin, les sédiments eux-mémes peuvent contenir des molécules d’ADN ancien et révéler la

présence de certaines especes malgré I’absence de restes macroscopiques (Willerslev et al.,
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2003). L’ADN mitochondrial dérivé des urines, des féces ou des cellules épithéliales par
exemple persisterait dans les sédiments sur de longues périodes dans des conditions
environnementales optimales, c’est-a-dire des sols tres froids. Ces molécules d’ADN sont
généralement appelées sedaDNA (sedimentary ancient DNA). La découverte de ces
molécules d’ADN ancien signifie que le sujet auquel elles appartiennent se trouvait a cet
endroit a cette période. Cela permettrait par exemple de dater la disparition de certaines
especes (Haile et al., 2009). Une difficulté majeure dans I’utilisation de sedaDNA est qu’il est
impossible de réaliser une datation directe, donc la fidélité des études dépendra de I’étude du
site et de la datation des restes associés.

1.2.2.4  Les inhibiteurs de I’amplification

Une fois I’ADN extrait, la plupart des techniques utilisées sont basées sur une amplification
par PCR, or, cette eétape peut étre limitée par des inhibiteurs généralement co-extraits avec les
molécules d’ADN ancien. Peuvent étre considérées comme des inhibiteurs toutes les
substances qui ont un effet néfaste sur la PCR, amenant parfois a des faux négatifs. Parmi les
substances inhibitrices on retrouvera par exemple des composants organiques du sol (acides
humiques, acides fulviques, tannins...) ou encore des constituants méme de I’organisme
(I’heme, le collagéne de type I, I’'urée, la melanine, I’eumélanine ...). Une liste plus compléte
est présentée dans la revue de (Schrader et al., 2012). Les modes d’action de ces inhibiteurs
sont variables : certains d’entre eux peuvent agir sur I’ADN polymérase soit en la dégradant
(I'urée), en I’inhibant (le collagéne), en s’y complexant (la mélanine) ou en dérivant son
activitt en mimant la structure des acides nucléiques (les polysaccharides). D’autres
substances inhibitrices interagissent directement avec la molécule d’ADN (les acides
humiques). Enfin, certaines substances peuvent interagir avec les cofacteurs nécessaires a la

polymérase.

La présence de ces inhibiteurs peut cependant étre facilement détectée par PCR multiplexe en
temps réel. En effet, lors de la quantification de I’ADN, un contréle interne de PCR (IPC:
Internal PCR Control), correspondant a une séquence synthétique non retrouvée dans le
génome humain, est utilisé afin de détecter la présence d’inhibiteurs. La concentration d’IPC
dans la réaction étant connue, toute diminution de sa concentration lors de la quantification
sera le signe d’une inhibition de la réaction. Cette méthode est utilisée dans le kit

Quantifiler™ commercialisé par la société Life Technologies, couramment utilisé dans les
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études d’ADN ancien ainsi qu’en criminalistique ou il est fréquent de faire face a ces

inhibiteurs de PCR du fait des substrats biologiques de nature variée remis par les enquéteurs.

Des moyens peuvent étre mis en place pour limiter I’action et la présence de ces inhibiteurs.
Aujourd’hui, les Kits d’extractions et de purifications commercialisés sont développés afin de
limiter la présence de ces inhibiteurs par I’utilisation de colonnes de silice, qui ne retiendront
que les acides nucléiques, ou par une étape de micro-concentration afin d’éliminer les trés
petits fragments qui pourraient limiter I’efficacité de la PCR. Si les inhibiteurs persistent apres
extraction, le choix de la polymérase ou I’ajout de BSA (Bovine Serum Albumine) dans les
mélanges réactionnels aide a contenir leurs effets. Enfin, la dilution des extraits d’ADN est un
moyen de diminuer la présence des inhibiteurs, méme s’il convient peu a I’analyse d’extraits

trés faiblement concentrés en ADN.

1.2.2.5 Les contaminations

L’état dégradé de I’ADN ancien va introduire des difficultés supplémentaires lors de son
analyse. L’une de ces difficultés est d’éviter les contaminations par des molécules d’ADN
exogenes tout au long du traitement des échantillons. En effet, des molécules d’ADN intactes
provenant d’organismes modernes, méme en trés petites quantités, seront préférées comme
matrice par la Taq polymérase au moment de I’amplification, aux dépens de la molécule
d’ADN ancien qui présente de nombreuses dégradations empéchant ainsi son amplification.
Ce phénomene est d’autant plus dangereux lorsque les études portent sur des restes humains
anciens car contrairement a de I’animal ou du végétal, il est beaucoup plus difficile de
différencier une contamination par un membre des équipes ayant été en contact avec
I’échantillon de I’ADN endogeéne. Cette contamination peut apparaitre a tout moment, lors des
fouilles archéologiques, de I’échantillonnage, et durant les différentes étapes de traitement au
sein du laboratoire. Cela est particulierement compliqué lorsque I’on travaille a partir de
collections anciennes de musées ou il est souvent impossible de retrouver toutes les personnes
ayant été en contact avec les préléevements. C’est pourquoi, I’un des défis dans les études
paléogénétiques est d’adopter une stratégie et une méthode permettant d’assurer I*authenticité

des résultats.
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1.2.3 Critéeres d’authenticité

Dans I’objectif d’assurer I’authenticité des résultats, des premieres mesures, se résumant en
trois points (analyse de plusieurs extraits par échantillons, utilisation de contréles néegatifs et
observation d’une corrélation inverse entre I’efficacité de la PCR et la taille des fragments
d’ADN), ont été mises en place en 1989 (P&éabo, 1989). Ces mesures ont évolué au cours du
temps pour aboutir a la publication en 2000 par Cooper et Poinar de la liste des « 9 critéres
d’authenticité » bien connue des paléogénéticiens et présentée ci-dessous (Cooper and Poinar,
2000).

1) Zones de travail physiquement isolées

Toutes les étapes en amont de I’amplification doivent étre réalisées dans un laboratoire dédié
a I’ADN ancien. Ce laboratoire doit étre physiquement isolé des laboratoires ou se déroulent

les étapes post amplification afin d’éviter les contaminations.
2) Utilisation de controles négatifs

Des contréles négatifs doivent étre inclus a chaque étape du protocole (extraction,
amplification). Il est préférable de ne pas utiliser de contréle positif afin d’éviter les risques de

contamination.
3) Cohérence dans les résultats obtenus

Une corrélation inverse entre I’efficacité de la PCR et la taille des fragments amplifiée doit

étre observée. Les séquences obtenues doivent avoir un sens phylogénétique.
4) Résultats reproductibles

Les résultats doivent étre répétables a partir du méme extrait mais aussi a partir d’extraits
différents pour chaque individu. Il est essentiel d’utiliser plusieurs couples d’amorces afin
d’obtenir des sequences chevauchantes qui doivent étre identiques au niveau de la partie

commune.
5) Clonage

Les séquences obtenues doivent étre vérifiées par clonage des produits amplifiés puis
séquencées afin de déterminer le ratio de seéquences endogenes/exogeénes, de détecter les
erreurs de réplication dues aux possibles dommages subis par I’ADN ou encore la présence de

séguences recombinantes.
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6) Réplications indépendantes

Les analyses doivent étre répliquées dans des laboratoires indépendants afin de s’assurer qu’il

n’y ait pas de contaminations intra-laboratoire.
7) Evaluer I’état de préservation biochimique de I’échantillon

La préservation de I’ADN peut étre corrélée a la préservation d’autres biomolécules comme le

collagene ou les acides amines.
8) Quantification de PADN

L’ADN extrait doit étre quantifié afin d’assurer une certaine fiabilité aux résultats. En effet,
en dessous de 1000 copies d’ADN il est alors impossible d’exclure une contamination

sporadique.
9) Etude des restes associés

Lorsqu’il existe des restes associés aux préléevements humains, tels que des restes de faune,
leur analyse est importante pour s’assurer qu’il n’y a pas de contaminations humaines au sein

de ces échantillons.

Ces criteres vont permettre de guider les paléogénéticiens, mais néanmoins rares sont les
études qui utilisent tous ces criteres. En effet, le respect de I’ensemble de ces critéres n’est pas
un garant absolu de I’authenticité des résultats. Une démarche réfléchie et critique vis-a-vis
des travaux réalisés et des résultats obtenus est préférée afin d’assurer au maximum la fiabilite
des résultats (Gilbert et al., 2005). La démarche mise en place au sein du laboratoire sera

détaillée dans les sections 11.2.4 et 111.2.

.24  Champs d’applications des études paléogénétiques

Les études d’ADN ancien se sont intéressées a de nombreuses problématiques. Elles ne se
limitent pas & I’étude d’ADN humain mais touchent aussi I’étude de I’ADN extrait de
nombreuses especes animales, vegétales ou encore de pathogenes. Nous en donnons ici un

apercu tres succinct.
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1.2.4.1.1 ADN non humain

Les études d’ADN non-humain s’intéressent parfois a I’étude d’espéces éteintes telles que le
quagga (Higuchi et al., 1984), I’ours des cavernes (Loreille et al., 2001), le moa (Cooper et
al., 2001) ou encore le mammouth (Poinar et al., 2006). Des travaux se sont eégalement
intéressés a la domestication des especes animales, c’est-a-dire a I|’adaptation ou
transformation de caractéres héréditaires au contact de I’Homme, telles que le chien (Ovodov
et al., 2011; Thalmann et al., 2013), le bétail (Cieslak et al., 2010; Edwards et al., 2007,
Larson et al., 2010) ou encore a la domestication des végétaux et leur évolution (Palmer et al.,
2012).

1.2.4.1.2 Paléo-pathologie

Il est également possible, a partir de restes humains anciens, d’extraire I’ADN des micro-
organismes qu’ils hébergent. L étude des pathogénes anciens, appelée paléo-pathologie, a
ainsi permis d’apporter de nombreux éléments quant a I’état sanitaire des populations du
passé et I’évolution des maladies infectieuses. L’acces a ces géenomes anciens apporte
également de précieuses informations en termes d’évolution moléculaire. Ainsi, plusieurs
génomes ont eté analyses appartenant aux bactéries responsables de la peste (Bianucci et al.,
2008; Bos et al., 2011; Drancourt et al., 1998; Drancourt et al., 2007; Haensch et al., 2010;
Tran et al., 2011a; Tran et al., 2011b; Wiechmann et al., 2010), de la tuberculose (Hershkovitz
et al., 2008), et de la coqueluche (Theves et al., 2011), ou aux virus de la grippe espagnole
(Taubenberger et al., 2005) et de la variole (Biagini et al., 2012).

1.2.4.1.3 ADN humain

Grace a I’étude des restes humains il a été possible d’apporter de nombreux éléments de
réponse a des questions débattues depuis des décennies. Les progres techniques, notamment
I’utilisation des séquenceurs de nouvelles générations ont permis d’étudier les relations
génétiques entre les différents homininés, dont par exemple la possible interaction entre
I’Homme de Néandertal et I’Homme moderne (Green et al., 2010; Sankararaman et al., 2014;
Vernot and Akey, 2014). Cela a permis également la découverte d’un nouvel homininé,
I’Homme de Denisova (Meyer et al., 2012; Reich et al., 2010), proposant pour la premiere

fois de caractériser une population uniquement sur la base de son génome.
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A I’échelle des populations, il est possible d’étudier leurs dynamiques, leurs mouvements et
ainsi d’apporter des éléments quant a la compréhension du peuplement de I’Amérique
(Garcia-Bour et al., 2004; Lalueza et al., 1997), de I’Europe (Bramanti et al., 2009;
Deguilloux et al., 2011; Der Sarkissian et al., 2013; Gamba et al., 2012; Haak et al., 2010;
Haak et al., 2005; Lacan et al., 2011a; Lacan et al., 2011b; Malmstrom et al., 2009; Sampietro
et al., 2007), des steppes eurasiennes (Keyser et al., 2009; Lalueza-Fox et al., 2004; Molodin
et al.,, 2012) ou de I’Océanie (Adcock et al., 2001). Les études paléogénétiques peuvent
également apporter des éléments pour la compréhension du recrutement funéraire que ce soit
au sein de grands ensembles tels que la nécropole Xiongnu d’Egyin Gol en Mongolie
(Keyser-Tracqui et al., 2003a) ou a I’échelle d’une sépulture collective (Clisson et al., 2002;
Deguilloux et al., 2014). L’étude des SNP des génomes anciens permet également de
s’intéresser a des adaptations fonctionnelles comme la capacité a digérer le lait frais (Burger
et al., 2007; Lacan et al., 2011a; Malmstrom et al., 2010) ou la capacité de disposer d’un
langage articulé (Krause et al., 2007a). Certains caracteres phénotypiques des individus
anciens peuvent également étre predits, tels que des caracteres pigmentaires (couleur des
yeux, cheveux, peau) (Bouakaze et al., 2009; Draus-Barini et al., 2013; Lalueza-Fox et al.,
2007; Olalde et al., 2014). Enfin a I’échelle de I’individu, le sexage permet également
d’apporter un élément essentiel aux anthropologues, notamment pour la caractérisation des
juveniles pour lesquels les méthodes physiques de détermination du sexe restent peu fiables.
L’identification de personnages historiques est également possible grace aux études d’ADN
ancien comme par exemple pour les restes de la famille Romanov (Coble et al., 2009; Gill et
al., 1994; Rogaev et al., 2009), de Louis XVI (Lalueza-Fox et al., 2011), de Richard III
(www.le.ac.uk/richardiii), ou encore d’Henri IV (Charlier et al., 2010). Notons que ces

identifications font souvent I’objet de polémiques et contestations.

Ainsi, aujourd’hui la capacité a séquencer des génomes entiers ou a typer un tres grand
nombre de polymorphismes a partir d’ADN extrait de spécimens anciens permet d’avoir acces
a de tres nombreuses informations. Notons que I’étude de certains caracteres reste néanmoins
liee a I’avancement des travaux menés sur les génomes actuels (étude de genes candidats ou

études d’associations).
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.25 Evolution de la discipline: d’un petit fragment au

génome complet

Dans un premier temps, les études paléogénétiques s’intéressaient a des petits fragments
d’ADN, généralement localisés sur I’ADN mitochondrial qui a I’avantage d’étre présent en un
nombre élevé de copies au sein d’une cellule contrairement a I’ADN nucléaire. L’évolution de
la discipline a accompagné I’évolution des technologies. Ces développements technologiques
et méthodologiques ont permis, dans un premier temps, I’étude de fragments d’ADN
nucléaire, notamment grace aux progres réalisés dans le domaine criminalistique. Il était alors
possible d’établir par exemple des empreintes génétiques a partir de faible quantité d’ADN ou
encore de typer un nombre de plus en plus grand de SNP (Single Nucleotide Polymorphisms).
Puis le premier génome mitochondrial ancien a été séquencé au début des années 2000, il
s’agissait d’un génome de moa, un oiseau non volant (Cooper et al., 2001). Le séquencage a
été réalisé a partir de PCR classique en amplifiant des séquences chevauchantes de 400 a 600
pb, afin de couvrir I’ensemble du génome de plus de 16000 paires de bases. Au milieu des
anneées 2000, la discipline a connu une nouvelle révolution avec I’apparition des technologies
de séquencage a haut débit ou NGS (Next Generation sequencing). Sous ce terme sont
regroupées plusieurs technologies développées par différentes sociétés permettant la lecture
de plusieurs milliers de séquences en paralléles. Bien qu’elles présentent toutes des
caractéristiques propres et par consequent chacune leurs avantages et leurs inconvenients,
globalement ces méthodes sont assez proches. Elles peuvent étre décomposées en 3 étapes
principales : (i) la préparation et I’amplification des molécules d’ADN, (ii) I’incorporation des
nucléotides, et (iii) la lecture des séquences. On parlera alors de séquenceurs de seconde

génération par opposition au séquencage classique par la méethode Sanger.

Le premier succes obtenu avec I’utilisation de ces plateformes a partir d’ADNa a consisté au
séquencage d’une partie du génome d’un mammouth (Poinar et al., 2006). Concernant,
I’Homme, le premier génome mitochondrial humain ancien a été publié en 2008 (Gilbert et
al., 2008) et le premier génome total humain en 2010 (Rasmussen et al., 2010). S’ensuivit de
pres la publication du premier génome de Neandertal en 2010 (Green et al., 2010). Depuis, le
nombre de génomes anciens sequences ne cesse d’augmenter, repoussant toujours un peu plus
les limites de la paléogénomique. Parmi ces génomes, on relévera notamment le génome d’un
aborigene australien d’une centaine d’années (Rasmussen et al., 2011) ou celui de I’homme

des glaces Otzi (Keller et al., 2012). Le plus vieux génome d’un Homme moderne daté de
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24000 ans et retrouvé dans le sud de la Sibérie centrale a été publié tres récemment
(Raghavan et al., 2014). Il y a quelques mois, c’est la parution du génome mitochondrial d’un
Homininé archaique de plus de 300000 ans au nord de I’Espagne qui a intéressé la
communauté scientifique (Meyer et al., 2014). Le génome d’un Homme de Neandertal, cette
fois-ci retrouvé dans I’Altai a également été analysé récemment (Prufer et al., 2014). Enfin,
parmi toutes ces avancées, c’est la parution du séquencage du génome d’un cheval retrouveé
dans le permafrost daté d’environ 700000 ans (Orlando et al., 2013) qui a repousse les limites
de préservation de I’ADN au sein des organismes laissant ainsi envisager I’étude d’ADN
datant de prées d’un million d’années.

Les développements étant constants, une nouvelle génération de séquenceurs (troisieme
génération) permettant de faire du séquencage en molécule unique, ont été développés et
semblent également prometteurs pour les études d’ADN ancien (Ginolhac et al., 2012;
Orlando et al.,, 2011). En effet, cette méthode s’affranchit des étapes de préparations et
d’amplifications des molécules d’ADN, en amont du séquencage, qui peuvent générer des
incorporations de bases erronées, (surtout lors de I’analyse d’ADN ancien qui a généralement
subit de nombreux dommages post-mortem). De plus, le matériel de départ requis est moindre
en comparaison des sequenceurs de seconde génération, permettant ainsi d’envisager I’étude
de prélévements ne renfermant que d’infimes quantités d’ADN. Néanmoins, leur utilisation

n’est encore que tres anecdotique.

Ainsi, en quelques années, la discipline a connu une accélération importante (Figure 4)
passant de I’analyse d’une centaine de paires de bases du génome mitochondrial avec une
limite de retour dans le passé posée a 100000 ans, a aujourd’hui des génomes entiers ou

partiels allant jusqu’a 700000 ans.

L’obtention des génomes totaux permet actuellement d’envisager I’exploration d’autres
informations telles que les modifications épigénétiques (Llamas et al., 2012), afin d’obtenir,
par exemple, des informations sur I’age au déces des individus (Pedersen et al., 2013).

Néanmoins, ces développements technologiques ne s’appliquent pour le moment qu’a un
nombre limité de spécimens et ne permettent pas d’étudier des « populations » anciennes. Or,
I’étude de la variabilité génique au sein de ces populations est un élément clé pour

comprendre les processus de peuplement de certaines périodes et/ou régions.
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L utilisation des séquenceurs de nouvelles générations (NGS) a considérablement augmenté la portion de
génome analysée. De la méme facon, les améliorations des techniques d’extraction et de préparation des
échantillons ont également permis d’augmenter la quantité d’ADN disponible pour I’analyse. Les améliorations
futures permettront sans doute d’augmenter la quantité d’ADN récupérée par I’optimisation des méthodes
d’extraction, le séquengage en molécule unique permettra de s’affranchir des étapes d’amplification en amont et
ainsi il sera certainement possible d’obtenir I’analyse de génomes anciens encore plus divers et d’augmenter leur
nombre afin d’avoir des éléments de comparaison. L’évolution porte également sur les informations obtenues a
partir de ces génomes, telles que I’étude des modifications épigénétiques. Adaptée de (Shapiro and Hofreiter,

2014).
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1.3 Contexte général de I’étude

Apres avoir présenté la discipline dans son ensemble, nous nous intéresserons dans cette
partie au contexte géographique et culturel de I’étude. Les sujets étudiés proviennent des
régions du sud de la Sibérie et de I’Altar et sont datés de I’age du Bronze (cf. section I1.1).

Ainsi, nous aborderons I’intérét d’étudier cette région et plus particulierement cette période.

I[.3.1  Contexte géographique

Couvrant une région large de plus de 8000 km, de I’Ukraine a la Mongolie, les steppes
eurasiennes connectent I’Europe, I’Asie centrale, la Chine, I’Asie du Sud et le Moyen Orient
(Figure 5). Cet immense territoire peut étre divisé en plusieurs zones en fonction du climat et
de la vegétation. En effet, il y a un gradient de terres de plus en plus arides entre le Nord et le
Sud. Trois zones sont généralement distinguées du nord au sud : la steppe boisée, la steppe
herbeuse, puis la steppe semi-désertique qui débouche sur les déserts du Taklamakan et de
Gobi a I’Est. La formation de ces steppes est le résultat d’un climat continental et d’un déficit
d’humidité ayant dicté I’écosysteme de cette région. De grands fleuves rythment ces steppes
qui ne sont que tres peu entrecoupées. En effet, seul le massif montagneux de I’ Altai, joint a
ceux du Tianshan et du Pamir, forment une barriere géologique haute de plus de 4000 metres

mais qui reste néanmoins franchissable en de nombreux points.

Le massif de I’Altai présente un étagement habituel de climats depuis les foréts de base
jusqu’a la végetation raréfiée des sommets. La chaine montagneuse s’étale sur plus de 2000
km et est comprise entre la Russie, le Kazakhstan, la Mongolie et la Chine, ou plus
précisément sa province du Xinjiang. De nombreux grands fleuves sibériens y prennent leur
source en particulier I’Ob et I’Irtych. Dans le sud de la Sibérie, en république de Touva, le
fleuve lenissel prend sa source et traverse le bassin du Minoussinsk connu pour les nombreux

objets en bronze, « les bronzes du Minoussinsk », extraits des tombes de cette région.
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Figure 5 : Carte géographique d’une partie de I’Eurasie

I.3.2  Peuplement de la région

1.3.2.1 Les premiers peuplements

Le sud de la Sibérie et I’Altai hébergent de nombreux vestiges archéologiques qui ont révélé
la présence de populations humaines tres diverses. L’homme moderne y aurait vécu depuis
plus de 40000 ans (Goebel, 1999). La découverte de restes appartenant a I’Homme de
Neandertal dans le site d’Okladnikov, dans les montagnes de I’Altai, a étendu encore plus a
I’est I’aire de répartition des Néandertaliens (Krause et al., 2007b) qui était jusqu’il y a
quelques années limitée au site de Teshik-Tash en Ouzbékistan. Récemment, un nouvel
homininé a été découvert dans I’Altai : I’Homme de Denisova, (Meyer et al., 2012; Reich et
al., 2010).
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1.3.2.2 Les peuplements préhistoriques

Depuis I’age du Bronze, se sont développés, sur une zone allant de I’Europe de I’Est a I’ Altal,
de nombreux peuples des steppes qui ont étendu leurs influences vers I’Europe et I’Asie. A
certains moments, des flux géniques I’ont emporté sur d’autres. En effet, des influences
européennes ont pu s’exercer jusqu’au cceur de I’Asie centrale aux ages des métaux alors que
quelques siecles plus tard, cette région allait connaitre des influences asiatiques. De
nombreuses cultures contemporaines ou successives ont été décrites tout le long du couloir

des steppes. Nous présenterons ici principalement les cultures de la région étudiée.

1.3.2.2.1 L’age du Bronze

Le Neolithique est une péeriode encore assez peu connue dans la région du sud de la Sibérie et
de I’Altai. La séquence culturelle connue commence au milieu du 1V¥™ millénaire avant J.C
avec I’apparition de la culture d’Afanasievo (Figure 6). Les études archéologiques et
anthropologiques ont, dans un premier temps, suggéré un lien entre cette culture et la culture
de Yamna (tombes a fosses) des steppes d’Europe de I’Est. Cette hypothése est basée sur la
découverte des mémes rituels funéraires, du méme matériel culturel et de caractéres physiques
communs entre les individus mis au jour. Ce lien direct entre les cultures de Yamna et
d’Afanasievo a été nuancé par David W. Anthony qui propose un lien avec une culture pre-
Yamna, la culture Repin, localisée entre la Volga et I’Oural, qui aurait migré a travers les
steppes Kazakhes vers 3700-3500 avant J.-C et se serait établie dans I’ouest de I’Altai
(Anthony, 2007). Cette culture se serait étendue du bassin du Minoussinsk au nord du Bassin
du Tarim, en passant par I’Altai et aurait perduré jusqu’au milieu du 111°™ millénaire avant J.-
C (Svyatko et al., 2009). Certaines pratiques Yamna, retrouvées dans I’Altai, suggérent des
échanges continus entre I’Altai et I’Oural pendant cette période. Peu de sepultures sont
retrouvées dans le nord des steppes kazakhes. Les porteurs de la culture d’Afanasievo
auraient, selon certains auteurs, été les locuteurs de la branche Tokharienne des langues indo-
européennes, branche uniquement présente dans le Bassin du Tarim (Mallory and Mair,
2000). Si la culture Afanasievo est la plus connue et la plus étudiée, durant le V™
millénaire, se trouvait également au pied de I’Altai, une culture proche de la culture

d’Afanasievo : la culture Bol’shemysskaya, actuellement trés peu documentée.

A la culture d’Afanasievo a succédé la culture d’Okunevo (2500-1800 avant J.-C), dans le

bassin du Minoussinsk plus que dans I’Altai. Bien que les cultures d’Okunevo et
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d’Afanasievo presentent des similarités au niveau du matériel culturel, la documentation
anthropologique indique que la population d’Okunevo était plus « mongoloide » que la
population d’Afanasievo (Blyakharchuk and Chernova, 2013). Cette culture a coexisté avec la
culture d’Elunino, présente sur les contreforts de I’Altai, ainsi qu’avec la culture
Chemurchek dans le nord-ouest de la Mongolie. C’est également a cette période, avec le
commerce du métal, qu’un grand systeme d’interactions entre les cultures des steppes

commence.

Dans un troisieme temps, ces cultures ont été supplantées par la culture d’Andronovo (1800-
1200 avant J.-C). On parle de culture d’Andronovo mais il s’agit plutét d’un ensemble
culturel qui se serait étendu sur un vaste territoire englobant le sud de la Sibérie et I’Asie
Centrale. Cette culture serait apparentée a la culture de Srubnaya (tombes a rondins), dans
I’ouest des steppes formant ainsi une chaine de cultures similaires des frontieres de I’Europe a
la Chine, et faisant des steppes un corridor de communications. La fin de I’a4ge du Bronze est
marquée par la culture de Karasouk (1500-1000 avant J.-C), qui s’est développée sur la
partie orientale du territoire occupé par la culture d’Andronovo.

Durant cette période, la domestication du cheval (Outram et al., 2009) ainsi que I’utilisation
des chars, permettant d’étre plus mobile, participeront au développement et a la diffusion de

ces cultures le long des steppes eurasiennes.

Contrairement au sud de la Sibérie, les connaissances sur la période de I’Age du Bronze en
Mongolie étaient, jusqu’a la fin du 20°™ sigcle, trés faibles. Les études archéologiques
réalisées ces derniéres années ont permis d’apporter de nouvelles connaissances et ont révélé
qu’il existait des différences importantes entre I’ouest et I’est de la Mongolie. Dans la partie
ouest, les cultures de I’age du Bronze et du début de I’a4ge du Fer semblent étre proches des
cultures du sud de la Sibérie. En effet, des monuments ont été découverts et attribués aux
cultures d’Afanasievo (premiére moitié du 111°™ millénaire avant J.-C) et de Chemurchek
(2500-1800 avant J.-C), ainsi qu’a une culture locale appelée Munkh Khairkhan (1800-1500
avant J.-C). Enfin, des tombes qui n’ont pu étre rattachées a aucune culture connue, ont été
regroupées sous le terme de culture de Baitag (1400-1100 BC) (Kovalev and Erdenebaatar,
2009).
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Figure 6 : Répartition chronologique et géographique des cultures mentionnées dans ce
travail entre le IV'™ et I millénaire avant J.-C

1.3.2.2.2  Depuis I’age du Fer

L’age du Fer dans les steppes eurasiennes est marqué par le développement de la civilisation
Scythe. Cette civilisation regroupe des peuples partageant des caractéristiques culturelles
communes, appelées « triade scythique », qui sont I’art animalier, un armement typique et le
harnachement du cheval. Elle s’est étendue sur plus de 8000 km, des rives de la mer Noire a
la Mongolie (Lebedynsky, 2011). Deux pdles majeurs de cette civilisation sont connus : les
Scythes d’Europe, localisés sur les bords de la mer Noire, et les Scytho-Sibériens, retrouvés
au sud de la Sibérie. Ces peuples ont laissé de nombreux kourganes® dont des kourganes
royaux tres imposants (exemple du kourgane d’Arzhan-1 dans la république de Touva, au sud
de la Sibérie, qui faisait 120 metres de diamétre ou celui de Berel au Kazakhstan oriental
(Clisson et al., 2002)). Les données archéologiques ont permis d’apporter de nombreux
éléments relatifs a cette culture mais plusieurs points restent aujourd’hui débattus notamment

I’origine et la diffusion de cette culture ainsi que les relations génétiques entre ces deux
foyers.

! Un kourgane est le terme russe pour tumulus. Cela correspond a une tombe creusée, surmontée d’un monticule
de pierre.
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A cette civilisation Scythe ont succédé d’autres grands mouvements de populations,
majoritairement mongoloides. Tout d’abord les populations hunniques, suivies des peuples
Turques au 11°™ siécle, qui eurent un impact culturel majeur sur la région avec la mise en
place des langues Turques de la famille Altaique. Enfin, vers le 13°™ sjecle apres J.-C, c’est
I’'un des plus grands empires, I’empire mongol de Gengis Khan s’étendant de la mer
Caspienne a la Chine, qui aurait eu, un impact a la fois culturel et génétique lors de sa
diffusion. En effet, une lignée paternelle mongoloide, actuellement présente chez 8% des
hommes dans une large région d’Asie et une partie de I’Europe aurait diffusé, selon certains
auteurs, avec les mouvements migratoires de Gengis Khan et ses descendants (Zerjal et al.,

2003).

1.3.2.3  Les steppes eurasiennes et la diffusion des indo-européens

Les cultures décrites précédemment sont parfois associées a la diffusion des langues indo-
européennes. En effet, un ensemble de langues parlées de I’Europe a I’Inde, en passant par
I’Iran, ont entre elles plus d’affinités qu’avec les autres groupes linguistiques. Ces langues ont
donc été rassemblées sous le terme de langues indo-européennes. Du moment ou I’on parle
d’une famille linguistique se pose la question de son origine et de son histoire. Ainsi est venue
I’idée qu’un peuple parlant la langue originelle (proto-indo-européen) aurait diffusé a partir
d’une région de I’Eurasie et aurait répandu cette langue. Deux grandes théories coexistent
actuellement pour expliquer cette diffusion. La premiere, défendue par I’archéologue Colin
Renfrew, propose une diffusion des langues indo-européennes a partir du Proche-Orient en
I’associant a la diffusion de I’agriculture et de I’élevage du Néolithique. La seconde, défendue
par Marija Gimbutas et reprise par James Mallory, propose un foyer originel au niveau des
steppes européennes du nord de la mer Noire puis une diffusion associée a une série de
cultures steppiques réunies au sein d’un méme ensemble culturel appelé «culture des
Kourganes», caractérisé par ses rites funéraires (tombes sous tumulus ou kourganes), le réle
du cheval et du charriot, et une économie basée sur I’élevage. Ainsi, selon la théorie de Maria
Gimbutas, cet ensemble culturel serait la traduction archéologique de I’ensemble des

locuteurs de I’indo-européen et de leur expansion.
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[.3.3  Le peuplement actuel

La population actuelle du sud de la Sibérie et de I’Altai est composée de nombreuses
populations issues des mémes formations historiques et culturelles. Néanmoins, aujourd’hui
ces populations sont plus ou moins isolées et présentent parfois des différences a la fois sur

des bases anthropologiques, linguistiques et génétiques (Dulik et al., 2012).

Afin de tenter de comprendre I’origine et I’évolution des populations locales actuelles, des
études genétiques ont été menées sur ces populations contemporaines. Deux systemes sont
principalement étudiés pour retracer I’histoire des populations : I’ADN mitochondrial et le
chromosome Y. En effet ’ADN mitochondrial et une grande partie du chromosome Y
(environ 95%) sont transmis de fagon uni-parentale. L’ADN mitochondrial est transmis de la
meére a ses enfants. Son étude permet donc de retracer les lignées maternelles de I’ensemble
des individus. Le chromosome Y est quant a lui transmis uniquement de pere en fils, son

étude permet donc de suivre les lignées paternelles des individus masculins.

Les études des lignées maternelles, menées sur I’ensemble des populations modernes du sud
de la Sibérie, ont toutes révélé un mélange de lignées ouest- (H, HV, J, T et U, X, N1a) et est-
eurasiennes (C, D, F, A, B, G, M, Y et Z) sur la base de leur distribution actuelle. Ces
populations présentent des lignées mitochondriales tres hétérogenes, ce qui pourrait étre di a
leur situation géographique a la rencontre des mondes européens et asiatiques. Néanmoins, la
distribution et la fréquence de ces lignées varient entre les différents groupes culturels
(Derenko et al., 2003; Dulik et al., 2012; Gubina et al., 2013).

L analyse de la région non recombinante du chromosome Y révéle également la présence
d’haplogroupes ouest- (R1lal majoritairement, R1b1bl) et est-eurasiens (N, C, Q, D). Par
comparaison avec les lignées mitochondriales, les lignées paternelles partagées entre les
différentes populations locales sont plus rares (Dulik et al., 2012; Khar'kov et al., 2011). Ces
résultats indiquent un flux génique entre ces populations différent selon les hommes et les
femmes. L’organisation patrilinéaire souvent observée au sein de ces groupes humains

pourrait expliquer ces différences.

Ainsi, ce qui est observé aujourd’hui est le résultat d’un ensemble complexe de flux géniques
et d’évolution in situ. Comprendre les modalités de peuplement de cette région en étudiant les
génomes des populations modernes est donc particulierement difficile. Afin de s’affranchir

des modifications du pool génique intervenues lors des difféerents mouvements migratoires,

35



INTRODUCTION

seul I’accés direct aux génomes des populations du passé permet d’aborder efficacement

I’histoire du peuplement de cette région.

1.4 L’apport des premieres études paléogénétiques a la
compréhension du peuplement du sud de la Sibérie

et de P Altai

Depuis une dizaine d’années, plusieurs etudes paléogénetiques ont été menées dans les
régions du sud de la Sibérie, de I’Altai ainsi que du Bassin du Tarim (Chikisheva et al., 2007;
Clisson et al.,, 2002; Gao et al., 2008; Gonzalez-Ruiz et al., 2012; Keyser et al., 2009;
Lalueza-Fox et al., 2004; Li et al., 2010; Molodin et al., 2012; Mooder et al., 2006; Pilipenko
et al., 2010; Ricaut et al., 2004a; Ricaut et al., 2004b). Ces études se sont principalement
intéressées aux populations des ages du Bronze et du Fer. Le climat aride et froid, parfois
présent dans ces régions, a certainement contribué a une relativement bonne conservation de
I’ADN au sein des échantillons biologiques étudiés. Ainsi, I’ensemble des résultats obtenus a
permis d’avoir une premiére vision de la structuration temporelle et spatiale des lignées

génétiques aux ages du Bronze et du Fer dans ces régions.

1.4.1 Les données mitochondriales

La plupart des études se sont uniquement intéressées aux données mitochondriales. Les
résultats obtenus montrent qu’a I’age du Bronze, des individus du sud de la Sibérie (culture
d’Andronovo et de Karasouk) (Keyser et al., 2009), de I’ Altai russe (Chikisheva et al., 2007)
ainsi que du Kazakhstan (Lalueza-Fox et al., 2004) étaient porteurs de lignées ouest-
eurasiennes. Parmi ces lignées, figure la lignée e U5, également retrouvée chez des individus
néolithiques a I’ouest du lac Baikal (Mooder et al., 2006). Au contraire, dans I’ Altai mongol,
les individus de I’a4ge du Bronze semblaient étre majoritairement porteurs de lignées est-
eurasiennes, bien que ce résultat soit a considérer avec prudence puisque seuls 3 individus ont
été etudiés (Gonzalez-Ruiz et al., 2012). Cette structure génétique semble avoir ensuite évolue
vers un mélange de lignées ouest- et est-eurasiennes a I’a4ge du Fer, dans I’ensemble des
régions (Chikisheva et al., 2007; Gonzalez-Ruiz et al., 2012; Keyser et al., 2009; Lalueza-Fox
et al., 2004; Ricaut et al., 2004a; Ricaut et al., 2004b).
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Néanmoins, des haplogroupes est-eurasiens semblent avoir diffusé au-dela de ces régions
avant I’age du Bronze puisque I’haplogroupe C a été retrouve en Ukraine au néolithique et a
I’age du Bronze (Newton, 2011; Nikitin et al., 2012), les haplogroupes A, C, D, et Z ont été
retrouvés dans I’ouest de la Sibérie dés le début de I’age du Bronze (Molodin et al., 2012) et
les haplogroupes C, D et Z dans le nord-est de I’Europe il y aenviron 3500 ans (Der
Sarkissian et al., 2013). Ces résultats suggerent donc au moins un flux génique d’est en ouest

avant I’age du Fer.

Dans le Bassin du Tarim, la population présentait dés I’age du Bronze un mélange de lignées

mitochondriales est- et ouest-eurasiennes (Li et al., 2010).

1.4.2 Les données du chromosome Y

Bien que trés informatives de I’origine biogéographique des populations, les lignées
paternelles ont été beaucoup moins étudiées du fait de la plus grande difficulté a retrouver de
I’ADN nucléaire au sein des organismes anciens, contrairement a I’ADN mitochondrial qui
est présent en un nombre plus élevé de copies. Les deux études majeures ont révélé la
présence de facon quasi exclusive de I’haplogroupe Rlala (90% pour les individus sud-
sibériens et 100% dans le bassin du Tarim) (Keyser et al., 2009; Li et al., 2010). Cet
haplogroupe a également été retrouvé chez un individu Xiongnu au nord-est de la Mongolie
(Kim et al., 2010).

La distribution actuelle de I’haplogroupe R1ala, en Europe centrale, dans le sud de la Sibérie
ainsi qu’en Inde, améne certains auteurs a proposer I’haplogroupe R1ala comme un marqueur
ou signature génétique de I’expansion des Indo-Européens (Semino et al., 2000; Wells et al.,
2001). Néanmoins cette théorie est remise en question par d’autres auteurs qui proposent,
pour cet haplogroupe, un foyer d’origine en Asie du Sud (Mirabal et al., 2009; Sharma et al.,
2009). Des études plus récentes ont affiné la phylogénie de cet haplogroupe et mis en
évidence la présence de sous-haplogroupes qui separeraient des lignées européennes et
asiatiques actuelles (Pamjav et al., 2012; Underhill et al., 2010). Ainsi, I’étude de ces
marqueurs pourra surement apporter des éléments supplémentaires et aider a préciser I’origine

de ces lignees masculines.
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1.4.3 Les données autosomales

Peu de données genétiques proviennent de marqueurs autosomaux pour ces populations
anciennes. A quelques exceptions pres, seule I’étude de sujets sud-sibériens des ages du
Bronze et du Fer a livré ce type d’informations. Les caracteres phénotypiques tels que la
couleur de la peau, des cheveux et des yeux ont été étudiés et les résultats obtenus suggerent
que la plupart des individus avaient probablement le teint pale ainsi que les cheveux et les
yeux clairs. Des marqueurs appelés AIM (Ancestry Informative Markers) ont également été
étudiés. Ils ont été choisis du fait des différences importantes de fréquence allélique entre les
populations (ici Africaine, Asiatique et Européenne). L’analyse de ces marqueurs a révelé que
les sujets sud-sibériens anciens étaient génétiquement proches des populations européennes
actuelles. Ainsi, I’ensemble de ces données suggere une probable origine européenne pour ces
sujets anciens (Bouakaze et al., 2009; Keyser et al., 2009).

Ces données ont également permis de s’intéresser a la question du peuplement du bassin du
Tarim. En effet, les données phénotypiques obtenues ainsi que la présence de I’haplogroupe
R1ala a la fois chez des individus du bassin du Tarim et chez des individus sud-sibériens de
I’age du Bronze ont renforcé I’hypothése d’un lien entre les populations des steppes et les
populations du bassin du Tarim. La découverte, au début du XX*™ siécle, dans le bassin du
Tarim, de momies parfaitement conservées au phénotype plutot européen, datant pour les plus
anciennes du début du 11°™ millénaire avant J.-C, avait amené de nombreuses interrogations
quant a leur origine et au peuplement de cette région. Deux hypotheses ont alors été proposées
(Hemphill and Mallory, 2004). La premiére, correspondant a un peuplement de la région par
des agriculteurs sédentaires a partir des oasis de la Bactriane, région a cheval sur les régions
actuelles de I’Afghanistan, I’Ouzbékistan et le Turkménistan. La seconde, proposant un
peuplement a partir des populations des steppes du Nord par les porteurs de la culture
d’Afanasievo puis de celle d’Andronovo. Les données génétiques obtenues sur les deux
groupes anciens de I’a4ge du Bronze, issus du sud-sibérien et du bassin du Tarim vont donc
dans le sens d’un peuplement par des populations venues du Nord des steppes (Keyser et al.,
2009).

Ainsi, bien que les premieres études aient permis d’apporter des éléments essentiels a la

compréhension du peuplement de cette région, le nombre de données disponibles reste encore
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relativement faible. Seules deux études d’ADN ancien se sont intéressées aux données du
chromosome Y. De la méme facon, trés peu de données sont disponibles concernant les
individus inhumés dans I’ Altai mongol. C’est dans ce contexte qu’a donc été initié ce travail

de thése.

L.5 Problématique et objectifs de I’étude

Le peuplement de la région du sud de la Sibérie et du massif de I’Altai est un
processus complexe. Nous avons vu que de nombreuses cultures aux origines parfois diverses
s’y sont succédées. Si un consensus apparait pour dire que des mouvements migratoires
d’Ouest en Est ont eu lieu, de nombreuses questions restent en suspens. De quelles régions
venaient ces populations ? Y a-t-il une homogénéité et une continuité génétique entre elles ?
D’ou venaient les individus présents dans I’ Altai mongol a I’age du Bronze ? Existe-il un lien

génétique entre les populations du sud de la Sibérie et de la Mongolie ?

Pour tenter d’apporter des éléments de réponse a toutes ces questions, nous avons étudié
I’ADN d’individus issus de différentes cultures de I’age du Bronze provenant a la fois du sud

de la Sibérie et du massif de I’ Altai.

Ainsi, a partir des données moléculaires obtenues, la diversité génétique de chaque groupe
culturel a pu étre caractérisée. L’analyse comparative des données anciennes obtenues par
notre équipe, mais aussi par d’autres, nous a permis d’apprehender les relations génétiques et
les interactions possibles entre ces populations anciennes. De la méme fagon, la comparaison
des différentes lignées maternelles et paternelles retrouvées chez ces individus anciens avec
celles des populations eurasiennes actuelles, nous a permis d’émettre des hypotheses quant a

I’origine biogéographique de ces individus.

Gréace a I’ensemble de ces résultats il a été possible d’apporter de nouveaux éléments quant a

la compréhension de la dynamique de peuplement de la région ciblée.

Comme présenté dans la premiére partie, les études d’ADN ancien requierent des précautions
et une méthodologie particulieres. Dans I’objectif d’étudier de fagon « globale » la diversité
de cette population, il a été nécessaire, au cours de ce travail, de mettre en place une stratégie
d’analyse adaptée aux caractéristiques d’un ADN datant de plusieurs milliers d’années et
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permettant I’étude de nombreux marqueurs (mitochondriaux, du chromosome Y et

autosomaux) a mode de transmission et taux de mutation variables.
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I1.1

Prélevements biologiques anciens

Lors de ce travail de thése, 69 échantillons (Tableau 1) provenant de différents sites couvrant

une région allant de la Khakassie (sud de

la Sibérie) au sud de I’Altai mongol ont été testés

(Figure 7). Ces échantillons sont majoritairement datés de I’age du Bronze. Ils ont été

exhumeés, pour la plupart d’entre eux, de

kourganes (Figure 8). A I’exception de I’individu

TA4 du site de Tsagaan Asga pour lequel nous disposions d’un fragment d’os long, tous les

prélevements biologiques mis a notre disposition étaient des dents.
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Figure 7 : Localisation des sites pour
lesquels des échantillons ont été
analysés
La correspondance pour chaque numéro est

indiquée dans le tableau ci-aprés.
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Tableau 1 : Liste des prélevements disponibles pour ce travail 1/2

Localisation N° Carte Culture Datation Code labo | N| Nom échantillon informations complémentaires
Kh19 Itkol'll, kourgane 24, tombe 1
. 3500-2600 Kh20 Itkol'll, kourgane 23, tombe 2
Afanasievo Kaf 4
avantJ.-C Kh21 Itkol'll, kourgane 27, tombe 1
Kh22 Itkol'll, kourgane 27, tombe 1
Kh1 Krasny Kamen, kourgane 1, tombe 1
Kh2 Krasny Kamen, kourgane 1, tombe 3
Kh3 Krasny Kamen, kourgane 1, tombe 6
Kh4 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 1
Kh5 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 2
Kh6 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 3
Khakasie, Sud Sibérie, 1 Kh7 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 3
Russie Kh8 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 6
Okunevo 2300-1800 Ok 18 Kh9 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 9
avant J.-C Kh10 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 11
Kh11 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 11
Kh12 Uybat-Charkov, kourgane 1, tombe 12
Kh13 Itkol'll, kourgane 14, tombe 2
Kh14 Itkol'll, kourgane 14, tombe 3
Kh15 Itkol'll, kourgane 14, tombe 5
Kh16 Itkol'll, kourgane 14, tombe 7
Kh17 Itkol'll, kourgane 14, tombe 8
Kh18 Itkol'll, kourgane 14, tombe 9
6 Teleytskiy Vzvoz-I, tombe 7
- ) . . 9300-1700 7 Teleytskiy Vzvoz-l, tombe 18
Région de I'Altai, Russie 2 Elunino avant J-C El 5 8 Teleytskiy Vzvoz-I, tombe 21
9 Teleytskiy Vzvoz-I, tombe 41
10 Staroaleyka-2, tombe 64
Bol'shemysskaya | Enéolithique Bol 1 11 Tytkesken-VI, kourgane 61
1 Bersyukta-I, kourgane 1
République fje I'Altai, 3 . 3500-2600 2 Tytkesken-VI, kourgane 95
Russie Afanasievo Aaf 5 3 Saldyar-1, kourgane 25
avant J.-C
4 Saldyar-I1, kourgane 36
5 Choburak-IIl, kourgane 1
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Tableau 1 : Liste des prélevements disponibles pour ce travail 2/2

Localisation N° Carte Culture Datation Code labo | N| Nom échantillon informations complémentaires
. _ 2500-2300 AT_626 Kulala ula, kourgane
Nord de I'Altai, Mongolie 4 Chemurchek avant ).-C ChemN |3 AT 628 Kumdi goovi, kourgane, tombe 2
' AT_635 Kurgak govi 2, kourgane, tombe 2
TA4 Tsagaan Asga, tombe 4
TAS8 Tsagaan Asga, tombe 8
1400-1100 TA9 Tsagaan Asga, tombe 9
5 7 TA10 Tsagaan Asga, tombe 10
avantJ.-C
TA11 Tsagaan Asga, tombe 11
TA12 Tsagaan Asga, tombe 12
Sagsai Sag TA14 Tsagaan Asga, tombe 14
Nord de I'Altal, Mongolie TU15 Takhilgat Uzuur-5, tombe 15
TU17 Takhilgat Uzuur-5, tombe 17
1400- 900 6 TU18 Takhilgat Uzuur-5, tombe 18, enfant
6 avantJ.-C TU25 Takhilgat Uzuur-5, tombe 25
TU32 Takhilgat Uzuur-5, tombe 32
TU34 Takhilgat Uzuur-5, tombe 34
2742+ 92
Afanasievo Maf 1 TU31 Takhilgat Uzuur-5, tombe 31
avantJ.-C
12 Ulaan Hudag-I, kourgane 12
. . 2300-1800 13 Ulaan Hudag-Il, kourgane 3
Khovd aimag, Mongolie 7 Chemurchek avant J-C Chem 5 14 Ulaan Hudag-I, kourgane 12
' 15 Halzan Uzuur-l1, kourgane 2
16 Halzan Uzuur-l1, kourgane 4
1700-1400
Khovd aimag, Mongolie 8 Munkh-Khairkhan avant J.-C MK 1 AT 614 Ulaan goviin uzuur 2, kourgane
Zabkhan aimag, Mongolie 9 Munkh-Khairkhan 1700-1400 MK ) AT _861 Khukh khushoony bom 1, kourgane
avant J.-C AT_862 Khukh khushoony bom 2, kourgane
AT 592 (1,2,3,4,5) Yagshiin khodoo, kourgane 3
. 2400-2000 ii
Sud de I'Altal, Mongolie 10 Chemurchek ChemS 8 AT_642 Keviin am, kourgane 2
avant J.-C AT_640 Buural kharyn ar, kourgane
ATNEWO1 kheviin am, kourgane 1
Entre I'Altal et Tianshan, . 1200-900 . AT_630 Khev!ln arjn, kourgane 1, tombe 3
. 11 Baitag Bai 3 AT 672 Uliastain gol Ill, kourgane 7
Mongolie avantJ.-C - -
AT_681 Uliastain gol Ill, kourgane 2

nombre d'échantillons testés

69
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Photo E. Crubézy

Figure 8 : Tombe de I’individu TA10 du site de Tsagaan Asga

La répartition chronologique et géographique des 69 échantillons testés est présentée dans la
Figure 9. Suivant une distribution spatiale, le groupe étudié se décompose de la facon
suivante : 22 échantillons proviennent de la Khakassie, 11 de I’ Altai russe et 36 de Mongolie.
Selon une distribution chronologique, 11 individus sont datés du debut de I’a4ge du bronze ou
avant, 39 sont datés du mileu de I’&ge du Bronze (env. 2000 ans avant J.-C) et enfin 19

individus sont attribués a des cultures datant de la fin de I’age du Bronze.
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Figure 9 : Répartition chronologique et géographique des prélevements analysés
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II.1.1 Traitement des échantillons

Les dents et les os sont généralement les seuls restes disponibles pour retrouver de I’ADN.
Nous avons choisi de travailler principalement a partir de prélevements dentaires car ils
présentent plusieurs avantages: (i) les dents ne sont pas totalement résistantes aux
contaminations mais I’émail dentaire, du fait de sa faible porosité, est une bonne barriére
protectrice contre d’éventuelles dégradations (UV, moisissures, microbes...), (ii) les
prélevements sont relativement faciles a décontaminer, et (iii) chaque dent peut étre traitée de
facon indépendante facilitant la réplication des analyses. Lorsque plusieurs prélévements sont
a notre disposition par individu, une observation macroscopique nous permet dans un premier
temps de choisir le prélevement qui parait le mieux préservé. Pour les prélevements dentaires
par exemple, le choix se portera dans I’idéal, sur une dent non cariée, sans fissure et avec des

racines fermées afin de limiter I’entrée de contaminants.

II.1.1.1 Préparation des échantillons

La premiére étape du traitement des échantillons consiste en une décontamination de surface.
Cette étape est tres importante surtout lorsque les conditions dans lesquelles ont été prélevés

et stockes les échantillons ne sont pas connues.

Les prélevements dentaires sont dans un premier temps débarrassés des éventuels résidus de
terre a I’aide d’un scalpel stérile. Puis ils sont ensuite nettoyés a I’aide de compresses stériles
legérement imbibées d’eau de javel a 30% puis rincés avec de I’eau ultrapure et enfin exposés
aux UV sur chaque face pendant 20 min. Cette étape est trés délicate, la dent ne doit pas étre
trop imbibée car bien que I’émail procure une barriére protectrice, les prélévements étant
anciens, la dent s’est fragilisée. Il est possible que des fissures se soient formées ou que les
racines ne soient pas totalement fermées, notamment chez les immatures, entrainant
I’infiltration de contaminants ou des solutions de lavage pouvant ainsi léser I’ADN. Une fois

nettoyée, la dent est préte a étre réduite en poudre.

Pour les prélevements osseux, la méthode est différente. Les contaminants pouvant s’infiltrer
plus profondément dans I’0s, jusqu’au moins 1 a 2 millimetres d’épaisseur (Bouwman et al.,
2006), il ne suffit pas uniquement de nettoyer sa surface mais d’en enlever une partie. Pour
cela, a I’aide d’une dremel, I’0s ou le fragment osseux est abrasé mécaniquement sur toute sa

surface sur quelques millimétres de profondeur. Cette étape est realisée sous une hotte a
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extraction dédiée a cet effet. La partie ainsi nettoyée est ensuite utilisée pour étre réduite en

poudre.

Afin d’étre réduits en poudre, les prélevements décontaminés sont placés dans un cryobroyeur
a azote liquide (6870 FREEZER/MILL®, SPEX Sample Prep®). Le froid permet d’éviter les
échauffements qui peuvent induire une dégradation des molécules d’ADN durant cette étape.
Les prélevements sont ensuite stockés dans une salle dédiée aux échantillons anciens a I’abri
de la lumiére et dans des conditions stables de température. Ainsi, il est possible de collecter a
partir d’une dent, de quelques centaines de milligrammes de poudre (dent d’immature), a 2
grammes (molaire d’adulte). A partir d’un prélevement osseux, la quantité récupérée est

souvent plus importante, de I’ordre de plusieurs grammes.

11.1.1.2 Extraction de PADN

II.1.1.2.1 Extraction de ’ADN a partir d’échantillons modernes

Les échantillons modernes utilisés dans ce travail sont ceux des individus ayant participé a
I’étude de la détermination des traits phénotypiques ou aux fouilleurs et manipulateurs ayant
été en contact avec les échantillons. Les préléevements d’ADN sont réalisés par cytobrossage
buccal. Conformeément & la législation francaise, un consentement éclairé a été signé par

toutes les personnes impliquées.

A partir de la cytobrosse, I’extraction est réalisée a I’aide du kit QiAamp® DNA Mini kit de
Qiagen. Le protocole utilisé est celui décrit par le fabricant pour I’extraction d’ADN a partir
de cellules buccales. Cette extraction est réalisée dans des locaux totalement séparés de ceux

dédiés aux analyse de I’ADN ancien (dans le méme batiment mais & un autre étage).

I1.1.1.2.2 Extraction de ’ADN a partir des échantillons anciens

A partir de la poudre obtenue aprés cryobroyage des tissus durs anciens nous pouvons
procéder a I’extraction d’ADN. Cette étape est critique dans le processus de traitement des
échantillons car il s’agit d’obtenir un rendement maximal d’extraction puisque I’ADN n’est
parfois présent qu’en trés faible quantité au sein du prélevement. L’étape de purification
associee a I’extraction doit également permettre d’éliminer les éventuels inhibiteurs presents

dans I’échantillon.
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La méthode utilisée dans cette étude est la suivante. La premiére étape du protocole consiste
en une décalcification et une lyse des échantillons. Pour cela 150 a 200 mg de poudre sont
placés dans un tampon constitué de : 500 ul d’EDTA a 0,5M (chélateur des ions calcium), 50
mg de protéinase K 4 20 mg.ml™ et 5 ul de DTT & 1M (agent réducteur). L’ensemble est placé
une nuit sous agitation a 50°C. La seconde étape consiste a purifier I'ADN. Pour cela le kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up commercialisé par la société Macherey Nagel a été
utilisé. Ce kit est destiné a la purification directe des produits de PCR ou a partir de gels
d’agarose. Il a la propriété de purifier des petits fragments d’ADN (jusqu’a 50 pb), idéal donc
pour la purification d’ADN dégradé comme c’est souvent le cas avec I’ADN extrait des
échantillons anciens. Le principe de la purification est basé sur I’utilisation d’une colonne
avec une matrice de silice. L’ADN est mélangé a un tampon contenant des sels chaotropiques
permettant la fixation de I’ADN sur la membrane de silice puis les éléments indésirables issus
de la lyse sont éliminés par des lavages successifs a base d’éthanol. Enfin, I’ADN est élué
dans 250 ul d’eau ultrapure. Les extraits sont ensuite purifiés et concentrés par ultrafiltration
gréce aux colonnes Amicon Ultra 0.5 ml 30 KDa, (Millipore). Le volume final d’extrait est

ainsi de 50 pl.

I1.1.2  Les analyses génétiques réalisées

A partir des extraits d’ADN, nous avons pu réaliser différentes analyses génétiques. Une
stratégie expérimentale particuliére a été mise en place afin de répondre aux différentes
problématiques de recherche tout en consommant le moins d’ADN possible puisque les
substrats anciens disponibles étaient limités. Plusieurs marqueurs ont été étudiés, des
marqueurs a transmission uniparentale c’est-a-dire hérités uniqguement de la mére ou du pére
localisés sur I’ADN mitochondrial et la région non recombinante du chromosome Y ainsi que

des marqueurs a transmission biparentale localisés sur les autosomes.

11.1.2.1 La détermination du sexe de I’individu

La détermination génétique ou moléculaire du sexe des individus va permettre de compléter et
de confirmer les données anthropologiques quand celles-ci sont disponibles. En effet, la
diagnose sexuelle est parfois difficile a établir lorsque les restes osseux sont tres fragmentés et
mélangés, ou lorsque les individus sont immatures. Dans ces cas précis, la détermination du

sexe apportera des éléments essentiels a I’étude du recrutement funéraire
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La technique choisie est celle utilisée en médecine légale qui consiste & amplifier une région
du gene de I’amélogénine. L’amélogénine intervient dans la synthése de I’émail dentaire. Le
gene codant cette protéine est présent sur les chromosomes sexuels (AMGX et AMGY) avec,
sur le chromosome X une délétion de 6pb par rapport au chromosome Y (Sullivan et al.,
1993). Ainsi I’amplification de cette région donnera des profils électrophorétiques différents
pour un homme et une femme. Les amorces utilisées sont proches de la région délétée et
permettent I’amplification d’un fragment de 112 pb sur le chromosome Y et de 106 pb sur le
chromosome X. La détection de deux fragments a 106 pb indique que I’individu testé est
féminin (XX) alors que la détection d’un fragment a 106 pb et d’un second a 112 pb indique
gu’il est masculin (XY). Ces amorces sont présentes dans tous les kits d’identification
génétique commercialisés et permettent ainsi de disposer d’une empreinte ou profil génétique

avec le sexe de I’individu analysé.

Les résultats erronés sont rares avec cette méthode mais néanmoins parfois observes
notamment dans certaines populations, du fait de délétions (Cadenas et al., 2007) ou lorsque
I’ADN analysé est présent en trop faible quantité ou est trés dégradé (Quincey et al., 2013),
amenant ainsi des pertes d’alléles (dropout en anglais). C’est pourquoi, afin d’augmenter la
fiabilité de la détermination du sexe, des marqueurs spécifiques du chromosome Y sont inclus
dans les nouveaux kits d’identification, par exemple dans le kit Globalfiler™ commercialisé

par la société Life technologies.

I1.1.2.2 Etablissement du profil génétique des individus

Un profil génétique est généralement établi a partir de I’amplification simultanée de STR
(Short Tandem Repeats) autosomaux. Les STR sont des polymorphismes de longueurs, c’est-
a-dire des repétitions de motifs de quelques paires de bases. Ce nombre de répétitions peut
varier d’un individu a I’autre. L’alléle obtenu correspondra ainsi au nombre de répétitions.
C’est le nombre de STR analysés qui va permettre d’obtenir un pouvoir de discrimination plus
ou moins fort assurant I’unicité de chaque profil. Dans ce travail, le kit AmMpFLSTR®
Identifiler® Plus (Life technologies), employé dans les investigations médico-légales, a éte
utilisé pour I’établissement des profils génétiques. Il permet I’amplification simultanée de 15
STR autosomaux (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA) ainsi que du locus de
I’amélogénine conférant un pouvoir de discrimination de 5.01x10™*® quand I’ensemble des

marqueurs a pu étre analyse.
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Ces marqueurs étant localisés sur les autosomes, chaque individu posséde pour chaque locus 2
alléles, I’'un provenant de son pére et I’autre de sa mére. L’étude de ces marqueurs permet

donc également d’étudier les liens de proches parenteés.

Dans ce travail, la reaction d’amplification a été réalisée a partir de 5 pl d’ADN dans un
volume final de 12.5 pl. Le protocole suivi est celui recommandé par le fabricant a
I’exception du nombre de cycles qui est augmenté de 28 a 32. L analyse des produits PCR est
réalisée par électrophorése capillaire sur un séquenceur automatique 3500 Genetic Analyser
(Life technologies). Les résultats sont analyses a I’aide du logiciel Gene Mapper v4.1 (Life

technologies).

II.1.2.3 Détermination des haplotypes et des haplogroupes

mitochondriaux et du chromosome Y

Contrairement aux marqueurs autosomaux, les marqueurs localisés sur I’ADN mitochondrial
et sur la région non recombinante du chromosome Y sont a transmission uniparentale. L’ADN
mitochondrial se transmet de la mere a ses enfants (filles et garcons) et le chromosome Y se
transmet uniquement de pére en fils. Ainsi I’analyse de ces marqueurs permet d’étudier les
lignées maternelles et paternelles des individus. L’étude de ces lignées se fera par la
détermination des haplotypes ainsi que des haplogroupes Y et mitochondriaux, deux notions

employées frequemment dans ce manuscrit et définies ci-apres.

L’haplotype

Un haplotype correspond a une combinaison de mutations présentes sur une méme région
d’intérét (I’ADN mitochondrial) ou sur un méme chromosome (chromosome Y). Les
polymorphismes concernés peuvent étre aussi bien des polymorphismes ponctuels de
séquence (SNP : Single Nucléotide Polymorphism), des insertions/délétions ou encore des
polymorphismes de longueurs (STR). Les individus partageant la méme signature génétique
sur I’ensemble de ces sites polymorphes portent alors le méme haplotype. L’haplotype
mitochondrial est défini par des SNP alors que I’haplotype du chromosome Y est défini par
des STR. Ces haplotypes peuvent étre regroupés au sein de grands groupes appelés
haplogroupes.
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L’haplogroupe

Un haplogroupe regroupe les haplotypes dérivant d’un méme ancétre commun. Les
haplotypes appartenant au méme haplogroupe partagent ainsi souvent des mutations en
commun dans le cas de I’ADN mitochondrial. Concernant le chromosome Y, si I’haplotype
est ici défini par les alléles présents au niveau de différents loci STR, I’haplogroupe lui est
généralement défini par un SNP. Ces haplogroupes ayant le plus souvent des répartitions
géographiques spécifiques, leur étude rend possible la détermination de I’origine
biogéographique d’un individu. Aujourd’hui, les avancées technologiques ont permis
d’affiner considérablement la phylogénie, entrainant des modifications fréquentes des noms
des haplogroupes (principalement des sous-haplogroupes, la désignation des macro-
haplogroupes restant constante). Ces noms sont construits par I’enchainement de lettres et de
chiffres. Les haplogroupes du chromosome Y étant défini par des SNP, nous associerons
toujours le nom du SNP a I’haplogroupe pour faciliter la compréhension en dépit de

I’évolution constante de la nomenclature.

I1.1.2.3.1 Analyse de ’ADN mitochondrial

L’ADN mitochondrial (ADNmt) est un ADN extranucléaire circulaire de 16569 pb contenu
au sein des mitochondries, organites cellulaires impliqués dans la respiration cellulaire. Il peut
étre séparé en deux régions distinctes : (i) une région non codante d’environ 1100 pb, appelée
aussi région de contrdle et (ii) une région codante constituée de génes codants principalement
pour des ARN ribosomaux et de transfert ainsi que des protéines impliquées dans la

phosphorylation oxydative (Figure 10).

16024 576

l HVRI ‘ ‘ HVRII ‘ ‘HVR][]‘

ADN mitochondrial [l Génes codants pour des ARN de transfert
humain [l Génes codants pour des ARN ribosomaux
16569 pb Genes codants pour des protéines

D ADN non codant
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Figure 10 : Représentation schématique de I’ADN mitochondrial humain

Plusieurs caractéristiques font de cet ADN un support de choix pour les études d’ADN ancien.
L’ADNmt est présent en un nombre de copies élevé, il se transmet uniquement par voie
maternelle via I’ovocyte, et passe de la mére a I’enfant sans recombinaison. Les variations de
séquences apparues au niveau de la séquence d’ADNmt sont donc le fruit d’événements
aléatoires qui apparaissent au cours du temps et qui sont transmis de la mere a I’enfant. Le
taux de mutation n’est pas uniforme sur toute la séquence de I’ADNmt. La région non codante
contient trois régions hypervariables appelées HV1, HV2 et HV3. Ce sont généralement ces
régions, notamment les régions HV1 et HV2, qui sont classiquement analysées dans les études
de génétique des populations puisque leur fort taux de mutations permettra d’observer des

différences entre les populations.

L’ADNmt a été séquencé entierement en 1981 (Anderson et al., 1981). Cette séquence
appelée CRS (Cambridge Reference Sequence) a ainsi été utilisée comme séquence de
référence. Une version corrigée (rCRS = revised Cambridge Reference Sequence) a été
publiée quelques années plus tard (Andrews et al., 1999). Les études de comparaison se font
donc par rapport a cette séquence de référence révisée. Récemment des auteurs ont proposé de
remplacer cette séquence de référence par une séquence appelée « Reconstructed Sapiens
Reference Sequence » (RSRS) située a la racine de I’arbre phylogénétique des Homo sapiens
(Behar et al., 2012). En effet, les évenements mutationnels sont généralement reportés par
rapport a la séquence rCRS or cette séquence est celle d’un européen moderne. La séquence
RSRS correspondrait elle a une séquence ancestrale plutét qu’a une séquence « périphérique »
de la phylogénie. Cependant, I’ensemble des donnees disponibles que ce soit dans la
littérature ou dans les bases de données telles que EMPOP (http://empop.org) sont annotées
en fonction de la sequence rCRS. Afin de garder une cohérence et de faciliter les analyses,

nous travaillerons donc toujours par comparaison avec la séquence rCRS.

Le séquencage de la région HV1 de 'ADN mitochondrial

Pour déterminer les haplotypes mitochondriaux de nos échantillons, nous avons séquencé une
région de 381pb localisée sur la région hypervariable 1 (HV1) de I’ADN mitochondrial.
L’état généralement fragmenté de I’ADN étudié ne permet pas d’amplifier directement ce
fragment en une seule fois, nous avons donc procéde au sequencage de deux fragments (HV1-
A et HV1-B) chevauchants de 250 et 220 pb correspondant aux positions nucléotidiques
15989 a 16239 et 16190 a 16410. Le fait d’avoir des séquences chevauchantes permet

53



MATERIEL ET METHODES

également d’assurer un contrdle au niveau de la zone de chevauchement. Les amorces
utilisées sont les suivantes :

HV1-A F15989 : CCCAAAGCTAAGATTCTAAT

HV1-A R16239 : TGGCTTTGGAGTTGCAGTTG

HV1-B_F16190 : CCCCATGCTTACAAGCAAGT

HV1-B_R16410 : GAGGATGGTGGTCAAGGGAC

Les réactions d’amplifications ont été effectuées de maniére indépendante dans un volume
final de 50 pl contenant 10 ul d’extrait d’ADN, 1 pl de chaque amorce (10 puM), 10 pl de pré-
mélange réactionnel 5X (5 pl de tampon HGS, 3 ul de MgCl, 25 mM, 0.5 pl de BSA 20
mg/ml, 0.1l de chaque dNTP 100 mM, 1,1 pl d’eau ultra pure), 0.5 pl de HGS Diamond
Tagq® (Eurogentec) & 5 U.ul et de I’eau ultrapure QSP 5 pl.

Les réactions d’amplifications ont ensuite été réalisées avec les parameétres suivants : une
dénaturation initiale/activation a 94°C pendant 13 min, suivie de 38 cycles composés d’une
étape de dénaturation a 94°C pendant 30 sec, d’une étape d’hybridation a 48°C pendant 30 sec
et d’une étape d’élongation a 72°C pendant 45 sec. La réaction est finalisée par une étape
d’élongation a 72°C pendant 5min. Pour le fragment HV1-B le programme utilisé est le méme

a I’exception de la température d’hybridation qui est de 51°C.

Afin de Vvérifier la taille des produits amplifiés et d’estimer leur concentration, 10 pl de
produits PCR ont été déposés sur gel d’agarose 2,5%. La concentration des produits
d’amplification a été estimée par I’intermédiaire du marqueur de taille MassRuler™ DNA
Ladder, low range (Fermentas). Les produits PCR sont ensuite purifiés a I’aide du kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, Macherey Nagel. Cette étape permet d’une part,
d’éliminer les composants résiduels provenant du milieu réactionnel de la PCR autre que
I’ADN (amorces, sels, dNTP), et d’autre part, de concentrer les produits PCR a la
concentration requise (2 ng.pl™) pour la PCR de séquencage par ajustement du volume

d’élution.

La PCR de séquencage est réalisée a I’aide du kit BigDye® Terminator V1.1 Cycle
Sequencing (Life technologies). Le milieu réactionnel est composé de 2 ul de produits PCR
purifiés et concentrés a 2 ng. pl™, 1 pl d’amorces & 0.8 pM, 1pl de mix 5X de 2 pl de BDT et
d’eau ultrapure QSP 10 pl.
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Les produits sont ensuite purifiés par une précipitation a I’éthanol. Les 10 ul de la réaction de
séquence sont déposés dans 40 ul d’une solution d’éthanol a 80% prealablement placée au
congélateur pendant 2 heures minimum. L’ensemble est ensuite déposé a -20°C pendant 15
min. Puis les tubes sont centrifugés 30 min a 12000 g. Le surnageant est prélevé et le culot est
rincé dans une solution d’éthanol a 70% puis agité Iégerement et centrifugé 5 min a 12000 g.
Enfin, le surnageant est éliminé et le culot est laissé a I’air libre pendant plusieurs heures pour
éliminer toutes traces d’éthanol qui pourraient entraver la lecture des séquences d’ADN.
Avant seéquencage, le culot est resuspendu dans 10 pl d’eau ultrapure puis vortexé et
centrifugé 15 min apres.

Afin de réaliser I’électrophorése capillaire 4 pl de chaque échantillon sont ajoutés a 16ul
d’eau ultrapure. L’électrophorese est réalisée sur un séquenceur automatique 3500 Genetic
Analyser (Life technologies). Les séquences sont analysées grace au logiciel Sequencher™
4.8 (Gene Codes Corporation). Une séquence consensus HV1 est construite pour chaque
échantillon apres un minimum de deux extractions et deux amplifications. Les haplotypes
HV1 sont ensuite obtenus par comparaison a la séquence de référence rCRS. A partir de ces
haplotypes, les haplogroupes sont déterminés a [I’aide du logiciel haplogrep
(http://haplogrep.uibk.ac.at/), des données de la littérature et du site phylotree reportant la
phylogénie actuelle (http://www.phylotree.org/).

Typage des SNP de la région codante de ’ADN mitochondrial

Des positions polymorphes de la région codante de I’ADN mitochondrial ont été
sélectionnées a partir du site « phylotree » et des données de la littérature afin de confirmer
I’appartenance aux haplogroupes préalablement déduits du séquencage de la région HV1.

Au vu du nombre important d’haplotypes obtenus au sein parmi les échantillons anciens
étudiés, nous avons choisi de typer uniquement les SNP spécifiques des macro-haplogroupes.
Les 13 SNP sélectionnés (Figure 11) ont été analysés dans une réaction multiplexe. Le typage
a eté réalisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF dont le principe est présenté dans la
section 11.2.2.4. Les amorces utilisées ont été dessinées a I’aide du logiciel Assay Design 4.0
(Sequenom). Les amorces ainsi que la taille des amplicons attendus sont présentés en Annexe
1.
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Figure 11 : SNP de la région codante de I’ADN mitochondrial
Arbre phylogénétique représentant les 13 SNP de la région codante de I’ADN mitochondrial analysés en une
seule réaction multiplexe par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Les haplogroupes testés sont indiqués dans
les ronds bleus. Les positions des SNP sur I’ADN mitochondrial ainsi que I’alléle muté par rapport a la séquence
de référence rCRS sont indiqués sur chaque branche.

11.1.2.3.2 Détermination des haplotypes et haplogroupes Y

Les STR du chromosome Y

Le chromosome Y est la marque du sexe masculin. Il est transmis de fagcon uniparentale de
pére en fils. Environ 95% échappe a la recombinaison méiotique; cette région est appelée
NRY (Non Recombining Y). Les marqueurs étudiés se trouvent sur cette région, ils sont ainsi
liés et se transmettent d’un seul bloc de générations en générations permettant ainsi de

retracer les lignées paternelles.

La détermination des haplotypes Y pour les individus masculins a été réalisée grace a
I’amplification simultanée de 17 STR (DYS456, DYS3891, DYS390, DYS3891l, DY S458,
DYS19, DYS385a/b, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, GATAH4, DY S437,
DYS438, DYS448) localisés sur la partie non recombinante du chromosome Y a I’aide du kit
AmpFLSTR® Yfiler® (Life technologies).

Les réactions d’amplifications ont été réalisées a partir de 5 pl d’extrait d’ADN dans un
volume final de 12,5 ul. Le protocole suivi est celui donné par le fabricant a I’exception du
nombre de cycles qui a été augmenté de 30 a 34. L’électrophorése capillaire est réalisée sur un
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séquenceur automatique 3500 Genetic Analyser (Life technologies) et I’analyse est réalisée a

partir du logiciel GeneMapper® 4.1 (Life technologies).

Ainsi, pour chaque individu masculin, I’ensemble des alleles obtenus pour les 17 loci STR
correspond a I’haplotype Y. A partir de ces haplotypes, les haplogroupes sont déduits a I’aide
de I’outil informatique Haplogroup Predictor disponible en ligne (http://www.hprg.com). Ce
programme permet de prédire I’haplogroupe a partir de I’haplotype et d’y attribuer un score
de confiance. Néanmoins, seul le typage des SNP d’intérét permet d’assurer I’appartenance a
un haplogroupe (Muzzio et al., 2011).

Les SNP du chromosome Y
Les SNP analysés ont été sélectionnés en fonction des prédictions obtenues a partir des
haplotypes. Afin d’affiner les résultats, nous avons également sélectionné des SNP

spécifiques des sous-haplogroupes d’intéréts (Figure 12).

Les 27 SNP sélectionnés n’ayant pu étre analysés au sein d’une seule réaction multiplexe,
deux groupes ont été constitués de la fagon suivante : au sein d’une réaction ont été regroupés
les 13 SNP spécifiques de I’haplogroupe R et de ses sous-haplogroupes, et au sein de la
seconde réaction, les 14 SNP restant, spécifiques des haplogroupes C, D, N et Q ainsi que leur
sous-haplogroupes. De cette facon, sur la base des haplotypes déduits des STR nous n’avions
plus qu’a utiliser I’'une ou I"autre des réactions multiplexes pour confirmer I’haplogroupe et

essayer d’affiner cette affiliation.

Les SNP ont été typés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le principe de la méthode
est présenté dans la section 11.2.2.4. Les amorces utilisées ont été dessinées a I’aide du logiciel
Assay Design 4.0 (Sequenom). Les amorces, ainsi que la taille des amplicons attendue, sont

présentés en Annexe 1.
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Figure 12: Arbre phylogénétique présentant les SNP du chromosome Y analysés
Les haplogroupes sont indiqués au bout de chaque branche ainsi que les marqueurs et les polymorphismes
associés. La longueur des branches n’est pas significative. Le marqueur M434 (G/A), n’apparaissant pas dans
I‘arbre phylogénétique, mais décrit comme étant spécifique de certaines populations d’Asie du Sud, a également
été analysé et inclus dans la réaction multiplexe 2.
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I1.1.2.4 Typage des SNP par spectrométrie de masse MALDI-TOF

De nombreuses techniques de génotypage des SNP sont aujourd’hui disponibles. Certaines
permettent de génotyper quelques SNP et/ou échantillons tandis que d’autres sont utilisées
pour le génotypage a tres haut débit. La plupart de ces méthodes suivent le méme principe
c’est-a-dire une réaction de discrimination allélique suivie d’une détection des variants
alléliques. Parmi toutes les méthodes disponibles, nous avons utilisé une méthode basée sur
une discrimination allélique par extension d’amorces suivie d’une détection par spectrométrie
de masse. Cette stratégie a été choisie car elle répondait a plusieurs critéres nécessaires aux
études d’ADN ancien : (i) le volume d’ADN nécessaire pour établir un génotype devait étre
faible (quelques pl) (ii) la méthode devait étre sensible (de I’ordre d‘une centaine de pg),

reproductible et permettre le génotypage simultané de plusieurs SNP.

I1.1.2.4.1 Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionisation - Time Of Flight).

La techniqgue MALDI-TOF utilise une irradiation par un faisceau laser UV a 337 nm.
L’irradiation provoque un échauffement local qui permet le transfert des charges positives de
la matrice a I’échantillon (ionisation). Une micro-explosion désorbe le mélange et provoque
son expansion en phase gazeuse. Une fois formés, les ions sont accélérés par un champ
électrostatique appliqué dans la zone d’accélération et envoyés dans un tube sous vide dans
lequel ils sont séparés en fonction de leur rapport masse/nombre de charge (m/z). Comme le
temps de vol est proportionnel a la masse, les ions de masse faible volent plus vite que les
ions de masse plus importante, et sont ainsi détectés les premiers. Le détecteur collecte les
ions et quantifie leurs intensités qui seront amplifiées et visualisées sous forme d’un spectre
(Figure 13). La masse moléculaire est ainsi calculée a partir du rapport m/z. 1l s’agit donc

d’une méthode directe de mesure d’une propriété intrinséque des molécules : la masse.
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Figure 13 : Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF
L’irradiation du faisceau laser incident va désorber et ioniser le mélange échantillon/matrice co-cristallisé sur la
SpectroChip. Les produits d’extensions vont étre entrainés en phase gazeuse dans la zone d’accélération avec la
matrice, puis accélérés grace a une différence de potentiel entre la cible IS1 et la grille d’extraction 1S2 avant de
pénétrer dans un tube de vol libre de champ ou ils vont voler vers le détecteur. Le temps de vol sera d’autant plus
court que les molécules sont légeres. Leur analyse sera ensuite visible sur un spectre ot les molécules
apparaitront en fonction de leur rapport masse/charge.

I1.1.2.4.2 Avantages de la spectrométrie de masse MALDI-TOF et du syst¢tme Mass

Array de Sequenom.

La mesure directe de la masse des molécules représente un avantage par rapport a d’autres
techniques de mesure indirecte utilisant par exemple, des marqueurs fluorescents. En effet, la
détection d’une propriété intrinseque des molécules permet d’assurer des mesures
indépendantes des conditions réactionnelles et ainsi d’augmenter la fiabilité des résultats. De
plus, comme la technique utilise des amorces non marquées, le colt est diminué. La
spectrométrie de masse présente d’autres avantages: elle utilise un instrument de haute

précision capable de détecter des produits de masses ne différant que de quelques daltons
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(jusqu’a 9 Da), et sa large fenétre de détection rend possible I’analyse simultanée de différents

marqueurs (multiplexage).

La spectrométrie de masse MALDI-TOF étant une méethode développée principalement pour
I’analyse protéique, le laboratoire s’est orienté vers une méthode congue specialement pour
I’analyse des acides nucléiques, la plateforme Mass Array commercialisée par la société
Sequenom. Plusieurs applications sont possibles sur cette plateforme dont le génotypage de
SNP & I’aide de la technologie iPLEX® Gold (Sequenom) (Gabriel et al., 2009). Cette
méthode s’est révélée particulierement intéressante dans les analyses d’ADN ancien puisqu’a
partir de quelques microlitres d’extrait, un nombre important de SNP (jusqu’a 40) peut étre
analysé a partir de court fragment d’ADN (environ 100 pb). Méme si cette méthode est
optimale pour une quantité d’ADN de I’ordre du nanogramme, il semble possible d’obtenir
des génotypes complets jusqu’a 100pg d’ADN (Mendisco et al., 2011).

11.1.2.4.3 Protocole de typage des SNP

Le protocole utilisé pour les différentes analyses réalisées dans ce travail est celui
recommandé par le fabricant. Il est composé des étapes suivantes (Figure 14): (i)
I’amplification des régions contenant les SNP d’intérét est réalisée par PCR multiplexe a
partir de 3.4 ul d’ADN, (ii) les dNTP non incorporés durant la PCR sont déphosphorylés et
neutralises par la SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase), (iii) la réaction de discrimination
allélique est réalisée a I’aide d’une amorce s’hybridant en amont du SNP d’intérét (amorce
SBE pour Single Base Extension), I’amorce est étendue par un ddNTP de masse modifiée en
fonction de I’allele présent sur la séquence cible, (iv) les échantillons sont dilués dans 41 pl
d’eau ultrapure afin d’éliminer les surfactants, (v) les produits sont dessalés a I’aide d’une
résine, (vi) une dizaine de nanolitres des produits sont déposés a I’aide d’un robot
(Nanodispenser, Sequenom) sur une micropuce 96 puits (SpectroCHIP, Sequenom) contenant
la matrice constitué d’acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA) parfaitement adaptée aux études
d’ADN (Tang et al., 1993), (vii) la micropuce est ensuite introduite dans le spectrométre de
masse MALDI-TOF (Mass Array Analyser Compact 96, Sequenom) afin d’étre analysée et
enfin, (viii) la mesure de la masse de chaque produit permet d’attribuer les génotypes
puisqu’une série d’applications spécifiques (Mass Array Workstation, Sequenom) permet de
préparer I’analyse en assimilant a chaque expérience : les échantillons traités, les réactions de
génotypage ainsi que toutes les masses attendues avec, pour chacune d’entre elles la

correspondance en terme de génotypes. Dans la fenétre d’analyse n’apparaissent que les
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amorces SBE et les produits d’extension. Les amorces de I’amplification initiale sont
dessinées avec une extension de 10 nucléotides augmentant ainsi leur masse et les fait de ce

fait sortir de la fenétre de détection lors de I’analyse par spectrométrie de masse.
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Figure 14: Principe de la méthode iPLEX Gold de Sequenom
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II.1.2.5 Analyse des SNP autosomaux: détermination des caractéres
phénotypiques et de I’origine biogéographique des individus
Afin d’apporter des informations sur I’apparence physique des individus (couleurs des

cheveux et des yeux) ainsi que sur leur origine biogéographique, des SNP autosomaux ont été

sélectionnés a partir de la littérature (Tableau 2).

SNP Chromosome Géne Allele

N29insA 16 MCI1R Clinsertion A
rs11547464 16 MC1R GIA
rs885479 16 MC1R CIT
rs1805008 16 MCIR CIT
rs1805005 16 MCIR GIT
rs1805006 16 MCIR CIA
rs1805007 16 MC1R CIT
rs1805009 16 MCIR GIC
Y 1520CH 16 MC1R CIA
9 rs2228479 16 MC1R GIA
@ rs1110400 16 MC1R T/IC
o rs28777 5 SLC45A2 GIC
2 rs16891982* 5 SLC45A2 GIC
T rs12821256 12 KITLG AlG
rs4959270 6 EXOC2 CIA
rs12203592 6 IRF4 CIT
rs1042602 11 TYR GIT
rs1393350 11 TYR cIT
rs1800407 15 OCA2 GIA
rs2402130 14 SLC24A4 AlG
rs12896399 14 SLC24A4 TIG
rs12913832 15 HERC?2 CIT
rs2378249 20 ASIP/PIGU T/IC
rs683 9 TYRP1 TIG
rs3827760 2 EDAR CIT
= rs1426654 15 SLC24A5 GIA
< rs2814778 1 DARC GIA
rs1545397 15 OCA2 TIA

Tableau 2 : Liste des SNP autosomaux sélectionnés
Les SNP surlignés correspondent aux 6 SNP inclus dans le test Iris Plex (pour la détermination de la couleur des
yeux). * ce SNP est également inclus dans le panel AIM.
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I1.1.2.5.1 Détermination des caracteres phénotypiques

Mécanisme de la pigmentation

La couleur de la peau, des yeux ou des cheveux résulte principalement de la quantité, du type
ainsi que de la distribution du pigment mélanique. La mélanine est produite par les
mélanocytes a I’intérieur d’organites spécifiques: les mélanosomes. Cette synthése et
I’ensemble des processus qui la contrdlent constituent la mélanogenése. Deux types de
mélanines sont produits dans des proportions différentes : I’eumélanine (de couleur brune ou
noire) et la phaeomélanine (de couleur jaune orangee). Les deux types de meélanines
proviennent de la transformation enzymatique de la tyrosine en dihydroxyphénylalanine
(dopa) puis, sous I’action de la tyrosinase en dopaquinone. Ensuite, les voies de synthése sont
différentes pour les deux types de mélanines. La synthése d’eumélanine va impliquer les
enzymes tyrosinase-related protein (TRP) alors que la synthése de phaeomélanine va
impliquer des dérivés soufrés. D’autres protéines vont également intervenir dans la synthese
de ces pigments. Certaines de ces protéines sont localisées sur les génes OCA2, SLC24A5 ou
SLC45A2. La pigmentation est génétiquement predeterminée, néanmoins des facteurs

environnementaux tels que les UV peuvent venir influer sur cette régulation.

La détermination des traits phénotypiques tels que la couleur des yeux, des cheveux et de la
peau intéresse plusieurs domaines notamment la criminalistique et I’anthropologie. Les
nombreuses études de génes candidats et les études d’association (Eiberg et al., 2008; Han et
al., 2008; Kayser et al., 2008; Sulem et al., 2007; Valverde et al., 1995) ont permis depuis
plusieurs années d’identifier des variants génétiques impliqués dans les différents phénotypes
pigmentaires. Ces SNP ont ensuite été analysés afin d’estimer si leur impact sur le phénotype
était assez significatif pour étre intégrés dans des futurs tests de prédictions phénotypiques
(Branicki et al., 2007; Branicki et al., 2011; Liu et al., 2009).

Certains de ces marqueurs génétiques sont présents sur des genes impliqués directement dans
le processus de pigmentation tandis que d’autres impactent sur ces génes par des mécanismes
de régulation. Parmi ces genes, on peut noter particulierement le géne MC1R (MelanoCortin 1
Receptor) qui est fortement impliqué dans la couleur rousse des cheveux et la peau claire
(\Valverde et al., 1995). Les génes HERC2 et OCA2, deux genes voisins, ont quant a eux un
impact important sur la couleur des yeux et de la peau. Le géne HERC2, bien que non
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impliqué directement dans le processus de régulation, porte un SNP (rs12913832), localisé
dans une région intronique, fortement impliqué dans la détermination de la couleur des yeux.
Celui-ci va agir comme un activateur de la transcription du gene OCA2 en modulant la
conformation de la chromatine et en induisant le recrutement de facteurs de transcription

augmentant ainsi la production de mélanine (Visser et al., 2012).

Plusieurs tests ont été proposés afin de déterminer des caracteres phénotypiques des individus
(Allwood and Harbison, 2013; Ruiz et al., 2013; Spichenok et al., 2011; Walsh et al., 2011)
dont I’un développé au laboratoire en 2009 par Caroline Bouakaze (Bouakaze et al., 2009).
Des études postérieures a ce travail ont mis a jour des SNP présentant des valeurs prédictives
plus importantes. Dans ce contexte, un test appelé HIrisPlex a été mis au point par I’équipe du
Professeur M. Kayser aux Pays-Bas, permettant de déterminer la couleur des cheveux et des
yeux des individus (Walsh et al., 2013). Ce test, dedié aux investigations médico-légales, se
base sur I’analyse de 24 SNP autosomaux impliqués dans les différents phénotypes
pigmentaires. Avec ce test, un logiciel de prédiction basé sur une importante base de données
a été développé et permet, a partir des génotypes obtenus pour chaque individu, de réaliser
aisément une estimation de la couleur des yeux (brun, intermédiaire ou bleu), des cheveux
(noir, roux, brun ou blond) mais aussi de la nuance (clair ou foncé). Un panel mondial de
populations a également été analysé. Les résultats obtenus ont montré que I’efficacité de ce
test était indépendante de I’origine biogéographique des individus testés. Nous avons donc

choisi dans cette étude de travailler a partir de cet ensemble de 24 SNP.

I1.1.2.5.2 Détermination de I’origine biogéographique

Afin d’estimer I’origine biogéographique d’un individu, il est également possible de
s’appuyer sur I’étude de marqueurs autosomaux appelés AIM (Ancestry Informative
Markers). Ces marqueurs sont particulierement intéressants car ils présentent des frequences
alléliques trés différentes entre certaines populations. Plusieurs panels d’AIM ont été proposés
dans la littérature permettant de différencier les populations a I’échelle des continents (Halder
et al., 2008; Kosoy et al., 2009; Nassir et al., 2009; Nievergelt et al., 2013; Phillips et al.,

2007), ou bien au sein d’une méme population (Qin et al., 2014).

Dans cette étude, cing SNP AIM ont été sélectionnés pour déterminer [ origine
biogéographique des individus anciens (certains d’entre eux étant également impliqués dans

les processus pigmentaires). En effet, ces SNP présentent des fréquences alléliques clairement
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différentes entre les 3 populations majeures : européenne (résidents américains originaires du
nord et de I’ouest de I’Europe), asiatique (Chine et Japon) et africaine (Nigeria et Kenya)
(Tableau 3). Leur pertinence a été démontrée au sein de panels AIM récemment publiés
(Fondevila et al., 2013; Phillips et al., 2007).

Les données génotypiques des 3 populations de référence sont issues du 1000Genomes
project phasel et obtenues via la base de données du projet ensembl
(http://lwww.ensembl.org).

rs3827760 allele A allele G génotype A/A génotype A/G génotype G/G

ASN 0.122  0.878 0.021 0.203 0.776
EUR 0.985  0.015 0.971 0.029 -
AFR 0.994  0.006 0.992 0.004 0.004

rs1426654 allele A alléle G génotype A/A génotype A/G génotype GIG

ASN 0.014  0.986 - 0.028 0.972
EUR 0.996  0.004 0.992 0.008 -
AFR 0.077  0.923 0.004 0.146 0.850

rs16891982 allele C allele G génotype C/C génotype G/C génotype C/C

ASN 0.993  0.007 0.986 0.014 -
EUR 0.030 0970 0.003 0.055 0.942
AFR 0.949  0.051 0.902 0.093 0.004

rs2814778 allele C allele T génotype C/C génotype C/T génotype T/T

ASN - 1.000 - - 1.000
EUR 0.003  0.997 - 0.005 0.995
AFR 0.943  0.057 0.898 0.089 0.012

rs1545397 allele A allele T génotype A/A génotype A/T  génotype T/T

ASN 0.082 0.918 0.007 0.150 0.843
EUR 0.925  0.075 0.855 0.140 0.005
AFR 0.972  0.028 0.947 0.049 0.004

Tableau 3: Fréquences alléliques et génotypiques des AIM sélectionnés
Les données sont issues du 1000Genomes project_phasel d’apres la base de données du projet Ensembl. ASN :
asiatique, EUR : européenne, AFR : africaine.

I1.1.2.5.3 Méthode d’analyse des SNP autosomaux

L analyse des SNP autosomaux impliqués dans la détermination des caracteres phénotypiques
et de I’origine biogéographique a été realisée de facon combinée. Six SNP ont été analysés
par séquencage direct du fait de leur proximité sur le gene MCI1R (rs11547464, rs885479,
rs1805008, rs1805007, Y1520CH, rs1110400). Les 22 autres SNP ont été regroupés au sein

d’une réaction multiplexe et analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF suivant le
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protocole décrit dans la section 11.2.2.4. Les amorces utilisees ainsi que la taille des amplicons

sont présentes dans I’ Annexe 2.

Ainsi, a partir des génotypes, nous avons pu prédire la couleur des yeux et des cheveux a
I’aide de I’outil informatique associé au test Hiris Plex (Walsh et al. 2013). Les phénotypes
sont donnes en fonction des valeurs les plus élevées obtenues pour chaque catégorie et d’un

guide d’interprétation présenté dans la publication.

L’origine biogéographique des individus a été estimée a partir des génotypes obtenus pour les
5 SNP AIM a l’aide du programme STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Les
génotypes des 556 individus appartenant aux 3 populations de référence (européenne,
asiatique et africaine) ont été utilisés et analyses afin de vérifier la cohérence entre les clusters
formés et I’origine biogéographique de chaque individu. Ensuite les génotypes des individus
typés dans ce travail ont été analysés afin d’estimer la proportion de leur génome dérivée de
chaque population de référence. La cohérence entre les genotypes obtenus et I’origine

biogéographique des échantillons modernes analysés au laboratoire a également été vérifiée.

II.1.3 Analyses des données génétiques

Les échantillons anciens étudiés ne peuvent pas étre définis dans leur ensemble comme une
« population ». En effet, les échantillons proviennent de différentes périodes, de différentes
régions et de différentes cultures. De la méme fagon, I’effectif de chaque sous ensemble est
bien trop petit (< 15 individus) pour étre traité comme une population. Néanmoins, si les
calculs des parametres genétiques n’ont pas été réalisés afin d’éviter des biais trop importants,
nous avons souhaité évaluer I’affinité génétique de chaque individu avec les individus anciens

déja analysés ainsi qu’avec les populations eurasiennes actuelles.

I1.1.3.1 Recherche d’haplotypes partagés

Afin d’effectuer les recherches d’haplotypes partagés nous avons constitué des bases de
données en compilant les données de la littérature. Ainsi, nous avons construit plusieurs bases
de donnees : (i) une base de donneées regroupant 16081 haplotypes mitochondriaux issus des

populations modernes eurasiennes (

Annexe 3), (ii) une base de données regroupant 520 haplotypes mitochondriaux anciens (
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Annexe 4), (iii) une base de données regroupant 29662 haplotype Y issus des populations européennes et
asiatiques actuelles (Annexe 5). Le nombre de données disponibles concernant des haplotypes Y anciens étant
tres faible, nous avons compilé 85 haplogroupes Y anciens disponibles dans la littérature (

Annexe 4). Les données du chromosome Y ont été compilées dans une base de données
réalisées avec le logiciel Access (Microsoft Office) alors que la recherche des haplotypes
partagés est réalisée avec I’outil windows Grep 2.3 (http://www.wingrep.com) pour les

données mitochondriales.

I1.1.3.2 Analyses Network

Les réseaux phylogénétiques (ou Network) ont été réalisés a I’aide du logiciel Network 4.6
(Fluxus Engineering) utilisant I’algorithme Median Joining (MJ) (Bandelt et al., 1999). Pour
les données STR du chromosome Y, le poids attribué a chaque locus a été pondéré en fonction
de la variance allélique observée selon les valeurs données dans la littérature (Qamar et al.,

2002). Le detail des options utilisées est présenté dans la Iégende des figures.

I1.1.4 Précautions prises contre les contaminations

Afin d’éviter toute contamination par de I’ADN exogene de nombreuses précautions ont été

prises lors du traitement des échantillons d’ADN ancien.

1) Les étapes pré-PCR et post-PCR ont été réalisées dans des laboratoires séparés et isoles. Le
cheminement des personnes allant toujours de la partie « pré- » vers la partie « post-PCR » et
jamais dans le sens inverse. Ainsi, toutes les étapes en amont de I’amplification par PCR sont
réalisées dans un laboratoire dédié qui répond a des criteres stricts. Celui-ci est séparé en deux
parties distinctes. La premiére partie est destinée au prétraitement des échantillons (nettoyage
et cryobroyage). La seconde partie est dédiée a I’extraction d’ADN et a la préparation des
réactions d’amplification. Les étapes d’extraction d’ADN et de préparation des milieux
réactionnels sont réalisées sous hotte a flux laminaires dans deux piéces différentes. Ce
laboratoire est en surpression et sous irradiation UV. Seules quelques personnes sont
habilitées a y rentrer et celles-ci doivent porter un équipement spécifique composé, d’un
pyjama, d’une blouse, d’un masque, d’une charlotte, de sur-chaussures ainsi que d’une double
paire de gants. Les paillasses et le matériel utilisés sont nettoyés a la javel, a I’eau ultra-pure,
ainsi qu’avec une solution de dégradation d’ADN (DNA-ExitusPlus, Macherey Nagel), puis
irradiés sous des rayons ultra-violets a chaque utilisation. Les pointes ainsi que les divers

plastiques utilisés sont toujours stériles.
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2) Les profils genétiques des personnes ayant été en contact avec les échantillons
(manipulateurs et fouilleurs quand cela est possible) ainsi que celles ayant eu accés au
laboratoire d’ADN ancien ont été réalisés. lls ont ensuite été comparés aux profils génétiques
établis a partir des prélévements anciens pour s’assurer qu’il n’y ait pas eu de contamination

des échantillons par ces personnes.

3) Des témoins négatifs (sans ADN) ont été réalisés lors de chaque extraction et chaque
analyse génétique, afin d’assurer I’absence de contamination lors des manipulations soit par le

manipulateur lui-méme, soit inter-échantillons ou encore par le matériel utilisé.

4) Les analyses réalisées dans ce travail ont été répliquées a partir de plusieurs extractions

indépendantes et parfois a partir de plusieurs préléevements.

69



MATERIEL ET METHODES

70



RESULTATS

1l RESULTATS

71



RESULTATS

72



RESULTATS

III.1 Résultats des analyses génétiques

III.1.1 Taux de réussite des différentes analyses génétiques

menées

Les analyses génétiques ont été menees sur un total de 69 échantillons. Les taux de réussite

pour chaque groupe d’échantillons sont présentés dans le tableau suivant.

Echantillons N H'aplogroupe Sexe STR Haplogroupe ¥
mitochondrial autosomaux* N hommes N hg
Kaf 4 4 4 4 3 3
Ok 18 13 14 10 7 6
Bol 1 1 1 0 1 1
Aaf 5 2 2 1 1 0
El 5 4 4 3 3 3
ChemN 3 2 3 3 1 1
Sag 13 11 11 10 8 8
Maf 1 1 1 1 1 1
Chem 5 4 3 3 1 1
MK 3 3 2 2 2 2
ChemS 8 1 1 1 0 0
Bai 3 0 0 0 0 0
Total 69 46 (~67%) 46(~67%) 38(~55%) 28 26

Tableau 4 : Taux de réussite des analyses génétiques réalisées sur les échantillons

d’ADN ancien
N : effectif. hg : haplogroupe.
*Seuls les profils génétiques pour lesquels un alléle a été obtenu pour au moins 8 des 15 marqueurs analysés ont
été comptabilisés.

Les résultats obtenus montrent que I’ADN est relativement bien conservé au sein des
spécimens analysés puisque, prés de 67% des échantillons ont permis d’obtenir des données
exploitables. Cependant, deux groupes d’échantillons ont livré un ADN trop dégradé pour
obtenir des résultats : il s’agit des échantillons ChemS et Bai. Aucun résultat ne sera donc
présenté pour ces deux groupes. Il est intéressant de noter que, pour la plupart des individus

pour lesquels nous avons obtenu des données mitochondriales, nous avons également pu
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obtenir des informations a partir de I’ADN nucléaire, ce qui atteste de la qualité de I’ADN

extrait.

II1.1.2 Résultats de P’analyse des STR autosomaux et de la

détermination du sexe

Un profil génétique au moins partiel a pu étre obtenu pour 46 des 69 individus etudiés
(Tableau 5). Parmi ces 46 individus, 7 présentent un profil génétique trés partiel. En revanche,
pour 24 individus, il a été possible d’obtenir au moins un allele pour chaque locus. L’étude du
locus de I’amélogénine inclus dans les kits commerciaux d’identification génétique a permis
de déterminer le sexe de 46 individus anciens. Le groupe étudié est ainsi composé de 18

femmes et 28 hommes.

La comparaison des profils génétiques obtenus a partir des échantillons anciens avec ceux des
personnes ayant été en contact avec ces échantillons n’a révélé aucune contamination par les
manipulateurs. De plus la comparaison deux a deux des profils méme partiels ne semble pas

indiquer de contamination inter-échantillons.
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Echantillons  Amel D8S1179 D21S11 D7S820 CSFIPO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
Kh19 | XX 10411  20/322  (8)9  (12) 1417  7/93 1212 9(10) (17)19 1313 16/16 812 1212  10/12 24/(26)
af | K20 [ XY 1013 29730 ®) (10) 1517 7/93 (8/12)  (9/13) (20) 13/14 15116 812  (14)  1U12 23/2
Kh21 | XY 10/14  30/31 8§11  12/(15) 1516 93  9/10 9/12 19/24 1515 15/16 112 14/20 1112 20/23
Kh22 | XY 1313 312322 (912 1313 1515  7/93  8/9 1013 20/20  14/152 18/18 (89 1216 911  (22)/23
Khl | XX 14114  29/30) 9/(10) 1212 1517  7/93  (8/9) 11/11 (200  142/(15) 16/(17) (11) 16/16 1212 2121
Kh2 | XX 14/14  30/31.2 89 1113 1515 9.3/93  8/9 10/13 2323 142142 1719 811 1214 1V12  20/21
Kh3 | XX (13/14)  30/30  1V11 - 16/16 77 ®) - - 142142 18/(19) 1111 - 1)/12 (21/25)
Khs | XX  (13) - - - (15) - - - - 142/(15) - - - 11) -
Kh7 | XY 1313  322/322 (8/11)  (10) 1517 (6)/93 9/(14)  10/(11) - 1415 1417 1212 (18/19) 1112 20/(24)
Kh8 | XY 1314 (312)322 1V11 1212 16/16 79  (11) (9)/10 - 14/142 1717 89 (15  1U13 23/23
ok Kh9 | XX (14) - - - (15)/18 - - - - 14/14 - - - - -
Kh12 | XY 1415 29/332 &8  1U12 1516 7/93  9/10 113 2126 14/142 18/18 10/11 14/14 1113 21/23
Khi3 | XY 10413  30/312 &8  1U12  16/16  6/8 8/8 10/13 2022 13214 1519 9/9  14/14 1U12 2122
Khil4 | XX 1213 302/322 10/12 1V12 1516 993  9/1l 10012 2325 1515 1419 12112 18/18 912  22/24
Khi5 |X(Y) 1315  29/29 12 (912 1515 77T 112 (912 (20) 1415 17/(19) 99  14/14 12112 2123
Khi16 | XX (13)/15 - - - - 93) (13 - - - 18 (@11 - - -
Kh17 |X(Y) 13/13 (29) - - 16/16  7/(93) - - - 13 @17 88 - @13 -
Khis |(XY)  (10) (29) - - 1517)  (7) - ) - 13/14) - - - - -
Bol 11 XY (10/13) (312 - - 16 (9.3 - - - (14/152) - - - a (@2
Aaf 2 XX 13/14)  (27) 11) - 16/16  6/(9.3) (8/12) ) - 151152 15/17 (8)/12 (12/18) (11)/13 22/22
3 (XY) - - - - an - - - - (15) - - - - -
6 XY 1U16 322322  (12) - 15/17 93/93  9/9 (9/12) - 132132 16/16 1U(12) 14/14 1U12  22/27
El 7 XY 1015 (29/312) (8/12)  (10) 1515 693  (10)  10/(11)  (19) 13/13  18/18 1212 14/14 1010 22/(23)
8 XX - - - - - - - - - 1315 - 1) - (W12 (4
9 XY 1313 (312) - - 16/16  (7) (10) (13) - (13214 (16) (8/11) - 13  (24)

Les profils consensus ont été obtenus a partir d’au moins 2 amplifications différentes a partir d’extraits d’ADN différents.

Les alléles entre parenthéses n’ont été observés qu’une seule fois. Amel : amélogénine.

Tableau 5 : profils génétiques consensus obtenus a partir des échantillons d’ADN ancien (1/2)



Echantillons ~ Amel D8S1179 D21S11 D7S820 CSFIPO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 wWA TPOX DI8S51 D5S818 FGA
AT 626 | XY 1215  29/29 - (10) 15/16 89 (911 9/9 - 13215 18/19 (8)/11 19/(21) 12/13 22/(25)
ChemN AT 628 | XX  (16) - - - 15/16)  (9) ®) 11) - (14/15) (14/16) - 17  (1U12) (20/22)
AT 635 | XX 14/(15) (3U322) (9)/10 - 16/16  (9/9.3)  (8) (9/12) - 13152 1717 -  (13/16) 1011 21/24
TA4 | XY 1213 30332 811 1112 1516  9/9 11413 1013  20/25 15152 1718 811  14/14 1113  19/23
TAS8 XY 12/16 31/31 8/10 11/14 15/16 6/9.3 8/10 10/11 20/23 11/15.2 18/19 8/11 17/20 11/12 22/24
TA9 | XX 1217 295312 1141 1143 1547 709 1012 1214  20/23 1415 1617 8/9 1217 1113 23024
TAI0 | XY 1112 2030 810 1011 1718 809 811 912  20/(22) 1214  16/18 8/8 19719 11113  22/23
TAll XY 12/14 30/32.2 8/11 10/11 14/15 7/9.3 10/14 10/12 19/19 13/14.2 14/14 11712 14/18 11/12 22/26
Sag TAI2 | XY 13413 3030 911 1041 15417 93093 11/14 1111 17/19 1414 1718 912 1418 12113  22/24
TA4 | XY 1314 332332 910 1114 1515 609 1112 12114 19/25 1515  18/20 8/8 1315 911 2324
TUIS | XX 14/16 3030 1112 (11) 1517  6/93  10/13 911 (19) 1314 1717 911  17/20 12113  24/25
TU17 XY 14/14 32.2/32.2 8/11 10/11 17/18 7/9.3 10/12 10/11 17/18 14.2/15.2 17/18 11/11 16/17 12/13 21/25
TUIS | (XX) 10/10 - - - - 9.3) - - - (13) - - - 12) -
TU34 | XY 1113 302322 811 1010  16/16 67 912 11/12  (19/25) 13132 1820 811 1319  10/11  19/20
Maf TU31 XY 10/12 29/33.2 12/12 10/11 14/14 8/9.3 11/12 9/12 18/23 14/15.2 14/17 8/8 13/14 11/12 21/25
13 XY 1U15  30/(3L2) 10/10  (12) 14/15 893 912  (11y13  (18)y19 13152 17/19 &11 15/(17) 10/11 23/24
Chem 15 XX 12/13 3121332 (12 12) 15/16  6/9  10/12  (1U13)  (23) 14/14 1517 8/(11) (14)  10/12  24/24
16 XX 1213 3031 11/(12) - 14/16 (7)) (1114  10/12 - 14/15 (16)/17 8/8  14/14 1113 (23)/24
AT 614 | XY 1214  30/332 810 1V12  15/15  7/7 811 911 18/20 1313 17/18 10/11 1V16 1111 23/23
AT 861 | XY  (13/14) (30) - - (14/15) 9.3/9.3  (10) 9/9 - 14/14  16/19 811 (13/17) (11y/12 2121
ChemS AT592 3| XX  13/13  30/(31) - 12112 16/16  (9)/9.3 11/14 12) (23) 415 1717 (8/12) (13) 12112 2225

Tableau 5 : profils génétiques consensus obtenus a partir des échantillons d’ADN ancien (2/2)
Les alléles entre parenthéses n’ont été observés qu’une seule fois. Amel : amélogénine.
Les profils consensus ont été obtenus a partir d’au moins 2 amplifications différentes a partir d’extraits d’ADN différents.
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II1.1.3 Les données mitochondriales

II1.1.3.1 Haplotypes et haplogroupes mitochondriaux

Le séquencage de la région HV1, a partir d’au moins deux extraits d’ADN différents pour
chaque échantillon, a permis d’obtenir un haplotype mitochondrial pour 43 individus soit
environ 62 % de I’ensemble des échantillons testés (Tableau 7). Trente-deux haplotypes
différents ont été observés. Vingt-cing d’entre eux sont uniques et sept sont partagés par 2 ou
3 individus anciens (Tableau 6). Au vu du nombre important d’haplotypes différents
caractérisés, il n’a pas été possible d’établir pour chacun d’eux le sous-haplogroupe exact
d’appartenance. En effet, le typage des positions codantes definissant chacun de ces sous-
haplogroupes aurait requis un nombre trop important de SNP a typer. C’est pourquoi seule
une validation de I’haplogroupe d’appartenance a été effectuée par typage des positions
définissant les macro-haplogroupes. L’efficacité de ce typage s’est révélée excellente
puisqu’elle est de 100%. Ce typage a permis de confirmer I’appartenance des 32 haplotypes a
7 haplogroupes majoritaires (H, U, J, T, C, D et A). Pour deux haplotypes (16037G 16311C
16319A et 16305G 16311C), le typage des SNP sélectionnés n’a pas permis de les affilier a

un haplogroupe.

Echantillons Haplotype HV1
AT_614; Kh13; TU34 CRS
Kh3; Kh8 ; Kh21 16362C
2;11;TU31 16037G 16311C 16319A
Kh19 ; Kh20 ;7 16223T 16298C 16327T
Kh1 ; Kh2 16093C 16223T 16288C 16298C 16327T
6;9 16223T 16298C 16319A 16325C 16327T 16362C
8; TAll 16223T 16362C

Tableau 6 : Haplotypes mitochondriaux partagés au sein de I’ensemble des sujets
anciens étudiés
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A- C- C4al- D- D5a-D5a2- HV- H- T U J- Z-
Echantillons haplotype HVS-1 (16024-16383) Hg HV1 Hg SNP

663 13263 1715 5178 4752 1438 14766 7028 4917 12308 13708 9090

Kh19 16223T 16298C 16327T c G c

Caf Kh20 16223T 16298C 16327T c G c
Kh21 16362C (H) c C H

Kh22 16354T 16356C HW|A A ¢ ¢ ¢ 6 T T A G G T U

Kh1 16093C 16223T 16288C 16298C 16327T cs5 G c

Kh2 16093C 16223T 16288C 16298C 16327T c5 G c

Kh3 16362C (H) c C H

Kh7 16069T 16126C J A J

Kh8 16362C H) c c H

Kh9 16223T 16227C 16278T 16290T 16311C 16319A Al | G A

ok Kh12 16256T 16270T Us G U
Kh13 CRS H/U c cC H

Kh14 16126C 16294T 16296T 16324C T2(alb) G T

Kh15 16189C 16223T 16362C D A D

Kh16 - - G c

Kh17 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C Ad | G A

Kh18 16223T 16242T 16290T 16319A A8 | G A

Bol 11 16037G 16311C 16319A ? ?
; 2 16037G 16311C 16319A ? ?
Aa 3 16192T 16256T 16270T 16304C Us(al) G u
6 16223T 16298C 16319A 16325C 16327T 16362C c1 G c

7 16223T 16298C 16327T c G c

El 8 16223T 16362C D A D
9 16223T 16298C 16319A 16325C 16327T 16362C cL G c

Tableau 7 : Haplotypes consensus et haplogroupes mitochondriaux (1/2)
Les positions mutées sont indiquées en fonction de la séquence de référence indiquée CRS. Les alléles informatifs pour la détermination de 1’haplogroupe sont indiqués en
gras.



A- C- C4al- D- D5a- D5a2- HV- H- T- U- J-
Echantillons haplotype HVS-1 (16024-16383) Hg HV1 Hg SNP
663 13263 1715 5178 4752 1438 14766 7028 4917 12308 13708 9090

ChemN AT_626 16223T 16239T 16319A 16362C D4b1 A D
AT_635 16214T 16223T 16290T 16311G 16319A 16362C A4 G A
TA4 16093C 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T Tla G T
TAS8 16356C U4 G U

TA9 16086C 16092C 16164G 16182C 16183C 16185T 16189C 16193del 16223T 16266T 16362C D5(a2al) T A D5a2

TA10 16093C 16129A 16223T 16260T 16263C 16298C 16327T Cdal G T Cdal
TA1l 16223T 16362C D A D
Sag TA12 16305G 16311C ? ?
TAl4 16092C 16129A 16223T 16362C D2 A D
TU15 16183C 16189C 16356C (HIV) C C H
TU17 16223T 16290T 16319A 16362C A4 G A
TU18 16223T 16311C 16362C D A D
TU34 CRS H/U C C H
Maf TU31 16037G 16311C 16319A ? ?
13 16126C 16294T 16296 T T2 G T
Chem 1 ! i < < H
15 16051G 16129C 16183C 16189C 16355T 16362C U2e G U
16 16093C 16223T 16297C 16298C 16327T c4 G C
AT 614 CRS H/U C C H
MK AT_861 16223T 16294T 16362C D A D
AT _862 - - G c
ChemS AT592 3 16126C 16292T 16294T T2cl G T

gras.

Tableau 7: Haplotypes consensus et haplogroupes mitochondriaux (2/2)
Les positions mutées sont indiquées en fonction de la séquence de référence indiquée CRS. Les alléles informatifs pour la détermination de 1’haplogroupe sont indiqués en
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II1.1.3.2 Analyse des données mitochondriales

I11.1.3.2.1 Distribution des haplogroupes mitochondriaux

Les haplogroupes mitochondriaux obtenus a partir des échantillons anciens étudiés peuvent
étre classés en 2 catégories d’aprés leur répartition actuelle (i) les haplogroupes ouest-
eurasiens (H, U, J et T), (ii) les haplogroupes est-eurasiens (A, B, C et D). Le Tableau 8

montre la distribution des haplogroupes obtenus au sein de chaque groupe.

Echantillons Hg ouest eurasiens Hg est eurasiens Autre
H U J T Total A C D Total ?
Kaf 1 1 0 0 2 0 2 0 2 0
Ok 3 1 1 1 6 3 3 1 7 0
Bol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Aaf 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1
E 0 0 0 0 0 0 3 1 4 0
ChemN 0 0 0 0 0 1 0 1 2 0
Sag 2 1 0 1 4 1 1 4 6 1
Maf 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Chem 1 1 0 1 3 0 1 0 1 0
MK 1 0 0 0 1 0 1 1 2 0
ChemS 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0

Tableau 8 : Distribution des haplogroupes obtenus au sein de chaque groupe

I11.1.3.2.2 Haplotypes mitochondriaux partagés avec les autres populations anciennes

eurasiennes

Les haplotypes caractérisés ont été comparés aux données mitochondriales d’échantillons
anciens publiées et incluses dans notre base de données présentée dans la section 11.2.3.1. Les

résultats sont présentés dans le Tableau 9 page suivante.

Tableau 9 : Haplotypes mitochondriaux partagés entre les échantillons analysés et les

données d’ADN ancien publiées dans la littérature
Seuls les individus pour lesquels des séquences partagées ont été retrouvées sont présentés dans le tableau.
BP : Before Present (avant aujourd’hui (1950)) ; AD : Anno Domini (aprés Jésus-Christ) ; BC : Before Christ
(avant Jésus-Christ).
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Individus partageant le méme haplotype

Echantillons | Hg Haplotypes N Datation/culture Localisation
4 Linear Pottery culture (5000 BC) Allemagne
6 Néolithique (3000 BC) France
3 Néolithique (3500 - 3000 BC) Espagne
1 Funnel Beaker culture (3000 BC) Suede
1 Chasseurs-cueilleurs Europe centrale
AT 614 1 millieu zé”f millenaire BC Altai, Russie
Kh13 H CRS 1 13°™- 11°™ siécle BC Kazakhstan
TU34 2 culture de Tagar, 800-100 BC Sud de la Sibérie
1 2135BP Désert du Taklamakan
1 2800-2100 BP Xinjiang, Chine
2 culture de Pazyryk (4°™- 3*™ siécle BC) Altai, Russie
4 8™ 5™ sigcle BC Kazakhstan
1 3™ siacle BC Kazakhstan
1 Néolithique (6125-4885 BC) Lac Baikal
2 Néolithique (3710-2020 BC) Lac Baikal
4 | culture d'Ust-Tartas (env 4™ millénaire BC) Sibérie de I'Ouest
3 culture de Krotovo (2™ millénaire BC) Sibérie de I'Ouest
Kh19 4 culture d'Andronovo (2°™ millénaire BC) Sibérie de I'Ouest
Kh20 C 16223T 16298C 16327T 1 Néolithique (3600BP) Yakoutie
7 6 3500 BP Nord-est de I'Europe
1 2800-2100 BP Xinjiang, Chine
1 Fin du 2°™ millénaire BC Sibérie de 'Ouest
1 culture de Sargat 8°™ - 12°™ sigcle AD Sibérie de 'Ouest
1 Age du Fer Altai, Mongolie
g; c 16093C 16223T 16288C 16298C 16327T 1 Xiongnu (2000 BP) Mongolie
1 | culture d'Ust-Tartas (env 4°™ millénaire BC) Sibérie de 'Ouest
6 [culture d'Odinovo (début du 3*™ millénaire BC) Sibérie de 'Ouest
8 3 3500 BP Nord-est de I'Europe
1 | P 162237 16362C 2 3600 BP Nord-est de la Chine
1 2800-2100 BP Xinjiang, Chine
5 Xiongnu Mongolie
1 770-256 BC Mongolie Intérieure, Chine
13 T 16126C 16294T 16296T 1 Linear Pottery culture (5000 BC) Allemagne
1 Age du Fer Kazakhstan
TA4 T 16093C 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T 1 14 - 11 siécle BC Kazakhstan
2 Néolithique (6125 - 4885 BC) Lac Baikal
1 Néolithique (3710 - 2020 BC) Lac Baikal
Kh12 U 16256T 16270T 3 Pitted ware culture (3000 BC) Suede
2 culture de Krotovo (2™ millénaire BC) Sibérie de 'Ouest
1 Fin du deuxiéme millénaire BC Sibérie de 'Ouest
1 e millénai Sibérie de 'Ouest
3 U 16192T 16256T 16270T 16304C culture Late Krotovo (2‘ millénaire BC) ert \
2 culture d'Andronovo (2°™ millénaire BC) Sibérie de 'Ouest
TAS U 163560 1 7000 BP Nord-ouest de la Russie
2 culture d’Andronovo (2™ millénaire BC) Sud de la Sibérie
1 Funnel Beaker culture (3000 BC) Europe Centrale
4 Linear Pottery culture (5000 BC) Allemagne
6 Néolithique (3000 BC) France
Kh7 J 16069T 16126C s
2 Néolithique 3500 - 3000 BC Espagne
1 | Finde l'age du Bronze / début de l'age du Fer Sibérie de I'Ouest
1 Age du Fer Altai, Mongolie
eMe _ RBMe iy
TUL7 A 16223T 16290T 16319A 16362C ! 77" -3 siecle BC Kazakhstan
3 Xiongnu Mongolie
Kh18 A 16223T 16242T 16290T 16319A 1 culture de Pazyryk (4é”‘5. 3™ cent BC) Altai, Russsie
Kh9 A 16223T 16227C 16278T 16290T 16311C 16319A 1 Fin de l'age du Bronze / début age du Fer Sibérie de I'Ouest
AT_626 D 16223T 16239T 16319A 16362C 1 4™ ™ siacle BC Altai, Russie
AT 861 D 16223T 16294T 16362C 1 | Finde l'age du Bronze / début de I'age du Fer Sibérie de I'Ouest
1 3600 BP Nord-est de la Chine
Kh15 D 16189C 16223T 16362C
2 2800 - 2100 BP Xinjiang, Chine
2 Xiongnu Mongolie
TU1 D 16223T 16311C 16362C
ui8 C 1 770 - 256 BC Mongolie Intérieure, Chine
TA12 ? 16305G 16311C 1 2800 - 2100 BP Xinjiang, Chine
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Parmi les 32 haplotypes recherchés, 18 (soit 56%) sont retrouvés au sein de la base de
données anciennes. De maniére attendue, parmi les séquences retrouvees, celles qui le sont le
plus fréquemment sont les séquences de base pour les haplogroupes C (16223T, 16298C,
16327T), D (16223T, 16362C), U5a (16256T, 16270T) et J (16069T, 16126C), ainsi que la
séquence identique a la séquence de référence (CRS). Les résultats obtenus montrent
également que les haplogroupes est-eurasiens C et D étaient présents en Sibérie de I’Ouest
aux environs du 4°™ millénaire avant J.C. chez des sujets de la culture Ust-Tartas.
L’haplogroupe U5 présente une répartition déja tres vaste puisqu’il est également présent chez
des individus néolithiques mis au jour a la fois en Suéde et dans la région du lac Baikal. Parmi
les haplogroupes ouest-eurasiens, les haplotypes affiliés aux haplogroupes J et T sont
retrouvés majoritairement dans les populations de I’ouest de I’Eurasie a I’exception d’un
individu porteur de I’haplogroupe J retrouvé dans I’Altai mongol & I’&ge du Fer.
L’haplogroupe U4 est également retrouvé auparavant au nord-est de I’Europe puis dans le
sud-sibérien. Enfin, les haplotypes est-eurasiens sont majoritairement partagés avec des
populations asiatiques (Mongolie, Chine) mais aussi avec des populations sud-sibériennes et

ouest-sibériennes a la fin de I’age du Bronze et au début de I’age du Fer.

I11.1.3.2.3 Haplotypes mitochondriaux partagés avec les populations modernes

Parmi les 32 haplotypes recherchés dans la base de données contemporaines, 22 haplotypes
(soit ~ 69%) sont retrouvés. Huit haplotypes ne sont pas présents au sein de cette base de
données. Plusieurs explications sont possibles. Il se peut que ces haplotypes ne soient pas
référencés dans notre base de données du fait de sa non-exhaustivité. Néanmoins, la recherche
de ces haplotypes sur la base de données en ligne EMPOP, dédiée aux séquences
mitochondriales, s’est également révélée infructueuse. Il est donc possible que I’absence de
ces haplotypes dans les bases de données actuelles soit due a une disparition de ces lignées au
cours du temps ou tout du moins a une sous-représentation. La répartition des haplotypes au
sein des populations eurasiennes actuelles est présentée dans la Figure 15. De facon
intéressante, I’haplotype 037G 311C et 319A, partagé par deux individus de la culture
Afanasievo et 1 individu de la culture Bol’shemysskaya (2, 11, TU31), qui n’était pas
retrouvé chez les populations anciennes et que nous n’avions pas pu rattacher a un

haplogroupe particulier, est retrouvé chez un Finlandais.
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Figure 15 : Fréquence des haplotypes mitochondriaux au sein des populations
eurasiennes actuelles
D’apres les haplotypes disponibles dans notre base de données. Eu O : Europe de I’Ouest ; Med C-E :
Méditerranée du Centre et de I’Est ; MO : Moyen-Orient ; Cauc : Caucase ; EU CN : Europe Centrale et du
Nord ; Sib O : Sibérie Occidentale ; As C : Asie Centrale ; Sib S : Sibérie du Sud ; Sib E : Sibérie de I’'Est ; Ch-
Mg : Chine et Mongolie ; As E : Asie de I’Est ; As S-SE : Asie du Sud et du Sud-Est.
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II1.1.4 Les données du chromosome Y

II1.1.4.1 Haplotypes et haplogroupes Y

L analyse des STR localisés sur la région non recombinante du chromosome Y a permis de
déterminer les haplotypes Y pour 26 des 28 individus masculins étudies. Parmi ces
haplotypes, 18 sont complets (Tableau 10). Quatre d’entre eux sont partagés par 2 individus :
TAll et TA12; Kh21 et Kh22 ; TA4 et TA10; TA14 et TU31. A partir de ces haplotypes,
une prédiction de I’haplogroupe a été réalisee a I’aide de I’outil haplogroup predictor
disponible en ligne (http://www.hprg.com/hapest5/). Les résultats ainsi que les probabilités

d’appartenance a I’haplogroupe sont indiqués dans la derniére colonne du tableau.

Cette premiére analyse nous a ensuite permis de typer les échantillons avec I’une ou I’autre
des réactions multiplexes développées. Les résultats du typage des SNP sont présentés dans le
Tableau 11.
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Echantillons ~ DYS456 DYS3891 DYS300 DYS38911 DYS458 DYSIO DYS385 DYS393 DYS391 DYSA39 DYS635 DYS302 GATAH4 DYS437 DYS438 Dysadg aplogroup

predictor
Kh20 16 13 (24) 29 16 (14) 1114 12 10 (13) (23) (13) 12 15 12 19 R1b 100%
Kaf Kh21 15 13 24 29 16 14 11/14 12 11 13 23 13 13 15 12 19 R1b 100%
Kh22 15 13 24 29 16 14 11/14 12 11 13 23 13 13 15 12 19 R1b 100%
Kh7 16 13 (24) (29) 17 (14 1114 12 10 (12) (23) (13) 13 15 12 19 R1b 100%
Kh8 17 13 23 - 15 (13) 13/(18) 13 (11) 12 - - 11 15 12 16 Q98,1%
Ok Kh12 14 14 24 31 17 16 11/13 14 10 11 22 14 12 15 9.2 21 N 95,2%
Kh13 14 13 24 31 18 15 11/13 14 11 12 21 14 12 14 10 21 N 99,6%
Kh15 14 13 (24) 31 18 15 11/13 14 11 12 (21) - 12 (14) 10 21 N 88,1%
Kh17 15 (13) - - - (13) - (13) (10) (13) - - (1) - - - Q 60%
Bol 11 (16) (13) - (29) (16) - 114 (12 - (12) - - (13) - - - R1b 95,7%
17 14 (24) - 15 13) 14/17 13 (10 12 22 - 12 15 - (19) Q 99,4%
El 7 16 (13) - - (19) - (13/17) 13 10 (12) (22) - (12) - - - Q87,3%
9 (15) 13 - - (16) - (12) 13 9 - - - 9 (14) - (20) C381,1%
ChemN AT_626 15 13 23 (30) 17 16 13/13 14 10 12 (21) 11 11 14 (10) 20 C399,6%
TA4 16 14 24 32 16 16 11/14 13 11 10 23 11 12 14 11 20 Rla 100%
TAS8 15 13 24 29 16 13 15/18 13 10 14 22 14 11 13 11 19 Q 100%
TA10 16 14 24 32 16 16 11/14 13 11 10 23 11 12 14 11 20 Rla 100%
Sag TAll 15 13 24 29 16 13 15/(17) 13 10 13 22 14 11 13 11 (19) Q 100%
TA12 15 13 24 29 16 13 15/17 13 10 13 22 14 11 13 11 (19) Q 100%
TAl4 16 13 25 31 15 16 11/14 13 11 10 23 11 13 14 11 20 Rla 100%
TUl7 15 12 23 27 17 16 11/16 14 10 11 21 11 11 14 10 21 C397,4%
TU34 16 13 25 31 15 16 11/14 13 11 10 23 11 13 14 11 20 Rla 100%
Maf TU31 17 12 22 28 17 13 14/17 14 11 13 23 16 10 14 11 19 Q 100%
Chem 13 15 13 22 (29 16 13 1117 13 10 13 22 15 10 14 11 19 Q 100%
MK AT 614 15 14 24 31 18 16 11/13 14 10 11 22 14 12 15 9.2 21 C355,4%
AT 861 15 14 23 (30) 18 - 11/12 13 10 - (21) - 11 14 (10) 20 C377,1%

Tableau 10 : Haplotypes Y consensus
Les haplotypes ont été déterminés pour I’ensemble des échantillons définis comme masculins apres analyse du locus de I’amélogénine.
Les alléles entre parenthéses n’ont été observés qu’une seule fois.




Multiplexe 1 Multiplexe 2

Echantillons NO- O- N- Q- Qla3- Qla3a- Qla3al- Qlal- C- D- R- R1- Rla- Rlal- Rlala- M4SS Md34 7280 793 R1b- Rilbla- Rlblal- Rlbla2- Haplogroupes
M214 M175 M231 M242 M346 154 M3 M120 M130 M174 M207 M173 M420 MS16 M17 M343 P297 M73 M269
Kh20 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G A C C R1bla2-M 269
Kaf Kh21 | nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G A C C R1bla2-M 269
Kh22 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G A C R1bla-P297
Kh7 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G A C C R1b1a2-M 269
Kh8 T G nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Q1la3-M 346
Ok Kh12 C nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd NO (non O)
Kh13 C nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd NO (non O)
Kh15 C nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd NO (non O)
Kh17 G A nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Qla3a-L54
Bol 11 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd (G) A C R1bla-P297
6 () G nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Q1la3-M 346
El 7 (T) nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd (Q_M242)
9 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd ?
ChemN AT_626 T nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd C-M130
TA4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G C A G DEL A Rlalalb2-793
TAS8 T G A nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Qla3a-L54
TAL0 | nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G A G DEL A Rlalalb2-793
TAll T G A nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Qla3a-L54
Sag TA12 T G A nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Qla3a-L54
TA1l4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G C A G DEL A Rlalalb2-793
TU17 T nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd C-M130
TU34 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd G C A G DEL A Rlalalb2-793
Maf TU31 T nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd Q-M242
Chem 13 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd ?
AT_614| C nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd NO (non O)
MK AT_861| C nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd NO (non Q)

Tableau 11 : Résultats du typage des SNP de la région non recombinante du chromosome Y
Les alleles ayant permis de déterminer I’haplogroupe sont indiqués en gras.
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S’il a été possible de typer tous les SNP présents dans la réaction multiplexe 2, cela n’a pas
été le cas avec la réaction multiplexe 1. En effet, pour les marqueurs M217 (C3), M231 (N),
Tat (N1cl) et M128 (N1c2a), des résultats ont été obtenus a partir d’ADN moderne mais, pas
a partir d’ADN ancien. Les alléles étaient soit totalement absents, soit d’intensité trop faible
pour étre différenciés du bruit de fond.

En ce qui concerne le marqueur P43 (N1c2b), nous avons décidé de ne pas prendre en compte
les résultats du typage. En effet, ce marqueur (sélectionné au regard de la littérature) est
localisé sur le gene SMCY du chromosome Y qui a un géne homologue SMCX sur le
chromosome X. Les amorces PCR et SBE peuvent donc tout a fait s’hybrider aux séquences
du gene SMCX et SMCY durant la réaction d’amplification. Lorsque I’ADN étudié n’est pas
dégradé (ADN contemporain), la séquence du chromosome Y est toujours amplifiée, en
revanche, lorsqu’il s’agit d’ADN ancien, généralement dégradé, il est possible que
I’amplification de la séquence du chromosome Y échoue. On ne sait donc pas si le résultat

obtenu et bien I’alléle du marqueur P43 ou celle portée par le chromosome X.

Ainsi, au vu de Iefficacité de la réaction multiplexe 1, il est impossible d’affirmer
I’appartenance d’un échantillon a I’haplogroupe N ou a I’un de ses sous-haplogroupes.

L application de ces réactions multiplexes sur les individus masculins a néanmoins permis la
détermination de I’haplogroupe Y pour 24 d’entre eux. Bien que pour certains échantillons il
n’ait pas été possible d’amplifier tous les marqueurs, nous pouvons observer la distribution

suivante :

4 individus sont affiliés a I’haplogroupe R1alalb2-Z93.

5 individus sont affiliés a I’haplogroupe R1bla-P297 et 3 d’entre eux ont pu étre
rattachés au sous haplogroupe R1bla2-M269.

- 2individus sont affiliés a I’haplogroupe C-M130.

- 8 individus sont affiliés a I’haplogroupe Q-M242 ou a I’un de ses sous-haplogroupes

(Q1a3-M346 et Qla3a-L54).

- 5 individus appartiennent a I’ensemble NO(non O), souvent noté NO(xO).
Effectivement, ils portent la mutation pour le marqueur NO-M214 et la présence de
I’alléle ancestral pour le marqueur M175 exclut leur appartenance a I’haplogroupe O.
Cependant, I’absence d’amplification pour le marqueur M231 ne permet pas de les
affilier a I’haplogroupe N bien que les résultats obtenus a partir de I’analyse des STR

du chromosome Y soient en faveur d’une prédiction pour I’haplogroupe N pour les 3
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qui avaient un score de prédiction élevé (>88%). Pour deux autres individus (AT_614
et AT _861), a partir des données STR, c’est I’haplogroupe C3 qui avait été prédit mais

ce résultat est nuancé par la faible valeur de prédiction obtenue.

Pour les individus 13 et 9, le typage des SNP s’est révelé non informatif, car seuls des alléles
ancestraux ont été observés sur les marqueurs pour lesquels I’amplification a été possible.
Néanmoins les résultats partiels obtenus ne vont pas a I’encontre des prédictions réalisées a
partir des STR, a savoir I’appartenance a I’haplogroupe Q pour I’individu 13 et a

I”haplogroupe C pour I’individu 9.

II1.1.4.2 Analyse des données du chromosome Y

I11.1.4.2.1 Haplotypes partagés avec les populations anciennes

Par comparaison avec les données mitochondriales, le nombre de données Y publiées dans la
littérature est beaucoup plus faible. Les recherches ont été effectuées sur la base des
haplogroupes et non des haplotypes car, dans la plupart des études, seuls les SNP définissant
les haplogroupes ont été analysés. De plus, les analyses ne sont pas toutes réalisées avec le

méme niveau de profondeur dans la phylogénie.

Tous les haplogroupes présents chez les spécimens étudiés ont déja été retrouvés chez des
individus anciens. L’haplogroupe R1b a éte identifié chez deux individus néolithiques (culture
campaniforme) en Allemagne. L haplogroupe R1a montre une distribution plus large, il est
présent a la fois chez un individu néolithique de la culture cordée en Allemagne, chez
plusieurs Scytho-Sibériens de I’age du Bronze et de I’a4ge du Fer, dans le bassin du Tarim a
I’age du Bronze ainsi que chez un individu Xiongnu a I’est de la Mongolie. L haplogroupe Q
a été identifié chez des individus du nord de la Chine il y a plus de 2000 ans. L’haplogroupe
N était présent au nord-est de la Chine a I’4ge du Bronze. Enfin, I’haplogroupe C a été

identifié chez un individu de la culture d’ Andronovo dans le sud de la Sibérie.

111.1.4.2.2 Haplotypes partagés avec les populations modernes

Seuls les échantillons ayant un haplotype minimal complet (DYS19, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393) ont été comparées a la base de données
contemporaines (Tableau 12). La recherche a été effectuée sur la base de ces 7 loci, car, pour

certaines populations de comparaison, seules ces données sont disponibles. Parmi les 12
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haplotypes recherchés, des correspondances chez les populations actuelles ont été trouvées
pour 7 haplotypes, notamment pour les haplotypes rattachés aux haplogroupes Rla et R1b.
Les haplotypes R1b sont principalement retrouvés dans des populations ouest-eurasiennes.
Les haplotypes R1a sont eux retrouvés a la fois dans des populations ouest-eurasiennes, chez
quelques individus sibériens ou encore dans le sud de I’Asie. L haplotype Q des individus
TA1l et TAL12 est retrouvé uniquement chez deux individus asiatiques. L’haplotype C
(individu TU17) est présent uniqguement chez un individu est-asiatique et enfin I”’haplotype
porté par les individus Kh12 et AT 614 est retrouvé uniquement chez un Finlandais. Les
haplotypes Rlalalb2-793 ont également eté recherchés dans les données publiées par
Underhill et al. (2010), et Pamjav et al. (2012), articles dans lesquels les sous-haplogroupes de
Rlala ont été décrits, afin d’estimer I’affinité de ces haplotypes avec les haplotypes affiliés
aux sous-haplogroupes Rlala-M458, 2280, et Z93. Nos haplotypes sont partagés avec des
individus R1ala(xM458) d’aprés Underhill et al. (2010) et de fagcon quasi-exclusive avec des
individus R1alalb2-793 d’aprés Pamjav et al. (2012).

. haplotype minimal -
Echantill Individ de
antivions 19, 3891, 38911, 390, 391, 392, 393, 3854, 385h) vidus modernes

TA4/TA10 161432241111131114 5ind: 2 Polonais, 1 Allemand, 1 Slovaque, 1 Mon-Khmer

TA11/TA12 131329241014131517 2 Ind: 1 Tibetain, 1 Even

TA8 131329241014 131518 No match

TA14/TU34 161331251111131114 33 ind: 5 Polonais, 4 Russes (ouest), 3 Allemands, 2
Slovaques, 2 Lettons, 2 Afghans, 2 Tuvinians, 2 Indiens, 1
Altaian-Kizhi, 1 Croate, 1 Tcheque, 1 Russe (Est), 1 Evenk, 1
Iranien, 1 Malaisien, 1 Suédois, 1 Turque, 1 Ouighour, 1
Yakoute.

TU17 161227231011141116 1 Ind: 1 Japonnais

TU31 131228221116 141417 non retrouvé

Kh20/ Kh7 1413292410131211 14 17 Ind : 2 espagnols, 2 Portuguais, 2 Polonais, 2 Allemands,
1 Irlandais, 1 Belge, 1 Sicilien,1 Grecque, 1 Slovaque,1 Iranien,
1Tchéque, 1 Coréen, 1 Afghan

Kh21/Kh22  141329241113121114 28 ind : 8 Espagnols, 1 Autrichien, 1 Belge, 1 Croate, 2
Allemands, 2 Grecques, 2 Bosniaques, 2 Polonais, 1
Macedonien, 1 Italien, 1 Iranien, 5 Tcheques, 1 Ouighour

Kh12/AT_614 161431241014 141113 1 Ind: 1 Finlandais

Kh13/ Kh15 151331241114141113 non retrouvé

13 131329221015131117 non retrouvé

AT _626 161330231011 141313 non retrouvé

Tableau 12 : Haplotypes Y partagés entre les individus anciens étudiés et les populations

modernes
Le nom des STR composant I’haplotype minimal sont indiqués entre parenthéses avec la mention DYS exclue.
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I11.1.4.3 Analyses phylogénétiques

A partir des données STR du chromosome Y, une analyse phylogénétique a I’aide du logiciel
Network a été réalisée, afin de déterminer I’affinité des haplotypes anciens avec les

haplotypes présents dans les populations actuelles.

Afin de voir ou se placent les haplotypes anciens R1b parmi les haplotypes R1b actuels, nous
avons réalisé un Median Joining Network (Figure 16). Pour cela les haplotypes minimaux des
4 individus anciens R1bla2-M269 ainsi que ceux publiés par Myres et al., ont été utilisés. Le
réseau obtenu montre que les individus anciens (en noir) se placent majoritairement avec des
individus modernes affiliés a I’haplogroupe R1bla2a-L23 (en orange). Le marqueur L23 est
présent majoritairement au sud-est de I’Europe, dans le Caucase, en Turquie et dans la région

de I’Oural avec une fréquence souvent supérieure & 10% (Myres et al., 2011).
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Figure 16 : Median Joining Network réalisé a partir des haplotypes R1b
Réseau phylogénétique réalisé a partir des haplotypes minimaux R1b observés chez nos individus anciens et
ceux publiés par Myres et al.. Afin d’éviter un nombre trop important de réticulation I’option « star contraction »
a été utilisée.
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III.1.5 Résultats du typage des SNP autosomaux

II1.1.5.1 Résultats obtenus a partir des échantillons modernes

Détermination des caractéres phénotypiques

Afin de déterminer la couleur des cheveux et des yeux des individus anciens étudiés, ainsi que
leur origine biogéographique, nous avons adapté le test HirisPlex (Walsh et al., 2013) pour
une application sur spectrométre de masse et y avons ajouté des marqueurs de I’origine
biogéographique (SNP AIM). Dans un premier temps, il était impératif d’évaluer ce test sur
des echantillons d’ADN provenant d’individus modernes pour lesquels les informations

relatives au phénotype et a I’origine biogéographique étaient connues.

Dix-sept échantillons modernes ont été analysés avec le consentement des donneurs. Vingt-
deux SNP ont été analysés par PCR multiplexe suivie d’une détection par spectrométrie de
masse MALDI-TOF, et six SNP, localisés sur le gene MCL1R, ont été analysés par sequengage
direct du fait de leur proximité sur le géne. Il n’a pas été possible de typer par spectrométrie
de masse MALDI-TOF le SNP rs1805009. Ce dernier, localisé sur le géene MC1R, a pourtant
un impact particulierement élevé sur le phénotype roux (Walsh et al., 2013). C’est pourquoi il
a été analysé par séquencage direct sur les personnes présentant un phénotype décrit comme
roux. Pour les personnes avec un autre phénotype, nous avons réalisé les prédictions des
caractéres pigmentaires en indiquant dans I’outil prédictif le génotype homozygote G/G
(alléle ancestral) pour le SNP rs1805009.

A partir des génotypes obtenus pour chaque individu, nous avons réalise une prédiction de la
couleur des cheveux et des yeux. Pour cela, nous avons utilisé I’outil informatique associé au
test HIrisPlex disponible en matériel supplémentaire de la publication. Les génotypes obtenus,
ainsi que les informations relatives aux phénotypes (observés et prédits), sont présentés en
Annexe 6. Les résultats des prédictions sont cohérents pour la couleur des yeux pour tous les
individus sauf un qui est décrit comme bleu/gris mais qui est prédit comme brun. Pour cet
individu, aucune valeur élevée de prédiction n’est observée pour une catégorie en particulier,
mais toutes les catégories (bleu, brun, intermédiaire) ont des valeurs supérieures ou égales a
0.2. De plus, en observant bien la couleur de I’iris de ce sujet, des pigments jaunes sont

distingués, ce qui pourrait expliquer la valeur élevée obtenue pour la catégorie «brun». Il est
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intéressant de noter que les 3 individus d’origine non-européenne (2 asiatiques et 1 africain)

ont une valeur de prédiction de 0 pour la couleur «bleu».

Concernant la couleur des cheveux, les prédictions sont correctes pour tous les individus aux
cheveux blonds, bruns ou noirs. Pour les individus aux cheveux roux, les résultats obtenus
sont plus discutables, puisque 1 individu a été prédit comme roux mais 2 individus ont été
prédits blonds. L’individu prédit comme roux est hétérozygote pour deux loci fortement
associés a la couleur rousse (rs1805007 et rs1805008), contrairement aux deux autres
individus qui ne sont hétérozygotes que pour un locus (rs1805008). L’état héterozygote pour
ce seul marqueur MC1R n’a pas été déterminé comme suffisamment puissant pour prédire le
phénotype roux a lui tout seul, puisque ce phénotype est décrit comme associé soit a un état
homozygote récessif soit a une hétérozygotie combinée (Branicki et al., 2007; Walsh et al.,
2013). En effet, le marqueur rs1805008 a I’état hetérozygote seul est également retrouve chez
un individu aux cheveux bruns dans notre échantillon. Ce génotype n’est donc pas considéré
comme suffisamment discriminant par le logiciel de prédiction pour établir a lui seul le

phénotype roux.

II1.1.5.1.1 Détermination de I’origine biogéographique

Afin de déterminer I’origine biogéographique des individus, 5 SNP AIM (rs1545397 ;
rs2814778 ; rs1426654 ; rs16891982 ; rs3827760) ont été sélectionnés au vu de leurs
différences de fréquences alléliques au sein de populations africaines, asiatiques ou
européennes. Afin de s’assurer de I’efficacité des SNP sélectionnés pour estimer I’origine
biogéographique, les génotypes de 3 populations de référence (européenne, africaine et
asiatique) ont été recueillis. Les génotypes ont été analysés sans aucune indication de la
population d’origine avec le logiciel STRUCTURE. Tous les individus ont bien été regroupés
au sein de 3 clusters correspondant aux 3 origines biogéographiques différentes. Nous avons
ensuite testé les génotypes des individus modernes typés au laboratoire. L’origine
biogéographique estimée par le logiciel STRUCTURE pour chacun d’entre eux correspondait
bien a leur origine biogéographique (Annexe 7).

Dans I’objectif d’appliquer ces tests sur des échantillons anciens, donc généralement a des
échantillons contenant une faible quantité d’ADN, la réaction multiplexe a été appliquée sur
des échantillons modernes contenant des quantités décroissantes d’ADN. Une gamme de

dilution a été réalisée. Les résultats obtenus montrent que jusqu’a 100 pg d’ADN, il y a peu de
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perte d’information, seule la perte d’un état hétérozygote ou la perte d’un génotype est
observée pour 1 a 4 marqueurs sur les 22 typés (Annexe 8). Ces résultats sont cohérents avec
les résultats obtenus par Mendisco et al. (2011) qui montraient que pour I’ADN nucléaire, a

partir de 100 pg les haplotypes obtenus n’étaient pas tous complets.

II1.1.5.2 Résultats obtenus sur les échantillons d’ADN ancien

II1.1.5.2.1 Détermination des caractéres phénotypiques

Les 22 SNP contenus dans la réaction multiplexe ont été analysés a partir des échantillons
anciens pour lesquels des donnéees génétiques avaient déja été obtenues. Le séquencage de la
région du gene MC1R contenant les 6 SNP a été réalisé uniquement sur les échantillons Sag
car ils présentaient une bonne préservation de I’ADN lui-méme disponible en quantité
relativement importante. Les génotypes et les prédictions obtenues pour tous les individus
anciens sont présentés dans le tableau en Annexe 9. Les résultats montrent qu’il n’a pas été
possible d’obtenir des génotypes complets pour tous les individus. En effet, a I’issue du
typage par spectrométrie de masse MALDI-TOF 23 individus présentaient un génotype
complet (en omettant le rs1805009). Pour ces individus, la prédiction de la couleur des yeux
et des cheveux a pu étre réalisée a partir de I’outil informatique utilisé pour les échantillons
modernes. Neuf individus anciens présentaient un génotype partiel, il n’a donc pas été
possible de déterminer la couleur des cheveux mais nous avons pu prédire la couleur des yeux
basée sur I’analyse de seulement 6 SNP a I’aide de I’outil de prédiction informatique associé a
la publication relative au test Iris Plex (Walsh et al., 2011). Enfin, pour 5 individus, les
génotypes tres partiels obtenus ne permettaient pas d’utiliser I’un ou I’autre des outils de
prédiction. Néanmoins nous avons pu estimer la couleur des yeux a partir uniquement du SNP
rs12913832 localisé sur le gene HERC2 qui a un fort pouvoir de prédiction sur la couleur des
yeux (Eiberg et al., 2008; Liu et al., 2009; Sturm et al., 2008; Walsh et al., 2011). En effet, le
génotype G/G serait associé au phénotype « bleu » et les génotypes G/A et A/A au phénotype

« brun ».
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Echantillons Cheveux Yeux
N phénotype N phénotype

2 brun foncé - noir 2 brun

Kaf 2 | brunclair-brunfoncé | 1| intermédiaire
1 bleu
4 brun foncé - noir 9 brun
Ok 1| brunclair-brunfoncé | 1 bleu
Bol 1 - 1 brun
Aaf 0 - 1 brun
El 0 - 3 brun
ChemN 0 - 2 brun
4 brun foncé - noir 8 brun

Sag 5 | brunclair-brunfoncé | 1| intermédiaire
1 bleu
Maf 1 brun foncé - noir 1 brun
Chem 3 brun foncé - noir 3 brun
MK 1 brun foncé - noir 1 brun

Tableau 13 : Bilan par groupe de la prédiction des caracteres pigmentaires pour les
individus anciens

II1.1.5.2.2 Détermination de I’origine biogéographique

L’estimation de I’origine biogéographique a également été réalisée pour les individus anciens
a partir des 5 SNP AIM. Les génotypes obtenus ont été analyses avec le logiciel
STRUCTURE (Annexe 7). Les résultats obtenus sont présentés sur les graphiques en triangle

de la Figure 17.

Au vu des données obtenues, il apparait que 17 échantillons ont une composante européenne
majoritaire alors que 4 individus semblent plus proches des populations asiatiques actuelles.
Six individus semblent d’origine mixte. Si on realise une analyse en fonction des groupes
culturels on observe des différences. Les individus appartenant a la culture Afanasievo (Kaf,
Aaf et Maf) semblent tous proches des populations européennes actuelles. Pour le groupe
Sagsai, certains individus semblent avoir une origine mixte alors que d’autres sont plus
proches des populations européennes actuelles. Enfin, les résultats obtenus pour les individus

de la culture Okunevo suggeérent des origines biogéographiques plus variées.
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Figure 17 : Graphiques triangulaires générés a partir du logiciel STRUCTURE
représentant I’affinité génétique des individus anciens avec les 3 populations de

référence
A : Individus de la culture Afanasievo ; B : Individu de la culture Sagsai ; C : Individus de la culture Okunevo.

II1.1.6 Synthése des résultats obtenus pour chaque échantillon

Au final, lorsque la qualité de I’ADN le permettait, nous avons pu déterminer pour chaque
échantillon le profil génétique, le sexe, les haplogroupes maternels et paternels, les caracteres
pigmentaires (couleur des cheveux et couleur des yeux) ainsi que la probable origine
biogéographique. Un résume des résultats obtenus pour chaque échantillon est présenté dans
le Tableau 14.
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Echantillons Sexe  \pomt|  Hgy Cheveux Yeux AM
moléculaire Furop Afr As
Kh19 XX C brun foncé - noir brun | 0.961 0.024 0.015
Kaf Kh20 XY C |R1bla2-M269| brun clair - brun foncé Int. 0.991 0.005 0.004
Kh21 XY H |R1bla2-M269( brun clair -brun foncé bleu |0.968 0.020 0.011
Kh22 XY U R1b1a-P297 brun foncé - noir brun |0.857 0.091 0.051
Kh1 XX C - brun - - -
Kh2 XX C brun foncé - noir brun | 0.260 0.036 0.705
Kh3 XX H - (brun) - - -
Kh7 XY J |R1bla2-M269 - bleu | 0.626 0.008 0.366
Kh8 XY H Q1a3-M346 brun foncé - noir brun | 0.649 0.021 0.329
Kh9 XX A - - - - -
Ok Kh12 XY U | NO(nonO) brun foncé - noir brun [ 0.085 0.225 0.690
Kh13 XY H | NO(nonO) | brunclair-brunfoncé | brun [ 0.486 0.012 0.503
Kh14 XX T brun foncé - noir brun 0967 0.020 0.013
Kh15 X(Y) D NO (non O) - brun - - -
Kh16 XX C - - - - -
Kh17 X(Y) A Qla3a-L54 - (brun) - - -
Kh18 (XY) A - - - - -
Bol 11 XY ? R1bla-P297 - (brun) - - -
Aaf 2 XX ? - (brun) [ 0.990 0.005 0.005
3 (XY) U - - - - -
6 XY C Qla3-M346 - brun - - -
£l 7 XY C (Q_M242) - (brun) - - -
8 XX D - - - -
9 XY C ? - brun ]0.496 0.011 0.493
AT _626 XY D C-M130 - brun - - -
ChemN
AT 635 XX A - (brun) | 0.045 0.007 0.948
TA4 XY T |Rlalalb2-z93 brun foncé - noir brun | 0.519 0.004 0477
TA8 XY U Qla3a-L54 - int. 0.899 0.060 0.041
TA9 XX D5a2 brun foncé - noir brun | 0.486 0.014 0.499
TA10 XY C4al |Rlalalb2-z93| brun clair - brun foncé brun | 0.751 0.018 0.231
TA1l XY D Qla3a-L54 brun foncé - noir brun | 0.458 0.083 0.459
Sag TA12 XY ? Qla3a-L54 brun foncé - noir brun | 0.867 0.086 0.047
TAl4 XY D [Rlalalb2-Z93| brun clair - brun foncé bleu |0.761 0.016 0.222
TU15 XX H brun clair - brun foncé | brun | 0.679 0.011 0.310
TU17 XY A C-M130 brun clair - brun foncé | brun | 0.829 0.013 0.158
TU18 (XX) D - - - -
TU34 XY H |Rlalalb2-Z93| brun clair - brun foncé brun | 0.991 0.005 0.004
Maf TU31 XY ? Q-M242 brun foncé - noir brun | 0.752 0.164 0.084
13 XY T ? brun foncé - noir brun | 0540 0.298 0.162
Chem 14 - H ) ) § - .
15 XX U brun foncé - noir brun | 0.865 0.097 0.037
16 XX C brun foncé - noir brun ] 0.546 0.019 0.435
AT_614 XY H | NO (non Q) brun foncé - noir brun | 0111 0.011 0.878
MK AT 861 XY D NO (non O) - - - - -
AT 862 - C - - - - -
ChemS AT592 3 XX T - - - - -

Tableau 14 : Tableau récapitulatif des données obtenues pour chaque échantillon ancien
Hg : haplogroupe ; mt : mitochondrial ; Europ : Européenne ; Afr : Africaine ; As : asiatique.
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I11.1.7 Etude des liens de parentés

L’étude des STR autosomaux n’a révélé aucun lien de parenté de type parent/enfant dans les
différents groupes étudiés puisqu’aucune paire d’individus ne partage un allele en commun
pour chaque locus. Cependant, les profils n’étant pas toujours complets, il est possible que des

liens de proche parenté n’aient pas été détectés.

Afin de rechercher des liens de parentés plus éloignés, nous avons regroupé les individus
présentant les mémes haplotypes mitochondriaux ou Y au sein des différents groupes, puis

analysé les résultats plus en détail. Ces derniers sont présentés dans le tableau 15.

Echantillons Sexe | Haplotypes | Haplotypes STRa
mt Y partagés
Itkol’ll, kourgane 24, tombe 1/ ]
Kh19/Kh20 F/H Identiques - 12/15
Kaf Itkol’ 1, kourgane 23, tombe 2
a
Itkol’ll, kourgane 27, tombe 1/ ] Identiques
Kh21/Kh22 H/H Différents 5/15
Itkol’I1, kourgane 27, tombe 1 (17/17 STR)
Krasny Kamen, kourgane 1, tombe 1/ )
Kh1/Kh2 F/F Identiques - 11/15
oK Krasny Kamen, kourgane 1, tombe 3
Itkol’ll, kourgane 14, tombe 2 / ] Identiques
Kh13/Kh15 H/H Différents 9/15
Itkol’1, kourgane 14, tombe 5 (15/15 STR)
Teleytskiy Vzvoz-1, tombe 7 / ] L
El 6/9 . H/H Identiques Différents 3/11
Teleytskiy Vzvoz-I, tombe 41
Tsagaan Asga, tombe 4 / L Identiques
TA4/TAL0 H/H Différents 11/15
Tsagaan Asga, tombe 10 (17/17 STR)
Tsagaan Asga, tombe 11 / L Identiques
Sag | TA11/TAl12 H/H Différents 11/15
Tsagaan Asga, tombe 12 (17/17 STR)
Tsagaan Asga, tombe 14 / L Identiques
TA14/TU34 ) H/H Différents 9/15
Takhilgat Uzuur-5, tombe 34 (17/17 STR)

Tableau 15 : Echantillons présentant les mémes lignées maternelles ou paternelles
STRa : STR autosomaux, mt : mitochondrial.

Les résultats indiquent que les paires d’individus sont, soit reliées par la méme lignée
paternelle, soit par la méme lignée maternelle. Ensuite on peut distinguer plusieurs cas. Les
couples (Kh21/Kh22 et 6/9) ne partageant que trés peu d’alléles en commun (3/11 ou 5/15),
sont probablement liés par une parenté éloignée et impossible a déterminer sans populations
de référence. Concernant les paires d’hommes (Kh21/Kh22; Kh13/Kh15; TA4/TA10;
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TA11/TA12; TA14/TU34), aucune ne partagent a la fois le méme haplotype Y et le méme
haplotype mitochondrial, ils ne sont donc pas de la méme fratrie. Enfin, concernant la paire
Kh19/Kh20, les résultats indiquent que I’individu Kh19 est une femme qui, d’aprés les
données anthropologiques aurait entre 40 et 50 ans alors que I’individu Kh20 serait un
adolescent. Les données STR semblent exclure un lien de type parent-enfant. Néanmaoins,
aucune exclusion n’est basee sur deux genotypes hétérozygotes différents mais uniquement
sur des homozygoties. Il est donc possible que des génotypes hétérozygotes soient apparus
homozygotes du fait de la dégradation de I’ADN et aient faussé les analyses. D’autres liens de
type tante/neveu ou grand-mere maternelle/petit-fils sont également envisageables. Enfin,
pour les individus féminins Khl et Kh2, inhumés dans le méme kourgane, et qui partagent le
méme haplotype mitochondrial, les données archéologiques indiquent qu’elles seraient agées
respectivement de 20-25 et 35-40 ans. De la méme facon que pour les individus Kh19/Kh20,
les STR semblent exclure un lien de type mere/fille mais I’état de dégradation des
échantillons, notamment Kh1, pourrait avoir entrainé des pertes d’alléles. Au vu de leurs ages
respectifs, il est également possible d’envisager un lien de parenté de type sceurs. Bien que la
stratégie d’analyse employeée soit complete, c’est-a-dire a la fois I’établissement des profils
génétiques mais aussi I’analyse des lignées paternelles et maternelles des individus, la
déduction de liens de parenté autres que parent-enfant semble difficile a partir d’une simple
observation des résultats. 1l serait donc nécessaire de tester ces hypothéses par des calculs
statistiques afin de déterminer une probabilité de parenté. Cela peut se faire avec des logiciels
tels DNA-VIEW™ (Brenner, 1997), développé pour la criminalistique, qui est capable de
calculer des liens de parenté jusqu’a oncle/neveu. Cependant ce type de logiciel utilise des
algorithmes ou calculs basés sur les frequences alléliques dans les populations actuelles or, il
est possible que les fréquences étaient différentes dans les populations anciennes étudiées, ce
qui pourrait biaiser les analyses. En outre, il est difficile d’établir quelle(s) population(s)
contemporaine(s) serai(en)t la(les) plus proche(s) de la population ancienne du point de vue
génétique et pourrait servir de population(s) de référence. Pour cela, il faudrait avoir un
effectif bien plus important, afin de voir s’il existe des différences entre les populations du
passé et actuelles. D’autres logiciels comme ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006)
pourraient, si nous disposions d’un groupe plus important, déterminer les différents liens de
parenté probables entre les individus, au sein du groupe. Néanmoins, ce qu’il ressort de ces
analyses est que peu de liens de trés proche parenté semblent exister au sein des kourganes

étudiés.
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I11.2 Authenticité des résultats

Afin de prouver I’authenticité des résultats, de nombreuses précautions ont été prises lors des
analyses et une stratégie réfléchie et cohérente a été mise en place. Bien que tous les criteres
d’authenticité décrits dans la littérature (cf. 1.2.3) n’aient pu étre respectés, les points suivants

semblent attester de la validité des résultats obtenus :

Des témoins négatifs ont été utilisés pour chaque extraction et chaque amplification, et aucune
amplification n’a été observée dans ces témoins sans ADN.

Tous les profils génétiques obtenus a partir des échantillons anciens sont uniques et sont
différents de ceux des personnes ayant été en contact avec les prélévements.

Les analyses ont éte répétées sur différents extraits d’ADN et parfois différents prélévements

a plusieurs mois d’intervalle et les résultats obtenus étaient reproductibles.

Lors de I’analyse des STR autosomaux ou du chromosome Y, une diminution de I’intensité du
signal (voire une perte) a eté observée avec I’augmentation de la taille des fragments
amplifiés (figure 17) pour I’ensemble des échantillons étudiés. Ce comportement est

caractéristique d’un ADN dégradé.
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Figure 18 : Corrélation inverse entre la taille des fragments amplifiés et I’intensité du
signal
Résultats issus de I’analyse des STR autosomaux de I’individu TA10.

En plus de I’analyse de la région HV1 de I’ADN mitochondrial et des STR du chromosome
Y, des positions diagnostiques de la région codante de I’ADN mitochondrial et du
chromosome Y ont été typées afin de déterminer les haplogroupes. Les résultats obtenus entre
les deux approches étaient cohérents, permettant ainsi de valider I’appartenance aux

haplogroupes.
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Enfin, lorsque nous disposions d’informations sur les sujets étudiés, comme c’est le cas pour
le site de Takhilgat Uzuur-5, nous avons pu observer une cohérence entre le taux de réussite
des analyses et I’état de préservation des échantillons décrit dans le rapport de fouille, mais
aussi en fonction I’age du sujet. En effet, il est souvent plus difficile d’obtenir des résultats,

particulierement a partir du génome nucléaire, pour les individus immatures.
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Les steppes eurasiennes connectent I’Europe, I’Asie Centrale, la Chine, I’Asie du Sud et le
Moyen-Orient. Au cours du temps, de nombreuses populations, issues d’Europe ou d’Asie,
s’y sont succedées. Ces multiples mouvements migratoires expliquent certainement le pool
génique présent dans la population actuelle, constitué a la fois de lignées ouest- et est-
eurasiennes. Pour comprendre et retracer ces mouvements migratoires, I’accés direct au
génome des populations anciennes semble étre le moyen le plus fiable pour étudier la
diversité génétique présente a un moment donné en s’affranchissant des événements

postérieurs qui ont pu considérablement la modifier.

Ce travail s’est plus particulierement intéressé a la dynamique de peuplement du sud de la
Sibérie et de I’Altai a I’age du Bronze, période pendant laquelle les steppes eurasiennes
auraient connu d’apres les données archéologiques de nombreux mouvements migratoires
d’Ouest en Est.

Ainsi, I’objectif général de ce travail a été, a partir d’une ensemble composé de 69 individus,
de caractériser génetiqguement ces populations de I’age du Bronze, d’étudier les relations
génétiques qui existent entre elles, mais aussi, dans un contexte plus large, d’essayer de
déterminer leur origine biogéographique afin d’apporter de nouveaux éléments pour la

compréhension des événements migratoires complexes survenus dans cette région.

Afin de répondre a cette problématique, un de nos objectifs a été de mettre en place une
approche originale, permettant d’étudier au mieux I’origine biogéographique des sujets
anciens. Pour cela, en plus de I’analyse des lignées maternelles couramment analysées dans
les études de paléogénétiques, nous avons étudié les lignées paternelles des individus
masculins, ainsi que des marqueurs de caractéres phénotypiques (couleur des yeux et des
cheveux) puisque I’apparence physique peut également étre informative de I’origine
biogéographique, notamment dans cette région tampon a la rencontre des mondes asiatiques et

européens.

Ainsi, dans cette quatrieme partie, nous discuterons tout d’abord de I’évolution du pool
génique au sein de la région pendant I’a4ge du Bronze. Puis, la confrontation de ces données
aux données archéologiques, anthropologiques et génétiques nous permettra de discuter des

hypothéses de peuplement. Enfin, nous discuterons de la stratégie expérimentale employée et
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des perspectives méthodologiques aujourd’hui envisageables pour de telles études, au vu du

développement technologique actuel et de de I’évolution de la discipline.

IV.1 Apport de ce travail a la compréhension de la
dynamique de peuplement du sud de la Sibérie et

de I’Altai a I’age du Bronze

Afin d’étudier la dynamique de peuplement du sud de la Sibérie et de I’ Altai, nous disposions
d’un groupe de 69 échantillons. Ces échantillons proviennent de sites et de cultures
différentes allant du milieu 4°™ millénaire au début du premier millénaire avant J.-C. Cet
étalement temporel nous permet d’avoir acces a des échantillons couvrant toute la période de
I’age du Bronze. Cependant, cette diversité fait également la faiblesse de cet échantillonnage,
puisque le nombre de sujets étudiés par site et par culture est parfois tres faible. En effet, pour
certaines cultures (Elunino, Munkh-Khairkan, Baitag ou encore Chemurchek nord) nous
avons eu acces a seulement 3 ou 4 individus, ne permettant pas, par la suite, de réaliser des

analyses statistiques, car le biais imputé a ce faible échantillonnage est extrémement fort.

IV.1.1 Evolution du pool génique

Afin d’étudier I’évolution du pool génique des populations dans la région du sud de la Sibérie
et de I’Altai, les préléevements seront répartis au sein de trois groupes pour adopter une
organisation temporelle des échantillons. Le premier groupe, daté du début de I’age du
Bronze, est composé des individus porteurs des cultures de Bol’shemysskaya (I\V*™
millénaire av. J.-C) et d’Afanasievo (env. 3000 av. J.-C). Le second groupe, daté du milieu de
I’age du Bronze, est composé des individus appartenant aux cultures d’Okunevo (2300-1800
av. J.-C), d’Elunino (2300-1700 av. J.-C) et de Chemurchek (2500-1800 av. J.-C). Enfin, le
troisieme groupe, daté de la fin de I’age du Bronze, est composé des individus appartenant
aux cultures de Munkh Khairkan (1700-1400 av. J.-C) et de Sagsai (1400-900 av. J.-C). Pour

chaque groupe, les résultats sont schématisés sur la Figure 19 page 116.
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IV.1.1.1 Début de I’age du Bronze

Pour cette période, nous avons rassemblé 7 individus : la totalité des individus attachés a la
culture d’Afanasievo, soit 5 individus dans le sud sibérien (2 dans I’Altai et 4 en Khakassie),
et 1 individu dans I’Altai mongol. Nous traiterons également avec ces echantillons I’individu
11, présenté comme appartenant a la culture Bol’shemysskaya, datée du énéolithique.

1V.1.1.1.1 Données mitochondriales

Les données mitochondriales obtenues pour cet ensemble ou période sont réparties de la
sorte : 2 individus sont affiliés a I’haplogroupe C, 2 individus sont affiliés a I’haplogroupe U
(U4 et US) et 3 individus, provenant de site différents, partagent le méme haplotype que nous

n’avons pu affilier a un haplogroupe particulier.

Une des données intéressantes est la présence de I’haplogroupe est-eurasien C dans le sud de
la Sibérie au début de I’age du Bronze. Les individus sont porteurs de I’haplotype fondateur.
D’apres les données de génétique moderne, I’haplogroupe C serait apparu dans I’Est de I’ Asie
et aurait diffusé depuis la région péri-Baikal au cours de nombreuses migrations avant et apres
le dernier maximum glaciaire (Derenko et al., 2010). Les études paléogénétiques avaient déja
mis en evidence la présence de cet haplotype dans la culture contemporaine d’Ust-Tartas dans
I’ouest de la Sibérie (Molodin et al., 2012), dans une population du nord-est de I’Europe il y a
3500 ans (Der Sarkissian et al., 2013), ainsi qu’en Ukraine chez des individus néolithiques
(Nikitin et al., 2012), suggérant ainsi une diffusion de I’haplogroupe C d’Est en Ouest avant

I’age du Bronze.

Deux individus sont porteurs de I’haplogroupe U (probablement U4 et U5). L haplogroupe U
est présent a des fréquences élevées chez les chasseurs-cueilleurs d’Europe (Bramanti et al.,
2009; Der Sarkissian et al., 2013; Malmstrom et al., 2009). L’haplotype U5a, porté par
I’individu 3, a été retrouvé chez des individus de I’4ge du Bronze a I’ouest de la Sibérie
(Molodin et al., 2012). Cet haplotype est aujourd’hui principalement présent dans les

populations du Caucase et celles du centre et du nord de I’Europe.

De facon intéressante, I’haplogroupe H est déja présent chez un individu Afanasievo.
L’haplogroupe H est porté par environ 40% de la population ouest-européenne actuelle
(Richards et al., 2000). L’haplotype détecté, non retrouvé dans les populations anciennes,

présente une large distribution aujourd’hui, principalement dans les populations européennes.
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Comme 71 % de la diversité de I’haplogroupe H se trouve en dehors de la région de contrdle
de I’ADNmt, I’analyse de la région HV1 seule ne nous permet pas d’étre informatif des sous-
haplogroupes (Brotherton et al., 2013), il est donc difficile d’aller plus loin dans I’analyse.
Néanmoins, ces deux haplogroupes, U et H, suggérent la présence d’une composante

maternelle ouest-eurasienne.

Un second élément particulierement intéressant est le partage d’un méme haplotype par 3
individus exhumés de sites différents: 2 dans le sud sibérien (1 Afanasievo et 1
Bol’shemysskaya) et 1 dans I’Altai mongol. La recherche d’haplotypes partagés n’a pas
montré de correspondance parmi les autres populations anciennes et seulement un finlandais
actuel partage cette séquence. Celle-ci semble donc assez rare dans les populations actuelles.
Néanmoins, malgre le faible effectif étudié, cette distribution au sein d’ensemble différents
tend a montrer un pool génique commun a ces individus qui, en plus de partager des
caracteres culturels, semblent donc partager des caractéres génétiques au niveau des lignées
maternelles. Ce résultat suggére ainsi une origine génétiqgue commune ou un flux de génes

entre ces populations.

1V.1.1.1.2 Données du chromosome Y

Les haplotypes paternels retrouvés se répartissent au sein de deux haplogroupes. Les individus
sud-sibériens appartiennent a I’haplogroupe R1bla-P297 et parmi eux, 2 ont pu étre affiliés au
sous-haplogroupe R1bla2-M269. L’individu de I’Altai mongol appartient quant a lui a
I”haplogroupe Q-M242.

La présence de I’haplogroupe R1bla2-M269 dans le sud de I’Altai tout au déebut de I’age du

Bronze constitue un des résultats marquants de ce travail.

L’haplogroupe R est surtout fréquent en Europe puisque plus de 50% des hommes en sont
porteurs. Mais cet haplogroupe est également présent en Asie Centrale, en Asie du Sud et en
Asie de I’Ouest (Chiaroni et al., 2009). La majorité des européens appartient a I”’haplogroupe
R1, divisé en 2 sous-haplogroupes : R1a et R1b. Ces sous-haplogroupes sont majoritairement
retrouvés au niveau de I’Europe de I’Est et de I’Europe de I’Ouest, respectivement, avec une
zone de différenciation, en Allemagne. R1b est scindé en deux branches : R1bla2-M269, qui
représente la branche européenne, et R1blal-M73 la branche asiatique. Nos échantillons
n’appartiennent pas a la branche asiatique M73 puisqu’ils possédent I’alléle ancestral pour ce

marqueur. Deux individus, en revanche, ont pu étre associés au sous- haplogroupe R1bla2-
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M269. Le marqueur M269 est présent majoritairement en Europe de I’Ouest suivant un
gradient de frequence Est-Ouest avec un maximum dans le nord-ouest de I’Europe. L’origine
de ce marqueur n’est pas clairement définie (Busby et al., 2012). Certains auteurs ont tout
d’abord argumenté en faveur d’une origine paléolithique (Rosser et al., 2000; Semino et al.,
2000), puis d’autres ont proposé une introduction en Europe avec les fermiers néolithiques
(Balaresque et al., 2010; Sjodin and Francois, 2011). Néanmoins, bien que peu de données
anciennes sur le chromosome Y aient été publiées en Europe jusqu’a maintenant,
I’haplogroupe R1b a été retrouvé en Allemagne chez deux individus de la culture
campaniforme, daté d’environ 2500 ans avant J.-C (Lee et al.,, 2012). Les données
actuellement disponibles (Haak et al., 2010; Haak et al., 2008; Lacan et al., 2011a; Lacan et
al., 2011b), semblent indiquer que les individus plus anciens ne sont pas porteurs de cet
haplogroupe, laissant penser a une entrée de cet haplogroupe en Europe seulement a la fin du
néolithique. D’autres données européennes seront bien évidemment nécessaires pour discuter

cette hypothese.

Au sein du sous-haplogroupe R1bla2-M269, I’étude publiée par Myres et al. (2011) a montré
que le marqueur M412 séparait les lignées M269 de I’ouest et du centre de I’Europe de celles
rencontrées en Europe de I’Est, dans la région de I’Oural, au Proche-Orient ainsi que dans le
Caucase et au Pakistan. Afin d’évaluer I’affinité de nos échantillons anciens avec les
individus appartenant a I’haplogroupe R1b-M269 et ses sous-haplogroupes, nous avons
construit un réseau phylogénétique. Sur ce réseau, nos individus se placent majoritairement
avec des individus appartenant au sous-haplogroupe L23(xM412)? c’est a dire avec des
populations du Caucase, d’Europe de I’Est, de la région de I’Oural et du Proche-Orient. Ce
résultat suggere un lien avec ces populations de I’est de I’Europe et met en évidence pour la
premiére fois la présence de I’haplogroupe R1bla2 dans le sud de la Sibérie au début de I’age
du Bronze, chez des individus porteurs des cultures d’Afanasievo et de Bol’shemysskaya.
Ainsi, ces individus sont les porteurs les plus anciens de I’haplogroupe R1bla2 connus a ce

jour.

Dans I’Altai mongol, I’individu Afanasievo est porteur de I’haplogroupe Q-M242. Cet
haplogroupe est distribué largement dans le nord de I’Eurasie et trouvé a de fortes fréquences

dans le sud de la Sibérie, contrairement a I’Europe, I’Asie de I’Est et le Moyen-Orient ou il

% Rappel : la nomenclature suivante « nom de I’haplogroupe ou nom du marqueur» (x nom d’un marqueur), par
exemple L23(xM412), signifie que I’individu est porteur de I’allele muté pour le marqueur L23 mais possede
I’alléle ancestral pour le marqueur M412. Cela peut se trouver également sous la forme L23 (non M412).
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tres peu présent (Karafet et al., 2002). Il serait apparu en Asie puis se serait répandu et
différencié avant de passer la Béringie et d’entrer en Amérique. En effet, le sous- haplogroupe
Q1la3al-M3 est retrouvé de fagcon quasi exclusive chez les amérindiens (Zegura et al., 2004).

Cet haplogroupe serait donc une signature génétique paléosibérienne.

IV.1.1.1.3 Données des SNP autosomaux

L’analyse des SNP autosomaux a été possible principalement pour les individus Afanasievo
de Khakassie, I’ADN des autres individus semblait trop dégradé pour obtenir I’ensemble des
informations nécessaires a I’exploitation des données. Ainsi, I’analyse des caractéres
pigmentaires (couleur des cheveux et couleur des yeux) montre des phénotypes variés parmi
ces individus. Deux individus avaient probablement les yeux bruns et les cheveux foncés alors

que deux autres individus avaient probablement les yeux clairs et les cheveux clairs.

L’ analyse de 5 SNP AIM a permis d’estimer I’origine biogéographique des individus anciens.
Les résultats obtenus montrent clairement une composante européenne trés majoritaire dans

les génomes des individus Afanasievo.

IV.1.1.1.4 Bilan

Ainsi, d’apres I’ensemble des données génétiques, que ce soit les données mitochondriales, du
chromosome Y, des marqueurs phénotypiques ou des AIM, il semblerait que ces individus du
début de I’age du Bronze, pour la plupart affiliés a la culture d’Afanasievo, soient proches des
populations européennes actuelles, notamment pour les individus du sud de la Sibérie.
L’individu mongol porte, quant a lui, une signature génétique paternelle plutot

paléosibérienne.

Les résultats obtenus montrent également un partage du pool génique entre ces individus. En
effet, une lignée mitochondriale rare est partagée par 3 individus, dont I’un de I’ Altai mongol,
et I’haplogroupe R1bla2 est présent aussi bien dans I’Altai russe qu’en Khakassie. Ces
résultats suggerent donc, en plus d’une homogénéité culturelle, une origine commune ou des

flux géniques entre ces régions.
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IV.1.1.2 Bronze moyen

A la suite de la culture d’Afanasievo, vers le milieu du 111°™ millénaire avant J.C apparatt,
dans le bassin du Minoussinsk, la culture d’Okunevo (13 individus), et au pied de I’ Altai, la
culture d’Elunino (4 individus). Dans I’ Altai mongol est retrouvée, sur I’ensemble du massif,

la culture Chemurchek (7 individus).

1V.1.1.2.1 Données mitochondriales

Les 13 haplotypes obtenus pour la culture d’Okunevo se répartissent de la fagcon suivante :
54% appartiennent a des haplogroupes est-eurasiens (C, D et A) et 46% a des haplogroupes
ouest-eurasiens (U, H, J et T). Les 3 haplotypes détectés pour les individus de la culture
d’Elunino sont a 100% est-eurasiens (C et D). Les individus de la culture Chemurchek,
répartis sur I’ensemble de I’ Altai, ont des haplotypes uniquement est-eurasiens au nord et en

majorité ouest-eurasiens au sud.

Certains haplogroupes déja présents dans le groupe précédent sont retrouvés dans ce groupe
plus récent, il s’agit des haplogroupes U, H et C. Par contre, de nouveaux haplogroupes ont
fait leur apparition : les haplogroupes ouest-eurasiens J et T, ainsi que les haplogroupes est-
eurasiens C et D. Les haplogroupes J et T seraient issus du Proche-Orient apres les dernieres
glaciations (Pala et al., 2012). L’haplotype fondateur J présente une large distribution parmi
les individus anciens déja analyseés. Il a été retrouvé chez des individus néolithiques d’Europe
Centrale (Bramanti et al., 2009; Haak et al., 2010; Haak et al., 2005), du Sud-Ouest (Lacan et
al., 2011a; Sampietro et al., 2007), et chez des individus de I’ouest-sibérien datés de la
transition entre I’age du Bronze et I’age du Fer (Molodin et al., 2012), ainsi que dans I’ Altar
mongol a I’age du Fer (Gonzalez-Ruiz et al., 2012). Parmi les 3 haplotypes T, un haplotype
est partagé avec un individu néolithique d’Allemagne (Haak et al., 2005) et un individu du
Kazakhstan de I’age du Fer (Lalueza-Fox et al., 2004).

Nous pouvons ainsi observer I’apport de nouveaux haplogroupes et une diversification des
haplotypes dans ces populations plus récentes. La lignée présente chez trois individus du
début de I’age du Bronze n’est plus retrouvée dans ce groupe. Seul I’haplotype H 16362C est
partagé entre les deux groupes du Bronze ancien et moyen.
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1V.1.1.2.2 Données du chromosome Y

Concernant les données du chromosome Y, une modification trés importante est observée.
Dans le sud de la Sibérie, seul I’haplogroupe R1b1a2-M269 était présent chez les individus du
début de I’age du Bronze. Or, celui-ci n’est plus retrouvé que chez un individu masculin de la

culture d’Okunevo. Le reste du pool génique est constitué des haplogroupes Q et NO(xO).

L’haplogroupe Q était déja présent dans I’Altai mongol au début de I’age du Bronze. Si
I’individu Afanasievo appartenait au macro-haplogroupe Q*, les individus sont cette fois-ci
affiliés aux sous-haplogroupes Q1a3-M346 et Qla3a-L54. Ces résultats marquent I’apparition

d’haplogroupes paléosibériens dans le sud de la Sibérie.

Comme nous I’avons expliqué dans la section «résultats », il n’a pas été possible de
déterminer finement I’haplogroupe des individus appartenant a I’ensemble NO(xO).
L’haplogroupe N a une large distribution dans le nord de I’Eurasie et présente les fréquences
les plus hautes aux latitudes les plus élevées (Derenko et al., 2007).

Ainsi, bien qu’une légére continuité semble exister entre les individus Afanasievo et Okunevo
dans le bassin du Minoussinsk, les données suggérent un changement dans le pool génique

des individus masculins.

Dans le massif de I’ Altai, I’haplogroupe Y n’a pu étre déterminé que pour un individu. Celui-
ci portait I’haplogroupe asiatique C-M130 dont la distribution actuelle s’étend de I’Asie du

Sud, a I’Asie du Nord-Est ainsi qu’en Océanie et en Amerique.

1V.1.1.2.3 Données des SNP autosomaux

L’etude des caracteres phenotypiques montre une majorité de phénotypes yeux bruns et
cheveux foncés. Un seul individu semble avoir les yeux bleus. Ainsi, il est possible qu’il y ait
eu une modification des phénotypes présents dans le sud de la Sibérie. Ces résultats seraient
en accord avec des données anthropologiques qui suggérent la présence de caracteres
mongoloides chez les individus d’Okunevo.

De méme que pour les données phénotypiques, I’étude des SNP AIM suggére des
contributions européennes et asiatiques variables entre les individus. En effet, certains
individus semblent plus proches des populations européennes avec néanmoins, des valeurs

inférieures a celles obtenues pour les individus Afanasievo. D’autres individus semblent avoir
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autant de contribution européenne et asiatique, et 3 individus ont une composante asiatique

majoritaire au sein de leur génome.

IV.1.1.2.4 Bilan

Au vu de I’ensemble des données génétiques obtenues il semble qu’il y ait eu une
modification a la fois du pool génique mitochondrial et du chromosome Y dans la région
ciblée a cette période, par I’apport de nouveaux haplogroupes (est- et ouest-eurasiens) d’une
part, et par I’augmentation de la proportion d’haplogroupes est-eurasiens d’autre part. Cette
modification se retrouve dans les résultats obtenus a partir de I’analyse des marqueurs
nucléaires car nous observons une augmentation des phénotypes yeux bruns et cheveux
fonces, assez caractéristiques des populations d’Asie. L’étude des AIM supporte cette
hypothése puisque la composante asiatique semble fortement augmentée, et méme majoritaire

chez plusieurs individus.

IV.1.1.3 Bronze final

Enfin, le troisieme groupe temporel est constitué d’individus appartenant aux cultures de
Sagsai (11 individus) et de Munkh—Khairkan (3 individus), toutes deux situées dans I’ Altai
mongol. Nous ne disposions pas d’échantillons provenant du sud de la Sibérie pour cette

période.

1V.1.1.3.1 Données mitochondriales

Les individus Sagsai mis au jour dans le nord de I’ Altai mongol, pour une partie sur le versant
Russe (TU) et I’autre partie sur le versant Chinois (TA), présentent un mélange d’haplotypes
ouest-eurasiens et est-eurasiens. La plupart des haplogroupes étaient déja présents dans le
groupe précédent. On peut noter I’apparition de I’haplogroupe T1a, qui est treés présent dans
les populations actuelles d’Asie Centrale et qui est retrouvé chez un individu de I’age du
Bronze (Lalueza-Fox et al., 2004) et le partage d’une séquence mitochondriale avec un
individu du bassin du Tarim. Concernant les individus de la culture Munkh-Khairkan,
I’individu situé dans I’ouest de la Mongolie porte I’haplogroupe H alors que les deux

individus situés dans la partie plus centrale portent des haplogroupes asiatiques (C et D).
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1V.1.1.3.2 Donnes du chromosome Y

De nouveau, une modification du pool génique est observée a cette période. Celui-ci est
composé majoritairement des haplogroupes Qla3a-L54, R1alalb2-Z93 et C-M130 pour les
individus Sagsai, et de I’haplogroupe NO (xO) pour les individus Munkh-Khairkan.

L’ apparition de I’haplogroupe Rlalalb2-Z93 est un elément particulierement intéressant.
L’haplogroupe R1ala a une distribution trés large au sein de I’Eurasie, s’étendant de I’Europe
de I’Est au sud de I’Asie en passant par le sud-sibérien. Son origine mal connue, est
aujourd’hui trés discutée. Certains auteurs argumentent en faveur d’une origine est-
européenne apres le dernier maximum glaciaire (Passarino et al., 2001; Semino et al., 2000),
alors que d’autres, du fait de la fréquence tres elevée et de la forte diversité des haplotypes
présents en Asie du Sud, proposent un foyer d’origine dans cette région (Mirabal et al., 2009;
Sharma et al., 2009). Afin d’améliorer la compréhension de la diffusion de cet haplogroupe,
plusieurs études se sont attachées a trouver des marqueurs présentant des fréquences
discriminantes parmi les différentes populations, définissant ainsi des sous-haplogroupes
informatifs de I’origine biogéographique. Ainsi, le marqueur M458 a été décrit par Underhill
et al. (2010) comme ayant une distribution restreinte aux populations d’Europe Centrale et a
quelques populations d’Europe de I’Est, avec un pic de fréquence en Pologne, mais ne
s’étendant pas au-dela de I’Oural. Son aire de répartition semble concorder avec I’aire de
répartition de la culture Cordée. Antérieurement a cette étude, un individu ancien associé a la
culture Cordée avait déja été affilié a I’haplogroupe Rlala (Haak et al., 2008). Ce marqueur
est donc présenté comme informatif d’une branche européenne de I’haplogroupe R1al.
Rlala*(x M458) a, a I’inverse, en Europe une fréguence maximale en Biélorussie et dans le
sud-ouest de la Russie. La fréquence d’apparition de ces deux marqueurs semble également
pouvoir étre corrélée aux différentes langues indo-européennes. En effet, Rlala-M458 a un
pic de fréquence chez les indo-européens de langues slaves et finno-ougriennes alors que
Rlala*(xM458) a un pic de fréquence chez les individus de langues indo-iraniennes et
dravidiennes (Underhill et al., 2010). Selon Underhill, la diversité et la fréquence des
haplotypes M458 suggerent une origine durant le début de I’holocene suivi de son expansion
associée a des évenements culturels préhistoriques tels que la diffusion de la culture Cordée.
L’absence de M458 en dehors de I’Europe irait ainsi a I’encontre d’un flux génique depuis
I’Europe de I’Est vers I’Asie, au moins depuis environ 5000 ans. En 2012, Pamjav et al. ont
identifié deux nouveaux marqueurs, Z280 et Z93, ayant des aires de répartition restreintes a
I’Asie Centrale et I’Asie du Sud pour le marqueur Z93, et a I’Europe de I’Est pour le
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marqueur Z280. Ces zones géographiques correspondent a I’aire de répartition de
Rlala*(xM458) chez Underhill. Les aires de répartition du marqueur Z280 et Z93 se
chevauchent au niveau de I’Asie Centrale. L’origine de la différentiation de Rlala pourrait
donc se trouver quelque part entre I’Asie du Sud-Est et I’Europe de I’Est. Les steppes
eurasiennes (Ukraine, sud de la Russie, Kazakhstan et Caucase) et le Moyen-Orient sont
présentés comme des candidats potentiels (Pamjav et al., 2012). Dans notre étude les
individus anciens porteurs de I’haplogroupe Rlala sont tous porteurs du sous-haplogroupe
Rlalalb2-Z93 correspondant, selon la littérature, a la branche centre et sud-asiatique.
L’haplogroupe Rlala-M17 (les sous-haplogroupes n’étant pas encore définis) avait déja été
retrouvé dans le sud de la Sibérie, chez des individus de I’age du Bronze (Andronovo (1800-
1400 avant J.-C) et Karasouk (1400-800 av. J.-C)) et de I’age du Fer (Keyser et al., 2009),
dans le bassin du Tarim il y a 3900 ans (Li et al., 2010), et chez un individu Xiongnu a I’est
de la Mongolie (Kim et al., 2010). Ces résultats suggérent donc un pool génigue commun a

ces individus.

1V.1.1.3.3 Données autosomales

Les phénotypes observés parmi ces individus sont tres divers ; 2 individus ont les yeux bleus

ou intermédiaires et 5 individus sur 8 ont les cheveux bruns.

L’analyse des AIM révele que ces individus ont, pour la plupart (7/11), une composante
européenne majoritaire.

IV.1.1.3.4 Bilan

Si au niveau des lignées maternelles aucun changement majeur dans le pool génique n’est
observe, I’élément principal est I’apparition de I’haplogroupe Rlalalb2-Z93, déja présent
chez des individus sud-sibériens de I’age du Bronze et dans le bassin du Tarim.
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Figure 19 : Répartition géographique et temporelle des haplogroupes mitochondriaux et

Y retrouvés dans les échantillons étudiés
A : début de I’age du Bronze (cultures d’Afanasievo et de Bol’shemysskaya) B : Bronze moyen (cultures
d’Okunevo, d’Elunino et de Chemurchek), C: fin de I’dge du Bronze (cultures de Sagsai et de Munkh
Khairkan). Les cercles représentent les proportions d’haplogroupes ouest-eurasiens (en bleu), est-eurasiens (en
rouge) et autres (en gris) pour chaque groupe. L’effectif total est indiqué au centre du cercle. Les haplogroupes
indiqués en gris correspondent a la distribution de I’haplogroupe R1ala décrit dans la littérature (Keyser et al.,
2009; Li et al., 2010)
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IV.1.2 Dynamique de peuplement de la région, premiéres

hypotheéses

Dans un premier temps, I’étude et la compréhension de I’évolution du pool génique au sein
méme de la région nous ont permis de comprendre le processus micro-évolutif. Il est
maintenant nécessaire de le discuter au vu des études paléogénétiques précédentes mais aussi
par rapport aux données et hypotheéses archeologiques proposées, afin de mieux appréhender

les différentes hypothéses de peuplement de cette région.

Dans ce travail, nous avons étudié I’une des cultures les plus intéressantes de I’age du Bronze,
la culture d’Afanasievo. L’étude de cette culture serait un élément clé pour la compréhension
des premiéres migrations indo-européennes. Selon des données archéologiques et
anthropologiques, son origine a été associée aux cultures de I’ouest des steppes eurasiennes, la
culture de Yamna ou la culture antérieure de Repin (Anthony, 2007). Les données
moléculaires obtenues pour les individus Afanasievo, dans leur ensemble, suggeérent une
affinité avec les populations européennes actuelles. Ces données génétiques semblent donc en
accord avec les données archéologiques et anthropologiques, qui proposent une origine au
niveau des steppes d’Europe de I’Est pour ces individus. Néanmoins, une étude récente a
montré que I’aire de répartition des populations ouest-eurasiennes s’étendait jusqu’a I’ouest
du lac Baikal durant le Paléolithique, et que cette occupation avait perduré pendant le dernier
maximum glaciaire (I’individu étudié était porteur de I’haplogroupe mitochondrial U et de
I’haplogroupe Y R) (Raghavan et al., 2014). De la méme facon, une étude publiée en 2006 a
montré la présence de I’haplogroupe ouest-eurasien U5 dans la région Baikal au Néolithique
(Mooder et al., 2006). Une origine locale des individus Afanasievo, a partir de peuples
caucasoides déja présents, pourrait donc étre une hypothése également envisageable. Seul
I’acces a des sujets sud-siberiens / altaiques antérieurs a la culture d’Afanasievo pourra nous
permettre de répondre de facon plus fiable a cette question. De la méme facon, aucune donnée
génétique du début de I’age du Bronze, et méme un peu avant (culture de Repin, de Yamna),
n’est actuellement disponible pour les populations des steppes eurasiennes, alors que de
nombreuses hypothéses s’appuient sur ces populations. L’acces a ces échantillons et leur

étude est donc une étape importante pour mieux appréhender ces mouvements migratoires.

Malgré qgu’un biais imputable au faible échantillonnage soit indéniable, le pool génique

observé dans les cultures du début de I’age du Bronze semble, d’apres les données en notre
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possession, avoir été modifié dans les cultures suivantes d’Okunevo et d’Elunino, et n’avoir
que peu persisté puisque I’haplogroupe R1bla2-M269, tres présent au début de I’a4ge du
Bronze, n’est plus présent que chez un individu dans la culture d’Okunevo, et que la séquence
mitochondriale partagée par trois individus n’est plus retrouvée. En revanche, on voit
clairement apparaitre une composante asiatique, notamment au niveau du chromosome Y.
Cette composante pourrait venir d’un retour de populations paléosibériennes du nord-est de la
Sibérie (van Geel et al., 2004). Néanmoins, I’origine de cette composante asiatique est, au vu
des données actuelles, difficile & déterminer. Ces résultats génétiques semblent cependant en
accord avec les données anthropologiques qui présentaient la population d’Okunevo comme
une population plus « mongoloide » que celle d’Afanasievo. Cependant, il semble que des
flux géniques aient persisté en provenance de I’Ouest, puisque I’on note I’apparition de

nouveaux haplogroupes mitochondriaux ouest-eurasiens.

Au milieu du I1I*™ millénaire, ce pool génique pourrait avoir de nouveau évolué avec
I’apparition de I’haplogroupe R1alalb2 dans I’ Altai mongol. Cet haplogroupe, comme décrit
précédemment, avait déja été retrouvé chez plusieurs individus de I’a4ge du Bronze dans le sud
de la Sibérie ainsi que dans le bassin du Tarim. De plus, une lignée paternelle (17 STR) est
partagée entre deux individus inhumés sur deux sites différents dans I’Altai, et une lignée
mitochondriale non retrouvée dans la population actuelle est partagée entre un individu de
I’Altai et un du bassin du Tarim. Les résultats obtenus dans ce travail semblent donc montrer
un partage de caracteres génétiques entre ces trois ensembles geographiques. Ces résultats
suggerent donc une origine génétique commune, ou un flux de genes entre ces régions, qui
aurait modifié considérablement le pool génique présent dans la région. Du fait de sa
répartition géographique, certains auteurs ont associé I’haplogroupe R1ala a I’expansion des
peuples indo-européens (Semino et al., 2000; Wells et al., 2001). L’analyse du marqueur
M458, réalisée apres le travail de these de Caroline Bouakaze chez les sujets sud-sibériens de
la culture d’Andronovo, les plus anciens de notre échantillon, a révélé la présence de I’alléle
ancestral pour ce marqueur. Ces individus seraient donc R1ala(xM458), haplogroupe présent
chez les populations actuelles de langues indo-iraniennes (Underhill et al., 2010). Ainsi, ces
résultats semblent en accord avec le lien proposé entre la culture d’Andronovo et la diffusion
de la branche indo-iranienne des langues indo-européennes (Lamberg-Karlovsky, 2002). La
diffusion de I’haplogroupe R1lala(xM458) pourrait ainsi étre liée a la diffusion de la culture
d’Andronovo puisque les individus Rlalalb2 étudiés dans I’Altai sont postérieurs a cette

culture, et que des hypothéses ont été émises entre la culture d’Andronovo et le peuplement
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du bassin du Tarim (ou Rlala a également été retrouvé mais pour qui les sous-haplogroupes
ne sont pas connus). Cette hypothese est bien evidemment a considérer avec prudence. Seul
I’augmentation du nombre de données sur le chromosome Y des populations de cette région

nous permettra de la discuter.

Dans I’article publié par Keyser et al. en 2009, le partage de caractéristiques phénotypiques
(apparence europoide) et de caracteres génétiques (partage de lignées mitochondriales) entre
des individus de la culture d’Andronovo et les momies du bassin du Tarim avaient permis
d’argumenter en faveur de I’hypothese d’un peuplement du bassin du Tarim via les steppes du
Nord. Des données du chromosome Y sont venues supporter cette hypothése quelque temps
apres en montrant la présence exclusive de lignées Y Rlala chez 7 individus du site de
Xiaohe dans le Bassin du Tarim (Li et al., 2010). Dans I’hypothése des steppes, deux vagues
de migrations se seraient succédees, une premiere par des individus porteurs de la culture
d’Afanasievo puis une seconde par les porteurs de la culture d’Andronovo. Si tous les
résultats sont en accord avec un lien entre Andronovo et le bassin du Tarim, a contrario, le
lien entre la culture d’Afanasievo et le bassin du Tarim est plus discutable. En effet, si les
marqueurs génétiques analysés suggerent une origine ouest-eurasienne pour ces individus et si
certains sont porteurs d’un phénotype plutét europoide, les lignées paternelles sont, elles,
différentes (R1b vs R1a). Ces données sont néanmoins a nuancer puisque seuls quelques
individus Afanasievo ont été analysés dans ce travail et les données des lignées paternelles du

bassin du Tarim ne proviennent que d’un seul site.

Enfin, si le massif de I’Altai culmine parfois a plus de 4000 metres d’altitude, les données
obtenues dans ce travail montrent un partage de lignées (maternelles ou paternelles) entre les
individus du sud de la Sibérie et de I’ Altai mongol, ou tout du moins une homogénéité dans
les haplogroupes présents. Il semble donc que le relief montagneux n’ait pas été un frein aux
mouvements de populations dans cette région et que des flux géniques ont eu lieu, au moins
des le début de I’a4ge du Bronze. Les différences de pools géniques semblent, d’apres ce
travail, beaucoup plus liées a la composante culturelle et temporelle qu’a la composante

géographique.
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IV.2 Discussion sur la stratégie expérimentale employée

et perspectives

Les resultats présentes dans ce travail nous ont permis d’apporter de nouveaux éléments quant
a la compréhension de la dynamique de peuplement de la région ciblée. Néanmoins, travailler
avec de rares et précieux échantillons d’ADN ancien dégradés, nécessite d’adopter une
stratégie expérimentale réfléchie et cohérente vis a vis la quantité de matériel disponible, aux

données recherchées et aux méthodes mises en place pour y parvenir.

La stratégie proposée dans cette étude est une stratégie « multi systemes » qui consiste a
analyser a la fois des marqueurs uniparentaux, localisés sur I’ADN mitochondrial et le
chromosome Y, ainsi que des marqueurs biparentaux (STR et SNP autosomaux). Cette
stratégie est particulierement intéressante pour plusieurs raisons. D’une part, elle permet a
contrario de nombreuses études d’ADN ancien, d’étudier a la fois I’histoire maternelle et
paternelle des populations anciennes mais également d’obtenir des informations sur leur
apparence physique. D’autre part, elle s’avere particulierement intéressante pour étudier les
liens de proches parentés (Keyser-Tracqui et al., 2003a). Néanmoins, afin d’étre appliquée,
cette stratégie requiert des critéres particuliers. En effet, I’analyse des marqueurs nucléaires
nécessite de travailler a partir d’un ADN relativement bien préservé. Il sera toujours plus
difficile d’obtenir les données nucléaires que mitochondriales puisque I’ADN mitochondrial
est présent en quantité plus importante dans la cellule. Dans le présent travail, pour deux
individus, nous avons pu obtenir uniqguement des données mitochondriales. De la méme fagon
ce phénomeéne s’observe avec les individus immatures pour lesquels il est plus difficile
d’obtenir des données nucléaires. Le second point faible de cette stratégie est la grande
consommation d’ADN. Nous devons disposer d’une quantité suffisante d’ADN pour réaliser
I’ensemble des analyses mais également pour répéter ces analyses afin de respecter les critéres

d’analyses de I’ADN ancien et ainsi assurer I’authenticité des resultats.

Ainsi, dans I’objectif d’obtenir toujours plus d’informations a partir d’une faible quantité de
matériel il est nécessaire, en paralléle des études paléogénétiques a proprement parler, d’avoir
un développement méthodologique constant. Ce développement s’applique a toutes les étapes
de I’analyse.
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L’amélioration des techniques d’extraction d’ADN pour lesquelles nous avons déja vu, ces
dernieres années, une nette progression puisque de 1 a 2 grammes de poudre nécessaires a
I’extraction d’ADN il y a quelques années (Ricaut et al., 2004b), nous travaillons
actuellement a partir de 10 fois moins soit 150 a 200 mg de poudre. Néanmoins la
compréhension du mécanisme d’adsorption/désorption de I’ADN sur I’hydroxyapatite reste
encore a approfondir afin d’améliorer les méthodes d’extraction et de libération de I’ADN. Le
laboratoire travaille dans ce sens puisqu’il s’agit du sujet de thése d’une étudiante de notre
équipe, Anne Grunenwald. Nous testons également en paralléle un protocole d’extraction
comportant une étape de décalcification par ’EDTA plus longue, afin d’évaluer I’impact sur
la quantité d’ADN extrait. En effet, une déminéralisation totale de I’os semble, selon certains
auteurs, augmenter la quantité et la qualité d’ADN récupéré (Amory et al., 2012; Loreille et
al., 2007).

L’amélioration doit également se faire au niveau des techniques utilisées. Dans ce travail nous
avons principalement utilisé, pour I’analyse des SNP, des réactions d’amplification
multiplexes suivies d’une détection par spectrométrie de masse MALDI-TOF et plus
particulierement par le systeme commercialisé par la société SEQUENOM. Ce systeme a la
propriété d’avoir été spécifiquement développé pour I’analyse d’ADN et non I’analyse
protéique, évitant ainsi le long processus de mise au point pour analyser des acides nucléiques
sur des systemes dédiés aux analyses protéiques comme présenté dans le travail de thése de
Elizabeth Petkovski (Petkovski, 2006). Des précédents travaux ont montre I’intérét de cette
méthode pour I’analyse d’ADN ancien (Mendisco et al., 2011). Dans ce travail nous I’avons
utilisée pour la détermination des haplogroupes mitochondriaux et Y, mais aussi pour la
détermination des caracteres phénotypiques et I’analyse des SNP AIM. Contrairement a
I’ADN mitochondrial et au chromosome Y, pour lesquels il n’y a pas de souci d’interprétation
puisque le résultat obtenu est binaire (un allele ou rien), les marqueurs localisés sur les
autosomes, peuvent étre hétérozygotes. Si cela ne pose pas de probléme avec un ADN de
bonne qualité, cela est plus problématique a partir d’'un ADN dégradé et présent en faible
quantité. En effet, comme observé lors de la gamme de dilution, pour des petites
concentrations en ADN on voit apparaitre des phénomeénes de perte d’alléles entrainant la
transformation d’un génotype hétérozygote en génotype homozygote. Si les analyses ne sont
pas répétées cela peut entrainer un biais dans les résultats. Dans le cas du test Hlris Plex, selon
le poids du SNP impliqué dans la prédiction du phénotype, le résultat obtenu sera donc plus

ou moins fiable. Les analyses ont été répétées afin de limiter ce phénoméne mais pour autant
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le typage de SNP reste plus délicat a appliquer sur des marqueurs diploides que sur des
systéemes haploides. La mesure du taux d’hétérozygotie est egalement un probleme observé
lors des analyses avec les sequenceurs de nouvelles générations du fait des faibles taux de

couverture généralement obtenus (Veeramah and Hammer, 2014).

Afin d’obtenir I’haplotype puis I’haplogroupe mitochondrial des individus anciens, nous
avons séquencé la région HV1 de I’ADN mitochondrial. Pour réaliser ces analyses nous
travaillons a chaque fois a partir de 20 pl d’ADN et celles-ci doivent étre répétées afin
d’assurer I’authenticité des séquences obtenues. Nous nous basons ensuite sur I’haplotype
HV1 ainsi que sur les quelques positions codantes typées pour en déduire I’haplogroupe et
comparer avec les données disponibles dans la littérature, afin de déterminer I’origine
biogéographique des lignées maternelles. Or, aujourd’hui, les études des génomes
mitochondriaux totaux des populations modernes ont permis d’affiner tres fortement la
phylogénie et de décrire ainsi de nombreux sous-haplogroupes souvent associés a des
événements migratoires particuliers, et avec des répartitions géographiques trés informatives
(Derenko et al., 2010; Pala et al., 2012). Ce méme phénomeéne apparait pour I’étude du
chromosome Y (Myres et al., 2011), pour lequel, aujourd’hui, nous disposons de séquences
complétes ou de typage d’un trés grand nombre de SNP. Ainsi, lors de nos analyses nous
sommes désormais parfois limités dans I’interprétation du fait de la faible résolution
phylogénétique obtenue comparée a celle présentée dans la littérature depuis quelques mois.
Les méthodes de séquencage et de typage utilisées dans ce travail semblent donc peu adaptees
a cette évolution puisque nous sommes limités par la quantité d’ADN disponible, par le
nombre de SNP (pas plus de 30) a analyser par réactions multiplexes, et par le nombre de
multiplexes a réaliser sur chaque échantillon. Une des alternatives aujourd’hui envisageable
est I’utilisation des séquenceurs de nouvelles genérations (NGS). En effet, les progres réalisés
ces dix dernieres années permettent d’avoir des outils capables de séquencer un génome entier
en quelques heures. Si le séquencage du génome entier est envisageable pour des spécimens
particuliers ou quelques individus, comme cela est réalisé actuellement, il reste difficilement
applicable a des études de populations anciennes par toutes les équipes de recherche. En effet,
cela impliquerait un colt actuellement encore trop éleve et nécessiterait des capacités
d’analyse trés importantes. Néanmoins, des solutions alternatives, plus ciblées sur les données
recherchées, telles que I’analyse des génomes mitochondriaux totaux et d’un nombre
important de SNP semblent envisageables par I’utilisation des séquenceurs de paillasse de

2™ génération, tels que le GS Junior de Roche, le MiSeq de Illumina ou I’lon Torrent PGM
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de Life technologies. Ces séquenceurs ont la capacité d’analyser des petits génomes ou des
ensembles de genes en quelques heures sur plusieurs échantillons en paralléle. Méme si toutes
les méthodes sont en théorie applicables sur des échantillons d’ADN dégradé, la méthode lon
Torrent PGM de Life technologies semble particulierement intéressante. Une partie du
développement des Kits utilisables sur ce séquenceur est réalisée en vue d’une utilisation dans
le domaine de la criminalistique, correspondant donc a nos problématiques, aussi bien en
termes d’analyses a réaliser, qu’en termes de « qualité » du substrat de départ. C’est pourquoi
des études sont actuellement réalisées par d’autres équipes afin de séquencer des génomes
mitochondriaux & partir de petits fragments d’ADN et d’un ADN de mauvaise qualité (Parson
et al., 2013). De plus, un kit, particulierement intéressant pour notre équipe, est en cours de
commercialisation. 1l s’agit du kit « EVC SNP panel » qui devrait permettre I’analyse de 245
SNP dont les 24 SNP du test Hiris Plex et de SNP AIM permettant de déterminer I’origine
biogéographique (Jurado, 2013). Ce kit n’étant pas encore commercialisé, il est possible que
des modifications y soient apportées. Ces panels étant destinés a une utilisation de routine en
criminalistique, des logiciels d’analyse ont également été développés permettant ainsi d’avoir
une optimisation du temps d’analyse, bien qu’en France, contrairement a d’autres pays tels
que les Pays-Bas et les pays anglo-saxons, la législation ne permette pas la détermination de
caracteres phénotypiques dans un cadre judiciaire. En effet, dans le domaine judiciaire, seule
I’identification d’une personne par ses empreintes génetiques est envisageable, I’examen des
caractéristiques génétiques étant réservé au domaine médical et a la recherche scientifique (art
16-10 et 16-11 du Code Civil). C’est pourquoi nous pouvons les étudier dans le cadre de
projets de recherche et donc en méme temps, tester et participer au développement de ces

nouvelles technologies.

L utilisation de toutes ces méthodes semble donc prometteuse pour les prochaines études
d’ADN ancien. Malgré le progrés technologique, la qualité des échantillons de départ reste
cependant le point le plus important. Il sera donc nécessaire, dans un premier temps, d’évaluer
les capacités réelles d’analyses de ces nouvelles technologies, a partir de ce type de substrats.
Néanmoins, les premiers résultats obtenus pour le domaine criminalistique a partir de I’lon
torrent semblent encourageants car, bien que le systéme soit proposé pour travailler a partir de
1 ng d’ADN, une étude récente, apres avoir apporté une légere modification du protocole en
augmentant le nombre de cycles d’amplification, a prouvé son efficacité pour des quantités
d’ADN allant jusqu’a 100 pg lors de I’analyse des 136 SNP inclus dans le kit HID développé

pour I’identification humaine (Seo et al., 2013).
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Enfin, la collaboration avec les archéologues est essentielle afin d’assurer une qualité
optimale des échantillons prélevés, c’est a dire limiter les contaminations et la dégradation de
I’ADN. Cela passe par la mise en place de bonnes pratiques de préléevement et de stockage des
échantillons et, lorsque ce que cela est possible, I’utilisation de matériel fraichement exhumé
(Pruvost et al., 2007).
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Si dans un premier temps, les problématiques de peuplement étaient uniquement abordées a
partir des donneées archéologiques, anthropologiques et linguistiques, ces derniéres annees, les
données génétiques sont venues apporter de nouveaux éléments. D’abord remises en question,
les études paléogénétiques sont finalement devenues essentielles pour la compréhension des
événements migratoires. C’est par la confrontation de I’ensemble de ces données

complémentaires que des hypothéses solides peuvent désormais étre établies.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la dynamique du peuplement du sud de la
Sibérie et de I’Altai pendant I’age du Bronze. Pour cela, 69 individus provenant de sites et de
cultures différentes ont été étudiés. Afin d’estimer I’origine biogéographique de ces sujets,
nous avons adopté une stratégie, consistant, en plus de I’étude de I’ADN mitochondrial
couramment étudié dans les études d’ADN ancien, a étudier les lignées paternelles de ces
individus, ainsi que des marqueurs autosomaux, informatifs de I’origine biogéographique

(AIM) et des caracteres pigmentaires tels que la couleur des yeux et des cheveux.

L’etat de préservation de I’ADN était tres variable d’un site a I’autre mais néanmoins, la
relativement bonne conservation des échantillons nous a permis d’obtenir des données
mitochondriales pour 62 % d’entre eux. Le taux de réussite des analyses des marqueurs

autosomaux s’est lui révélé plus bas (environ 40%).

Grace aux données génétiques obtenues nous avons pu mettre en évidence une probable
évolution du pool génique au sein de la région étudiée. La confrontation de ces données aux
autres données de paléogénétiques mais aussi aux données archéo- et anthropo-logiques nous
a permis de discuter et d’émettre des hypotheses concernant les mouvements migratoires qu’a

connus cette région.

Tout d’abord, il semble qu’en plus de partager des caractéres culturels, les porteurs de la
culture d’Afanasievo possédaient des caracteres genétiques communs, laissant penser qu’ils
proviennent d’un méme groupe ancestral. Les données obtenues semblent également indiquer
que ces individus étaient génétiquement proches des populations européennes actuelles. Ce
résultat semble donc en accord avec I’hypothése proposée par de nombreux archéo- et
anthropologues, consistant a présenter la culture d’Afanasievo comme une diffusion vers I’est,
jusgue dans I’Altai, des porteurs des cultures de I’ouest des steppes, la culture de Yamna ou
de Repin. L analyse du pool génique des populations ayant succédé a la culture d’Afanasievo
n’a pas révélé de fortes continuités génétiques mais plutdt un apport de lignées est-

eurasiennes, notamment au niveau des lignées paternelles. Des populations asiatiques
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autochtones se seraient donc probablement mélangées avec ces peuples plutét caucasoides.
Enfin, durant le 11°™ millénaire avant J.-C, le pool génique de ces populations semble avoir
été de nouveau modifié avec la présence, sur une large zone s’étendant du sud de la Sibérie au
bassin du Tarim en passant par I’Altai, de I’haplogroupe Rlala. L’haplogroupe (Rlala
(xM458)) pourrait ainsi étre associé a I’expansion de la culture d’ Andronovo et aux locuteurs

de langues indo-iraniennes.

Les résultats présentés dans ce travail, semblent, d’apres les données du chromosome Y,
écarter le lien entre les individus Afanasievo et le peuplement du bassin du Tarim.
Néanmoins, le petit nombre de sujets étudiés dans les deux populations peut fortement biaiser
I’analyse. Pour apporter de nouveaux éléments quant au processus de peuplement du bassin
du Tarim, des analyses supplémentaires et une analyse plus poussée des lignées Rlala dans

cette région, semblent vraiment nécessaires.

Le faible échantillonnage observé par groupe ainsi que le processus de recrutement funéraire
peut bien évidemment avoir biaisé une partie des analyses. C’est pourquoi, afin de discuter
ces hypotheses, il est indispensable d’envisager d’autres analyses paléogénétiques. L’ acces a
des spécimens anciens du début de I’4ge du Bronze ayant peuplé les steppes de I’Ouest
semble indispensable pour la compréhension de ces phénomenes migratoires puisque de
nombreuses hypotheses restent a valider ou invalider. De la méme facon, I’acces a des sujets
antérieurs a la culture d’Afanasievo serait trés intéressant, afin d’estimer I’arrivée de la
composante européenne dans cette région. Néanmoins, il semble que peu de vestiges
archéologiques de la période néolithique soient présents dans le sud de la Sibérie. Concernant
les études génétiques elles-mémes, bien que les informations soient plus difficiles a obtenir
qu’a partir de I’ADN mitochondrial, il est nécessaire de réaliser des études sur le chromosome
Y. Peu de données sont aujourd’hui disponibles or, nous avons pu voir que les lignées
paternelles sont souvent trés informatives des mouvements migratoires. En effet, les femmes
ayant un taux de migration plus éleve que les hommes (Stoneking, 1998), on observera plus
facilement une forte homogénéité entre les populations. Ainsi, les lignées maternelles
peuvent, dans certains cas, se révéler moins informatives pour retracer les mouvements

migratoires.

Néanmoins, ces mouvements migratoires se sont poursuivis, puisque d’apres les études
portées sur les sujets de I’age du Fer, ces modifications du pool génique ont continué. Durant

le I*" millénaire avant J.-C, la composante mitochondriale d’origine asiatique semble avoir
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augmenté aussi bien dans le sud de la Sibérie qu’au Kazakhstan (Keyser et al., 2009; Lalueza-
Fox et al., 2004). Les données mitochondriales obtenues sur les populations Scythes montrent
un pool génique composé a la fois d’haplotypes est- et ouest-eurasiens, et de méme que les
observations issues de ce travail, une similarité génétique en plus d’une homogénéité
culturelle entre les différents groupes Scythes étudiés dans la région (Gonzalez-Ruiz et al.,
2012). Aucune donnee sur le chromosome Y n’est disponible or, cela pourrait certainement
procurer des données intéressantes pour discuter de I’émergence et de I’origine de ces peuples

Scythes et pour ainsi reconstruire I’histoire complexe des populations des steppes eurasiennes.

A I’issue de ce travail et avant d’envisager les prochaines études paléogénétiques, se pose la
également la question de la méthodologie employée. Comme décrit précédemment, la
discipline connait depuis ces dernieres années une mutation technologique importante.
Actuellement, de nombreux travaux de paléogénomique rapportent le sequencage de
spécimens rares, tres anciens en repoussant toujours un peu plus loin les limites d’analyse de
I’ADN ancien. Sans aller jusque-la, il est néanmoins essentiel de bien réfléchir aux outils
actuellement disponibles pour réaliser les prochaines études de populations. Dans ce contexte,
la pluridisciplinarité de notre équipe nous permet de bénéficier de I’acces aux technologies les
plus récentes en matiere d’identification génétique des individus, et ainsi, pourquoi pas,
d’envisager leur utilisation dans nos prochaines études de paléogénétique voire de
paléogénomique.
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ANNEXES

Annexe 1 : Amorces utilisées pour I’analyse des SNP de I’ADN mitochondrial et du chromosome Y

Amorces PCR

Taille

Marqueurs . Amorce SBE
P1 P2 amplicon

7 9090 ACGTTGGATGGCGATTTCTAGGATAGTCAG ACGTTGGATGCCACCCTAGCAATATCAACC 105 ACCATTAACCTTCCCTC
U_12308 ACGTTGGATGAGCTATCCATTGGTCTTAGG ACGTTGGATGGGGTGGTTATAGTAGTGTGC 103  GGAGTTGCACCAAAATT
C4al_1715 ACGTTGGATGTTGCGCCAGGTTTCAATTTC ACGTTGGATGAACCCACTCCACCTTACTAC 107 ACCTTACTACCAGACAAC
D5a2_1438 ACGTTGGATGCCAGAAAACTACGATAGCCC ACGTTGGATGCCCTGTTCAACTAAGCACTC 108 CAACTAAGCACTCTACTCT
D_5178 ACGTTGGATGTTAAACTCCAGCACCACGAC ACGTTGGATGGGTGGATGGAATTAAGGGTG 101  AAGGGTGTTAGTCATGITA
HV_14766 ACGTTGGATGGGGAGGTCGATGAATGAGTG ACGTTGGATGACAAGAACACCAATGACCCC 97  AATGACCCCAATACGCAAAA
D5a_752 ACGTTGGATGTGGCTAGGCTAAGCGTTTTG ACGTTGGATGTCACCCTCTAAATCACCACG 99  ATCACCACGATCAAAAGGAA
H_7028 ACGTTGGATGGACATCGTACTACACGACAC ACGTTGGATGATGATGGCAAATACAGCTCC 100 tagAGGACATAGTGGAAGTG
A_663 ACGTTGGATGGCTCACATCACCCCATAAAC ACGTTGGATGGGATGCTTGCATGTGTAATC 100 cCTAAGAGCTAATAGAAAGGC
D4j5_13086 ACGTTGGATGGGAAGCGGATGAGTAAGAAG ACGTTGGATGACTCCCCTCAGCCATAGAAG 115 GTCTCAGCCCTACTCCACTCAAG
C_13263 ACGTTGGATGATCGTAGCCTTCTCCACTTC ACGTTGGATGAGGAATGCTAGGTGTGGTTG 100 ATTGTAACTATTATGAGTCCTAG
LCT_C13910T ACGTTGGATGCAACCTAAGGAGGAGAGTTC ACGTTGGATGATGTACTAGTAGGCCTCTGC 102 GGCAATACAGATAAGATAATGTAG
J_13708 ACGTTGGATGCGAAAATAACCCCACCCTAC ACGTTGGATGAAATCCTGCGAATAGGCTTC 87  AATCCTGCGAATAGGCTTCCGGCTG
T 4917 ACGTTGGATGTTGAGAGAGTGAGGAGAAGG ACGTTGGATGCATGACAAAAACTAGCCCCC 101  TCATATACCAAATCTCTCCCTCACTA
M458 ACGTTGGATGGAAGTGACTTACAGCTCAGG ACGTTGGATGGCTTTGAAAGACATTCCTCC 95  ATTCCTCCTGGCTCTCT
Rlala_M17 ACGTTGGATGTTGGCCACTTAACAAACCCC ACGTTGGATGTCAGATTCTGTCTACTCACC 107 TTGCTGGTTGTTACGGG
R1a_M420 ACGTTGGATGCTTGCCTTCCAATATGGGAC ACGTTGGATGGGCAAACTTTTCATTGCTGG 113 TTTTCATTGCTGGCCTCCA
Rlbla_P297 ACGTTGGATGGGAAAGGAACATAGCCAAAG ACGTTGGATGGGTGTCTGCACTCAATCTCT 120 TTTTTAGGGTCAGGAATCT
R1bla2_M269 ACGTTGGATGTCTTTTGTGTGCCTTCTGAG ACGTTGGATGAGGGGAATGATCAGGGTTTG 106 ATGATCAGGGTTTGGTTAAT
M434 ACGTTGGATGAAAATTAGCTGGGCGTGGTG ACGTTGGATGAGGTTCAAGCGATTCTCCTG 98  CCTGCATCAGCCTCCCAGGTA
R1al_MS516 ACGTTGGATGGGTAATTTGGCCAAGCACAC ACGTTGGATGTCAGCAGCATAAAGCTGAGG 117 cAGTAGACTGTTTACACCTAG
7280 ACGTTGGATGTCAAAGGTCTTTACTTGTGC ACGTTGGATGCGTTAGATGGCAGCTTTTAG 105 GATGGCAGCTTTTAGITAGATC
R1b_M343 ACGTTGGATGTCTTGCTCTTTCCCCAACAC ACGTTGGATGTATGCAAATGCAGAGTGCCC 111 atgccGAGTGCCCTCGTGTTCCA
R_M207 ACGTTGGATGGGGCAAATGTAAGTCAAGC ACGTTGGATGTCACTTCAACCTCTTGTTGG 102 TCAAAAGGTATTGTTATTCTCTTT
R1_M173 ACGTTGGATGTTTCTTACAATTCAAGGGC ACGTTGGATGCCTGAAAACAAAACACTGGC 101  TCTGAATATTAACAGATGACAAAG
R1blal_M73 ACGTTGGATGCCAAAAACTTCTGAATTAC ACGTTGGATGGGTCCTTTGTGATTCCTCTG 109 TTGTGATTCCTCTGAACGTCTAACCA
793 ACGTTGGATGCCCCAAATGAGTTAAAAGAC ACGTTGGATGATGCATGTCAGGGATTCAGG 118  ACAATTATTATTAAGGGTTTGGAAGC
N_M231 ACGTTGGATGCAACATTTACTGTTTCTAC ACGTTGGATGCGTTGTGTTTGACACCACAG 108 CGATCTTTCCCCCAATT
Nlc2b_P43 ACGTTGGATGCCTGTAGTCCCAGCTACTTG ACGTTGGATGTCTTGGCTCACTGCAAGCTC 99  TCCGCCTCCCGGGTTCA
C3_M217 ACGTTGGATGAAGCTGCTGTGGCTTTCATC ACGTTGGATGAGGAGAATGAAAAAGTTGGG 103 AAAAAGTTGGGTGACAC
Q1a3_M346 ACGTTGGATGTCACTCTGCCTACCTGATAG ACGTTGGATGAGATGGGAAAGGCAGCCAAG 98  GCCAAGAGGACAGTAAGA
O_M175 ACGTTGGATGCTACTGATACCTTTGTTTCTG ACGTTGGATGTGAATCAGGCACATGCCTTC 84  ACATGCCTTCTCACTTCTC
D_M174 ACGTTGGATGGTTTTGCAAATGCACCCCTC ACGTTGGATGTCGCTTCTCTGAATACCTTC 82  AATACCTTCTGGAGTGCCC
Qla3a_L54 ACGTTGGATGCCTGTAAAGGTAACATGGAG ACGTTGGATGAGGGTCTCATCTAGGTCTTC 99  TTGTTGTACTCTCATAGCTC
NO_M214 ACGTTGGATGAAATGCCACTTCACTCCAGC ACGTTGGATGCTACTGGTTACTTTCGTTCG 106 ACTTTCGTTCGITTATTTTTC
Qlal_M120 ACGTTGGATGCGCAATAAAGTATAATTTCCC ACGTTGGATGAACACACTGCTAATGATCCG 94  CCGTTTTTTGATGTGGAAATA
Nlc2a_M128 ACGTTGGATGGTTGCAGAATTATCTACCTC ACGTTGGATGCAGTGTTTTTATCAGTACTGC 100 CAGTACTGCATCCTTTTTTTCA
Q1la3al_M3 ACGTTGGATGCATTTTAGGTACCAGCTCTTC ACGTTGGATGTGCCAGGGCTTTCAAATAGG 100 CAATGGGTCACCTCTGGGACTGA
Q_M242 ACGTTGGATGGGGGAAAAAACCATGTACG ACGTTGGATGAGTTTGTGCAAAAAGGTGAC 113 GTGCAAAAAGGTGACCAAGGTGCT
Nlcl_Tat ACGTTGGATGGGACTCTGAGTGTAGACTTG ACGTTGGATGTACCCTTCTCTCTTGCTGTG 94  GCTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC

C_M130

ACGTTGGATGGCAACAGTAAGTCGAATGCC

ACGTTGGATGTCTCCTCTTCTATTGCAGGG

ATTGCAGGGCAATAAACCTTGGATTTC
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Annexe 2 : Amorces utilisées pour I’analyse des SNP autosomaux

Amorces sequenom des 22 marqueurs (SNP) sélectionnés pour la détermination des traits phénotypiques

Marqueurs Amorces PCR (=5 T'aille Amorces SBE
P1 P2 amplicon (pb)

rs1805006 ACGTTGGATGTCCAGCAGGAGGATGACG ACGTTGGATGCTGGTGAGCTTGGTGGAGA 178 CCTGGCCTTGTCGGA
rs16891982 ACGTTGGATGTCCAAGTTGTGCTAGACCAGA ACGTTGGATGCGAAAGAGGAGTCGAGGTTG 148 TGGATGTTGGGGCTT
rs1800407 ACGTTGGATGAAGGCTGCCTCTGTTCTAC ACGTTGGATGCGATGAGACAGAGCATGATGA 144 aGCCCACACCCGTCCC
rs4959270 ACGTTGGATGTGAGAAATCTACCCCCACGA ACGTTGGATGGTGTTCTTACCCCCTGTG 160 tCCCCCTGTGGAAGTG
rs12913832 ACGTTGGATGTCAACATCAGGGTAAAAATCATGT ACGTTGGATGGGCCCCTGATGATGATAGC 170 CGTGCAGAACTTGACA
rs180479 ACGTTGGATGTCCAGCAGGAGGATGACG ACGTTGGATGCTGGTGAGCTTGGTGGAGA 178 GGTGAGCGGGAGCAAC
N29insA ACGTTGGATGGCAGGGATCCCAGAGAAGAC ACGTTGGATGTCAGAGATGGACACCTCCAG 137 gACCGGGCTCCTGTCTG
rs1426654 ACGTTGGATGTTCAGCCCTTGGATTGTCTC ACGTTGGATGGCAGTAACTAATTCAGGAGC 101 aGCTGCCATGAAAGTTG
rs12203592 ACGTTGGATGGCTTCGTCATATGGCTAAACCT ACGTTGGATGAGGGCAGCTGATCTCTTCAGGCTT 146 TGGTGGGTAAAAGAAGG
rs1042602 ACGTTGGATGCAACACCCATGTTTAACGACA ACGTTGGATGGCTTCATGGGCAAAATCAAT 144 ATGTCTCTCCAGATTTCA
rs3827760 ACGTTGGATGAATCTCATCCCTCTTCAGGC ACGTTGGATGCTCAGCTCCACGTACAACTC 107 caAACTCTGAGAAGGCTG
rs2402130 ACGTTGGATGACCTGTCTCACAGTGCTGCT ACGTTGGATGTTCACCTCGATGACGATGAT 170 TGATGATGATGGCAGCTA
rs2378249 ACGTTGGATGCGCATAACCCATCCCTCTAA ACGTTGGATGCATTGCTTTTCAGCCCACAC 156 2aacCCTCTCCTCAGCCCA
rs28777 ACGTTGGATGTCTTTGATGTCCCCTTCGAT ACGTTGGATGTACTCGTGTGGGAGTTCCAT 170 aATGTGATCCTCACAGCAG
rs1805005 ACGTTGGATGTCCAGCAGGAGGATGACG ACGTTGGATGCTGGTGAGCTTGGTGGAGA 178 ggttGAGAACGCGCTGGTG
rs1805009 ACGTTGGATGCAAGAACTTCAACCTCTTTCTCG ACGTTGGATGCACCTCCTTGAGCGTCCTG 126 cagtCGTAGATGAGGGGGT
rs1393350 ACGTTGGATGTTTCTTTATCCCCCTGATGC ACGTTGGATGGGGAAGGTGAATGATAACACG 144 GTAAAAGACCACACAGATTT
rs2814778 ACGTTGGATGATGGCACCGTTTGGTTCAGG ACGTTGGATGATGGCCCTCATTAGTCCTTG 116 CTCATTAGTCCTTGGCTCTTA
rs12896399 ACGTTGGATGGACCCTGTGTGAGACCCAGT ACGTTGGATGCTGGCGATCCAATTCTTTGT 145 TTTAGGTCAGTATATTTTGGG
rs12821256 ACGTTGGATGGGAGCCAAGGGCATGTTACTA ACGTTGGATGATGCCCAAAGGATAAGGAAT 138 GTTTAGGGTTTTTTTCCTTTAG
rs683 ACGTTGGATGCACAAAACCACCTGGTTGAA ACGTTGGATGTGAAAGGGTCTTCCCAGCTT 158 AAAAGTATGCCTAGAACTTTAAT
rs1545397 ACGTTGGATGCTGACAATGGTTGTACAACT ACGTTGGATGGGAGATATAGAATTCACAC 116 ATCTTGCAAAATTATATCATTCAG
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Annexe 3 : Description et références des populations modernes utilisées pour les
comparaisons des haplotypes mitochondriaux

Populations ou pays | Nombre de séquences | Références
Asie Centrale
Kazakhes 55 (Comas et al., 1998)
Kirghizes 94 (Comas et al., 1998)
Uigurs 55 (Comas et al., 1998)
Total 149
Asie du Sud
Inde du Centre-Est 161 (Metspalu et al., 2004)
Inde du Centre-Ouest 166 (Metspalu et al., 2004)
Inde du Nord 239 (Metspalu et al., 2004)
Metspalu et al., 2004; Rajkumar and
Inde du Sud 187 (Metsp i, 2003;
Pathans 230 (Rakha et al., 2011)
Sri-Lankais 132 (Metspalu et al., 2004)
Total 788
Asie du Sud-Est
Laotiens 214 (Bodner et al., 2011)
Vietnamiens 187 (Irwin et al., 2008)
Total 401
Asie de I’Est
Japonais 162 (Imaizumi et al., 2002)
Coréens 185 (Jin et al., 2006)
Total 347
Chine
Daur 80 (Kong et al., 2003; Powell et al., 2007)
Ewenki 70 (Kong et al., 2003; Powell et al., 2007)
Gelao 102 (Liuetal., 2011)
Hainan 285 (Peng et al., 2011)
Han G 106 (Chen et al., 2008)
Han Harbin 29 (Powell et al., 2007)
Han Inner Mongolia 17 (Powell et al., 2007)
Han Xinjiang 29 (Powell et al., 2007)
Hmong 167 (Wen et al., 2005)
Hezhen 43 (Powell et al., 2007)
Inner Mongolian 39 (Powell et al., 2007)
Manchu 33 (Powell et al., 2007)
Mien 370 (Wen et al., 2005)
Orogen 74 (Kong et al., 2003; Powell et al., 2007)
Daheyan popualtion 58 (Cui et al., 2010)
Uigurs 63 (Powell et al., 2007)
Xibe 38 (Powell et al., 2007)
Total 1603
Mongolie
(Gokcumen et al., 2008; Kolman et al.,
Mongols 193 1996)
Total 193
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Sibérie de I’Ouest

Kets 38 (Derbeneva et al., 2002a)

Khantys 106 (Pimenoff et al., 2008)
NOanasans 63 (Derbeneva et al., 2002a; Volodko et al.,

g 2008)

Tatars 197 (Malyarchuk et al., 2010)

Total 404

Sibérie du Sud
Altaians 110 (Derenko et al., 2003)
taian Kazakhs okcumen et al.,
Altaian Kazakh 237 (Gok ., 2008)
Altaian Kizhis 337 (Dulik et al., 2012; Phillips-Krawczak et al.,
2006)

Chelkans 91 (Dulik et al., 2012)
Khakassians 53 (Derenko et al., 2003)
Koumandins 52 (Dulik et al., 2012)

Sojots 30 (Derenko et al., 2003)
odjins erenko et al.,
Todji 48 (Derenk ., 2003)
Tofalars 104 (Derenko et al., 2003; Starikovskaya et al.,
2005)
(Dulik et al., 2012; Starikovskaya et al.,
Tubalars 287 2005; Sukernik et al., 2012)
Tuvinians 245 (Derenko et al., 2003; Pakendorf et al.,
2006; Starikovskaya et al., 2005)
Total 1594
Sibérie de I’Est
Aleuts 36 (Volodko et al., 2008)
i (Derenko et al., 2003; Starikovskaya et al.,

Bouriates 116 2005)

Chukchis 182 (Volodko et al., 2008)

Eskimos 208 (Saillard et al., 2000; Volodko et al., 2008)

Evenks 110 (Pakendorf et al., 2006; Starikovskaya et al.,
2005)

Evens 87 (Sukernik et al., 2012)

Itelmen 46 (Schurr et al., 1999)

Koryaks 147 (Schurr et al., 1999)

. (Derbeneva et al., 2002b; Pimenoff et al.,

Mansis 161 2008)

Negidals 33 (Starikovskaya et al., 2005)

Nivkhis 56 (Starikovskaya et al., 2005)

Udegeys 46 (Starikovskaya et al., 2005)

. (Starikovskaya et al., 2005; Sukernik et al.,
Ulchis 247 2012)
(Fedorova et al., 2003; Pakendorf et al.,

Yakoutes 592 2006; Puzyrev et al., 2003; Tarskaia and

Melton, 2006)
Yakogt/e:npl)(arlant 32 (Pakendorf et al., 2006)
. (Pakendorf et al., 2006; VVolodko et al.,

Yukaghirs 154 2008)

Total 2253
Moyen-Orient
Iran 436 | (Metspalu et al., 2004)
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Arabie Saoudite 553 (Abu-Amero et al., 2008)
Syrie 69 (Richards et al., 2000)
Iraq 116 (Richards et al., 2000)
Druze 356 (Macaulay et al., 1999; Shlush et al., 2008)
Kurdes 82 (Comas et al., 2000; Richards et al., 2000)
Dubai 249 (Alshamali et al., 2008)
Palestine 117 (Richards et al., 2000)
(Calafell et al., 1996; Comas et al., 1996; Di
Turques 340 Benedetto et al., 2001; Quintana-Murci et
al., 2004; Richards et al., 2000)
Total 2318
Caucase
Russie de I’Ouest 358 (Grzybowski et al., 22(%)27) Malyarchuk et al.,
Populations du nord du 246 (Macaulay et al., 1999; Quintana-Murci et
Caucase al., 2004; Richards et al., 2000)
S (Comas et al., 2000; Quintana-Murci et al.,
Géorgie 64 2004)
Arménie 191 (Richards et al., 2000)
Azerbaidjan 48 (Richards et al., 2000)
Total 907
Europe de I’Ouest
Grande Bretagne 100 (Piercy et al., 1993)
France 172 (Dubut et al., 2004)
Irlande 300 (McEvoy et al., 2004)
Total 572
Nord-centre de I’Europe
Allemagne 409 (Brandstatter e‘_[ al., 2006; Lutz et al., 1998;
Pfeiffer et al., 1999)
République Tcheque 179 (Malyarchuk et al., 2006)
Pologne 849 (Grzybowski et al., 22007; Malyarchuk et al.,
002)
Slovaquie 207 (Malyarchuk et al., 2008)
Suisse 154 (Dimo-Simonin et al., 2000)
Lettonie 299 (Pliss et al., 2006)
Autriche 101 (Parson et al., 1998)
Total 2198
Scandinavie
Norvege 74 (Passarino et al., 2002)
Finlande 603 (Hedman et al., 2007; Meinila et al., 2001)
Total 677
Sud-est de I’Europe
Bulgarie 30 (Calafell et al., 1996)
Bosnie 144 (Malyarchuk et al., 2003)
Roumanie 105 (Bosch et al., 2006)
Total 279
Quest de la méditerranée
Portugal 847 (Gonzalez et al., 2003; Pereira et al., 2004)
Sud de la France 37 (Dubut et al., 2004)
Galice 43 (Gonzalez et al., 2003)
Total 927
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Méditerranée Centrale

Italie 263 (Thomas et al., 2008)
Slovénie 104 (Malyarchuk et al., 2003)
Total 367
Est de la méditerranée
Macédoine 37 (Bosch et al., 2006)
Albanie 42 (Bosch et al., 2006)
Grece 25 (Bosch et al., 2006)
Total 104
Total général 16081
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Annexe 4 : Description et références des individus anciens utilisés pour les comparaisons
des haplotypes mitochondriaux et Y

Description ADN mitochondrial Chromosome Y
Référence (origine, culture) Periode gl‘llll:n‘l: N | SNP/STR | N
Allemagne, Lituanie,
(Bramanti et al., 2009) Pologne, Russie, chasseurs 13400-2300 BC 15997-16409 20 -
cueilleurs
(Haak et al., 2010; Haak Néolithique i
et al., 2005) Allemagne, LBK culture (5500-4900 BC) 15997-16409 42 SNP 3
(Der Sa;'gi%')a” etal, Nord-ouest de la Russie 7500-7000 BP 16056-16409 | 11 -
(Sampietro et al., 2007) Espagne (3%%?2}3'38“;@ 16022-16378 11 -
Suéde, PWC Neolithique 16051-16383 | 19 -
(Malmstrom et al., 2009) (5500-4500 BP)
’ Suéde, FBC Neolithique 16051-16383 | 3 -
’ (4800-4000 BP)
. Fin du Néolithique STR et
(Lacan et al., 2011a) France, culture des Treilles (3000 BC) 16024-16383 29 SNP 22
. Fin du Néolithique STR et
(Haak et al., 2008) Allemagne, culture Cordée (2700-2400BC) 15997-16409 9 SNP 3
o y . Néolithique ) )
(Chikisheva et al., 2007) Altai, Russie (5™ mill BC) 16024-16401 1
N . Néolithique
(Mooder et al., 2006) lac Baikal, Russie (61252020 BC) 16191-16367 26 -
(Ricaut et al., 2005) Yakoutie, Sibérie Néolithique 16015-16391 | 1 -
(3600 BP)
(Lee et al., 2012) Allemagne, culture Bell | i ) Naolithique | 15995 -16429 | 6 SNP 2
Beaker
(Gonzal%—lR;)le etal, Altai, Mongolie age du Bronze 16051-16400 3 -
Sud de la Sibérie, cultures age du Bronze STR et
(Keyser etal., 2009) d’Andronovo et de Karasuk (1800-800 BC) 16009-16390 11 SNP 3
(Lalueza-Fox et al., 2004) Kazakhstan (228&%5{8 r:gzg) - 8 -
Sibérie de I’Ouest, cultures 4ge du Bronze
(Molodin etal,, 2012) | d'Ust-Tartas, d’0dinovo, | jeme’ iy, geme oo 92 -
de Krotovo, d’ Andronovo, BC)
de Baraba, d’Irmen
L " . age du Bronze i )
(Chikisheva et al., 2007) Altai, Russie (milieu 2°™ mill BC) 16024-16401 3
(Li et al., 2010) Chine, Bassin du Tarim age du Bronze 16035-16409 | 20 SNP 7
(3900 BP)
(Zhang et al., 2010) Chine, Xinjiang, site de 2800-2100 BP 16053-16366 | 35 -
Gavaerk
(Li etal., 2011) Nord-est de la Chine age du Bronze 16035-16409 | 14 SNP 5
(3600 BP)
(Gonzalez-Ruiz et al., Altai, Mongolie, culture de A i )
2012) Pazyryk age du Fer 16051-16400 16
Sud de la Sibérie, cultures age du Fer STR et
(Keyser etal., 2009) de Tagar et de Tachtyk (800 BC-400 AD) 16009-16390 15 SNP !
(Chikisheva et al., 2007) | /Altah R‘;f;;;;f't”re de @ fg%m‘ﬂusi'zi:e ac) | 1602416401 | 7 ;
(Der Sa;'gi;';‘” etal. | Nord-ouest de la Russie 3500 BP 16056-16409 | 23 :
age du Fer

(Lalueza-Fox et al., 2004)

Kazakhstan

(800-100 BC)
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Description ADN mitochondrial Chromosome Y
Références (origine, culture) Période ;Zlil:n(izss N SNP/STR N
. Kazakhstan, site de Berel, ‘age du Fer ) )
(Clisson et al., 2002) Scythes (3™ siecle BC) 16021-16417 2
(Ricaut et al., 2004b) Altai, Russie, Scythes (Séﬁgesi‘é‘élgeéc) 16018-16383 | 2 -
. y . ~ age du Fer ) )
(Ricaut et al., 2004a) Altai, Russie, Scythes (45™ _ 26m siscle BC) 16047-16385 1
- , ‘age du Fer
(Bennet‘;ggg)Kaestle, Sibérie ddeeISOa:Je;tt, culture (5*™ siecle BC- 16038-16356 4 )
g 5™ sigcle AD)
(Gao et al., 2008) Chine, désert du 2000-2500 BP 16035-16378 | 16 -
Taklamakan
(Keyser-Tracqui et al., Mongolie, nécropole 3"™ siecle BC- i
2003a) d’Egyin Gol, Xiongnu 2% sidcle AD 16009-16390 | 46 STR | &7
. Nord-est de la Mongolie, age du Fer i
(Kim et al., 2010) Xiongnu (300 BC-100 AD) 15997-16380 3 SNP 2
(Zhao et al., 2010) Chine, Mongolie Intérieure 770 BC-56 AD 16050-16409 6 SNP 4

BP : Before Present (avant aujourd’hui (1950)) ; AD : Anno Domini (apres Jésus-Christ) ; BC : Before Christ

(avant Jésus-Christ); mill : millénaire
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Annexe 5 : Description et références des populations modernes utilisées pour les
comparaisons des haplotypes Y

Populations ou pays | Nombre de séquences \

Références

Asie Centrale

Kazakhes 49 (Perez-Lezaun et al., 1999)
Kirghizes 84 (Perez-Lezaun et al., 1999)
Uigurs 157 (Perez-Lezaun et al., 1999; Zhong et al., 2011)
(Achakzai et al., 2012; Haber et al., 2012;
Afghans 518 Lacau et al., 2011)
Total 808
Asie du Sud
Indiens 998 (Frank et al., 2008; Nair et al., 2011; Ramana et
al., 2001; Sengupta et al., 2006)
Pathans 718 (Qamar et al., 2002)
Bangladais 216 (Alam et al., 2010)
Pakistanais 177 (Sengupta et al., 2006)
Tibétains 470 (Gayden et al., 2011; Zhang et al., 2006; Zhong
etal., 2011)
Total 2579
Asie du Sud-Est
Cambodgiens 6 (Sengupta et al., 2006)
Malaisiens 334 (Chang et al., 2007)
Mon-Khmer 790 (Cai etal., 2011)
Talwanais 200 (Huang et al., 2008)
Total 1330
Asie de I’Est
Japonais 1189 (Hashiyada et al., 2008; Sengupta et al., 2006)
Coréens 526 (Kim et al., 2008)
Total 1715
Chine
- Cai etal., 2011; Li et al., 2004; Sengupta et
Chinois 939 ( al., 2006; Zhong et al., 2011)g i
Uigurs 107 (Zhu et al., 2005)
Total 1046
Mongolie
(Kayser et al., 2001; Kwak et al., 2006;
Mongols 139 Malyarchuk et al., 2011; Zhong et al., 2011)
Total 139
Sibérie de I’Ouest
Komis 99 (Mirabal et al., 2009)
Khantys 25 (Mirabal et al., 2009)
(Malyarchuk et al., 2011; Nasidze et al., 2005;
Kalmyks 145 Roewer et al., 2007)
Total 269
Sibérie du Sud
Altaian Kazakhs 119 (Dulik et al., 2011)
Tuvinians 63 (Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011;
Pakendorf et al., 2006)
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Todjins 11 (Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011)
Shors 28 (Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011)
. (Derenko et al., 2006; Khar'kov et al., 2011,
Khakassians 275 Malyarchuk et al., 2011)
Sojots 9 (Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011)
Teleuts 59 (Derenko et al., 2006; Khar'kov et al., 2009;
Malyarchuk et al., 2011)

Altaian Kizhis 155 (Derenko et al., 2006; Dulik et al., 2012)
Tofalars 5 (Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011)
Chelkans 25 (Dulik et al., 2012)

Koumandins 17 (Dulik et al., 2012)
Tubalars 27 (Dulik et al., 2012)
Altaians 24 (Malyarchuk et al., 2011)
Total 817
Sibérie de I’Est
(Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011;
Evenks 17 Pakendorf et al., 2007)
. (Derenko et al., 2006; Malyarchuk et al., 2011;
Bouriates 225 Wozniak et al., 2006)
Pakendorf et al., 2006; Puzyrev et al., 2003;
Yakoutes 394 (Sengupta etal., 2006; The\iles etal., 2010)
Russes de I’Est 152 (Lessig et al., 2006)
(Malyarchuk et al., 2011; Pakendorf et al.,
Evens 48 2007)
Koryaks 4 (Malyarchuk et al., 2011)
Yukaghirs 4 (Pakendorf et al., 2006)
Total 844
Moyen-Orient
Iran 340 (Nasidze et al., 2003; Roewer et al., 2009)

Liban 587 (Zalloua et al., 2008b)

Syrie 161 (Zalloua et al., 2008a)
Palestine 364 (Zalloua et al., 2008a)

Druze 283 (Shlush et al., 2008)

Turques 815 _(A_Iakoc etal., 2010; Cak_ir etal., 2004;
Cinnioglu et al., 2004; Nasidze et al., 2003)
Total 2550
Caucase

Azéri 119 (Nasidze et al., 2003; Roewer et al., 2009)

Arménie 100 (Nasidze et al., 2003)
Géorgie 77 (Nasidze et al., 2003)
Aures popjations 253 (Nasidze et al., 2003)

Total 549

Europe de I’Ouest

Irlande 155 (Ballard et al., 2006)

France 100 (Keyser-Tracqui et al., 2003b)
Belgique 113 (De Maesschalck et al., 2005)
Pays-Bas 72 (Rodig et al., 2008)

Angleterre 250 (Ballard et al., 2005)

Total 690
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Nord-centre de ’Europe

(Pepinski et al., 2004; Ploski et al., 2002;
Pologne 1794 Rebala and Szczerkowska, 2005; Soltyszewski
et al., 2007; Wozniak et al., 2007)
(Hohoff et al., 2007; Ploski et al., 2002; Rodig
Allemagne 1741 et al., 2008)
Autriche 135 (Berger et al., 2005)
Danemark 185 (Hallenberg et al., 2005)
République Tcheque 1744 (Zastera et al., 2010)
Slovaquie 629 (Petrejcikova et al., 2011)
Suisse 150 (Haas et al., 2006)
Nord de I’ltalie 155 (Turrina et al., 2006)
Estonie 251 (Lappalainen et al., 2008; Ploski et al., 2002)
Lettonie 258 (Lappalainen et al., 2008; Ploski et al., 2002)
. . (Lappalainen et al., 2008; Pepinski et al., 2005;
Lituanie 440 Ploski et al., 2002)
. (Derenko et al., 2006; Mirabal et al., 2009;
Ouest de la Russie 814 Ploski et al., 2002: Roewer et al., 2008)
Total 8296
Scandinavie
Norvege 1766 (Dupuy et al., 2006)
\ (Holmlund et al., 2006; Lappalainen et al.,
Suéde 868 2008)
Finlande 536 (Lappalainen et al., 2008)
Total 3170
Sud-est de I’Europe
Hongrie 215 (Volgyi et al., 2009)
Roumanie 297 (Egyed et al., 2006; Stanciu et al., 2010)
Bosnie-Herzégovine 181 (Klaric et al., 2005)
Monténégro 404 (Mirabal et al., 2010)
Serbie 179 (Mirabal et al., 2010)
Total 1276
Quest de la méditerranée
Portugal 313 (Adams et al., 2008; Pontes et al., 2007)
(Adams et al., 2008; Rodriguez et al., 2009;
Espagne 1374 Young et al., 2011)
Total 1687
Méditerranée Centrale
: Di Gaetano et al., 2009; Ghiani et al., 2009;
Italie du Sud 899 (Robino et al., 2006; Rodriguez et al., 2009)
Croatie 200 (Haliti et al., 2009)
Malte 50 (Zalloua et al., 2008a)
Total 1149
Est de la méditerranée
(King et al., 2011; King et al., 2008; Kovatsi et
Gréce 557 al., 2009; Martinez et al., 2007; Robino et al.,
2004)
Macédoine 28 (Robino et al., 2004)
Chypre 163 (Zalloua et al., 2008a)
Total 748
Total général 29662
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Annexe 6 : Génotypes obtenus et résultats de la prédiction de la couleur des cheveux et des yeux pour les individus modernes

« % 2 § § é 'g é 5 E § - % ? E % % 'é 5 g i é § Valeurs obtenues avec 1'outil de prédiction
£ £33 § 2 2 2 2 28 3 X S E 2 8289223 88 8 . . -
£ 3c g £ 22282k ygcgsag oS &3 8 ga8 g phénotype prédit
e Z £ £ g€ £ £ £ £ » £ £ £ £ £ £ £ g £ £ £ £ £ £ g couleur des cheveux nuance couleur des yeux | (couleur la plus probable) | phénotype observé
£ £2 £ £ E<TEYLYULYUEZLELTE L LE L
2 00 U U U U U U U £ = U ¥ U UT U U T ©© C T T T C|Brun Roux Noir Blond|Clair Foncé| Bleu Int. Brun cheveux yeux| cheveux yeux
M1 C G G CT G C C C G TCAGCT A C C C G G A G G CA|0255 0,055 0146 0,545]0,779 0,221]0,678 0,131 0,191 | brun clair - brun foncé bleu brun bleu
M2 C G G ¢c 6T C C - €C G T A G T C CCACGAGA A G G C|0378 0002 0,338 0282]| 043 0,57 (0097 0,148 0,758 | brun clair - brun foncé brun gris brun
M3 C G G ¢C G C C - C G TAGCTCACCAC A A A GTGACA|O032 0 0413 0,2670,368 0,632(0,002 0,034 0,964 | brun clair - brun foncé brun brun brun
M4 C G G C G €C €C - €C G TCAGCCTCACTCA C A GA A GT G 0324 0 0,615 0,06 | 0,076 0,924 0,065 0,147 0,787 brun foncé - noir brun | brun foncé  brun
M5 ¢ G G ¢ G ¢ C GG CGTATCTTCTCTCTCGAAGG CJ|O016 0 0,832 0,008 | 0,018 0,982 0 0,006 0,994 noir brun noir brun
M6 C G G C G C C - C G T AGCT CACAC A G A G G CA|[0,228 0,002 0,163 0,608|0,838 0,162|0,678 0,131 0,191 brun clair-brun foncé bleu brun grisivert
M7 C G G ¢ G C C - C G TAGT CCACATCGAGA AGT G A|0235 0001 0,074 0689|0866 0,134 0,15 0,14 0,711 brun clair-brun foncé brun brun brun
M8 C G G CGT C C - C G T A G T C CCACGAGA A G G CA|0348 0,002 0,328 0,321(0,475 0,525|0,094 0,148 0,758 | brun clair-brun foncé brun brun brun
M9 C G G CGT C €C - C G T A G T CACTCA C GAGA A G GA C|0445 0,002 0476 0,078]0,154 0,846 0,19 0,271 0,539 | brun clair-brun foncé brun |blond foncé gris/bleu
M0 C G G CT G C C G CGTAGTATCT CT CGAG A G GA A|0064 0,052 0021 0863|0982 0,018|0,899 0,066 0,035| blond-brunclair  bleu roux bleu
M11 ¢ G G CT G CCT G C G T A G TCACT C C A G GAGT GA CA|0048 08 0,008 0145]|0,972 0,028 |0,943 0,045 0,012 roux bleu roux bleu
M12 C G G C GT C C - C G T A G TCACCTCG G A G GACA|O02 0,006 0086 0686|0896 0,104|0,899 0,066 0,035 |brun clair-brunfoncé bleu brun bleu
M3 C G G CT G C C G C G T A G CTCA CCACTGA G GA G G CA|0074 0,055 0,008 08620989 0011| 0,91 0,072 0,018 blond bleu roux bleu
M14 C G G C GGT €C C - CAG T A G TCACCT A A A GTGA A|028 0001 0407 0,305(0566 0434]0,019 0,218 0,763 | brun clair - brun foncé brun brun brun
MiI5 C G 6 ¢ 6 C ¢C - C G TAGCTCTCAT CGAG A G G A|0142 0,002 0,044 0812]0,931 0,069 | 0,87 0,076 0,053 blond bleu blond bleu
M16 C G GA C G ¢ C - C G T €C €C T C C CCTGA A GA G G C|0127 0O 0,871 0,003 | 0,002 0,998 0 0,017 0,983 noir brun noir brun
M17 C G GA C 6 C C - C G TCAGCT C C C CGA A G G G C]|0211 0 0,778 0011|0009 0991| 0 0,013 0,987 noir brun noir brun

Les SNP surlignés en gris ont été analysés par séquencage.
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Annexe 7 : Génotypes obtenus pour les S SNP AIM et résultats obtenus aprés leur
analyse avec le logiciel STRUCTURE

Echantillons rs1545397 rs2814778 rs1426654 rs16891982 rs3827760 [Valeurs obtenues avec STRUCTURE *
T/A G/A G/A G/C C/T Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Echantillons modernes
Européen M1 A A A GC T 0.949 0.030 0.020
Européen M2 A A A G T 0.990 0.005 0.005
Européen M3 A A A G T 0.992 0.004 0.004
Européen M4 TA A A GC T 0914 0.022 0.065
Africain M5 A G GA C T 0.028 0.967 0.005
Européen M6 A A A GC T 0.955 0.028 0.017
Européen M8 A A A G T 0.991 0.006 0.003
Européen M9 A A A G T 0.991 0.005 0.004
Européen M10 A (A) A G T 0.989 0.007 0.004
Européen M11 A A A G T 0.991 0.005 0.004
Européen M12 TA A A G T 0.984 0.005 0.011
Européen M13 A A A G T 0.990 0.006 0.004
Européen M14 A A A G T 0.991 0.005 0.004
Européen M15 A A A G T 0.991 0.005 0.004
Asiatique M16 TA A G C Cc 0.010 0.015 0.975
Asiatique M17 TA A G GC C 0.157 0.014 0.830
Echantillons anciens

Kh19 A (A) A GC T 0.961 0.024 0.015
Kaf Kh20 A (A) A G T 0.991 0.005 0.004
Kh21 A (A) A GC T 0.968 0.020 0.011
Kh22 A (A) A C T 0.857 0.091 0.051

Khi - (A) (A) () (M - - -
Kh2 (TA) (A) (GA) (C) (CT) 0.260 0.036 0.705

Kh3 - - (A) - (CT) - - -
Kh7 A (A) A (GC C 0.626 0.008 0.366
Ok Kh8 (A) (A) (A) (C) (CT) 0.649 0.021 0.329
Kh12 (TA) (A) (G) (C) (T) 0.085 0.225 0.690
Kh13 (T) (A) (GA) (GC) (C) 0.486 0.012 0.503
Kh14 (A) (A) (A) (GC) (T) 0.967 0.020 0.013

Kh15 - - (A) (C) (CT) - - -

Kh17 (A) - (A) (C) (CT) - - -

Bol 11 - - (A) (C) - - - -
2 A (A) A G T 0.990 0.005 0.005

Aaf 3 i . i () ) . ) i

6 (THA (A) A C - - - -

o 7 ( - (GA) (6) (cT) - - -

8 - - (A) (ec)  (cT) - - -
9 (AT) (A) (A) C (CT) 0.496 0.011 0.493

AT_626 (G) (C) (C) - - -

AT_628 (A) (A) (GA) (C) - - - -
AT_635 (T) (A) (GA) (C) (C) 0.045 0.007 0.948
TA4 T (A) A G C 0.519 0.004 0.477
TA8 A (A) GA G T 0.899 0.060 0.041
TA9 TA (A) GA GC CT 0.486 0.014 0.499
TA10 A (A) GA G CT 0.751 0.018 0.231
sag TAll TA (A) GA C T 0.458 0.083 0.459
TA12 A (A) A C T 0.867 0.086 0.047
TAl4 A A GA G CT 0.761 0.016 0.222
TU15 T A GA G T 0.679 0.011 0.310
TU17 A A A GC CT 0.829 0.013 0.158
TU34 A A A G T 0.991 0.005 0.004
Maf TU31 A (A) GA GC T 0.752 0.164 0.084
T3 (A) (A) (GA) (C) (T) 0.540 0.298 0.162
Chem T (A) (A) (A) (C) (T) 0.865 0.097 0.037
" 16 ) (A) (A) (C) (M 0.546 0.019 0.435
MK AT_614 (T (A) (GA) (C) (CT) 0.111 0.011 0.878

AT 861 - - (G) (C) - - - -

* Fractions de génome de chaque individu provenant de la population K.
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Annexe 8

AT T IIFITIITIIFTITIISIS I ovovovvvo0LLLLLOLOY|CILILLLILLILILLLILLCLL
0Lz6s6rs S S SIS IFTISTSIFTSITSISN0o000000LLVLLVLLLLVLOLVLOLLOLLVLLVLLOLLVOVLOLOLO
09LLZ8ES |- - FFHFFFFFFFRFRFRHEFFFRFRFRFRFRFRFRFRFRFRFRRRFFRFRFRFRFRFRFRFRRRREREF

LLBTHC A LYY CECECECECECECECECEICEICEEIEICQCL
SLLVISTHC C < CCICICICCLCLCLLCCCO 0 0000000000000« LCACLCCCLCLCLCLCICLCICLLC ' <
EITPTIC CCCCLCLCLCLCLCLCLLLCLLOVOVOVVVVVVVOVLLLoO|FFIFIFTIIFTIFIIFIFIIFT
PBLETC A ALY LCLLCLLCLLLLLCYLCECECECECECECECEICEICEICEQICEICKCL
600SO8ISA| * + e e e
22710 [CRONCNURURONONURURONONUNCRORONG] ICRCNCNCROUROCRCNCRORORCRCRCRONORG] IORONCRCRONONONCROCRONOCNCRCRORORG)
900S08ISI{O OOV VOV OVLOVVLVLOLOLVLLVLOLOLLOLVLLVLLOLVLVLLLLVLLOOLLOLOLVLLLOLVLLVLLOLVLLVLOLOLO
SIS C [CRCROCRONCRCRUNONCNCRURONCNCRCRO] BENCRONCNCRCRONCNUNCRORORUNCRORG] [CRCRONCRCRURONONURCRONOCRCNCRORO
LOPOOSISI|O OOV VLV OLOLOLOLOLLLLVLLLLLLLLLLLLLLLVlLLLLLLLLLLLLOLOLO
78616891SI|O O O O O VO VOV VOV VOLVLLOLLVLULVJLLLLLLLLLLLLLLLOIVOLOLLLOLLLOLLLOLLLLOLLLOLOLOLO
LOESHSISIC € € € L (L LI LI LI
ps99ThIsI< < < < < < L L LI LCLLLLCYFTFTFTFTFTFTFIFTFT T T T oI LCLCLCLCLCL
I R R RE R RERREREEERE CECKCRCRUNURUNCRCRUNCRONCRONONG] [CROROCRCRUNCRCROUNURUNCRCROURORONG)
TEBEIOTIS)C L CCCLCLCLCLCLCLCLCLCLCLCLYE L LLO OOV VDVVVVVVLOLVOLOOVO
1131174 TR RO RO RO R R R R RO RO R R RS FPECKCRCHCRORURUNURONORORCRCNONO] [UNOCNONOROUNCRUNORORORURUNUNONORG!
9sE 0666666066666 606[-F-FFrrRrrrRr-RHEEE6600066066G660FF
6SE0TTISIHO VLV VOV VOV OVOVLVLVLOVLOLVLVOLLLLVLVLLLLLVLLLLLOLOLLLOLLLLOLVLVLOLLLLVOLO
09I IISISIIITISISSIISSSE|lovvvvooovooLLLOO|CEELLLLLLLLLLLLLL

VSUIGIN|O OO 0O 000000V VVLVLVLVOLLLLLLLLLOLLLLLLOLOLLLLLLLLOLOLOOO
i FFEFFEEEFEEFEEEE FES FEEFEEEEFEE CEFEFEEEEEFEEEEE

Les résultats surlignés en gris sont différentes du génotype attendu.
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Annexe 9 : Génotypes et résultats obtenus pour la prédiction de la couleur des yeux et des cheveux pour les individus anciens

E < E = 2 Y 2 S 2 = 2 S § E 2 % g S 2 5 2 § 2 Valeurs obtenues avec I'outil de prédiction
= s § § § £ ¢ & © & ¥ 2T =& = 8 8 28 & 2 a et 2 S @
T |£ 22 ::: 22§ § % § &8 £ 8 2 § § &8 £ & & g phénotype préc
E 2 4 [ 4 4 |4 4 £~ |4 £ |4 4 |4 |4 4 4 4 4 4 £ |4 4 4 Cheveux nuance yeux (couleur la plus probable)
C/A_G/A G/A CT _GIT _C/A CIT GIC C/A AG TIC CA GIC CT C/A CIT CA CIT _GA GA GA GIT __GA C/A | Brun_Roux Noir Blond | Clair Foncé | Bleu Int. Brun cheveux yeux
Kh19 C - - - G Cc - - G CA GC T A CT C C A (A) A GT G C 0,15 0 0,845 0,005 [ 0,007 0,993 | 0,001 0,025 0,974 brun foncé - noir brun
Kaf Kh20 C G c G (A) G (CT) A T (C) C A GA A (GT) G (C)A| 0432 0,001 0503 0064|0157 0843 | 0,28 0,315 0,405 | brun clair - brun foncé Int.
Kh21 C - G C G (C)A GC T CA c (c) ct A G A G G CA |0221 0001 0,191 0586 | 0,759 0,241 | 0,791 0,138 0,071 | brun clair -brun foncé bleu
Kh22 C - - - G C G C C T A C (©) C A A A G G C(A)[ 0104 0 0,889 0,007 [ 0,006 0,994 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
Khi - (G) (¢) (G) (€) (C) (T) (C) (C) (C) (C) (6) (A) (A) (G6) (G) (C)| - - - - - - 0 0006 0,99 - brun
Kh2 (C) (G) (C) - - - (G) (C) (C) (T) (C) (C) (C) (C) (GA) (A) (A) (GT) (G) (c) | o087 0 091 0,002 | 0,001 0,999 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
Kh3 - (G) (C) (G) - - (T) - (C) (¢) (©) - (A) - (6) (G) (C)| - - - - - (brun) (brun)
Kh7 - (G) (C) (G) (C) (C) (T) (A) (C) (C) (C) (A) (G) (A) (T) (G) (cA) - - - - - - 0,623 0,094 0,283 - bleu
ok Kh8 (C) (G) (C) (G) (C) (C) (T) (C) (C) (C) (CT) (A) (A) (GA) (G) (G) (c)|o0128 0 0,867 0,005 | 0,003 0,997 0 0,017 0,983 brun foncé - noir brun
Khi2 | (C) (G) (C) (G) (CA) (C) (T) (CA) (C) (C) (C) (GA) (A) (GA) (G) (G) (c)|015 0 0,833 0,007 | 0,008 0,992 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
Khi3 | (C) (G) (C) (G) (A) (GC) (T) (C) (C) (C) (C) (A) (GA) (GA) (G) (G) (CA)| 0,285 0 0,488 0,227 | 0,381 0,619 | 0,024 0,083 0,892 | brun clair - brun foncé  brun
Khi4 | (C) (G) (C) (G) (CA) (GC) (T) (A) (C) (CA) (C) (A) (A) (A) (T) (G) (A)|0189 0 0,764 0,047 | 0,051 0,949 | 0,001 0,013 0,987 brun foncé - noir brun
Kh15 - (G) (C) (A) - (C) (T) (C) (C) (A) (C) (A) (A) (A) (G) (G) (¢ - - - - - - 0 0,006 0,994 brun
Khi7 - - - () - - (6 (©) (©) A A - (6) (6) (© (brun) (brun)
Bol 1 (G) (C) (G) - (©) - A (M) (C) (©) (A) (A) (A) - - - (brun) (brun)
Aaf 2 G C G A G T C(A) C (C) C A GA A GT G A 015 014 0711 brun
3 - - - (©) (T - - - - (A) - ©) - - - - - -
6 (G) C G (CA) C T - C C C (A) A (G) BT G (C) - - 0 0,006 0,994 brun
El 7 (G) (C) ©) (&) (G6) (T) (A) - (C) (C) - (A) (GA) (G) - () - - (brun) (brun)
8 (G) (C) (©) (&) (6C) (T) - (C) (C) (C) (A) - - (T) (6) (¢) - - - - -
9 G C (A) (C) C T (€) € (©) (©) - (A) A (G) (G6) (¢©) - 0 0,006 0,994 brun
AT_626 (G) (C) (G) (C) (C) (T) (CA) (C) (C) (C) (A) (A) (GA) M (G) A) - 0 0,006 0,994 brun
ChemN AT_628 (G) (C) (G) - (C) (T) (A) (C) (C) (C) (A) (GA) (GA) (G) (G) (©) - - 0,006 0,043 0,952 brun
AT 635) - - - - (G) (C) - - (6) - (€) (€) (T) (€) - (C) (C) (A) (A) (A) (G) (G6) (C)] - - - - - - (brun) - (brun)
TA4 C G GA C G C C C G T A G T CA CT (C) C A A A G G A 0,192 0 0,785 0,023 | 0,047 0,953 [ 0,002 0,05 0,948 brun foncé - noir brun
TA8 C - - - G C - - G - A G CT A CT (C) cCT A (G)A GA G(T) G C - - - - - - 0,363 0336 0,3 - int.
TA9 Cc G G C G C C C G T CA GC T C C CA C GA GA G GT G c 0,375 0,001 0549 0,075 0061 0939 | 004 0,083 0,877 brun foncé - noir brun
TA10 |(C) G (A) C G C C C G T A G T C C C CT A A A G G C 0,261 0 0,658 0,081 | 0,177 0,823 | 0,003 0,071 0,936 | brun clair - brun foncé  brun
sag TAll Cc G AG C G Cc C C G T C c CT C Cc (C) Cc GA A G GT G A 0,171 0 0,824 0,005 | 0,003 0,997 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
TA12 C G G C G C C C G T C C T A C C C G A A G G (C)A|0117 0 0,878 0,005 | 0,003 0,997 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
TAl4 Cc G GA C G Cc Cc - C G T A G T CA CT C Cc GA G GA G G C 0,455 0,003 0,288 0,255 | 0,534 0,466 | 0,885 0,085 0,03 | brun clair - brun foncé  bleu
TU15 C (G) (G) (C) G c (C) - (¢) G (T) A G T C C C C (A) A A T G CA | 0,223 0 065 0,217 | 0,171 0,829 | 0,003 0,026 0,971 | brun clair - brun foncé  brun
TU17 Cc G AG C GT C C - C G T CA GC T C C C C A GA A T G CA | 0,256 0 0,66 0,083 [ 0,118 0,882 | 0,066 0,081 0,853 | brun clair - brun foncé  brun
TU34 C G - C G C C C G T A G T C C C C GA GA GA G G CA | 031 0002 0322 0366 049 051 | 0,094 0,148 0,758 | brun clair - brun foncé _ brun
Maf ~ TU31 C - AlG_C G C C C G T CA) GC T A C C C (A) A GA GT GA CA | 0,203 0 0,765 0,031 [ 0,039 0,961 | 0,001 0,016 0,983 brun foncé - noir brun
13 (C) (T) (C) - - (G) - (C) (C) (T) (CA) (C) (C) (C) (A) (A) (A) (G) (GA) (CA)| 0,089 0 0,906 0,005 [ 0,004 0,996 0 0,008 0,992 brun foncé - noir brun
Chem 7 15 (C) (G) (C) (AG) (A) (C) (T) (A) (C) (C) (C) (A) (A) (A) (G) (G) (A)|013s 0 0,833 0,033 | 0,111 0,889 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
16 (C) (G) (©) (A) (C) (C) (M) (A) () (C) (CcT) (A) (A) (A) (G6) (G) (c)]o0142 0 0,849 0,009 [ 0,009 0,991 0 0,017 0,983 brun foncé - noir brun
MK AT 614 (C) (G) (C) (G) (C) (C) (T) (CA) (C) (C) (C) (A) (A) (A) (GT) (G) (C) | 0,094 0 0,902 0,004 | 0,003 0,997 0 0,006 0,994 brun foncé - noir brun
AT S861) - - - - @ - - - (©) - (€) (©) (C) (A) (G6) (G6) - - - - - - - - - - -

Les SNP surlignés en gris ont été analysés par séquencage. Les alleles entre parenthéses n’ont été observés qu’une seule fois. La couleur des yeux indiquée entre parenthese a été

prédite uniquement a partir du SNP rs12913832 (bleu : A/A ; brun : G/G ou G/A). Int ; Intermédiaire.
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1 Introduction

Electrophoresis 2011, 32, 386-393
Research Article

Application of the iPLEX™ Gold SNP
genotyping method for the analysis of
Amerindian ancient DNA samples: Benefits
for ancient population studies

Important developments in the matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) technique have generated new perspectives
regarding SNP genotyping, which are particularly promising for ancient population-
based studies. The main aim of the present study was to investigate the application of a
MALDI-TOF MS-based SNP genotyping technique, called iPLEX® Gold, to analyze
Amerindian ancient DNA samples. The first objective was to test the sensitivity of the
method, which is recommended for DNA quantities between 10 and 5 ng, for ancient
biological samples containing DNA molecules that were degraded and present in minute
quantities. The second objective was to detail the advantages of this technique for studies
on ancient populations. Two multiplexes were designed, allowing the major Amerindian
mitochondrial and Y haplogroups to be determined simultaneously. This analysis has
never been described before. Results demonstrated the reliability and accuracy of the
method; data were obtained for both mitochondrial and nuclear DNA using picogram
(pg) quantities of nucleic acid. This technique has the advantages of both MS and
minisequencing techniques; thus, it should be included in the protocols for future
ancient DNA studies.

Keywords:

Ancient DNA / MALDI-TOF MS / Mitochondrial haplogroup / SNP genotyping /
Y haplogroup DOI 10.1002/elps.201000483

preparation to data acquisition [7]. Therefore, numerous
genotyping methods, based on diverse types of allelic

Mass spectrometry (MS), initially developed for proteomics,
has rapidly become widespread for the analysis of nucleic
acids [1, 2]. Indeed, several SNP genotyping methods based
on MS have been developed using different platforms,
including electrospray ionization time-of-flight (ESI-TOF)
[3, 4] or matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight (MALDI-TOF). SNP genotyping by MALDI-TOF MS
emerges as a very powerful and attractive approach [5, 6],
due to the speed of signal acquisition, direct measurement
of the intrinsic properties of molecules and, finally, the
possibility of a complete automation from the sample

Correspondence: Fanny Mendisco, Institut de Médecine Légale,
Laboratoire d’Anthropologie Moléculaire EA 4438, 11 rue
Humann, 67085 Strasbourg Cedex, France

E-mail: fanny.mendisco@neuf.fr

Fax: +33-3-68-85-33-62

Abbreviations: HVS-1, mitochondrial first hypervariable
segment; mtDNA, mitochondrial DNA; mt-SNP, mito-
chondrial DNA SNP

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

discriminations, have been developed [8-10]. Among them,
protocols based on a single base primer extension were
targeted and incessantly improved [4, 5, 8]. Today, SNP
genotyping turn-key methods like the iPLEX®™ Gold
technology, developed by the Sequenom company, are
available [11]. This method has major advantages, including
those of MS, as well as the high capacity of multiplexing (up
to 40 SNPs can be analyzed simultaneously) [12], and an
ability to work with small-sized amplicons (around 100 bp).
These advantages are very important when working on
ancient or degraded DNA material.

Ancient or degraded DNA molecules present char-
acteristics that make their analysis challenging: they are
most often fragmented, present in minute quantities and co-
extracted with inhibitive substances. The preparation and
analysis of ancient DNA samples requires rigorous and
appropriate protocols [13, 14]. Most of the studies on past
human population are based on the sequencing of the first
and sometimes the second hypervariable segment (HVS-1,
HVS-2) of the mitochondrial DNA (mtDNA) control region.
In some of these studies, sequencing is completed by the

www.electrophoresis-journal.com
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analysis of haplogroup-tagging SNPs of the mtDNA coding
region. Until recently, this typing was done mainly by the
RFLP method [15], which is a time- and sample-consuming
method, or sometimes by SNaPshot™ [16]. It is important to
find alternative techniques, which allow greater degrees of
discrimination than those achieved by the analysis of a
restricted portion of the mitochondrial genome. In this
framework, the recent development of high-throughput
sequencing techniques [17, 18] has brought new perspec-
tives concerning the ancient DNA problematic [19].
However, complete genome sequencing of ancient human
samples remains limited to the analysis of very precious
samples whose evolutionary history could be highly relevant
[20]. The high cost of the complete genome sequencing
approach does not allow a large number of ancient samples
to be tested; thus, it cannot be used for population studies.
Moreover, due to the limited quantity of endogenous DNA
available in the majority of ancient samples this approach is
not necessarily appropriate. An alternative to complete
genome sequencing can be to target SNPs by MALDI-TOF
MS. This approach may prove to be promising for ancient
DNA studies since it is described as an accurate, cost-
effective, fast and sensitive method, ideally suited for the
analysis of short DNA fragments. The only question
concerns the quantity of DNA required. Indeed, all the
genotyping technologies based on MALDI-TOF MS, and in
particular the iPLEX® Gold method, require starting
quantities of DNA between 5 and 10 ng. Such quantities are
difficult to obtain with ancient DNA extracts; thus, the aim
was to determine the validity of using this method for
ancient DNA.

Various aspects were addressed during this study. First,
we tested the sensitivity and accuracy of the method for
analyzing very low quantities of DNA, by comparing the
results with those obtained by traditional methods
(sequencing and STR typing). The second aspect relates to
the resolution achieved in the studies on ancient DNA. For
this, we tried to develop assays which allowed Y and mito-
chondrial phylogenies to be analyzed at the same time, with
the highest possible degree of discrimination. We also
wanted to evaluate the benefits of the method for ancient
population studies. For this purpose, we selected ancient
samples from northwest Argentina in South America. The
aim was to characterize the genetic diversity of an ancient
population, the Omaguacas, in order to gain a better
understanding of their origin and their genetic affinities
with ancient and modern populations.

2 Materials and methods

2.1 Samples

The ancient samples analyzed come from the archaeological
site of Los Amarillos (LA), located in the Humahuaca Valley

in northwest Argentina (Supporting Information Fig. 1).
This site was occupied for several centuries, from the

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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beginning of the 11th century until the arrival of the
Europeans during the 16th century [21]. The structure of the
ancient Omaguacas population in the Humahuaca valley
remains relatively unknown. Archaeological evidence
suggests that this valley was located in the middle of a
regional circuit for the traffic of goods, from approximately
the 9th century [22]. Indeed, groups coming from various
regions, such as south Bolivia, the Puna region and
the eastern valleys and forests (Supporting Information
Fig. 1), could have contributed to the composition of this
population.

Genetic analyses were carried out on teeth samples
carefully taken from 23 ancient skeletons (at least two teeth
from each individual), which were excavated, from 1992
onwards, within the framework of the P.I.O. (Programa de
Investigacion Omaguaca) project. The sex of each individual
was not morphologically determined, but the analysis of the
amelogenin sex marker allowed us to determine that the
sample was composed of 12 males, 6 females and 5 indivi-
duals whose sex remained unknown. All these individuals
are dated between the 11th and 15th centuries, due to
radiocarbon dating [21].

To validate the results and to test the assays, DNA
extracts of modern Amerindian samples were included in
the study: four male samples and one female sample. Each
of the four male samples belongs to the Y paragroup
Q1a3as*, typical of Native American populations [23], and to
a different major Amerindian mitochondrial lineage: A2,
B2, C1 and D1 [24-26]. The female sample belongs to the B2
mitochondrial haplogroup.

2.2 DNA extraction and quantification

DNA extraction was preceded by a decontamination step in
order to eliminate surface contamination. Each tooth was
cleaned with bleach, rinsed with deionized water and,
finally, irradiated under UV light for 30 min on each face.
Powder was generated by grinding the tooth under liquid
nitrogen with a 6870 SamplePrep Freezer Mill® (Fischer
Bioblock, Illkirch, France). DNA extraction was carried out
using the NucleoSpin® Extract IT kit (Macherey-Nagel,
Diiren, Germany), following the manufacturer’s protocol,
except for the buffer volumes. The first step of this
extraction protocol consisted of an overnight incubation at
50°C of 150-200mg of tooth powder in a lysis buffer
containing 500 pL of EDTA (0.5 uM), 50 pL of proteinase K
(20 mg/mL) and 5 puL of DTT (1 M). Second, the supernatant
was purified onto NucleoSpin® Extract IT silica columns
(Macherey-Nagel) in three steps: (i) 1mL of binding NT
buffer was added so that the DNA bound to the silica
membrane; (ii) 600 UL of NT3 ethanolic buffer was added in
the washing step; and (iii) purified DNA was eluted on
250 pL using the NE buffer (5mM Tris-HCl, pH 8.5).
Finally, the extracts were concentrated using Amicon®
Ultra-0.5 30 KDa columns (Millipore, Billerica, USA), in a
final volume of 40 pL.
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Quantification of all DNA extracts was made using the
Quantifiler® Human DNA Quantification Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), on an ABI PRISM®™
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France), following the recommended protocol
of the company.

Precautions were taken to avoid contamination with
modern DNA, as previously described in Carnese et al. [27].

2.3 Standard STR and mtDNA typing

Fifteen autosomal STRs (D8S1179, D7S820, D3S1358,
D13S317, D16S539, D251338, D19S433, D5S818, D21S11,
CSF1PO, vWA, THO1, TPOX, D18S51 and FGA) and the
sex-determining marker amelogenin were amplified using
the AmpFISTR™ Identifiler™ kit (Applied Biosystems).
Seventeen Y-chromosomal STR loci (DYS19, DYS385a/b,
DYS389I/I1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437,
DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 and
Y GATA H4) included in the AmpFISTR® Y-filer™ Kit
(Applied Biosystems) were analyzed for the DNA of the
ancient male samples. The experimental conditions were
those recommended by the manufacturer, except that 34
PCR cycles were used instead of 28 and 30 for the Identifiler
and Y-filer amplification kit, respectively. The amplified
autosomal and Y-chromosomal STR products were analyzed
on an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems) using the GeneMapper software, version 3.2.1
(Applied Biosystems).

Sequencing of the mitochondrial HVS-1 portion was
carried out using two sets of primers as described previously
in Carnese et al. [27]. To evaluate the accuracy of the
method, mitochondrial haplogroups were determined by
MS genotyping and were compared to those determined
from the sequencing of HVS-1.
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2.4 SNP selection

In an attempt to develop an assay based on the simulta-
neous typing of mitochondrial and Y-chromosome SNPs in
the population studied, we selected from the literature
[23-26, 28, 29] a set of 24 mitochondrial and Y-chromosome
markers that define the major mitochondrial and
Y-chromosome Amerindian haplogroups (Fig. 1).

Concerning the mitochondrial lineages, the 13 selected
SNPs permit the definition and refinement of the A2, B2, C1
and D1 haplogroups, which are the most frequently
observed haplogroups in Amerindian populations [24-26].
Since the iPLEX® Gold method has not been described for
low quantities of DNA, we decided to select several markers,
which are characteristic of the same haplogroup, in order to
optimize the probability of an interpretable result.

Regarding the Y haplogroups, the Amerindian popula-
tions present a low genetic diversity. Two major
haplogroups are described: the Q haplogroup, which is the
most prevalent, and the C haplogroup. We selected 11 SNPs
to define these two major haplogroups and also to refine
sub-haplogroups of the Q lineage, including the Q1a3a sub-
haplogroup, which is considered characteristic of Native
American populations [23, 28, 29]. For these markers, the
nomenclature used follows that of the Y-chromosome
consortium [30].

2.5 iPLEX™ Gold SNP genotyping method

The genotyping analysis was performed using the MassAR-
RAY® compact system (Sequenom, San Diego, USA)
associated with the iPLEX® Gold SNP genotyping kit
(Sequenom).

The manufacturer’s protocol was used [11, 31], except
that the quantity of DNA used in the reaction was lower

LY N
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than the recommended measure. With the aim of having
the highest possible quantity of DNA, the volume of ancient
DNA extract added in the reaction was increased from 2 to
3.4 uL. PCR amplifications were performed in a total reac-
tion volume of 5puL with 1 x PCR buffer, MgCl, (2 mM),
dNTPs (500 pM), PCR primer (0.1 uM each) and HotStar-
Taq®™ (0.5U). Prior to the mini-sequencing reaction, in
order to digest unincorporated dNTPs, 2 pL of a solution
containing SAP (0.5U) was added to the PCR reaction and
incubated at 37°C for 40 min and 85°C for 5 min. The single
base extension reaction was made by adding 2 pL of an
iPLEX Gold extension reaction cocktail containing: 10 x
iPLEX buffer, 1x iPLEX termination mix, 1x iPLEX
enzyme and primer mix. After a cleanup step with the
SpectroCLEAN resin, extended products were arrayed onto a
SpectroCHIP using the RS1000 nanodispenser. Finally, the
products were detected with the MassARRAY mass spec-
trometer, and the data were acquired in real time with the
MassARRAY®™ RT software. Alleles were automatically
assigned by the software and associated to a reliable value.

Before genotyping valuable ancient samples, we
undertook a preliminary step to test the sensitivity of the
technique, consisting of a dilution range (from 10 ng to 5 pg
of nuclear DNA per reaction) from modern DNA samples.
We used one assay of 17 autosomal and Y-chromosomal
SNPs, designed previously in the laboratory for another
project (unpublished data).

To test the reproducibility of the iPLEX® method we
analyzed two different extracts (obtained from two teeth),
for each of the 23 ancient individuals. As recommended in
the protocol, the deposits onto the SpectroCHIP were
made in duplicate; we obtained four spectra for each
ancient individual. From these four spectra, we determined
a consensus genotype, keeping the alleles that appeared
at least twice. Positive (modern Amerindian DNA) and
negative controls (extraction and PCR controls, modern
African DNA) were added during the genotyping process in
order to detect any problems (e.g. contamination, false
positive).

2.6 Primer design

The design of the amplification and extension primers was
made using the MassARRAY™ assay Design 4.1 software,
associated with the MassARRAY®™ compact system. We
tried to incorporate all the markers in the same assay;
however, according to the software, the 24 selected SNPs
were not compatible to be grouped into a single multiplex.
Two mt-SNPs (mitochondrial SNPs) (A2_8027 and
C1c_1888) were excluded from the assay. Finally, the
software designed two multiplexes containing 11 mitochon-
drial and Y-chromosome SNPs each. All the amplification
and extension primers used are listed in Supporting
Information Table 1. Both multiplexes were applied to each
sample, except the ancient female samples, for which only
the second multiplex (plex 2) was analyzed.

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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3 Results

3.1 Quantification of the ancient DNA extracts and
results of the standard STR and mitochondrial

typing

The full set of quantification results, HVS-1 sequencing and
STR typing obtained is reported in Supporting Information
Table 2.

The quantifications carried out on the ancient DNA
extracts showed concentrations ranging from 1.4ng/pL
(LA13) to values below the detection limit of the kit (1.07 pg/
uL for LA1). DNA extracts of six individuals (LA2, LAS, LAG6,
LA11, LA19 and LA22) could not be quantified, since they
were apparently too degraded.

The sequencing of HVS-1 resulted in the maternal
lineages of 18 of the 23 analyzed individuals to be deter-
mined. Indeed, our sample was composed of 13 individuals
belonging to the A2 lineage, three (LA9, LA16 and LA4) to
the D1 lineage, one (LA17) to the B2 lineage and one (LA18)
to the C1 lineage. It was not possible to determine the
mitochondrial haplotypes of five samples: LA2, LAS, LAG,
LA11 and LA19.

As shown in Supporting Information Table 2, we
obtained relatively complete profiles with regard to auto-
somal and Y-chromosome STRs. For six of the ancient
samples (LA1, LA2, LAS5, LAG6, LA11 and LA19), none of the
loci, autosomal or Y-chromosome, were amplified. Partial
profiles (with less than half of the loci typed) were obtained
for five samples (LA7, LA10, LA12, LA22 and LA24).
Regarding the remaining 12 individuals, we obtained
complete or nearly complete STR profiles using the Identi-
filer and Y-filer kits.

Several data revealed that the DNA extracted from the
ancient samples was endogenous: (i) the STR profiles of
each ancient sample were unique and different from those
of the operators and excavators; and (ii) the mitochondrial
haplotypes obtained on sequencing of HVS-1 were concor-
dant with the area under study.

3.2 Validation of the SNP genotyping assays

The dilution range performed prior to this study showed
that the iPLEX® technique was reliable and sensitive (with a
call rate greater than 85%) until quantities of 100 pg of
nuclear DNA per reaction (unpublished data).

Following this sensitivity study, we chose to test the two
multiplex systems designed for this analysis with modern
Amerindian DNA extracts. For both multiplexes, all the
selected markers were successfully amplified and the results
of the SNP genotyping were concordant with the expected
haplogroups of the modern individuals (Supporting Infor-
mation Table 2). In addition, this first test with modern
DNA underlined one problem: unexpected peaks appeared
systematically with the modern female samples and the
negative controls for the Y-chromosome markers CF_P143
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and Qla3a2_M194 (Supporting Information Table 2).
Several hypotheses can be postulated to explain the
appearance of these unexpected peaks. The first hypothesis
is that of contamination. However, in the negative PCR
controls (without DNA), only these two unexpected peaks
appeared. If it was a contamination with exogenous DNA or
a cross-contamination between samples, other peaks would
have been appeared. The second hypothesis is that of non-
specific primers. However, all the primers used were
compared against the human DNA sequence in GenBank
and appeared to be specific for the Y-chromosome. The third
and most probable hypothesis is that of an artifact induced
by the biochemistry of the kit [32]. For ancient female
samples or ancient samples of unknown sex, the appearance
of such unexpected peaks can cause doubts in the inter-
pretation of results. It is therefore important to test the
designed assays to locate these artifacts, in order to be able
to interpret the results correctly.

3.3 SNP genotyping of ancient samples

The genotyping call rate for the mt-SNPs, calculated from all
the spectra obtained for the 23 ancient individuals, was
96.4%. The results obtained for the Y markers were more
differentiated. Indeed, the call rate was about 74% for the 12
ancient male samples, decreasing to 62% when the results
of the ancient samples of unknown sex were added.

No discordant alleles were observed in the four different
spectra obtained for each ancient specimen, which
concludes that the iPLEX® Gold method is highly repro-
ducible. The consensus genotypes obtained are described in
Table 1. With this method, the determination of both
maternal and paternal lineages was possible from the same
manipulation. An example of spectra obtained is shown in
Fig. 2, illustrating the differences between a male and a
female spectrum.

As we can see in Table 1, the determination of both
mitochondrial and Y haplogroups was possible for each
quantified extract. The non-quantified extracts presented rela-
tively complete spectra; ranging from two markers out of 11
(LAS) to a complete spectra for some individuals (LA2, LAG
and LA22). Mitochondrial haplogroups determined from the
SNPs genotyping were concordant with the expected
haplogroups deduced from the HVS-1 sequencing (Supporting
Information Table 2), showing the reliability of the method. In
addition, SNP genotyping has allowed the refinement of some
haplogroups (A2a-A2b for LA7, and C1b for LA18), and the
determination of the maternal lineages for two samples (A2 for
LA2 and LAG6) whose HVS-1 portion could not be sequenced.

3.4 Genetic variation observed in the Los Amarillos
ancient samples

We observed in this ancient population a high prevalence
of the mitochondrial haplogroup A2 (15 individuals of
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the 23 studied). It is interesting to note that the specimen
LA7 presents the allele C for the A2_64 marker (Table 1)
and thus, it belongs to a different maternal lineage from
those of the other 14 samples belonging to the A2
haplogroup.

The diversity of the Y lineages is limited. Indeed, of the
12 male samples, 8 belong to the Qla3a% paragroup, 2
belong to Qla3#* paragroup, and the remaining 2 probably
also belong to the Qla3a* paragroup, but 1 marker
(Qla3al_M19) is lacking to confirm this.

4 Discussion

4.1 Behavior of the iPLEX® technology with ancient
samples

The SNP genotyping of ancient Amerindian samples,
for which DNA is fragmented, chemically modified and
present in a low copy number, was an interesting means to
test the sensibility of the iPLEX® method. The results
obtained show the possibility of genotyping SNPs by
MALDI-TOF MS from ancient biological samples contain-
ing few molecules of degraded DNA. Concerning
mtDNA, we have not reached the detection limit for alleles.
Thus, the use of Sequenom technology allows information
on ancient degraded samples to be collected [33]. However,
for the reliable detection of nuclear DNA, more than 100 pg
of DNA per reaction is required to obtain complete
genotypes.

The two multiplexes that we developed allowed the
discrimination of the major Amerindian maternal and
paternal lineages at the same time, and thus, permitted the
quantities of DNA extract used (3.4 puL) to be optimized. The
quantity of DNA used in analyses is often a limiting factor in
many ancient population studies; thus, the possibility to
determine mitochondrial and Y haplogroups with one assay
is an interesting advancement and perspective. We can plan,
in the future, to increase the multiplexing degree of the
assays (especially for mtDNA) and to integrate new markers,
allowing the branches of the Amerindian phylogeny to be
detailed further.

With regard to our study sample, this method
allowed the genetic diversity of the Los Amarillos site
to be characterized. The diversity of maternal lineages
described in our sample is different from that
commonly observed in ancient Andean populations,
which are usually characterized by a strong dominance of
the B2 haplogroup [34-36]. The paternal lineages,
however, correspond to the expected diversity. Indeed,
the dominance of the Qla3a* paragroup has been
reported in other Amerindian populations [37, 38]. Never-
theless, the reduced sample size of 23 individuals could
introduce a bias in the study, modifying the real genetic
diversity of the Omaguacas. Indeed, more samples are
required to better understand the genetic affinities of the
Omaguacas.
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Figure 2. Example of the spectra obtained for the ancient female sample LA2 (A), and the ancient male sample LA4 (B), showing the
peaks corresponding to the alleles of the “plex 2.” Both bordered markers are Y-chromosome SNP.

4.2 Benefits for ancient population studies

This study allowed us to emphasize several advantages of
the iPLEX®™ method for ancient population studies. The first
advantage of the iPLEX® technique is that it is a turn-key
method. During analysis, we noted that it was a very easy
and fast method to implement in the laboratory. Indeed, it
allowed a quick set-up of assays and generation of results. In
addition, the mt-SNP genotyping by MALDI-TOF MS
provided the possibility, in a fast and effective way and by
using small quantities of DNA extract: (i) to confirm the
results obtained from the sequencing of the HV1 segment;
(ii) to deepen the mitochondrial phylogenies determined
from the HVS-1; (iii) to obtain information from very
degraded samples even when the classical techniques
(sequencing, STR analysis) did not work; and (iv) to
authenticate the results obtained from ancient DNA
extracts, by comparing different markers.

Concerning the Y SNPs, the results were more variable.
However, it is also a very promising technique that allows a
rapid definition of the Y-chromosome haplogroups. For
ancient DNA studies, Y haplogroups are rarely analyzed,
and, thus, we can imagine that such a technique could be
used to explore the history of paternal lineages in ancient
populations.

To conclude, the iPLEX" method is very promising for
population-based studies, and in particular for ancient
populations. Indeed, this technique is a good alternative to
new technologies such as complete genome sequencing,

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

since it optimizes the ancient sample resource and results in
a greater degree of discrimination than that obtained by
techniques currently routinely used in ancient DNA studies.
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Kinship testing and identification of human remains in forensic and anthropological fields is commonly
based on the analysis of short tandem repeats (STRs) or more seldom single nucleotide polymorphisms
(SNPs). In this study, another type of genetic variations, insertion/deletion polymorphisms (indels) was
used through the DIPplex indels typing kit (Qiagen) for such purpose. The objective was to evaluate the
performance of the assay for the analysis of ancient DNA samples as well as the informativeness of the kit
on kinship investigation. Although some limitations have been noticed, this work shows that indels are
well suited for the analysis of degraded samples and that they might be an interesting strategy in addition

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays, short tandem repeats (STRs) typing is considered as
the method of choice in forensic science. The benefits of STRs are
multiples and well-known. However, the analysis of STRs from
highly degraded DNA sometime failed to resolve informative
profile due to the relatively large size of amplicons. In order to
solve this problem, miniSTR kit (Applied Biosystems) has been
developed to reduce amplicon size. Nevertheless, the power of
discrimination is low (10~ !!) compared to STR typing kits (10718 at
least). As an alternative to STRs, SNPs have been successfully
employed for highly degraded DNA due to the small size of
amplicons (less than 150 bp), although their use in forensic kinship
investigation is discussed [1]. Another form of genetic variation on
the human genome has recently received an increasing focus:
insertion/deletion polymorphisms (indels). Their characteristics
seem particularly interesting in forensic analysis: (i) their wide
distribution throughout the genome [2]; (ii) the small size of
amplicons which facilitates multiplex amplifications in highly
degraded DNA,; (iii) the possibility of typing them with a simple
dye labeling electrophoretic approach.

In the present study, indels were analyzed through the
Investigator DIPplex indels typing kit (Qiagen), in order to evaluate
the performance of the kit for the analysis of ancient DNA samples
and the informativeness of this kit for kinship investigation in
anthropological fields where the trio mother-father-son is not

* Corresponding author. Tel.: +33 03 68 85 33 48; fax: +33 03 68 85 33 62.
E-mail address: clemence.hollard@etu.unistra.fr (C. Hollard).
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always available. First tested on modern samples, the assay was
secondarily applied on ancient specimens selected due to their
putative kinship deduced from classical markers previously
analyzed such as autosomal and Y-chromosomal STRs and
mitochondrial DNA.

2. Materials and methods

Four modern DNA samples (buccal swabs), for which an
appropriate informed consent was obtained, and nine ancient
samples (teeth) from different age and location were analyzed
(Table 1). Previous genetic analyses (unpublished observation) to
estimate close parental relationship were carried as published in
Lacan et al. [3].

The indels analyses were performed using the Investigator
DIPplex kit (Qiagen) allowing the amplification of 30 indels
distributed over 19 autosomes as well as the Amelogenin locus.
The manufacturer’s protocol was used except the final volume of
reaction that was divided by two (13 p.l). For ancient DNA samples,
the following modifications were applied: 5 j.1 of DNA was used for
the PCR reaction and the number of PCR cycles was increased from
30 to 32.

3. Results and discussion

The results obtained on modern DNA samples are successful
since the 30 indels loci included in this kit were amplified.
Nonetheless, the analysis of the DNA profiles revealed that the
intensity of the peak differs depending on the dye used. Indeed, the
intensity was always the lowest with the BTR dye (Fig. 1).
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Table 1
Data on the ancient specimens tested.

Sample name Date Putative kinship

n 1700-1800 A.D Parent offspring

12

01 1800-1900 A.D Parent offspring

02

L9 1000-1500 A.D Parent offspring

L20

N1

N2 3000 B.C N1/N2: full sibling; N2/N3:
parent offspring

N3

Moreover, these samples showed an imbalanced allele for
heterozygous genotype which could be a significant limit for the
use of this kit in DNA mixture analysis.

Regarding ancient DNA samples, a clear correlation between
DNA quantity in the samples and the number of amplified loci was
observed. The sensitivity of this assay allows obtaining workable
profiles from degraded samples, although, as described by the
manufacturer, the profiles are often partial and the results
inconsistent, with less than 100 pg of DNA. In addition, the loss
of signal intensity with the high molecular weight markers from
standard STRs typing kit is reduced due to the small size of
amplicons (<150 bp).

Then, the objective was to study if the results of indels typing
obtained from ancient DNA samples confirmed the putative
kinships deduced from previous autosomal/Y-STRs typing and
mtDNA sequencing. In three cases (I1 and 12, O1 and 02, L9 and
L20), the two individuals under study seemed linked by a parent/
child relationship (Table 1). Indels typing gave confirmation to the
hypothesis in two cases (01/02 and L9/L20) since the two linked
individuals shared a common allele at each indels locus typed. The
hypothesis is challenged in one case (I1 and I2). Indeed, the two
individuals did not share any allele for one indels locus. This result
allows excluding a parent/child relationship, reinforcing the
hypothesis given by the statistical analysis conducted with the
DNA view software [4] (LR=104 x 10'2). For these individuals,
thanks to the analysis of the different types of markers used, the
brother/sister link appears as the privileged hypothesis.

For the oldest samples (N1, N2 and N3), especially N1 and N2,
the amount of DNA (<60 pg) was very limiting for the analysis. The
results varied between experiments and the typing of some
markers has failed. The increase of the number of tested loci did not
allow resolving the determination of parentage relationship in this
case.

In conclusion, although this study as just focused on a few
number of archaeological samples, it provides a first idea of the
value of the investigator DIPplex for the analysis of ancient DNA
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Fig. 1. Electropherogram obtained with the Investigator DIPplex kit using 332 pg
DNA sample from an ancient specimen.

samples. Indels typing was successful and highly informative for
most of ours samples. This kit in combination with standard
markers improves the discriminatory power and provides poten-
tial supplementation for anthropological studies.
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informative markers

Abstract

The Altai Mountains have been a long term boundary zone between the Eurasian Steppe populations and South
and East Asian populations. To disentangle some of the historical population movements in this area, 14 ancient
human specimens excavated in the westernmost part of the Mongolian Altai were studied. Thirteen of them were
dated from the Middle to the End of the Bronze Age and one of them to the Eneolithic period. The environmental
conditions encountered in this region led to the good preservation of DNA in the human remains. Therefore, a
multi-markers approach was adopted for the genetic analysis of identity, ancestry and phenotype markers.
Mitochondrial DNA analyses revealed that the ancient Altaians studied carried both Western (H, U, T) and
Eastern (A, C, D) Eurasian lineages. In the same way, the patrilineal gene pool revealed the presence of different
haplogroups (Qla2al-L54, Rlalalb2-Z93 and C), probably marking different origins for the male paternal
lineages. To go further in the search of the origin of these ancient specimens, phenotypical characters (ie: hair
and eye color) were determined. For this purpose, we adapted the HIrisPlex assay recently described to MALDI-
TOF mass spectrometry. In addition, some ancestry informative markers were analyzed with this assay. The
results revealed mixed phenotypes among this group confirming the probable admixed ancestry of the studied
Altaian population at the Middle Bronze Age. The good results obtained from ancient DNA samples suggest that

this approach might be relevant for forensic casework too.

Keywords: ancient DNA, admixture, Bronze Age, Altai Mountains
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Introduction

The Eurasian Steppe stretches from Moldavia through Ukraine to Siberia as far as the Baikal area, therefore
connecting Europe, Central Asia, China, South Asia and the Middle East. This steppe experienced many ancient
population movements from diverse geographical sources over an extended time period. Some archeological
evidence suggests that populations spread eastward from Western Eurasia across this steppe during the
Eneolithic and Bronze Age [1]. Later, during the Middle Ages, Turks then Mongols expanded to the west through
this same area [2-4]. These multiple population movements explain that present-day populations from this region
present both Eastern and Western Eurasian genetic features [5-7]. Direct analysis of the genetic pool of ancient
specimens can give important information about the settlement of this area. Indeed, such analysis can show
which genetic lineages were present at one place at a particularly period, a result that can‘t be obtained using
modern DNA data. In this context a previous ancient DNA study [8] suggested that some individuals among

South Siberian populations carried European features during the Bronze and Iron Ages.

In its East Asian part, the southern border of the Eurasian Steppe is delimited by the Altai Mountains. This 2000
kilometer long mountain range with many peaks between 3000 and 4000 meters high extend southward in
Mongolia and in the Xinjiang province of China. In the present work, we studied two necropolises in the
Mongolian Altai Mountains: the site of Tsagaan Asga (on the Chinese border) and the site of Takhilgat Uzuur-5
(on the Siberian border) (figure 1). These sites were dated from the Middle Bronze Age, as were subjects of
European origin found in the Siberian side of the Eurasian steppe. The cold environment in this area probably

helped the recovery of 14 well preserved skeletons excavated in important Kurgans (fig 1).

For each ancient specimen, two uniparentally inherited systems (mitochondrial and Y-chromosome) were studied
to trace the maternal and paternal lineages. Autosomal markers were analyzed to determine the molecular sex of
the individuals as well as their kinship. They were also used to determine the physical appearance and the
biological ancestry of these ancient individuals. Indeed, a SNP assay was developed from a forensic test to
trace the history of this population. The aims of this study were (i) to study the funeral recruitment of these
two old necropolises, and (ii) to evaluate the biological boundary between West and East Eurasian populations at
this period. Moreover, this study highlights the usefulness of a multi marker approach in ancient DNA studies

where other studies often only analyze mitochondrial DNA.

Materials and Methods

Samples

Altaian Middle Bronze age cultures are poorly known. Some necropolises from the Mongolian and Chinese
Altai, and sometimes from South Siberia, usually display stone circles with a kurgan at the center. Under this
kurgan is a pit filled with large blocks in which rests a buried body positioned on his side and displaying no
associated artifact. Russian archeologists sometimes attribute these tombs to the so-called “Mongun Taiga”
culture, but Mongolian researchers described them under the term “Sagsay tombs”. Radiocarbon dating of these
sites (table 1) showed that these kurgans cover a large chronological period considered in this area as the Middle

to Late Bronze Age. Nevertheless a more ancient tomb, dated to the Eneolithic, was found at the Takhilgat
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Uzuur-5 site. The use of these necropolises over a large period and the prominence of the graves suggests a
specific sampling, which could be limited to members of the elite. We studied skeletal remains of 14 individuals
from two different partially excavated archeological sites located in the Mongolian Altai. Seven skeletons (TA4,
TAS8, TA9, TA10, TA1l, TA12 and TA14) were excavated from the site of Tsagaan Asga in the Tsengel-Sagsai
districts near China by a French -Mongolian archeological mission. Seven other skeletons (TU15, TU17, TU18,
TU25, TU32, TU31 and TU34) were excavated in 2011 in the framework of the “Eneolithic and Bronze Age
Mongolian Altai” project, by a Mongolian-German expedition, closer to the Siberian border in the site of
Takhilgat Uzuur-5. All were adult skeletons except TU18 who was a child. All the skeletal remains used for the

analyses were teeth except for one specimen (TA4) for which only a long bone fragment was available.
DNA extraction

The first step consisted in sample decontamination. The teeth were cleaned with bleach, rinsed with ultrapure
water and exposed to UV light on each side during 20min. The bone fragment was decontaminated by
elimination of the outer surface with a sanding machine. Bone fragment and teeth were then powdered in a
grinder mill under liquid nitrogen (6870 FREEZER/MILL®, SPEX SamplePrep). The DNA extraction and

purification were performed from 200mg of the teeth or bone powder obtained as previously described [9].
Autosomal STR analysis

Fifteen autosomal STRs and the sex-determining marker amelogenin were amplified using the AmpFLSTR®™
Identifiler Plus™ kit (Life Technologies). PCR conditions described by the manufacturer were respected, except
for the number of PCR cycles which was increased from 28 to 34. Capillary electrophoresis was run on the 3500
Genetic Analyzer (Life Technologies) and data analysis was performed with the GeneMapper ™ 4.1 software

(Life Technologies).
Mitochondrial DNA analysis

The mitochondrial HV1 region (16024-16383) was amplified in two overlapping fragments and sequenced as
described in [10]. Haplogroup assignment deduced from the HVI1 haplotype from the phylotree system
(www.phylotree.org) was confirmed by the typing of SNPs of the mitochondrial coding region. Thirteen SNPs at
nucleotide positions 663, 13263, 1715, 5178, 752, 1438, 13086, 7028, 14766, 13708, 4917, 12308, and 9090
were selected, combined in one multiplex PCR reaction and typed using the iPLEX" gold technology
(Sequenom) as described in [9]. The HV1 haplotypes were quality controlled by EMPOP [11] and the software
EMMA [12] was used to check the haplogroup assignment and determine the mitochondrial haplogroups from
HV1 sequences for TU31 and TA12 samples.

Y chromosomal analysis

Seventeen Y-chromosomal STRs were amplified using the AmpFLSTR® Yfiler™ PCR amplification kit (Life
Technologies) from DNA of the ancient male samples (n=9). The experimental conditions were those
recommended by the manufacturer except that the number of PCR cycles was increased from 30 to 34. The
capillary electrophoresis and analysis conditions were the same than those described for autosomal STR analysis.

To define the Y-chromosomal haplogroups, two sets of Y-chromosomal SNPs were selected according to the
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ISOGG nomenclature. The first set was composed of 13 Y-chromosomal SNPs defining the R haplogroup and
some R subclades (M207, M173, M420, M516, M17, M458, M434, 7280, Z93, M343, P297, M73 and M269).
The second set was constituted of 14 Y-chromosomal SNPs characterizing the main Asian Y haplogroups found
in the Altaian populations (M214, M175, M231, Tat, M128, P43, M242, M346, L54, M3, M120, M130, M217
and M174). SNP typing was performed by using the iPLEX® gold technology (Sequenom) as described in [9]. A
phylogenetic tree of the Y-chromosomal SNPs analyzed in this study for the Q and R haplogroups is shown in
figure 2.

Autosomal SNP typing

The 24 SNPs (N29insA, rs11547464, rs885479, rs1805008, rs1805005, rs1805006, rs1805007, rs1805009,
Y1520CH, 152228479, rs1110400, rs28777, rs16891982, rs12821256, rs4959270, rs12203592, rs1042602,
rs1800407, rs2402130, rs12913832, rs2378249, 1512896399, rs1393350 and rs683) described in [13] were used
to predict the eye and hair color of ancient individuals. Six SNPs (rs11547464, rs885479, rs1805008, rs1805007,
Y 1520CH and rs1110400) present on the MC1R gene were analyzed by direct sequencing due to the proximity
between them. The 18 remaining SNPs were all typed in one multiplex reaction. Genotyping was done with the
Mass Array platform and the iPLEX® gold kit (Sequenom).The eye and hair colors were predicted by means of

the interactive spreadsheet tool developed with the HIrisPlex assay and available as supplemental data in [13].

Four additional ancestry-informative SNPs (rs1545397, rs2814778, rs1426654 and rs3827760) were added to the
multiplex reaction described in the previous section, which finally contained 22 autosomal SNPs. They were
selected due to their high frequency of different alleles in distinct populations (Asian, European and African) and
their usefulness ascertained in the recent AIM (Ancestry Informative Marker) panels published [14-16]. The SNP
rs16891982 used in the HirisPlex panel was used as ancestry marker too. From the genotypes obtained from
these five AIMs, the biogeographical ancestry of each specimen was evaluated using the STRUCTURE 2.3.4
software [17]. Three populations of reference consisting of 556 individuals were used: Asian (Han Chinese in
Beijing, China; Japanese in Tokyo, Japan; Southern Han Chinese), African (Yoruba in Ibadan, Nigeria; Luhya in
Webuye, Kenya) and European (Utah Residents (CEPH) with Northern and Western European ancestry). The
genetic data were obtained from the ensembl browser (www.ensembl.org). The program was first run without
population information to ensure that the pre-defined populations are in rough agreement with the genetic

information.
Data analysis

A median Joining network for the Qla2al-L54 haplogroup was generated with the Network 4.6 software (Fluxus
Technology Ltd) from the ancient Altaian Mongolian (aAM) data and those published in [6, 18]. Fifteen Y-STRs
(DYS385a/b loci were deleted) were used to generate the network. Microsatellite loci were weighted according
to the observed STR allelic variances as described in [19]. The dataset was post-processed with the Maximum

Parsimony option.

The small number of ancient specimens studied cannot be considered as a population. Nevertheless, to analyze
the genetic affinities of these ancient specimens with present—day populations and ancient groups, each

mitochondrial and Y-chromosomal haplotype obtained from the ancient specimens studied was searched for in
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personal databases. The mtDNA database compiles 21332 published HV1 sequences from European and Asian
populations. The NRY database comprises 31759 haplotypes published in the literature. A database compiling
306 HV1 sequences obtained from ancient Eurasian individuals published in the literature was used for
comparison. To increase the possibilities of finding our haplotypes in current populations, a search in the

EMPOP database (http://empop.org/) [11] for the mitochondrial data was also performed.
Precautions taken to avoid contamination

Strict precautions were taken to avoid contamination. The pre PCR and post PCR laboratories are located on
different floors. The pre PCR steps were performed in a laboratory strictly dedicated to ancient DNA with over
pressure and UV light irradiation. Between each manipulation, benches and material were cleaned with bleach,
ultrapure water and DNA contamination removal solution and placed under UV light. Sterile acrosol resistant
tips and sterile plastics were used. The experimenters wore appropriate equipment: overshoes, facial mask,
mobcap, lab coat and gloves. Moreover, genetic profiling of all the people directly in contact with the samples
was undertaken and compared with the DNA profile of the ancient specimens. For each sample, independent
multiple DNA extractions and PCR amplifications were performed and negative controls were included for each

experiment.

Results

Autosomal STRs

Eleven of the fourteen DNA samples analyzed gave full unique STR profiles. For one sample (TU18) a very
partial profile was established and for 2 samples (TU25, TU32) no amplifiable product was obtained (table S1).
These results could be explained by the mediocre state of the skeletons™conservation. Typing of the amelogenin
locus established that 9 ancient specimens were males and 2 were females (table 1). For the other 3 specimens,
the sex determination was uncertain (TU18) or impossible (TU25 and TU32) with our experimental setup.

Comparison in pairs of complete profiles revealed no first degree relatives.
Mitochondrial DNA

The HVI1 sequences obtained for 12 out of the 14 specimens revealed 12 different haplotypes. Two DNA
samples (TU25 and TU32) appeared too degraded to give a HV1 sequence. The successful typing (100%) of
coding mitochondrial SNPs allowed the classification of 10 haplotypes out of the 12 in 6 different haplogroups
(table 1 and table S2). Two samples (TA12 and TU31) could not be assigned to particular haplogroups due to the
selected SNPs included in the multiplex reaction. Nevertheless the search for theses haplotypes in our database
showed that haplotype 16037G, 16311C and 16319A (TU31) was found in one Finnish individual. This
individual belongs to the R* super-haplogroup but could not be affiliated to one specific haplogroup based on
HV1 and HV2 sequences [20]. Among the 10 individuals affiliated to one haplogroup, 4 fall in West Eurasian
haplogroups (U, T, H) and 6 fall in East Eurasian haplogroups (A, C, D). To assess the present distribution of
these 12 haplotypes, a search for their occurrence among actual populations was undertaken (table S3, S3bis).
Nine out of the 12 haplotypes were found in the databases. Among the western lineages, two samples belonged

to the H haplogroup. One is the CRS-sequence, and one presents three substitutions at position 16183C, 16189C
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and 16356C. This haplotype was only found in 5 Polish and one Portuguese individuals. Haplogroup U4
(16356C) was carried by one ancient specimen. This haplotype is very frequent among West Eurasian and South
Siberian populations. Haplogroup T was represented by the subhaplogroup Tla with the following variants:
16093C-16126C-16163G-16186T-16189C-16294T which is mainly found in Central Asia and in the Near East.
Regarding the Eastern lineages, most mtDNA haplotypes (4/6) belong to the D haplogroup. One sample presents
the basal haplotype (16223T-16362C), which displays a wide geographic distribution in Northern, Eastern and
Central Asian populations. Haplotype 16223T-16311C-16362C, which has just one supplemental substitution, is
uncommon in Asian populations. The two other D haplotypes are very rare since only one (TA14) was found in a
present-day Korean and for the other (TA9), no exact match was found in our database. The haplotype assigned
to haplogroup A was shared mainly with South Siberians, as well as East and Central Asians. Finally, the
haplotype sharing analyses found no exact match in comparative modern-day populations for two haplotypes of
the aAM TA10 and TA12. The current distribution of the mtDNA haplotypes found in aAM is shown in figure
3A. Central Asia and south Siberia are the overlapping areas where both the eastern and western Eurasian

lineages are currently found.
NRY-chromosome

From autosomal DNA analyses, 9 samples were determined as males and were subsequently used for seventeen
Y-chromosomal STRs typing. Successful results (complete 17 Y-STRs haplotype) were obtained for all the
samples and correspond to six different haplotypes (table S4). Y-chromosomal haplogroup assignment was done
from the typing of NRY-chromosomal SNPs. The six haplotypes were grouped in four haplogroups: Rlalalb2-
793 (TA4, TA10, TA14, TU34), Qla2al-L54 (TAS, TA11, TA12), Q-M242 (TU31) and C-M130 (TU17) (table 1
and table S5). Each haplotype was searched for in our own database. As no exact match was found from the 17
STR loci, we used the minimal haplotype based on 9 STR loci (DYS19, DYS385a, DYS385b, DYS3891,
DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, and DYS393). Results are presented in table S6. Among the Rlalalb2-
793 haplogroup, one haplotype (TA14/ TU34) was found to present a wide distribution (East Europe, South
Siberia and South Asia). The other R1ala haplotype carried by TA4 and TA10 was less frequently found in the
present-day population database (5 individuals: 4 Europeans and 1 individual from China). As the M434, M458,
7280, and 793 markers, defining sub-clades of the R1ala haplogroup, have been recently described [21, 22], few
population studies deal with this information for Rlala individuals. Nevertheless a search for our haplotypes
among the data available in these two publications showed that our Rlalalb2 haplotypes matched only

Rlala*(x M458) in Underhill et al., and R1alalb2-Z93 in Pamjav et al.

Among the individuals belonging to haplogroup Q, from the minimal haplotype, only one haplotype
(TA11/TA12) was shared in our database with 2 individuals (one Tibetan and one Even). To evaluate the
phylogenetic relationships of the aAM Q-L54 haplotypes with the current Q-L54 haplotypes found in Asia and
America, a median joining network was built (fig S1). The 3 aAM individuals are on the same branch than the

South Siberian populations.
Affinities with ancient Eurasian groups

The 12 mitochondrial haplotypes were searched for in a personal database compiling haplotypes of ancient

Eurasian individuals published in the literature. As shown in table S3, no exact match was found for 5 aAM
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haplotypes (TA9, TA10, TA14, TULS5 and TU31) among ancient Eurasian individuals. In the 7 other ones, West
and East Eurasian haplotypes were shared with different ancient populations (table S3 and figure 3B). One East
Eurasian lineage (16223T-16362C) was present in a Bronze Age group in the west Liao-River valley (China)
[23]. Apart from this individual, the East Eurasian lineages matched mainly those from Iron Age Asian
populations like the Xiongnu [24, 25], some ancient nomads of Pengyang in China [26] and some ancient
inhabitants of the Xinjiang province [27]. Nevertheless, the basal D haplotype carried by aAM TA11 was found
in a North Eastern European group dated 3500 BP [28]. Unlike Eastern lineages, the West Eurasian lineages (T
and U4) were present at least since the Bronze Age in ancient South Siberians [8] and ancient Kazakhs [29]. The
CRS sequence presented a wide distribution in ancient Eurasian populations since it was found from the Bronze
Age in populations of South Siberia [8, 30, 31], Central Asia [29] and the Xinjiang province [27, 32]. Finally,
one haplotype (16305G - 16311C), which was not found in present-day populations, was found in one ancient

Xinjiang individual dated back to 2500 years [27].

Concerning the Y-chromosomal affinities with ancient Eurasian populations, the cross population comparison is
very weak as few studies treat this information. Nevertheless, 4 aAM shared the R1ala haplogroup with ancient
south Siberians [8], ancient inhabitants of the Tarim Basin [33] and with one individual found in a Xiongnu
cemetery in Northeast Mongolia [25]. The C haplogroup was carried by one Bronze Age South Siberian [8].
Finally, the Q-M242 haplogroup was found in 4 ancient inhabitants of Inner Mongolia dated back to 2500 years
[26].

Externally visible characteristics and ancestry

To obtain complementary information about the biogeographical origin of the aAM specimens, externally visible
characteristics such as eye and hair color were inferred on the basis of the Hlris Plex assay. The assay, originally
based on the SNaPshot technology, was adapted to be used with a mass spectrometry technology. It was first
applied to modern samples in order to validate the assignments (table S7). Once validated, the assay was applied
to the ancient samples. The phenotype and ancestry of the aAM specimens are indicated in table 1 (genotypes are
available in table S8). Eye colors were predicted with confidence due to the low number of SNPs (6) necessary
for color prediction and the strong weight of the rs12913832 for color determination. It seems that a majority of
the ancient individuals had brown eyes (9/10) and one aAM had blue eyes. The hair colour results have to be
interpreted with more caution due to the absence of result for the rs1805009 and the high number of SNPs typed
that increase the possibilities of allele drop out. This can turn heterozygote into homozygote genotypes.
Nevertheless, 1aAM seemed to have dark blond/brown hair, 1 other had brown hair, 3 had dark brown hair and 5
probably had dark brown/black hair.

Since the self-reported ancestry of all the modern samples was in accordance with biogeographical ancestry
(table S7) inferred by the Structure software, the test was considered reliable for ancient samples. The typing of
the five AIMs gave us a glimpse into the ancestry of each ancient individual (fig S2, table S9). Three individuals
(TA4, TA9 and TA11) seem to have an admixed ancestry with both Asian and European components. The other

ancient specimens seem to have a major proportion of European ancestry based on the 5 SNPs used in the assay.

Authenticity of the results
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Dealing with ancient DNA required drastic precautions to avoid contamination with exogenous DNA. Despite
the fact that not all published authenticity criteria were fulfilled, the methodological strategy adopted supports
the authenticity of the results. Indeed, all the negative controls for DNA extraction and PCR were blank. The
genetic profiles obtained were all different from each other and from the profiles of the personnel who had been
in contact with the ancient remains. The results were obtained from different extractions and different
amplifications without discordance. There is a clear inverse correlation between the length of the amplified
products and the intensity of the peaks during STR analysis. The typing of SNPs for haplogroup assignment is
concordant with the results of the mitochondrial HV'1 haplotype and Y-STR haplotype.

Discussion

Biological structure of the funeral sites

No first degree relatives were determined from the aSTR profiles of the buried individuals, a result consistent
with the dispersion of the graves over several centuries. Moreover, the high mitochondrial diversity observed
(haplotype diversity value of 1) reinforces this statement. Sex typing of the ancient remains revealed that there
are more male graves than female graves (9 ancient individuals were males and 2 were females). This
imbalanced sex ratio in the buried group could be explained by particular funeral recruitment due to cultural or
social practices as described in other Siberian cultures [34]. Indeed, in the Tsagaan Asga site, two paternal
lineages were shared by two individuals (TA11/TA12 and TA4/TA10) suggesting that males belonging to the
same paternal lineages were buried in the same site at different times. However, the diversity of the paternal
lineages suggests that this necropolis was not exclusively dedicated to one lineage for hundreds of years. The
high mitochondrial diversity combined with the reduced Y-chromosomal diversity observed within these groups
could also suggest a limited paternal gene flow that could be linked to specific cultural practices such as
patrilocality. Nevertheless, the low number of studied individuals could also bias our results and therefore lead to

misinterpretation.
Biogeographical origin

Concerning the maternal lineages, our data revealed a mixed gene pool of Western (U, T, H) and Eastern (A, C,
D) Eurasian lineages. Among the Western lineages, three haplotypes found in aAM were already described in
Bronze Age populations of Kazakhstan [29] and South Siberia [8], attesting a genetic flow from the West. This
western Eurasian genetic pool may have been added to the East Eurasian lineages probably still present in the
Altai Mountains at the Bronze Age. Indeed, Bronze Age individuals of the Mongolian Altai Mountains studied in
[35] carried only haplogroup D. Interestingly, one eastern lineage was shared with one Iron Age individual in
Kazakhstan [29], which is consistent with a putative genetic flow of eastern lineages to the west side of the Altai
Mountains between the Bronze and Iron Ages. Indeed, in Siberian Eurasian steppes and in Kazakhstan, a shift
from a West Eurasian genetic pool at the Bronze Age to a mixture of West and East Eurasian lineages at the Iron

Age was observed in [8, 29].

The data obtained from the analysis of the paternal lineages of the ancient male individuals suggests a similar
scenario. Different haplogroups were found (Qla2al-L54, Rlalalb2-Z93, and C-M130). These haplogroups

have been proposed as signatures of different migratory events [36]. As an example, indigenous American
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lineages derived mostly from the Q haplogroup and numerous modern population studies have underlined a link
between native American Q lineages and the South Siberian populations lineages [6, 37-40]. From the
improvement of the phylogeny one marker (L54) was characterized and presented as the marker from which M3,
the major Amerindian lineage, arose [6]. This marker is very frequent in South Siberian populations, since
among the males belonging to haplogroup Q, more than 90% in the Tuva republic and 100% in South Altai
populations belong to the Q-L54 lineage [18]. In our work, the three males belonging to the Q haplogroup,
belong to the Q-L54 subclade. This result suggests the presence of an ancient paternal Siberian component
among the aAM. Four ancient males belong to the Rlalalb2-Z93 haplogroup. Rlala-M17 (Z93 markers being
not yet described) was found in ancient south Siberian and Tarim Basin populations. The origin and dispersal of
this haplogroup remain controversial given its wide distribution throughout Eurasia [22, 36]. Indeed, the
distribution of the minimal Y-STR haplotype of our four Rlalalb2 lineages suggests a link with Central/Eastern
Europe, the Near East and South Asia. From the recent phylogeny improvement, a more detailed scenario seems
to emerge. Indeed, new sub-haplogroups occurring at informative frequencies have been described. These
subclades are defined by markers for which the derived allele was found in a restricted geographic area, thus
dividing the Rlala haplogroup into a European branch (M458, Z280) and an Asian branch (Z93). As described
in [21], both forms of alleles of the Z93 and Z280 markers overlapped in Central Asia. In this context, the origin
of Rlala could be somewhere between South Asia and Eastern Europe (the Eurasian Steppes and the Middle
East being presented as potential candidates) and from this area could have split up into two different branches.
Although only four Rl1ala-M17 individuals were analyzed in this study, all of them were found to belong to Z93
lineages. Therefore, the presence of the Z93 marker in aAM suggests a potential western paternal origin for these
ancient individuals. Moreover, the Rlala-M17 haplogroup was found in Northeast Mongolia in a Xiongnu

cemetery [25], suggesting a westward migration of this haplogroup to Northeast Asia 2000 years ago.

As these individuals seem to have diverse origins, eye and hair color were determined. Thanks to the well
preserved DNA molecules in the ancient human remains studied it was possible to genotype autosomal SNPs.
Nevertheless, working with ancient DNA molecules always mean working with small quantities and often
degraded DNA that can lead in some case to allele drop-out and so to a false homozygous state. This problem is
avoided when working with haploid markers but is present with diploid systems. The sensitivity of the method
we developed is not discussed here, but in order to avoid false genotyping, the ancient DNA analyses were
performed twice. The results suggest different phenotypes. Indeed, two individuals seem to present light hair
colour, with blue eyes for one of them which could suggest an ,Europoid”phenotype. The other ones present a
brown-eyed and brown/black-haired phenotype. Nevertheless, the addition of 5 AIMs seems to show that most of
the ancient individuals (7/10) have a major proportion of European ancestry. Obviously, our sample of five AIMs
is small compared to the number of markers described in the literature and used in published panels [14].
Increasing the number of AIMs allows a better inference of individual ancestry. Nevertheless, working with

ancient DNA limits the amount of DNA available, which is why we chose only five SNPs.

Biological Population history, a first hypothesis

The increasing number of ancient DNA studies available allowed us to perform cross “population” comparisons.
In summary, shared haplotype studies highlighted putative links between our ancient individuals and ancient

specimens from South Siberia, the Altai Mountains and the Xinjiang province mainly from the Y-chromosomal
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data (Rlala haplogroup) but from the mitochondrial data too. These observations suggest a common genetic
pool which may have diffused in these areas. In the Altai Mountains, the West Eurasian genetic pool would mix
with East Eurasian individuals still present in this region. Indeed, although partially excavated, the two
necropolises studied delivered mixed groups with both East and West Eurasian genetic components. This
admixture was notably present at the individual level since some males have mitochondrial and Y chromosomal
haplotypes from different geographic origins. Among the ancient specimens studied, two males buried in two
different sites carried the same Y-chromosomal haplotype (17 Y-STR). This example shows that males belonging
to the same paternal clan were not restricted to one site, but that population movement and genetic flow occurred

over time in this region.

In the Takhilgat-Uzuur 5 site, one tomb dated to 2700 BC and contemporary to the Afanasievo culture was
excavated. The genetic analyses revealed that the ancient individual was a male who was already admixed as he
carried both Western and Eastern genetic components. As one individual is not enough to give conclusions about

the Afanasievo culture, a larger study is of course necessary.
Interest of the multi-markers approach

The first interest of this approach is to study close relative kinship and try to reconstruct a partial genealogy of
the buried subjects and understand the funeral sampling. Indeed, working with ancient DNA to trace kinship is
more challenging so that analyzing the three conventional systems (mtDNA, NRY-chromosme and aSTRs) adds
weight to the results (ie. EG necropolis [24]). The second interest of a multi-markers study is to trace back
different events. Indeed, the analysis of just one system like the mitochondrial DNA allows only the
reconstruction of the maternal history of the individuals. Sexually asymmetric demographic processes can
however lead to different histories for maternal and paternal lineages. Thus the analysis of both mitochondrial

DNA and NRY-chromosome limits the bias in the reconstruction of population histories.

Besides its interest in molecular anthropology, the strategy employed could be useful in a forensic context. On
one hand, SNPs are good candidates in forensic casework when STR amplification failed due to degradation of
the DNA molecules. The genotyping method used allows to analyze several SNPs in one reaction from a low
volume of DNA which is very interesting for challenging samples. On the other hand, the use of a multi-marker
strategy consisting of the analysis of mitochondrial, Y-chromosome and autosomal DNA can give valuable
information in events like mass disasters (terrorist attacks, airplane crashes, collective genocides or natural
disasters) where people can be from various biogeographical origins and where the human remains are usually
severely damaged. This strategy can also be very helpful for the identification of long dead people or ancient war
victims (where only bones and teeth remain)[41] for whom reference samples can be missing or for whom no
information regarding the sex, geographic origin or physical appearance is available. Molecular data can be
added to those given by the physical anthropologist to help the identification of the deceased people. In
challenging cases, the multiplication of data obtained is a strategy to facilitate and speed up the identification of

the body.

Conclusion
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In this study, we demonstrated the usefulness of a multi-markers approach (mitochondrial DNA, Y-chromosome
and autosomes) for both ancient DNA studies and forensic casework applications. Indeed, the results obtained
from these different genetic systems are consistent with the presence of an “admixed” population from both East
and West Eurasia in the Altai Mountains at the middle Bronze Age and allowed us to propose a first hypothesis
on the peopling of this area that will need to be compared to a broader synthesis taking into account dozens of

ancient individuals.
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FIGURE CAPTIONS
Fig.1

A. Geographic location of studied sites (1: Tsagaan Asga; 2: Takhilgat Uzuur-5). B. Graves and human remains

of two individuals excavated on the site of Tsagaan Asga.
Fig.2

Phylogenetic tree of the Y-chromosomal SNPs analyzed in this study for the Q and R haplogroups. Haplogroup
names are according to the ISOGG website (February 2014). The lengths of the branches have no value in term

of phylogenetic distance.
Fig.3

Distribution of mitochondrial HV1 haplotypes of aAM (A) in current populations and (B) in ancient populations.

Circles and triangles denote West and East Eurasian lineages respectively.
Fig.S1

Median joining network based on Q-L54 haplotypes found in current Siberian (Northeast Siberia, South Altaian
and Tuva Republic), American (Cakchikel and Yucatan) and in the aAM.

Fig. S2

Triangle plot built with Structure software representing the putative ancestry of aAM.
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Table 1

Sample 1C Datation Molecular Mt HV1 haplotype HV1 Mt SNP Y haplogroup pr{)};fﬂi?eoes:;e The most probable Ancestry inferred from
(years BC) Sexe (- 16000) haplogroup haplogroup color hair color STRUCTURE
Asian African European

TA4 1371 + 41 M 093C 126C 163G 186T 189C 294T Tla T Rlalalb2-Z93 Brown Black / dark brown 0.381 0.005 0.615
TAS8 M 356C U4 0] Qla2al-L54 / / 0.21 0.01 0.78
TA9 F 086C 09?53(112?5}2?1.25 6(13?[33%;25T 189C D5 D5a2 Brown Black / dark brown 0.391 0.009 0.6
TA10 M 093C 129A 223T 260T 263C 298C 327T C4al C4al Rlalalb2-Z93 Brown Dark brown 0.273 0.009 0.718
TA11 M 223T 362C D D Qla2al-L54 Brown Black / dark brown 0.391 0.014 0.595
TA12 M 305G 311C H7e* ? Qla2al-L54 Brown Black / dark brown 0.26 0.014 0.725
TA14 M 092C 129A 223T 362C D2 D Rlalalb2-Z93 Blue Brown 0.27 0.009 0.721
TU15 1358 +42 F 183C 189C 356C Hlb H Brown Dark brown 0314 0.008 0.677
TU17 914 +50 M 223T 290T 319A 362C A A C-M130 Brown Dark brown 0.267 0.008 0.725
TU18 944 + 42 ? 223T 311C 362C D D / / / / /
TU31 2742 +92 M 037G 311C 319A RIbl* ? Q-M242 Brown Black / dark brown 0.265 0.014 0.720
TU34 1011 +56 M CRS H/U H Rlalalb2-Z93 Brown Dark blond / brown 0.141 0.007 0.851

Table 1: Consensus of the results obtained from each ancient Altaian Mongolian studied.

Dash denotes an absence of result. * These haplogroups were determined with the software EMMA.
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Additional Files Tables

Sample D8S1179  D21S11  D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 DI16S539 D2S1338  D19S433 vWA  TPOX DI18S51 Amel D5S818 FGA
Research team
1 14/16 30/32.2 10/11 10/12 16/17 9.3/9.3 11/13 9/12 16/25 13.2/15 18/19 8/11 12/15 XX 11/12 21/21
12 12/14 29/29 9/11 12/12 14/18 9/9.3 12/12 11/11 17/19 13/13 15/15  11/11 14/17 XX 11/11 21/23
I3 8/15 27/31.2 8/10 11/12 14/18 6/9.3 12/12 9/11 22/24 13/14 17/19 8/8 14/15 XY 9/13 20/20
14 8/13 30/31.2 10/11 12/12 16/17 6/8 12/12 9/12 25/25 13/14 1717 11/11 11/18 XX 1113 22.2/23
I5 14/14 29/32.2 7/10 11/11 14/16 7/8 11/12 9/12 19/19 14/16.2 14/14 9/9 16/20 XX 11/13 23/24
16 10/13 30/32.2 9/12 10/11 15/17 7/9.3 11/14 10/12 24/25 14/15 16/17 8/11 16/19 XY 11/12 20/20
Ancient MA
TA4 12/13 30/33.2 8/11 11/12 15/16 9/9 11/13 10/13 20/25 15/15.2 17/18 8/11 14/14 XY 11/13 19/23
TAS8 12/16 31/31 8/10 11/14 15/16 6/9.3 8/10 10/11 20/23 11/15.2 18/19 8/11 17/20 XY 11/12 22/24
TA9 12/17 29/31.2 11/11 11/13 15/17 7/9 10/12 12/14 20/23 14/15 16/17 8/9 12/17 XX 11/13 23/24
TA10 11/12 29/30 8/10 10/11 17/18 8/9 8/11 9/12 20/(22) 11/14 16/18 8/8 19/19 XY 11/13 22/23
TAIl1 12/14 30/32.2 8/11 10/11 14/15 7/9.3 10/14 10/12 19/19 13/14.2 14/14  11/12 14/18 XY 11/12 22/26
TA12 13/13 30/30 9/11 10/11 15/17 9.3/9.3 11/14 11/11 17/19 14/14 17/18 9/12 14/18 XY 12/13 22/24
TA14 13/14 33.2/33.2 9/10 11/14 15/15 6/9 11/12 12/14 19/25 15/15 18/20 8/8 13/15 XY 9/11 23/24
TUILS 14/16 30/30 11/12 (11) 15/17 6/9.3 10/13 9/11 (19) 13/14 17717 9/11 17/20 XX 12/13 24/25
TU17 14/14 32.2/32.2 8/11 10/11 17/18 7/9.3 10/12 10/11 17/18 14.2/15,2 17/18 11 16/17 XY 12/12 21/25
TUI18 10 - - - - 9.3) - - - (13) - - - X) (12) -
TU25 - - - - - - - - - - - - - - - -
TU31 10/12 29/33.2 12/12 10/11 14/14 8/9.3 11/12 9/12 18/23 14/15.2 14/17 8/8 13/14 XY 11/12 21/25
TU32 - - - - - (7) - - - - - - - - - -
TU34 11/13 30.2/32.2 8/11 10/10 16/16 6/7 9/12 11/12 (19/25) 13/13.2 18/20 8/11 13/19 XY 10/11 19/20

Table S1: Consensus genetic profiles of the 14 ancient specimens studied and DNA profiles of the members of the research team who have been in contact with the samples.

Alleles in brackets were just observed once. Dash denotes locus for which amplification was null. Consensuses were built after three independent amplifications from three different DNA

extracts.


http://ees.elsevier.com/fsigen/download.aspx?id=89189&guid=69d9318e-667a-44dc-b634-03bca4784654&scheme=1

Sample HVT haplotype (16024-16383) H}Zgl 612-3 13C2-63 Clﬁls 5]1)7-8 323 ?igé 114_11;/6-6 71(312-8 4;7 12[;)8 13J7-08 9550 SNP hg
TA4 16093C 16126C 16163G 16186T 16189C 16294T Tla A A c Cc Cc G T T G A G T T
TAS 16356C U4 A A c ¢ Cc G T T A G G T U
o IWNCIMCIOMGORCINCIONTIONG by 4 A 1 A T T A A G 1 b
TA10 16093C 16129A 16223T 16260T 16263C 16298C 16327T C4al A G T C C G T T A A G T Cdal
TALL 16223T 16362C D A A C A C G T T A A G T D
TAI2 16305G 16311C ? A A c ¢ Cc G T T A A G T ?
TAl4 16092C 16129A 16223T 16362C D2 A A C A C G T T A A G T D
TU15 16183C 16189C 16356C Hib A A c Cc C G C C A A G T H
TU17 16223T 16290T 16319A 16362C A4 G A c ¢ C G T T A A G T A
TUIS 16223T 16311C 16362C D A A C A C G T T A A G T D
TU31 16037G 16311C 16319A ? A A c ¢ C G T T A A G T ?
TU34 CRS HU A A c Cc C G C C A A G T H

Table S2: Mitochondrial HV1 haplotype and haplogroup inferred for each ancient specimen.

Allele in bold is variant for the concerned loci. Question mark corresponds to undetermined haplogroup. del = Deletion.



Sample Shared haplotype in present-day populations Shared haplotype in ancient populations
TA4 7 ind: 2 Kazakhs ', 1 Kirghiz ' 1 Slovakian %, 1 Iranian °, 1 Sri Lankan °, 1 Turkish * 1 ind: 1 aKaz’
TAS8 127 ind: 27 Tubalars 6'8, 11 Latvians 9, , 8 Mansis 10; “, 7 Khantys ”, 7 Polishs '* 13, 5 Bosnian-Herzegovians 14, 4 3 ind: 2 aSouth Siberians 30, 1aPo *!
Altaians °, 4 Slovakians 2, 4 Portugueses 16; 174 Indians 3 , 3 Sri Lankans 3 , 3 Iranians 3, , 3 Georgians 18, 3 Uighurs
(Kazakhstan) ! 3 North Caucasus % 19, 3 Italians 20, 2 Irishs 21, 2 Finnishs 2% , 2 Macedonians 24, 2 Germans > 26, 2 Tatars
27, 2 Western Russians %13 , 2 Turkishs 4, , 2 Palestinians 4, 1 Khakassian 15, 1 Chelkan 6, 1 Altaian Kazakh 28, 1 Slovenian
14, 1 British 29, 1 Armenian 4, 1 Azeri 4, 1 Traqi 4, 1 Tuvinian ’, 1 Albanian 24, 1 Romanian 24, 1 Kazakh
TA9 No match No match
TA10  No match No match
TA11 153 ind: 26 Chineses 32'38, 15 Tubalars 6'8, 15 Altaians Kizhis © 39, 14 Koreans 40, 14 Japaneses 41, 6 Kirghizs ! 6 Indians 3, 12 ind: 5 Xiongnus 48; 49, 1 aXinjiang 50, 3
6 Evens ® , 5 Sojots 55 Buryats 15;42, 4 Tuvinians ” 15;43, 4 Pathans 44, 3 Kazakhs ', 3 Uighurs (Kazakhstan) ! 3 Ewenks aBOO 31, ,2 aChina ', 1aChina 52
& 37, 3 Chelkans °, 2 Altaians '°, 2 Khakassians '°, 2 Todjins 152 Altaians Kazakhs 28, 2 Mongols 45, 2 Yakuts 43, 2
Laotians 46, 1 German 47, 1 Uighur (China) 37, 1 Turkish *, 1 North Caucasus 4, 1 Ulchi 8, 1 Georgian 18
TA12  No match 1 ind: 1 aXinjiang *°
TA14 1 ind: 1 Korean * No match
TU15  6ind: 5 Polishs ', 1 Portuguese '’ No match
TU17 29 ind: 11 chineses ****%"3% 4 Altaians Kizhis °, 4 Altaians Kazakhs **, 2 Khakassians ', 2 Koreans *’, 1 Kazakh ', 1 4 ind: 3 Xiongnus *® 1aKaz®
Kirghiz ', 1 Tuvinian *, 1 Todjin '°, 1 Vietnamese >, 1 Mongol **, 1 Czech **, 1 Tuvinian *, 1 Uighur (China)®’
TU18 13 ind: 3 chineses ***7, 3 Buryats 15, 3 Mongols 45, 2 Altaians Kazakhs 28, 1 Kazakh ', 1 Turkish 4 3 ind: 2 Xiongnus 48;49,1 aChina *
TU31 1 ind: 1 Finnish® No match
TU34  Very frequent 16 ind: 1 aAltaian ¥, 2 Pazyryks™,

laBerel °°, 1 aTaklamakan °’, 2 aSouth
Siberians 30, 1 aKaz 5, 4 aKaz 5, 3
aXinjiang *°, 2 a west Siberia >°

Table S3: Distribution of aAM mitochondrial haplotypes within present-day and ancient populations. Results in bold correspond to pre-Iron Age samples.
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Number of shared haplotype in present-day populations

Sample Total | Admixed African Afro-asiatic Afroeurasian Central Asia East Asia Native American North Asia South Asia West Eurasian
TA4 6 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4
TA8 | 114 4 4 0 1 6 1 3 0 9 82
TA9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TA10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAL1l | 207 11 2 0 1 38 141 1 0 7 5
TAI12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TA14 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
TU15 | 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14
TUL17 | 162 66 1 0 0 18 44 33 0 0 0
TU18 | 29 2 5 0 1 3 15 0 2 1
TU31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TU34 very frequent

Table S3 bis: Distribution of aAM mitochondrial haplotypes within present-day populations.

Data obtained from the EMPOP database.
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Table S4: Y-STR haplotypes determined from the ancient males specimens and the male members of the research team who have been in contact with the samples.

Alleles in brackets were just observed once. Loci in bold composed the minimal haplotype.



SUle oy Mz M Msle  aip MM 2380 293 Mol Mo ol wde s rss oY Halowow
16 A A T A G G A C G C C A C C G G

TA4 G C A G DEL G A C A C ND ND ND ND ND ND Rlalalb2-Z93
TAS8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND C - T G A G Qla2al-L54
TA10 G - A G DEL G A C A C ND ND ND ND ND ND Rlalalb2-Z93
TA11 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND C - T G A G Qla2al-L54
TA12 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND C - T G A G Qla2al-L54
TA14 G C A G DEL G A C A C ND ND ND ND ND ND Rlalalb2-Z93
TU17 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND T - C C G G C-M130
TU31 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND C - T C G G Q-M242
TU34 G C A G DEL G A C A C ND ND ND ND ND ND Rlalalb2-Z93

Table S5: Y-Chromosomal SNP typed from ancient male specimens and one researcher.

Allele in bold is variant for the concerned loci. Dash denotes loci for which null result was obtained. ND = Not determined.



Sample minimal haplotype Shared minimal haplotype in present-day populations
(19, 3891, 38911, 390, 391, 392, 393, 385a, 385b)

TA4/TAI10 16143224 111113 11 14 5 ind: 2 Polishs *°, 1 German ®, 1 Slovak ', 1 Mon-Khmer *

TA11/TAI2 131329241014 13 1517 2 Ind: 1 Tibetan ®, 1 Even

TAS8 131329241014 131518 No match

TA14 /TU34 1613312511111311 14 33 ind: 5 Polishs % %% 4 Western Russians °"%°, 3 Germans > %%, 2 Slovaks °', 2 Latvians > 7', 2
Afghans 3T , 2 Tuvinians 67, 2 Indians 74, 1 Altaian-Kizhi ', 1 Croatian °, 1 Czech 76, 1 Eastern
Russian 77, 1 Evenk 67 , 1 Iranian 78, 1 Malay 7 , 1 Swedish 80, 1 Turkish 81, 1 Uighur 82, 1 Yakut ¥

TU17 161227231011 141116 1 Ind: 1 Japanese ™

TU31 131228221116 141417 No match

Table S6: Distribution of Y STR minimal haplotypes of aAM within present day-population
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Additional Files TableS7

Table 57. Gentotypes obtained from the typing of 28 autosomal SNPs for modern samples.

N29insA rs11547464  rs885479 151805008 rs1805005 rs1805006 rs1805007 rs1805009* VIS20CH rs2228479 151110400 rs28777 rs16891982 rs12821256 154959270 rs12203592 rs1042602 151800407  rs2402130 1512013832 152378249 112896399 151393350 15683 rs1545397 rs2814778 rs1426654 rs3827760 hair color shade eye color Predicted

Sample oA G/A G/A ot /T oA or oA AlG T/c or [ ot oA or G/A [ad G/A A TA G/A G/A /T Brown Red Black Blond Light Dark Blue Int Brown hair eye ancestry
3 G G o G 3 3 - 3 G T A GC T A c c 3 G G A G G A A A A T 0255 0055 0146 0545 0779 0221 0678 0.31 0191 D-brown/D-Blond blue  E

m2 c G G c 6T c c - c G T A G T c c A c GA GA A G G c A A A T 0378 0002 0338 0282 043 057 0097 0.148 0758 D-brown/Lbrown brown E
M3 c G G c G c c - c G T A G ) A c A c A A A 6T GA &) A A A T 032 0 0413 0267 0368 0632 0002 0034 0964 D-brown/Lbrown brown  E
M4 c G G c G c c - c G T A Gc o [ = A c A GA A 6T G A i A A T 0324 0 0615 006 0076 0924 0065 0.147 0787  Black/D-brown brown  E
M5 c G G c G c c G c G T A c T c c c c G A A G G c A G GA T 016 0 0832 0008 0018 0982 O 0006 0994  Black/D-brown brown  Afr
M6 c G G c G c c - c G T A Gc T A c A c A G A G G c A A A T 0228 0002 0163 0608 0838 0162 0678 0131 0191 D-brown/Lbrown blue  E
M7 c G G c G c c - c G T A G c A c A c GA GA A ot G A A A A T 0235 0001 0074 0689 0866 0134 015 014 0711 D-bown/L-brown brown  E
v8 c G G c 6T c c - c G T A G T c c A c GA GA A G G ca A A A T 0348 0002 0328 0321 0475 0525 0094 0.48 0758 D-brown/Lbrown brown
M9 c G G c aT c c G c G T A G T A = A c GA GA A G GA c A A A T 0445 0002 0476 0078 0154 0846 019 0271 0539 D-brown/L-brown brown — E
m10 c G G or G c c G c G T A G T A c c c GA G A G GA A A () A T 0064 0052 0021 0863 0982 0018 0899 0066 0.035 blond blue  E
m11 c G G o G c o - c G T A G T A o c c A G GA et GA A A A A T 0048 08 0008 0145 0972 0028 0943 0045 0012 blue  E
m12 c G G c 6T c c - c G T A G T A c c c G G A G GA ca 10 A A T 022 0006 0086 0686 0896 0104 0899 0066 0035 D-brown/D-blond blue  E
m13 c G G o G c c G c G T A G cr A c A cr GA G GA G G A A A A T 0074 0055 0008 0862 0989 0011 091 0072 0018 blond blue  E
M1 c G G c 6T c c - c G T A G T A c c T A A A 6T GA A A A A T 0286 0001 0407 0305 0566 0434 0019 0218 0763 D-brown/Lbrown brown  E
m15 c G G c G c c - c G T A G cr c c A c GA G A G G A A A A T 0142 0002 0044 0812 0931 0069 087 0076 0053 blond blue  E
M16 c G G/A c G c c - c G T c c T c c c c GA A A 6T G c 10 A G c 0079 0 0919 0001 0001 0999 O 0006 0994 Black/Dbrown brown  As
m17 c G G/A c G c c - c G T c c T c c c cr GA A GA G G c A A G c 0127 0 0871 0003 0002 0998 O 0017 0983  Black/Dbrown brown  As
m18 c G G/A c G c c - c G T ca Gc T c c c c GA A G G G c 10 A G c 0211 0 0778 0011 0009 0991 0 0013 0987  Black/Dbrown brown  As

* The MALDI TOF mass spectrometry typing of this SNP was null

SNPs typed by direct sequencing.
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Additional Files TableS8

Table 58 pes the typing of
NSinsA  rs1157464 rs885479  rs1805008 rs1805005 rs1805006 rs1805007 rs1805009° YIS2OCH  rs2228479 rs1110400  rs28777  rs1891982 rs12821256 rsd959270 rs12203592 rs1042602 rs1800407 rs2402130 rs12913832 rs2378249 rs12896399 rs1393350  rs6s3 hair olor eye color
Sample c/a G/ /A AlG /A G/C T T c/A T G G/ G/A /A Brown Red Black_ Blond Light Dark Blue Int Brown
™ c G G/A c G c c c G T A G T A cr [{9] c A A A G G A 0.192 0 0785 0023 0.047 0953 0.002 005 0948
TAB c G c G A G cr A cr (cy c A (GA GA G(m g c
TA9 c G G c G c c c G T cA GC T c c A c GA GA G GT G c 0375 0.001 0549 0075 0.061 0939 0.04 0.083 0877
10 () G ® c G c c c G i A G i c c c a A A A 19 G c 0261 o 065 0081 o7 os3  oom o071 0536
TA1l c G AG c G c c c G T c c cr c c [19] c GA A G GT G A 0171 0 0824 0.005 0.003 0997 0 0.006 0994
TaL2 c . G c G c c c . T c c i A < c c G A A s G (9a  oaw o 0878 0005 0003 0997 0 0006 09%
TA14 c G G/A c G c c c G T A G T A cr c (4 GA G GA G G c 0455 0.003 0.288 0255 0534 0.466 0885 0.085 0.03
TU1s c © (@ ) G c (c) (c) I3 m A G T c c c c (@) A A T G A 0223 0 065 0217 011 0829 0003 0026 0971
17 (< AG c GT c c c G T A GC T c c c c A GA A T G =} 0.256 0 066 0083 0118 0882 0.066 0.081 0853
TU31 c AG c G c c c I3 T cla) ac T A c c c (@ A GA [ [ A 0203 0 0765 0031 0039 0961 0001 0016 0983
Tu34 c G c G c c c G T A G T c c c c GA GA GA G G cA 031 0.002 0322 0366 049 051 0.094 0.148 0758

* The typing of this SNP was null

SNPs typed by direct sequencing.

Alleles in brackets were ust observed once
Dash denotes locus for which amplification was null
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Additional Files TableS9

Table S9. Genotypes of AIM for the aAM samples

rs1545397  rs2814778  rs1426654 rs16891982 rs3827760 Inferred ancestry of individual
Sample T/A G/A G/A G/C c/T cluster 1 cluster 2 cluster 3

TA4 T (A) A G C 0.381 0.005 0.615
TA8 A (A) GA G T 0.21 0.01 0.78
TA9 TA (A) GA GC CT 0.391 0.009 0.6
TA10 A (A) GA G CT 0.273 0.009 0.718
TAll TA (A) GA C T 0.391 0.014 0.595
TA12 A (A) A C T 0.26 0.014 0.725
TAl4 A A GA G CT 0.27 0.009 0.721
TU15 T A GA G T 0.314 0.008 0.677
TU17 A A A GC CT 0.267 0.008 0.725
TU18 - - - - -

TU31 A (A) GA GC T 0.265 0.014 0.72
TU34 A A A G T 0.141 0.007 0.851

Alleles in brackets were just observed once
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non-human origin were analyzed by 20 participating laboratories using an RNA extraction or RNA/DNA co-
extraction method. Two novel mRNA multiplexes were used: a saliva triplex (HTN3, STATH and MUC7)and a
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EDNAP exercise obtained as well. The method proved to be reproducible and sensitive, with aslittleas 0.05 wlsalivaorsemen,
mRNA profiling using different analysis strategies. Additionally, we demonstrated the ability to positively identify the

presence of saliva and semen, as well as obtain high quality DNA profiles, from old and compromised
casework samples. The results of this collaborative exercise involving an RNA/DNA co-extraction strategy
support the potential use of an mRNA based system for the identification of saliva and semen in forensic
casework that is compatible with current DNA analysis methodologies.
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1. Introduction

The analysis of cell-specific mRNA expression is a confirmative
method for the identification of body fluids [1-24], as opposed to
conventional immunological and enzymatic tests, most of which
either lack specificity or cannot be used to identify all forensically
relevant biological fluids. The suitability of mRNA profiling assays
with forensic samples, such as old and environmentally compro-
mised samples, has been demonstrated [25-28]. Previously, two
collaborative exercises were performed by the European DNA
Profiling Group (EDNAP - http://www.isfg.org/[EDNAP) in order to
evaluate the robustness and reproducibility of mRNA profiling for
blood identification: (1) evaluation of three blood-specific markers
(HBB, SPTB and PBGD) using singleplex reactions [29]; (2)
evaluation of seven blood-specific markers using two multiplex
systems, a ‘high sensitivity’ duplex (HBB, HBA) and a ‘moderate
sensitivity’ pentaplex (ALAS2, CD3G, ANK1, PBGD and SPTB) [30].
Most laboratories, some of which had no prior experience with
RNA, were able to successfully isolate and analyze RNA from the
provided samples. While sensitivity varied between laboratories,
the method proved to be reproducible and sensitive using different
analysis strategies [29,30].

A third collaborative exercise was organized by the Institute of
Legal Medicine, University of Ziirich, Switzerland, on behalf of
EDNAP in order to test forensically suitable saliva and semen
markers. In a preliminary study performed by the Florida and
Zirich laboratories, various saliva and semen mRNA markers
described in the literature [3,6,8,9,13,15,18] as well as from
unpublished data (Table 1) were evaluated in terms of sensitivity,
specificity and performance with casework samples. In this study,
7 saliva and 11 semen markers were tested, of which 3 saliva and 5
semen markers were deemed most suitable for forensic use (Table
1). For this exercise, the following saliva and semen multiplexes
were developed and provided to the participating laboratories: (1)
a saliva triplex including the markers HTN3, STATH and MUC7 and
(2) a semen pentaplex allowing the detection and differentiation of
sperm (PRM1, PRM2) and seminal plasma (PSA, SEMG1 and TGM4),
the latter of which is necessary for the identification of semen from
azoospermic men. The exercise included two rounds of testing: In
the original exercise (part 1), 5 laboratories encountered technical

Table 1
List of evaluated mRNA markers for the identification of saliva and semen.

RNA marker Protein Ref.
Saliva

HTN3 Histatin 3 6
STATH Statherin 6
MUC7 Mucin 7 *
Semen

PRM1 Protamine 1 3,6
PRM2 Protamine 2 3,6
TGM4 Transglutaminase 4 18,*
PSA/KLK3 Prostate Specific Antigen, Kallikrein 3 9,15
SEMG1 Semenogelin 1 9,15

* Ballantyne (unpublished)

problems (reduced sensitivity, no result at all, contamination of
negative controls and spectral pull-ups). As a consequence, a
second exercise (part 2) was arranged in order identify the source
of these problems, and potentially to obtain improved results. Each
part of the exercise included the analysis of 10 mock casework
samples, saliva and semen dilution series and, if available, optional
extra casework samples from the participating laboratories. In
addition to the provided samples analyzed by all laboratories, a set
of human tissues and animal saliva samples were tested with the
multiplexes by 4 laboratories to complement the specificity testing
of the markers.

2. Materials and methods
2.1. Samples and materials provided

The organizing laboratory (Institute of Legal Medicine, Univer-
sity of Ziirich, Switzerland) sent 2 sets of samples to the
participating laboratories: part 1 included stains 1-10 (saliva,
semen, non-saliva/semen and non-human stains) and dilution
series A (5-0.01 pl semen) and B (5-0.01 pl saliva); part 2
included stains 11-20 (saliva, semen, non-saliva/semen and non-
human stains) and dilution series C (10-0.05 .l saliva) and D (5-
0.01 pl semen). Fresh saliva samples were collected from 10
individuals for 12 stains/dilution series (different donors were
used for parts 1 and 2 except for one donor who was used in both
parts) and were deposited onto different carrier materials
including cotton swab/pads, recycling tissue, paper and glass
slides. Additionally, quarter pieces of chewed chewing gums and
licked plastic spoons were provided. Semen samples from 9
individuals were used to prepare 10 stains/dilution series
(different donors were used for parts 1 and 2 except for one
donor who was used in both parts). The semen, which had been
frozen for up to 25 years, was deposited onto different carrier
materials including cotton swab/pads, white textile, toilet paper
and latex gloves. In addition, blood samples (2 donors), vaginal
swabs (1 donor) and buccal swabs from a dog and a cat were used
as non-saliva/semen and non-human stains. For the dilution series,
saliva and semen samples were diluted in 0.9% NaCl to a final
volume of 5 .l per sample and placed on swabs. The laboratories

good candidates

good candidates
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were asked, but not required, to examine additional samples: (1)
bona fide or mock casework material that could include human
and/or non-human saliva and semen stains; or (2) other
forensically relevant body fluids (semen, saliva, vaginal secretions
or menstrual blood).

HPLC-purified primers were purchased from Microsynth (St.
Gallen, Switzerland) or Applied Biosystems (AB, Rotkreuz,
Switzerland). The organizing laboratory prepared primer mixes
for the multiplexes and aliquots were provided to the participating
laboratories for use in amplification reactions (see below). In the
second part, singleplex primers for HTN3, MUC7, PRM2 and SEMG1
were provided to permit a comparison of results obtained using
singleplex and multiplex analysis. The primers and samples were
sent by normal post (part 1, arrival within 2-4 days, except 2
parcels that were 7 and 11 days in transit) or by Fedex (part 2,
arrival within 1-3 days, except 1 parcel that was 7 days in transit).

2.2. Human tissue and animal samples

Total RNA from 20 human tissues (adipose, bladder, brain,
cervix, colon, esophagus, heart, kidney, liver, lung, ovary, placenta,
prostate, skeletal muscle, small intestine, spleen, testes, thymus,
thyroid and trachea) included in the FirstChoice®™ Human Total
RNA Survey Panel was obtained from Applied Biosystems/Ambion.
All tissues included in the panel were 3-donor pooled samples.

Buccal swabs and semen samples of domestic and exotic
animals were collected by veterinary practitioners, zookeepers, a
volunteer at an animal shelter, and/or owners (laboratories 9, 10
and 19). Although some samples were obtained from the same
species, they were collected from different animals.

2.3. RNA(/DNA co- )extraction and reverse transcription

The participating laboratories were asked to use the entire swab
or stain for extraction (RNA only or RNA/DNA co-extraction). The
organizing laboratory provided an example protocol for extraction
and reverse transcription. The laboratories could, however, use
methods of their own choice. The example protocol was described
previously [29,30].

2.4. RNA- and DNA-quantification

Participating laboratories were asked to quantify RNA using one
of the following methods: Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay kit
(Invitrogen) using a fluorescence microplate reader (high and low
range protocol option) [6]; Quant-iT™ RNA assay kit (Invitrogen)
using the Qubit fluorometer [21]; or Bioanalyzer (Agilent) [15].
Laboratories were able to quantify DNA using a quantification
system of their own choice (Table S1, supplementary materials).

2.5. Endpoint PCR

The primer sets and amplicon lengths are shown in Table S2. An
additional larger amplicon (152 bp) detected in saliva samples
using the HTN3 primers corresponds to another histatin isoform
(HTN1), which shows 95% sequence identity to HTN3 [6,14]. For
the animal sample testing, it was expected that many “negative”
results would be obtained due to the deliberate design and use of
putative human or primate specific primer sequences. In an
attempt to ensure that a negative result was genuine and not due
to an absence of high quality RNA in the extract itself, all animal
samples were tested using a housekeeping gene (HKG) triplex
(B2M, UBC and UCE).

In the first part of the exercise, the forward primers were 5'-
labeled with the alternative dyes Yakima Yellow or ATTO550 (VIC®
and NED™ analogs, respectively). The alternative dyes caused

spectral issues such as pull-up in the other dyes due to the use of
matrices generated with the commonly used dyes VIC® and NED™
(AB). This is not a problem as long as all markers in the multiplex
are labeled with one dye. For the second part of the exercise, the
forward primers were labeled with the commonly used dyes
(semen: VIC, saliva: NED) so that the correct spectral calibration
matrices could be applied. The HKG forward primers were 5'-
labeled with ATTO550.

The following amplification conditions were recommended:
saliva and HKG triplex: the 25 pl reaction mix contained 2 .1 cDNA,
2.5l primer mix (see below), 12.5ul 2x Multiplex PCR
Mastermix (Multiplex PCR kit, QIAGEN), 2.5 .l Q-Solution (Multi-
plex PCR kit; QIAGEN); semen pentaplex: the 25 .l reaction mix
contained 2 .l cDNA, 2.5 pl primer mix (see below), 1 mM dNTPs
(AB), 1x Buffer Il (AB), 3.25 mM MgCl, (AB), and 1.5 U AmpliTaq®
Gold DNA Polymerase (AB); saliva and semen singleplexes: the 25 .l
reaction mix contained 2 .l cDNA, 2 .l primer mix (see below),
0.5 mM dNTPs (AB), 1x Buffer I (AB) and 1.25 U AmpliTaq Gold®
DNA Polymerase (AB). Sterile water was used in place of cDNA for
non-template controls.

The primer mixes were prepared using the following concen-
trations: saliva triplex: HTN3 0.2 wM, STATH 0.4 uM, MUC7
0.1 wM; semen pentaplex: PSA 0.72 uM, PRM2 0.048 wM, SEMG1
0.2 M, TGM4 0.6 M, PRM1 0.12 wM; saliva and semen single-
plexes: 0.8 wM each; HKG triplex: B2M 0.2 wM, UBC 0.2 uM, UCE
1 M.

The cycling conditions were as follows: saliva triplex: the initial
denaturation was at 95 °C for 15 min, followed by 35 cycles 0f 94 °C
30s, 57°C (+0.2°C per cycle) 90s, 72°C 60s and the final
elongation at 72 °C for 60 min; semen pentaplex and saliva/semen
singleplexes: the initial denaturation was at 95°C for 11 min,
followed by 35 cycles of 94 °C 20's, 58 °C 30's, 72 °C 40 s and the
final elongation at 72 °C for 60 min; HKG triplex: the initial
denaturation was at 95 °C for 15 min, followed by 35 cycles 0f 94 °C
30s, 55°C (+0.2°C per cycle) 90s, 72°C 40s and the final
elongation at 72 °C for 30 min.

Post PCR purification was recommended, particularly for the
semen pentaplex, to eliminate dye blobs that could appear at
marker specific positions (e.g. MinElute PCR purification Kkit,
QIAGEN) [21,31].

2.6. Capillary electrophoresis (CE)

The participating laboratories used standard, multi-color
fluorescent genetic analyzers and standard electrophoresis con-
ditions for the detection of the saliva and semen specific amplicons
(Table S1). Any dye set that included VIC® and NED™, with
associated internal lane standard, could be used. Raw data were
analyzed with Genemapper™ Software (AB). For data compilation,
the threshold for a positive result was set to 100 RFUs (relative
fluorescence units) for consistency between laboratories and to
avoid inclusion of false positive results (due to the presence of dye
blobs, baseline noise).

2.7. DNA-amplification and -detection

If DNA was co-extracted, the laboratories were able to use a
standard STR typing kit, PCR and CE conditions of their choice
(Table S1). A peak detection threshold of 50 RFUs was used.

3. Results

Laboratories 1-18 participated in part 1 of the exercise (stains
1-10 and dilution series A and B) and laboratories 1, 3-6,8-13, 15—
20 participated in part 2 (stains 11-20 and dilution series C and D).
Each laboratory was asked to complete a questionnaire describing
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the methods used (Table S1). The 20 laboratories used 5 different
kits for RNA only or RNA/DNA co-extraction, 7 different reverse
transcription kits, 7 different STR typing kits for DNA analysis, 5
different thermocyclers, 4 different genetic analyzers and 3
different polymers (Table S1).

The exercise was performed in 2 parts to allow for laboratories
that encountered technical problems in part 1 to test additional
samples once technical issues had been resolved (see Introduc-
tion). Laboratories that did not encounter technical challenges in
part 1 were still encouraged to participate in part 2 of the exercise
for comparison of the results from part 1 and for further evaluation
of the included markers. From the experiences of part 1, various
improvements were applied to part 2: (1) primers were labeled
with common dyes to prevent pull-up into other spectra; (2) four
RNA markers were provided additionally as singleplexes to permit
comparisons of singleplex and multiplex analyses. Improved
results could not be obtained in part 2 by laboratories 3, 4 and
6. These laboratories encountered non-identified technical pro-
blems, which were not attributable to the mRNA profiling method.
Therefore, the results from these laboratories were excluded from

Table 2

the final data compilation. The data of laboratories 5 and 18 (part 1)
and laboratory 19 (part 2) were excluded from the RNA results due
to the use of a non-functional reverse transcriptase (lab 5) and the
presence of RT minus contamination (labs 18 and 19). With the
above mentioned laboratories excluded from data compilation,
there was no significant difference in the results between parts 1
and 2 in terms of detectability and sensitivity of RNA markers and
recoverability of STR profiles. Therefore, the results of parts 1 and 2
were combined in the tables and figures presented here.

3.1. RNA results

The mRNA profiling results are summarized in Tables 2 and 3.
For exercise parts 1 and 2, thirteen laboratories (although not the
same 13 laboratories in each part) were able to perform the
method successfully as demonstrated by detection of the RNA
saliva and semen markers. The 8 saliva and 6 semen stains were
identified correctly by most laboratories (Table 2). Analysis of stain
11 (5 pl saliva on paper) appeared to be challenging possibly due to
the presence of inhibiting substances in the paper. Stains 4 and 12

mRNA profiling results (saliva triplex and semen pentaplex) from 13 laboratories for the 20 stains. Dark gray squares represent stains/markers that were detected by more
than half of the laboratories, light gray squares are stains/markers that were detected by 25-50% of the laboratories and white squares represent stains/markers that were
detected by less than 25% of the laboratories. The number of laboratories that typed at least two markers of the respective body fluid correctly is shown in the last 2 columns.

Sample No.

Saliva triplex

Semen pentaplex

>2 markers positive

HTN3 |STATH| MUC7
4/13

6/13

3 ul saliva on recycling tissue 3

1/4 chewed chewinggum 6

1/4 buccal swab 8

5ul salivaonpad 10

5 ul saliva on paper 11

5 ul saliva on glass slide 14

2 ul salivaonswab/ 1 ul blood 18

licked plastic spoon 19

5ul saliva/ 1 ul semen mixonswab 5
5ul saliva /1 ul semen mix on swab 16

3/13 | 413 | 3/13
4/13 | 6/13

2 ul semen on swab 1 113
3 ul semen on white textile 9
2 ul semen on toilet paper 15
3 ul semen inside latex glove 20
5 ul azoospermic semen on swab 4 113
3 ul azoospermic semen on pad 12
3 ul human blood on swab 2
1/4 vaginal swab 13 113 | 413
1/4 buccal swab (dog) 7 113
1/4 buccal swab (cat) 17 1/13

PSA [ PRM2 [SEMG1| TGM4 | PRM1

113

4/13
4/13

3/13

Table 3

mRNA profiling results (saliva triplex and semen pentaplex) from 13 laboratories for the 2 saliva and 2 semen dilution series (A, B from part 1; C, D from part 2). Dark gray
squares represent stains/markers that were detected by more than half of the laboratories, light gray squares are stains/markers that were detected by 25-50% of the
laboratories and white squares represent stains/markers that were detected by less than 25% of the laboratories.

saliva dilution series B saliva dilution series C semen dilution series A

semen dilution series D

HTN3 [STATH| MUC7| | HTN3 [STATH| MUC7| | PSA

PRM2 | SEMG1

TGM4 | PRM1| | PSA |PRM2 [SEMG1| TGM4 | PRM1

10 ul .d. n.d.
5ul
1ul

0.5 ul

0.1ul

0.05 ul
0.01 ul

n.d. n.d. n.d. n.d.

113 | 5/13
113 | 6/13

n.d., not determined.
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were semen samples from azoospermic men and, therefore, no
detection of PRM1 and PRM2 was expected. However, up to 3
laboratories detected one of these markers, which may be due to
detection of residual sperm despite vasectomy. Two stains
were saliva/semen mixtures (stains 5 and 16), both of which
were identified as mixtures by all laboratories (Table 2). Four
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non-saliva/non-semen/non-human samples were included, and
most laboratories (Table 2) obtained the expected result, which
was the lack of any mRNA signal from the putative semen and
saliva markers. However, sporadic single marker signals of
unknown origin were obtained from the multiplex analysis by
a small number of laboratories, mainly from the vaginal swab
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Fig. 1. Representative electropherograms of saliva (a) and semen (b) stains, a saliva dilution series (c: 5, 0.05 pl saliva) and a semen dilution series (d: 5, 0.01 wl semen)
analyzed with the saliva triplex and the semen pentaplex. The saliva stains were 5 .l saliva on paper (#11), 5 1 saliva on glass slide (#14), mixture of 5 wl saliva and 1 wl
semen on a swab (#16), licked plastic spoon (#19); the semen stains were 3 Ll azoospermic semen on a pad (#12), 2 pl semen on toilet paper (#15), mixture of 5 .l saliva and
1 pl semen on a swab (#16), 3 .l semen inside latex glove (#20) (results from laboratory 12). The dilution series results were post PCR purified (results from laboratory 11).
Some samples were saturated resulting in split peaks (s) and typical overflow peaks (*, dimmed) around 10 bp in front of the main peaks [21].
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(Table 2). Representative electropherograms of saliva and semen
stains are shown in Fig. 1a and b. HTN3, STATH and MUC7 were
detected down to 0.5 pl saliva by more than half of the
laboratories. A small number of laboratories were able to detect
the saliva markers in as little as 0.05 .l saliva (Table 3 and Fig. 1c).
The semen markers PSA, PRM2, SEMG1, TGM4 and PRM1 were
detectable down to 0.5l semen by more than half of the
laboratories. A small number of laboratories detected the semen
markersinaslittleas0.01 wl semen (Table 3 and Fig. 1d).Inpart2,
some markers were also tested as singleplexes on the stains and
the dilution series. Since the differences between multiplex and
singleplex testing were marginal, singleplex results are not shown
nor discussed further.

No expression was detected for any of the markers in the RT
minus (no reverse transcriptase added) or PCR negative controls by
a majority of the laboratories. Laboratories 18 (only in part 1, not in
part 2) and 19 (participated only in part 2) observed expression in
RT minus controls and were therefore not included in data
compilation.

Only four laboratories quantified the RNA in part 1: two used
the Quant-iT™ RNA assay kit, one used the Quant-iT™ Ribo-
Green®™ RNA Assay kit and one used the Bioanalyzer. Overall, the
RNA quantification results were highly variable, probably because
of the small stain sizes and the different quantification methods.
Therefore, we did not attempt to determine the correlation (if any)
between the quantification result and the RNA profiling success.

Post-PCR purification resulted in increased peak heights and
reduced baseline signal noise but did not allow for detection of
additional markers that were not observed prior to post-PCR
purification. Post-PCR purification could be critical for the
interpretation of the semen pentaplex results with dye blobs at
marker-specific positions. Fifteen laboratories in part 1 and 11
laboratories in part 2 performed post-PCR purification.

3.2. DNA results

Fourteen and eleven laboratories (parts 1 and 2, respectively)
performed RNA/DNA co-extraction. No specification of DNA
analysis was provided. Various STR typing kits and cycle numbers

were utilized by the participating laboratories (Table S1). Thus, as a

Table 4
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result of the varying conditions used, direct sensitivity and success
rate comparisons could not be made. However, the results
demonstrated that DNA of sufficient quantity and quality for
STR analysis can be simultaneously extracted with RNA from small
amounts of dried saliva and semen (Table 4). Full STR profiles were
obtained from all human donor stains by most laboratories (data
not shown). The obtained genotypes were confirmed by compari-
son with the reference profiles. Full profiles were obtained from
the saliva dilution series C from 0.5 pl saliva stains, whereas partial
profiles were obtained down to 0.1 .l saliva (Table 4). The quality
of the STR typing results of saliva dilution series B was slightly
lower, possibly resulting from donor-specific differences. From the
semen dilution series A and D, full STR profiles were obtained from
as little as 0.05 l semen stains, and partial STR profiles were
obtained from 0.01 .l semen (Table 4).

3.3. RNA and DNA results of the optional stain samples

The laboratories were invited to analyze additional samples
including bona fide and mock casework samples, non-saliva, non-
semen and non-human body fluid samples. Eighteen saliva stains
and 18 semen stains were analyzed by 7 different laboratories. At
least one of the specific markers was detectable in almost all saliva
and semen stains, including various sizes, storage periods and
storage conditions (Table 5). Representative RNA and DNA
electropherograms are shown in Figs. S1 and S2. With saliva
stains, only an outdoor saliva sample (covered, 7d) showed no
result at all, probably due to degradation or absence of genetic
material from exposure to outdoor conditions. Two of the semen
stains were negative, probably because of low input amount,
difficult starting material or questionable semen contribution.

Twenty-one non-saliva samples (4 blood, 6 semen, 8 vaginal
swabs and 3 others) were analyzed with the saliva triplex by 8
laboratories. Five ‘cross reactive’ peaks (all <1000 RFUs) were
observed, again mainly in vaginal swabs (Table 5). Twenty-one
non-semen samples (4 blood, 8 saliva, 7 vaginal swabs and 2
others) were analyzed with the semen pentaplex by 8 laboratories.
Only 1 ‘cross reactive’ peak was observed (SEMG1 inablood sample).
Full autosomal STR profiles were obtained for most samples where
an RNA/DNA co-extraction was performed (data not shown).

DNA profiling results from 14 laboratories (part 1) and 11 laboratories (part 2) for 2 saliva and 2 semen dilution series (A, B from part 1; C, D from part 2) amplified with
various STR typing kits. Only the 10 SGM Plus loci were taken into account. Dark gray squares represent stains/loci that were detected by more than half of the laboratories,
light gray squares are stains/loci that were detected by 25-50% of the laboratories and white squares represent stains/loci that were detected by less than 25% of the

laboratories.

saliva dilution series B

saliva dilution series C

VWA|[ D16 | D2 |AML| D8 | D21 | D18 | D19 |THO1| FGA | D3 VWA | D16 | D2 [AML| D8 | D21 | D18 | D19 [THO1| FGA| D3
10ul | nd. | nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. [ nd. [ nd. | nd. | nd. | nd. 1111 1 (11 1A 1A 1A 1111111 11/ 111111711
S5ul |13/14(12/14112/14(13/14|13/14|13/14| 12/14|13/14(13/14]13/14(13/14| (11111111 {1111 111111/ 1111 11/ 1111 11/ 1111 1111
Tul [10/14 7/14 | 6/14 |11/14| 9/14 | 9/14 | 6/14 | 9/14 [11/14| 7/14 | 8/14 10/11] 9/11 | 8/11 [10/11{10/11| 9/11 |10/11| 9/11 | 9/11 | 9/11 | 10/11
0.5ul | 8/14 | 6/14 | 2/14 [10/14| 6/14 | 5/14 | 5/14 [ 9/14 | 10/14| 5/14 | 6/14 9/11 ] 9/11 | 8/11 |10/11|10/11] 9/11 | 9/11 | 9/11 | 10/11] 9/11 | 9/11
0.1ul | 1714 214 | 114 | 2114 | 1/14 2/14 M1 211 | 111 | 511 | 311 | 111 | 2/11 | 2111 | 2/11 | 1/11 | 5/11
0.05ul | 1/14 | 114 2/14 114 | 1714 114 211 111
0.01 ul 1/14 nd. | nd. { nd. | nd. { nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
semen dilution series A semen dilution series D
VWA [ D16 | D2 |AML| D8 | D21 | D18 | D19 |THO1| FGA | D3 VWA| D16 | D2 | AML| D8 | D21 | D18 | D19 |THO1| FGA | D3
5ul |14/14(14/14)14/14(14/14|14/14|14/14|13/14|14/14(14/14]13/14(14/14| (11111111 (1111 11111411111 11411111 11/ 11111111
1ul [14/14(12/14113/14|13/14(14/14|12/14|12/14|12/14|12/14| 12/14|12/14| |11/ (1111 1141 1141 {1141 (1141 14/ 1141 {11/ 11/11] 11/11
0.5ul (14/14|13/14|13/14(14/14(14/14)13/14|13/14(13/14(13/14]13/14|13/14( (11111111 1141114111/ 11/ 1141 [ 1141 11/11) 11/11] 11/11
0.1ul (12/14|11/14|11/14(11/14[11/14)12/14|10/14(12/14|12/14]|12/14|12/14 9/11 | 6/11 | 4/11 | 9/11 | 10/11] 9/11 | 7/11 | 911 | 5/11 | 7/11 | 7/11
0.05ul |12/14( 8/14 | 8/14 [11/14|10/14| 8/14 | 7/14 | 9/14 [10/14] 9/14 | 8/14 8/11 | 4/11 | 3/11 | 6/11 | 8/11 | 6/11 | 5/11 | 5/11 | 4/11 | 5/11 | 3/11
0.01ul | 9M14|51418/14|8/14|8/14| 714|714 ] 6/14 [ 814 | 7/14 | 8/14 3/11 2111 [ 1/11 1/11

n.d., not determined.
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Table 5
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mRNA profiling results of the optional stains that were analyzed by the participating laboratories (casework or mock samples, non-saliva/non-semen samples, old stains and
environmentally exposed stains). Numbers are peak heights in RFUs, light gray squares represent RNA peaks <1000 RFUs, dark gray squares >1000 RFUs.

additional saliva stains or non-saliva samples

additional semen stains or non-semen samples

lab|saliva samples HTN3 [STATH | MUC7 lab[semen samples PSA | PRM2 [SEMG1| TGM4 | PRM1
5|wet swab of coffee mug (area of mouth contact) | 8280 0 0 5/0.9cm2 area from panties, sexual assault (PSA pos.) | 1835 | 8899 | 6610 0 8231
5|wet swab of water bottle (area of mouth contact) | 7837 0 89 7|sperm on paper 0 0 2248 0 0
5[wet swab of mouth speaker office phone 0 1117 0 7 |defrost sperm 0 0 46 0 0
7|defrost sperm + saliva 9566 | 9469 | 9985 7|defrost sperm + saliva 0 0 200 0 0
7|saliva E 9302 | 9309 | 9221 9[semen from human 3170 139 | 2221 | 3479 | 2677 | 8092
7|saliva A 9667 | 9675 | 9538 9[semen from human 3280 0 859 | 1079 | 523 | 3570
7|saliva N 9556 | 9494 | 9300 9[semen from human 5302 108 | 4846 | 1803 | 1487 | 7941
7|saliva S 9616 | 9626 | 9256 11|semen, outside covered, 1 day 4689 | 8583 | 7493 | 5683 | 8236
7|saliva E 1 pl 2080 429 928 11|semen, outside covered, 7 days 0 0 0 0 0
7|saliva E 5 pl 9710 | 4275 | 7269 11|semen stored at 37°C for 3 months 7889 | 7837 | 8501 | 7486 | 7821
7|saliva E 10 pl 7610 | 4261 | 9722 11|semen stored at 56°C for 1 month 4589 | 8375 | 8266 | 6009 | 8289
11|saliva, outside covered, 1 day 8644 | 9349 | 3072 11|semen on denim, stored at RT for 6 months 0 8483 | 7412 | 5454 | 8502
11|saliva, outside covered, 7 days 0 0 0 13 |mixed stain on fabric, stored at RT for 4 years | 9791 | 32199 | 20902 | 24514 | 31647
11|saliva, stored at 37°C for 3 months 9336 | 675 | 8965 16|1 pl prostate secretion 6809 0 1369 | 7307 0
11|saliva, stored at 56°C for 1 month 9064 | 9458 | 8732 16|vaginal swab + sperm (1 pl) 0 0 0 0 0
11|saliva on denim, stored at RT for 6 months| 0 0 5255 16|sperm in condom (1 pl 1:10 dil.) 1655 | 7885 | 8132 | 3616 | 7577
16|cigarette butt (only filter, 2 mm wide) [ 1169 | 258 0 17 |mixed stain ( menstrual blood, semen) on swab | 551 |"7437 | 6532 | 1051 | 7377
17 |mixed stain (menstrual blood, saliva) on swab | 6214 | 3273 | 9540 1715 pl azoospermic semen stain, 2 years old | 1660 0 6617 | 1337 0
lab|non-saliva samples HTN3 [STATH | MUC7 lab|non-semen samples PSA | PRM2 [SEMG1| TGM4 | PRM1
2|3 pl blood on FTA 0 0 0 2|3 pl blood on FTA 0 0 781 0 0
11|50 pl blood on cotton 0 0 0 11|50 pl blood on cotton 0 0 0 0 0
13|10 pl blood on swab, stored at RT for 1 year 0 0 0 1310 pl blood on swab, stored at RT for 1 year 0 0 0 0 0
14 (blood 0 0 0 14 |blood 0 0 0 0 0
5[0.9cm2 area from panties, sexual assault (PSA pos.) 0 0 0 5|wet swab of coffee mug (area of mouth contact) 0 0 0 0 0
7|sperm on paper 0 0 0 5|wet swab of water bottle (area of mouth contact) 0 0 0 0 0
7|defrost sperm 0 0 0 5[wet swab of mouth speaker office phone 0 0 0 0 0
16|sperm in condom (1 pl 1:10 dil.) 0 0 0 7|saliva E 0 0 0 0 0
16|1 pl prostate secretion 0 0 292 7|saliva A 0 0 0 0 0
1715 pl azoospermic semen stain, 2 years old 0 0 0 7|saliva N 0 0 0 0 0
11|1/2 vaginal swab 0 0 0 7|saliva S 0 0 0 0 0
16|vaginal swab 0 0 0 16|cigarette butt (only filter, 2 mm wide) 0 0 0 0 0
16|vaginal swab + Sperm (1 pl) 0 0 0 11|1/2 vaginal swab 0 0 0 0 0
17|vaginal swab TSI 4 days 221 0 0 16|vaginal swab 0 0 0 0 0
17|vaginal swab TSI 27 days 0 0 0 17|vaginal swab TSI 4 days 0 0 0 0 0
17|vaginal swab TSI 27 days 0 0 0 17|vaginal swab TSI 27 days 0 0 0 0 0
17|vaginal swab TSI 2 days 0 0 550 17|vaginal swab TSI 27 days 0 0 0 0 0
17|vaginal swab TSI 2 days 0 0 272 17|vaginal swab TSI 2 days 0 0 0 0 0
11(1/2 menstrual swab 0 0 0 17|vaginal swab TSI 2 days 0 0 0 0 0
13|mixed stain on fabric, stored at RT for 4 years 0 0 0 11[1/2 menstrual swab 0 0 0 0 0
17 | mixed stain ( menstrual blood, semen) on swab 0 624 0 17 | mixed stain (menstrual blood, saliva) on swab 0 0 0 0 0

3.4. Tissue- and species-specificity of the saliva and semen multiplexes

The organizing laboratory (Ziirich) tested the saliva and semen
multiplexes on total RNA from a commercially available human
tissue panel, including 20 human tissues (Table S3). The saliva
triplex only showed positive signals with thyroid and trachea. The
semen pentaplex showed reactions only with prostate and testes
(Table S3).

Three laboratories (Brussels, Glasgow, Copenhagen) tested the
saliva and semen multiplexes on animal saliva and semen samples.
The only animal samples where species cross-reactivity was
observed were gorilla saliva (HTN3, STATH and MUC7 (Table 6))
and chimpanzee semen (TGM4 (Table 7)). Most animal samples
showed positive reactions with at least one of the housekeeping
genes, confirming the presence of RNA in these samples.

4. Discussion

The purpose of this exercise was to evaluate an RNA/DNA co-
extraction strategy with challenging saliva and semen samples and
two novel saliva- and semen-specific mRNA multiplexes (a saliva
triplex with the saliva-specific markers HTN3, STATH and MUC7 as
well as a semen pentaplex with the semen-specific markers PSA,
PRM2, SEMG1, TGM4 and PRM1). The semen pentaplex permits the
detection of both, sperm and seminal plasma, thereby allowing the

identification of both spermic and azoospermic semen. Co-extracted
DNA was analyzed with various commercial STR typing kits.

Most participating laboratories successfully applied the method
using their own laboratory equipment and different kits and
chemicals for RNA only or RNA/DNA co-extraction, reverse
transcription and PCR. The samples to be analyzed in this exercise
were challenging because the laboratories did not know the tissue
origin and all stains were low template samples. The differing
sensitivities between the laboratories can be explained by the
different extraction kits and reverse transcription biochemicals
and the skill sets within the laboratories, since those laboratories
with more experience in RNA analysis in general produced better
results than the others. The data from a small number of
laboratories was excluded due to technical problems not
attributable to the mRNA profiling method.

The evaluated saliva and semen markers proved to be specific
and sensitive and therefore suitable for forensic stains, even aged
and low template samples. “Specificity” in the context of gene
expression and in reference to a specific body fluid can indicate
either that expression of a particular gene is only observed in the
body fluid of interest or can be used to describe markers whose
expression is significantly higher in the body fluid of interest than in
other body fluids. While the latter is perhaps more frequently
observed and presents a greater challenge in terms of interpretation,
proper interpretation guidelines could be developed to still permit
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Table 6

Saliva triplex results of animal saliva samples. In addition, the expression of 3
housekeeping genes (B2M, UBC, UCE) was analyzed to confirm successful analysis
despite negative saliva results. Numbers are peak heights in RFUs, positive results
(>100RFUs) are highlighted by shading.

lab [Animal HTN3 STATH MUC7| B2M UBC UCE
10(Bearded dragon 0 0 0 0 0 0
10|Bull 0 0 0 0 0 0
10|Cat 0 0 0 0 0 1851
9(Cat 0 0 0 n.d. n.d. n.d.
10|Chicken 0 0 0 0 0 0
10(Chinese water dragonl 0 0 0 0 0 522
9|Cow 0 0 0 n.d. n.d. n.d.
10|Degu 0 0 0 0 0 2014
10|Dog 0 0 0 0 0 0
9(Dog 0 0 0 n.d. n.d. n.d.
10|Duck 0 0 0 0 0 378
10| Gerbil 0 0 0 0 0 0
10|Goat 0 0 0 0 0 404
10|Gorilla 9259 8890 454 | 9481 366 651
10(Guinea pig 0 0 0 0 0 0
10(Horse 0 0 0 0 0 0
9[Horse 0 0 0 n.d. n.d. n.d.
10|Jackdaw 0 0 0 0 0 1061
10|Leguan 0 0 0 0 0 498
10|Miniature horse 0 0 0 63 641 0
10|Pig 0 0 0 0 0 4052
10|Pigeon 0 0 0 0 0 7733
10|Rabbit 0 0 0 0 0 0
10[Human 7878 6405 7748 | 9331 4002 156

n.d., not determined.

an accurate identification of the presence of a particular biological
fluid. The purpose of this study was not to develop such guidelines
(hopefully it will be the subject of future EDNAP studies once
markers for all relevant body fluids have been evaluated), but to
simply begin to critically evaluate the sensitivity and specificity of
reported semen- and saliva-specific markers and to initially
demonstrate their potential future implementation in forensic
casework.

Table 7

Semen pentaplex results of animal semen samples. In addition, the expression of 3
housekeeping genes (B2M, UBC, UCE) was analyzed to confirm successful analysis
despite negative semen results. Numbers are peak heights in RFUs, positive results
(>100RFUs) are highlighted by shading, asterisks indicate saturation.

lab |Animal PSA  PRM2 SEMG1 TGM4 PRM1| B2M UBC UCE
9|Chimpanzee 0 0 0 2527 0 n.d. n.d. n.d.
19|Cow 0 0 0 0 0 0 0 0
19|Deer 0 0 0 0 0 0 0 1187
9|Dog 0 0 0 0 0 n.d. n.d. n.d.
19]|Dog 1 0 0 0 0 0 0 0 4151
19|Dog 2 0 0 0 0 0 0 0 0
19|Dog 3 0 0 0 0 0 541 0 8855
19|Goat 1 0 0 0 0 0 1627 0 0
19|Goat 2 0 0 0 0 0 3374 2650 0
19|Horse 1 0 0 0 0 0 0 0 1055
19|Horse 2 0 0 0 0 0 0 0 946
19|Horse 3 0 0 0 0 0 10,492 5149 2535
9|Pig 0 0 0 0 0 n.d. n.d. n.d.
19|Pig 1 0 0 0 0 0 0 0 0
19|Pig 2 0 0 0 0 0 106 0 0
19|Pig 3 0 0 0 0 0 0 0 0
19|Sheep 1 0 0 0 0 0 0 0 0
19|Sheep 2 0 0 0 0 0 0 0 0
19]Human 8945* 8556* 9330* 9119 8851*|10,331* 10,164* 10,470*

n.d., not determined.

With the examined saliva and semen markers, single cross-
reactive peaks were observed in non-target body fluids. Most of
them appeared only once and may be characterized as outliers. The
only reproducible finding of putative cross reactivity was a MUC7
transcript in some vaginal samples. Mucins are high molecular
weight glycosylated proteins that form a major part of a protective
biofilm on the surface of epithelial cells, where they can provide a
barrier to particulate matter and bind microorganisms. MUC4 was
originally described as vaginal marker, but has been found to cross-
react with saliva [16,24]. Therefore, some cross-reactivity of MUC7
in vaginal samples is not surprising, particularly because vaginal
swabs normally contain large quantities of epithelial cells.
Additionally, in this study many laboratories did not perform an
RNA quantification prior to reverse transcription resulting in the
input of likely increased amounts of RNA. Since some markers will
have lower level expression in non-target body fluids, it is critical
that suitable input RNA levels are utilized in order to reduce the
occurrence of such cross reactivity. The use of RNA quantification
prior to the reverse transcription reaction would allow for a
standardization of the input of RNA into the reaction thus possible
resulting in a reduction in the occurrence of such cross reactivity.
However, it may be premature at this stage to make a definitive
determination of whether MUC7 will have arole in the identification
of saliva. It may be possible, for example, to use MUC7 in
combination with other markers in order to develop an expression
profile for saliva.

The multiplex PCR systems need some further optimization prior
to routine use in casework analysis because of multiplex design
issues (e.g. split peaks, noisy baseline). However, the multiplexes
used in these initial studies were simply designed to permit more
efficient analysis compared to singleplex reactions (reducing time
and cost for participating laboratories) and therefore did not
undergo a full developmental validation before their use in the
study. As a result, some of these design issues are expected. The use
of post-PCR purification improved the quality of the multiplex
results (reduced appearance of split peaks, dye blobs, etc.) and
increased peak heights from low level samples. Therefore, it is
possible that post-PCR purification could be included as part of the
standard protocol in order to resolve quality issues without
requiring significant labor-intensive multiplex optimization experi-
ments.

RNA quantification was performed by 4 laboratories, but the
results were not consistent, probably because of the low template
samples and/or insufficient sensitivity of the quantification
methods. None of the suggested RNA quantification systems are
ideal as they are not human-specific. The Bioanalyzer normally
attests poor RNA quality and low RNA Integrity Numbers (RIN) with
forensic samples [15]. One of the 4 laboratories used an RNA-carrier
before RNA quantification which could have interfered with the
results.

The saliva and semen multiplexes confirmed body fluid- and
species-specificity when tested on human tissues and animal
samples. Positive reactions of the saliva triplex with thyroid and
trachea and the semen pentaplex with prostate and testes is not
surprising, since these tissues are associated with the respective
body fluids. Both multiplexes showed positive reactions with
primate samples. Cross-reactivity with primate samples is not
entirely unexpected due to the close evolutionary relatedness to
humans, but the presence of primate biological material is not
likely to be found in forensic cases.

HKG expression could not be shown for all animal samples to
confirm successful analysis despite a negative body fluid result.
The 3 housekeeping gene markers were designed for human use,
but the sequences are very similar in mammals. Failure to detect
HKG expression could therefore result from species specificity of
the HKG primers, low input amount or the lack of suitable quality
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RNA. The results are consistent with the saliva and semen markers
having a high degree of specificity for humans/primates.

The following negative controls were included in RNA analysis:
(1) RT minus (no reverse transcriptase added) to identify possibly
contaminating DNA (frequently a larger size than the expected
RNA product) or the presence of pseudogenes (same size as RNA
product); (2) amplification blank. Laboratories 18 and 19 encoun-
tered problems with negative controls and therefore their results
were not used in this study. In the evaluated multiplexes, RT minus
controls should be negative because of prudent primer-design and
no known pseudogenes. Contamination could happen during PCR
(e.g. contamination of the mastermix with template) or during CE
(e.g. re-using sample septa or buffer septa, crosstalk or carryover
[32]).

The possibility of co-extracting RNA and DNA from the same
stain sample is an important advantage since the amount of
sample is often limited in forensic casework. The quantity and
quality of DNA from co-extracted samples seemed to be sufficient
for both casework and environmentally exposed samples. From
almost all stains, good quality DNA profiles and the positive
identification of saliva and semen could be achieved; even stains
exposed to un-controlled humidity and old stains could be
identified correctly. The use of RNA/DNA co-extraction methods
presents an interesting opportunity to evaluate possible quantita-
tive relationships between DNA and RNA from the same sample.
However, such an evaluation could not be performed in the present
study since there was variation in the chemistries, instruments and
protocols that were used by the various laboratories, particularly
for DNA where any STR kit could be used (i.e. no standard
conditions between laboratories). Additionally, many laboratories
did not perform RNA quantification and the current RNA
quantification systems that are available may be influenced by
contaminating residual DNA or endogenous bacteria present in
some fluids. Therefore, this study, as was originally intended,
simply affirms that a co-extraction strategy can be successfully
utilized to obtain RNA and STR profiling results from individual
samples. Future evaluation and validation of such an approach
could indeed determine if quantitative relationships between DNA
and RNA can be made in order to assist in interpretation of results.

In summary, the results of this study support an RNA/DNA co-
extraction strategy allowing for positive identification of the
tissue/fluid source of origin (saliva and semen) by mRNA profiling
as well as a simultaneous identification of the body fluid donor by
STR profiling. The evaluated 3 saliva and 5 semen markers proved
to be robust, reproducible and sensitive. Co-extracted DNA from
the same stain provided good-quality STR profiles. For future body
fluid identification systems, multiplexes for the simultaneous
identification of several body fluids and possibly tissues would be
preferable. A subsequent EDNAP mRNA exercise will include an
evaluation of mRNA markers for the identification of menstrual
blood and housekeeping genes. The collective knowledge gained
from this series of collaborative exercises is likely to facilitate the
formulation of recommended practices and procedures for mRNA
profiling for body fluid identification. A major task will be the
interpretation of RNA results, especially of partial and mixed RNA
profiles. This will be the subject of future EDNAP exercises, once all
markers and possibly multiplexes have been evaluated.
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Housekeeping genes
mRNA profiling

used for the identification of vaginal secretion: Vag triplex (MYOZ1, CYP2B7P1 and MUC4) and a
Lactobacillus-specific Lacto triplex (Ljen, Lcris, Lgas). The laboratories used different chemistries and

instrumentation and all were able to successfully isolate and detect mRNA in dried stains. The
simultaneous extraction of RNA and DNA allowed for positive identification of the tissue/fluid source of
origin by mRNA profiling as well as a simultaneous identification of the body fluid donor by STR profiling,
also from old and compromised casework samples. The results of this and the previous collaborative RNA
exercises support RNA profiling as a reliable body fluid identification method that can easily be
combined with current STR typing technology.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Conventional tests for the identification of blood, saliva and
semen are based on enzymatic and immunological reactions of cell
specific enzymes and antigens, but many of these tests lack
specificity [1]. Recently two screening tests for the identification of
menstrual blood were described, that utilize antibodies for fibrin-
fibrinogen degradation products (latex agglutination test, D-dimer
assay) [2,3]. Neither test has been confirmed and validated for
forensic use. Up to now no reliable presumptive test for the
identification of vaginal secretion exists [1]. The analysis of cell-
specific mRNA expression is a confirmative method for the
identification of body fluids [1,4-37]. The suitability of mRNA
profiling assays has also been demonstrated for old and
environmentally compromised samples [17,18,35]. Recently, three
collaborative exercises were performed by the European DNA
Profiling Group (EDNAP - http://www.isfg.org/EDNAP) in order to
evaluate the robustness and reproducibility of mRNA profiling for
blood, saliva and semen identification: (1) evaluation of three
blood-specific markers (HBB, SPTB and PBGD) using singleplex
reactions [38]; (2) evaluation of seven blood-specific markers
using two multiplex systems, a ‘high sensitivity’ duplex (HBB, HBA)
and a ‘moderate sensitivity’ pentaplex (ALAS2, CD3G, ANK1, PBGD
and SPTB) [39] and (3) a saliva triplex including the markers HTN3,
STATH and MUC7 and a semen pentaplex allowing the detection
and differentiation of sperm (PRM1, PRM2) and seminal plasma
(PSA, SEMG1 and TGM4), the latter of which is necessary for the
identification of semen from azoospermic men [40]. Most
laboratories, some of which had no prior experience with RNA,
were able to successfully isolate and analyze RNA from the

Table 1

provided samples. While sensitivity varied between laboratories,
the method proved to be reproducible and sensitive using different
analytical strategies.

A fourth and fifth collaborative exercise was organized by the
Institute of Legal Medicine, University of Ziirich, Switzerland, on
behalf of EDNAP in order to test forensically suitable menstrual
blood and vaginal secretion markers, respectively. In addition 3
housekeeping genes were evaluated. In a preliminary study
performed by the Florida and Ziirich laboratories, various menstrual
blood and vaginal secretion mRNA markers described in the
literature [11,19,23,34,36] were evaluated in terms of sensitivity,
specificity and performance with casework samples. For this study, 7
menstrual blood, 7 vaginal secretion and 3 housekeeping gene
markers were tested, 16 of which were deemed most suitable for
forensic use (Table 1).Hs202072 was seldom detectable during pre-
testing and therefore excluded from further analysis. In these
exercises, the following multiplexes were developed and provided
to the participating laboratories: (1) two menstrual blood multi-
plexes, MMP triplex (MMP7, MMP10, MMP11) and MB triplex
(MSX1, LEFTY2, SFRP4) in conjunction with a housekeeping gene
triplex (B2M, UBC, UCE); (2) two vaginal secretion triplexes,
including human Vag triplex (MYOZ1, CYP2B7P1 and MUC4) and
bacterial Lacto triplex (Ljen, Lcris, Lgas) and a HBD1 singleplex. These
multiplexes were developed for ease of use in the exercises and have
not been validated for routine use.

The exercises included the analysis of mock casework samples
(2 x 8), dilution series of menstrual blood and vaginal secretions
and optional additional bona fide or mock casework samples from
the participating laboratories. The housekeeping gene markers
were included in order to evaluate their use as positive controls for

List of evaluated mRNA markers for the identification of vaginal secretion, menstrual blood and housekeeping genes.

Gene
Menstrual Blood
MMP7 matrix metalloproteinase 7
MMP10 matrix metalloproteinase 10 } MMP triplex
MMP11 matrix metalloproteinase 11
MSX1 msh homeobox 1
LEFTY2 left-right determination factor 2 } MB triplex
SFRP4 secreted frizzled-related protein 4
Vaginal secretion
MYOZzZ1 myozenin-1
CYP2B7P1 cytochromeP450, family 2, subfamily B,
polypeptide 7 pseudogene 1 Vag triplex
MUC4 mucin 4
HBD1 human beta-defensin 1 HBD1 singleplex
Ljen Ljen [16s ribosomal RNA]
Lcris Lcris [16S-23S intergenic spacer region] Lacto triplex
Lgas Lgas [16S-23S intergenic spacer region]
Housekeeping genes
B2M Beta-2 microglobulin } HKG triplex
UBC Ubiquitin C
UCE Ubiquitin conjugating enzyme

*Not sensitive.
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successful RNA extraction/reverse transcription for future work.
The expression of these housekeeping genes was additionally
tested in blood, saliva and semen dilution series. Several
housekeeping gene markers have already been tested on body
fluids [19,24,32,37], but up to now, no marker has been described
that is universally suitable for all body fluids. Saliva and semen
normally show reduced expression of housekeeping genes,
probably because spermatozoids contain little cytoplasm and
few ribosomes and the desquamated cells of the buccal mucosa
have almost no cell metabolism [19].

Here we present data from 20 and 23 laboratories participating
in the fourth and fifth collaborative exercise on the identification of
menstrual blood and vaginal secretion respectively.

2. Materials and methods
2.1. Samples and materials provided

The organizing laboratory (Institute of Legal Medicine, Univer-
sity of Ziirich, Switzerland) sent one set of samples for each
exercise to the participating laboratories.

Exercise 4 included stains 1-8 (menstrual blood, non-menstru-
al blood, Table 2), a menstrual blood dilution series (1/4-1/64 of a
menstrual blood swab) and 3 dilution series of blood, semen and
saliva (1-0.001 wl blood, 5-0.04 pl semen, 25-0.2 pl saliva).
Menstrual blood from 6 different donors (for 6 stains and 1 dilution
series) was collected on swabs or on sanitary towels (4 fresh
samples and 3 that had been stored for up to 5 years at room
temperature in the dark). Additional fresh samples not containing
menstrual blood (blood, saliva, vaginal secretion) were provided by
3 female donors. Semen (stored frozen for 5 years, thawed and
placed on swabs) was provided by 1 male donor. For stain 2, a
quarter of a swab containing 40 .l EDTA-blood (corresponds to
about 10 .l blood per stain) was provided. Stain 5 was a quarter of
a vaginal secretion swab. For the blood, semen and saliva dilution
series, samples were diluted in 0.9% NacCl to a final volume of 5 .l
per sample and placed on swabs.

Exercise 5 included stains 9-16 (vaginal secretion, non-vaginal
secretion, Table 2) and a vaginal secretion dilution series (1/4-1/
64 of a vaginal secretion swab). Vaginal secretion from 6 different

Table 2
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donors (for 6 stains and 1 dilution series) was collected on swabs,
on a sanitary towel or in underpants, 5 of them were fresh and 2
had been stored for up to 5 years at room temperature in the dark.
Fresh non-vaginal secretion samples (urine, saliva) were provided
by 2 female donors. Stain 11 was half of a swab that was immersed
into liquid urine and stain 15 was half of a buccal swab.

In both exercises, the laboratories were asked, but not required,
to examine additional samples: (1) bona fide or mock casework
material that could include human and/or non-human menstrual
blood and vaginal secretion stains or (2) other forensically relevant
body fluids (e.g. blood, semen, saliva).

HPLC-purified primers were purchased from Microsynth (St.
Gallen, Switzerland). The organizing laboratory prepared primer
mixes for the multiplexes and aliquots were provided to the
participating laboratories for use in amplification reactions (see
below). The primers and samples were sent non-refrigerated by
Fedex or DHL (exercise 4, arrival within 1-2 days, except 1 parcel
that was 20 days in transit; exercise 5, arrival within 1-3 days,
except 2 parcels that were 8 and 10 days in transit).

2.1.1. RNA(/DNA co- Jextraction and reverse transcription

The participating laboratories were asked to use the entire swab
or stain for extraction (RNA only or RNA/DNA co-extraction). The
organizing laboratory provided an example protocol for extraction
and reverse transcription. The laboratories could, however, use
methods of their own choice. The example protocols were
described previously [38,39].

2.1.2. RNA- and DNA-quantification

Participating laboratories were asked to quantify RNA using one
of the following methods: Quant-iT™ RiboGreen®™ RNA Assay kit
(Invitrogen) using a fluorescence microplate reader (high and low
range protocol option) [11], Quant-iT™ RNA assay kit (Invitrogen)
using the Qubit fluorometer [26] or Bioanalyzer (Agilent) [20].
Laboratories were able to quantify DNA using a quantification
system of their own choice.

2.2. Endpoint PCR

The primer sets and amplicon lengths are shown in Table S1.
The forward primers of the menstrual blood and vaginal secretion

mRNA profiling results (MMP, MB, HKG, Vag, Lacto triplexes and HBD1 singleplex) from 24 laboratories for the 16 stains. Dark grey squares represent stains/markers that
were detected by more than half of the laboratories, light grey squares are stains/markers that were detected by 25-50% of the laboratories and white squares represent

stains/markers that were detected by <25% of the laboratories.

MMP triplex MB triplex HKG triplex
Stain Sample MMP11 MMP7 MMP10 MSX1 LEFTY2 SFRP4 B2M UBC UCE
1 Menstrual blood on sanitary towel (fresh) 19/20 18/20 20/20 10/20 20/20 3/20 20/20 20/20 19/20
3 1/4 menstrual blood swab (fresh) 20/20 19/20 18/20 18/20 16/20 15/20 20/20 20/20 20/20
4 Menstrual blood on sanitary towel (5 year old) 19/20 12/20 20/20 8/20 19/20 3/20 20/20 19/20 17/20
6 1/4 menstrual blood swab (5 year old, d1-4) 17/20 16/20 18/20 11/20 7/20 8/20 20/20 20/20 18/20
7 1/12 menstrual blood swab (5 year old, d1/d4) 9/20 7/20 8/20 11/20 6/20 2/20 18/20 18/20 13/20
8 1/4 menstrual blood swab (fresh) 4/20 9/20 11/20 2/20 0/20 0/20 20/20 20/20 20/20
5 1/4 vaginal swab (fresh) 1/20 10/20 4/20 12/20 1/20 0/20 20/20 20/20 20/20
2 1/4 swab with EDTA-blood (fresh) 5/20 1/20 1/20 0/20 0/20 0/20 20/20 20/20 19/20

Vag triplex Lacto triplex Singleplex

Stain Sample MYOZ1 CYP MUC4 Ljen Lcris Lgas HBD1
9 1/4 vaginal swab (2 year old) 22[22 22[22 22/22 10/22 19/22 1/22 21/22
10 5 x 5mm from white worn underpant (fresh) 9/22 18/22 15/22 2222 17/22 722 6/22
12 1/2 vaginal swab, pregnant (fresh) 21/22 21/22 2222 8/22 3/22 22/[22 21/22
13 1/4 vaginal swab (5 year old) 20/22 19/22 20/22 19/22 19/22 1/22 20/22
14 1/2 vaginal swab (fresh) 22/23 22/23 22/23 23/23 2/23 21/23 20/23
16 5 x 5mm from sanitary towel (fresh) 1/23 5/23 2/23 13/23 0/23 1/23 7/23
15 1/2 buccal swab (fresh) 6/23 2/23 7/23 17/23 3/23 2/23 7/23
11 1/2 swab urine (fresh) 0/22 2/22 8/22 21/22 1/22 6/22 9/22
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markers were 5’-labeled with FAM. The HKG forward primers were
5’-labeled with the NED-analogue ATTO550.

The following amplification conditions were recommended:
MMP, MB, HKG, Vag, Lacto triplexes: The 25 .l reaction mix
contained 2 wl cDNA, 2.5 1 10x primer mix (see below), 12.5 .l
2x Multiplex PCR Mastermix (Multiplex PCR kit, QIAGEN), 2.5 .l
Q-Solution (Multiplex PCR kit; QIAGEN), 5.5l H,0. HBD1
singleplex: The 25 .l reaction mix contained 5 pl cDNA, 2.5 wl
10x PCR Buffer II, 2.5 pl dNTPs (2.5 mM each), 3 ul MgCl,
(25 mM), 2 ul 12.5x primer mix, 0.4 wl AmpliTaq Gold® (5 U/
1) and 9.6 wl H,0 (all singleplex reagents from Life Technolo-
gies). Sterile water was used in place of cDNA for no-template
controls.

The 10x primer mixes were prepared using the following
concentrations: MMP triplex: 2 M each; MB triplex: MSX1 5 wM,
SFRP4 5 uM, LEFTY2 2 wM; Vag triplex: 2 wM each; Lacto triplex:
2 uM each; HKG triplex: B2M 2 wM, UBC 2 wM, UCE 5 WM. The
12.5x primer mix for the HBD1 singleplex was 20 wM.

The cycling conditions were as follows: MMP, MB, HKG, Vag,
Lacto triplexes: the initial denaturation was at 95 °C for 15 min,
followed by 35 cycles of 94 °C 30's, 55 °C (+0.2 °C per cycle) 90 s,
72 °C40 s and final elongation at 72 °C for 30 min; HBD1 singleplex:
The initial denaturation was at 95 °C for 11 min, followed by 35
cycles of 94°C 20, 55°C 60s, 72 °C 45 s and final elongation at
72 °C for 30 min.

Post PCR purification was optional, but recommended, to
eliminate dye blobs and to concentrate/dilute the samples by
variation of the elution volume (e.g. MinElute PCR purification kit,
QIAGEN) [26,41].

2.2.1. Capillary electrophoresis (CE)

The participating laboratories used standard, multi-color
fluorescent genetic analyzers and standard electrophoresis con-
ditions for the detection of the menstrual blood, vaginal secretion
and housekeeping gene specific amplicons (Table S2). Any dye set
that included FAM and NED, with associated internal lane
standard, could be used. Raw data were analyzed with GeneScan®
or Genemapper®™ Software (Life Technologies). For data compila-
tion, the threshold for a positive result was set to 100 RFUs (relative
fluorescence units) or 200 RFUs (Genetic Analyzer 3500 series)
respectively, for consistency between laboratories and to avoid
inclusion of false positive results (due to the presence of dye blobs
and baseline noise).

2.2.2. DNA-amplification and -detection

If DNA was co-extracted, the laboratories were asked to use a
standard STR typing kit, PCR and CE conditions of their choice
(Table S2). A peak detection threshold of 50 RFUs was used.

3. Results

Laboratories 1-20 participated in exercise 4 and laboratories 1-
9, 11-24 participated in exercise 5. Each laboratory was asked to
complete a questionnaire describing the methods used (Table S2).
The 24 laboratories used 6 different kits for RNA only or RNA/DNA
co-extraction, 6 different reverse transcription kits, 9 different STR
typing kits for DNA analysis, 7 different thermocyclers, 4 different
genetic analyzers and 3 different polymers (Table S2). Since 3
packages experienced longer shipping times at outside/room
temperature, primer mixes may have been impaired. Slightly
reduced sensitivities were reported with the vaginal markers (8
and 10 days in transit), but no impairment was detected with the
menstrual blood multiplexes (20 days in transit). Since no
significant adverse effects were observed (slight reduction in
sensitivity could be due to other contributing factors as well),
results from these laboratories were included in the final analysis.

While unfortunate, the delays have provided some useful
information regarding the robustness of the consumables and
mRNA.

3.1. RNA results

The mRNA profiling results are summarized in Table 2. All 24
laboratories were able to perform the method successfully as
demonstrated by detection of the RNA menstrual blood, vaginal
secretion and housekeeping gene markers. No results for stains 9-
13 were available for laboratory 7 due to incorrect manipulation of
the stains, but results were obtained for all other samples in the
exercises.

The 6 menstrual blood and 6 vaginal secretion stains were
identified correctly by all laboratories (Table 2). The MMPs, MSX1
and LEFTY2 were detected in most menstrual blood samples
(stains 1, 3-4, 6-8) by more than half of the laboratories, but SFRP4
was only detected in the high input menstrual blood samples 3 and
6. MYOZ1, CYP2B7P1, MUC4, HBD1 and at least one of the
lactobacilli markers were reliably detected in the vaginal secretion
samples (stains 9-10, 12-14, 16). Stains 8 (1/4 fresh menstrual
blood swab)and 16 (5 x 5 mm from fresh sanitary towel) appeared
to be challenging possibly due to donor specific light menstrual
blood/vaginal secretion flow.

For stain 6, menstrual blood swabs were collected from the
same donor on days 1-4 of menstruation, for stain 7 from another
donor on days 1 and 4, all stored 5 years at room temperature in
the dark. Several laboratories were given part of the same
menstrual blood swab for analysis. We then evaluated the
variation in marker detection amongst the samples from days
1-4 (Table S3). By day 3 and day 4 of menstruation some of the
menstrual blood specific markers (MSX1, LEFTY2, SFRP4) tended
to disappear, whereas the metalloproteinase markers (MMP7,
MMP10, MMP11) were detected for most of the days of
menstruation, with some (possible intra-individual) variation.
Variation in gene expression is expected over the reported days of
menstruation, especially towards the end of menstruation, as
menstrual blood flow can vary significantly [42]. For stain 13,
vaginal swabs were collected from the same donorondays 5,7, 13,
20, 24 and 28 of the menstrual cycle (stored 5 years at room
temperature in the dark). Some laboratories were given a quarter
of the same vaginal swab for analysis (in one instance, 3 labs using
one of the samples and 4 labs using another). The results were
similar for all time points and markers and are therefore collated
into one result (Table 2, stain 13). Representative electropher-
ograms of menstrual blood and vaginal secretion stains are shown
in Figs. 1 and 2.

In exercise 4, two non-menstrual blood samples (stain 2:
blood; stain 5: vaginal secretion) and in exercise 5, two non-
vaginal secretion samples (stain 11: urine; stain 15: saliva) were
included in order to evaluate the specificity of the included
menstrual blood and vaginal secretion markers. MMP7 and MSX1
were detected by more than half of the laboratories in stain 5 (1/4
vaginal swab), and MUC4, HBD1, MYOZ1, Ljen and Lgas were
detected in stains 11 (1/2 urine swab) and 15 (1/2 buccal swab).
Minor occurrences of cross reactivity were observed for the other
markers by a small number of laboratories (Table 2). In general,
the cross reactive peaks showed reduced signal intensities
compared to those of menstrual blood and vaginal secretion
samples (Table S4).

For the dilution series, the HKG 3plex markers were detected
by most laboratories down to the smallest sample size (1/64
menstrual swab) (Table 3). The MMP markers, whereof MMP10
was the most sensitive, were detected by more than half of the
laboratories down to the smallest sample size. MSX1 was
detected by more than half of the laboratories in 1/8-sized
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Fig. 1. Representative electropherograms from a menstrual blood sample (stain 3, 1/4 fresh menstrual blood swab, laboratory 15). RNA was analyzed with the MMP triplex (a),
the MB triplex (b) and the HKG triplex (c). DNA was analyzed with the SGMplus kit (d). Overflow peaks are marked with an asterisk (-).

menstrual swabs, but only sporadically in smaller sample sizes. detected by most laboratories down to the smallest sample size
LEFTY2 and SFRP4 were the least sensitive markers and were (1/64 vaginal swab) (Table 3). Lgas was only sporadically
detected only by a few laboratories (even in high input samples). detected throughout the range of sample sizes tested, which

MYOZ1, CYP2B7P1, MUC4, HBD1, Ljen and Lcris were also might be due to the limited co-presence of different Lactobacilli
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Fig. 2. Representative electropherograms from a vaginal secretion sample (stain 13, 1/4 vaginal swab (5 year old), laboratory 17). RNA was analyzed with the Vag triplex (a),
the Lacto triplex (b) and the HBD1 singleplex (c). DNA was analyzed with the NGM kit (d). Overflow peaks are marked with an asterisk (+).

within one individual (see Section 4) rather than the detection shown). In exercise 5, eight laboratories detected 1, 2 or all 3
sensitivity per se of the marker. Lacto markers in RT minus controls. In most, but not all, cases

Only sporadic peaks were detected in the RT minus (no the peaks in the RT minus controls were considerably smaller
reverse transcriptase added) or PCR negative controls (data not than the respective peaks in the RT plus samples. Additionally,
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Table 3

mRNA profiling results (MMP, MB, HKG, Vag, Lacto triplexes and HBD1 singleplex) from 24 laboratories for the menstrual blood and vaginal secretion dilution series. Dark
grey squares represent stains/markers that were detected by more than half of the laboratories, light grey squares are stains/markers that were detected by 25-50% of the
laboratories and white squares represent stains/markers that were detected by <25% of the laboratories.

MMP triplex MB triplex HKG triplex

Sample MMP11 MMP7 MMP10 MSX1 LEFTY2 SFRP4 B2M UBC UCE
1/4 15/20 16/20 19/20 11/20 7/20 3/20 20/20 20/20 20/20
1/8 14/20 13/20 18/20 12/20 4/20 6/20 20/20 20/20 20/20
1/16 13/20 15/20 17/20 10/20 4/20 2/20 20/20 19/20 20/20
1/32 12/20 9/20 17/20 3/20 3/20 3/20 20/20 20/20 19/20
1/64 7/20 9/20 14/20 3/20 4/20 3/20 19/20 19/20 15/20

Vag triplex Lacto triplex Singleplex
Sample MYOZ1 CYP MUC4 Ljen Lcris Lgas HBD1
1/4 23/23 23/23 23/23 22/23 21/23 2/23 22/23
1/8 22/23 22/23 21/23 22/23 21/23 2/23 19/23
1/16 21/23 21/23 20/23 21/23 21/23 2/23 16/23
1/32 19/23 21/23 20/23 21/23 19/23 2/23 14/23
1/64 15/23 19/23 19/23 20/23 18/23 4/23 12/23

Ljen was detected in extraction or PCR negative controls by two
laboratories.

Only two laboratories in exercise 4 and four laboratories in
exercise 5 quantified the RNA: One used the Quant-iT™ RNA assay
kit as well as the Bioanalyzer; one used the Quant-iT™ Ribo-
Green®™ RNA Assay kit and two used a Nanodrop microvolume
spectrophotometer (Table S5). Despite the small stain sizes and the
different quantification methods, the RNA quantification results
correlated quite well, in that the body fluid dilution series showed
decreasing RNA amounts and high/low level stains could be
differentiated (Table S5). Since only a small number of laboratories
performed RNA quantitation, there was insufficient data in order to
determine the correlation (if any) between the quantification
result and RNA profiling success.

Post-PCR purification resulted in increased peak heights and
reduced baseline signal noise but did not allow for detection of
additional markers that were not observed prior to post-PCR
purification. Eight laboratories in exercise 4 and 7 laboratories in
exercise 5 performed post-PCR purification.

3.1.1. Comparison to other multiplexes

Two laboratories additionally tested the extracted RNA/cDNA
with their own body fluid specific multiplexes, a 19plex from NFI
[32] in EDNAP RNA exercise 4 and the CellTyper 11plex from ESR
[23,24] in EDNAP RNA exercise 5. The 19plex includes the 2
menstrual secretion markers MMP7 and MMP11 with different
primer sets than used in the MMP 3plex. The 19plex and the MMP
3plex results were difficult to compare, because different cDNA
dilutions, PCR cycle numbers and CE injection voltage/time were
applied (19plex data not shown). However, the menstrual blood
stains and menstrual blood dilution series were identified correctly
with both multiplexes. Additionally, the 19plex provided indica-
tions for stains 2 and 5 to be blood and vaginal secretion and also
identified the body fluid dilution series as blood, saliva and semen.
The CellTyper 11plex includes the 2 vaginal markers Lcris and Lgas
with different primer sets than used in the Lacto 3plex. The results
of the CellTyper 11plex (data not shown) and Lacto 3plex were in
good agreement for stains 9-16 and the vaginal secretion dilution
series. Additionally, the CellTyper 11plex identified stain 15
successfully as saliva.

3.2. DNA results
A total of 19 and 22 laboratories (exercise 4 and 5,

respectively) performed RNA/DNA co-extraction. No specifica-
tion for DNA analysis was provided. Various STR typing kits and

cycle numbers were utilized by the participating laboratories
(Table S2). Full STR profiles were obtained from all stains and the
menstrual blood/vaginal secretion dilution series (down to the
1/64 swab) by most laboratories (data not shown). The obtained
genotypes were confirmed by comparison with reference
profiles. A total of 15 and 19 laboratories (exercise 4 and 5,
respectively) quantified the DNA using different quantification
systems. Due to the small stain sizes and the different extraction
and quantification methods used, the DNA quantification results
were difficult to compare. However, the results were in the same
order of magnitude for each particular stain (Table S6). Overall,
the results demonstrated that DNA of sufficient quantity and
quality for STR analysis could be simultaneously extracted with
RNA from small amounts of dried stains.

3.2.1. RNA and DNA results of the blood/semeny/saliva dilution series

Dilution series of blood (1-0.001 wl), semen (5-0.04 1) and
saliva (25-0.2 pl) were tested with the HKG triplex to test these
housekeeping genes for their suitability as positive control for the
presence of biological material and for successful RNA extraction/
reverse transcription. These body fluid dilution series were
prepared in such a way that loss of the housekeeping gene
markers by dilution could be observed. Since saliva and semen are
known to exhibit reduced housekeeping gene activity, higher input
amounts of saliva and semen were used. Most laboratories
performed RNA/DNA co-extraction on these samples and could
provide RNA and DNA results. Some of these housekeeping genes
could be detected down to 0.01 wl blood, 0.2 .l semen and 1 pl
saliva (Table S7). Based on these dilution series, B2M and UBC
seemed to be more sensitive than UCE for all tested body fluids. STR
profiles could be recovered down to about the same amounts,
except for semen where partial profiles down to 0.04 .l were
reported (Table S7). On the other hand good RNA results (B2M and
UBC) could be obtained from 0.01 .l blood, whereas poor STR
results were obtained from this same amount of blood.

3.2.2. RNA and DNA results of the optional stain samples

The laboratories were invited to analyze additional samples
including bona fide and mock casework samples, non-menstrual
blood, non-vaginal secretion and non-human samples. Forty-nine
menstrual blood samples, 28 non-menstrual blood samples (blood,
saliva, semen, urine, vaginal secretion, skin) and 5 non-human
samples (cat, dog, chimpanzee) were tested by 12 laboratories
with the menstrual blood multiplexes. Fifty-five vaginal samples,
12 menstrual blood, 52 non-vaginal samples (blood, saliva, semen,
skin, anal) and 2 non-human samples (cat, dog) were tested by 16
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laboratories with the vaginal and housekeeping gene markers. At
least one of the specific markers was detectable in almost all
menstrual blood and vaginal secretion stains (Tables S7 and S8),
including various stain sizes, storage periods and storage condi-
tions. Vaginal markers were also detected in menstrual blood
stains as is expected since menstrual blood is a complex mixture of
menstrual blood, peripheral blood and vaginal secretions. For the
menstrual blood stains, only one sample showed no RNA result at
all (body fluid specific markers and housekeeping genes), perhaps
due to limited cell amount, but a DNA profile could be generated.
For two other menstrual blood stains housekeeping genes were
detected, but no body fluid specific marker. This may be attributed
to the presence of a limited amount of actual menstrual blood in
the sample but sufficient biological material (e.g. vaginal secretion)
present to permit detection of the housekeeping genes. Two
vaginal secretion stains were negative for vaginal specific markers:
One endovaginal swab from a 13 year old girl and another specified
as underwear from a man in a rape case. In the latter case the
presence of the stain being from this source might be uncertain or
not enough female cell material was present.

Sporadic cross reactive peaks (most of them <1000 RFUs) were
observed with the menstrual blood markers in blood, saliva, semen
and more prominently in a skin sample (described as ‘human skin
wound’) and several vaginal swabs (not specified at which day of
cycle) (Table S8). The 3 housekeeping genes performed well in all
human stains tested, only UCE appeared to perform less well in
saliva samples (Table S8). Only sporadic peaks were observed with
the vaginal markers in blood and skin, but several cross reactive
peaks in saliva and semen were observed (mainly from Ljen) (Table
S9). Full autosomal STR profiles were obtained for most samples
where an RNA/DNA co-extraction was performed (data not
shown).

4. Discussion

The purpose of this exercise was to evaluate an RNA/DNA co-
extraction strategy with challenging menstrual blood and vaginal
secretion samples and novel menstrual blood- and vaginal
secretion-specific mRNA multiplexes (2 menstrual blood triplexes
including the markers MMP7, MMP10, MMP11, MSX1, LEFTY2,
SFRP4 as well as 2 vaginal secretion triplexes including the markers
MYOZ1, CYP2B7P1, MUC4, Ljen, Lcris, Lgas) and a HBD1 singleplex.
In addition, a housekeeping gene triplex (B2M, UBC, UCE) was
tested to confirm the presence of RNA of sufficient quantity and
quality for analysis. Co-extracted DNA was analyzed with various
commercial STR typing Kkits.

All participating laboratories successfully applied the method
using their own laboratory equipment and different kits and
chemicals for RNA only or RNA/DNA co-extraction, reverse
transcription and PCR. The samples to be analyzed in this exercise
were challenging because the laboratories did not know the tissue
origin and some stains were low template samples. The differing
sensitivities between the laboratories can be explained by the
different extraction kits and reverse transcription chemistries
used. In addition, it is not possible to prepare identical stains for so
many laboratories, different swabs and even different parts from
the same swab can contain different cell amounts. And some
packages experienced longer transit times at outside/room
temperature, which could have impaired the primer mixes.

The evaluated menstrual blood markers proved to be specific,
apart from single positive reactions with non-menstrual blood
stains (mainly vaginal secretion). Towards the end of menstrua-
tion, as menstrual blood flow can be significantly lighter, some of
the menstrual blood specific markers (MSX1, LEFTY2, SFRP4)
tended to disappear, whereas the metalloproteinase markers were
detected for most days of menstruation. We could not confirm the

reported reduced expression of MMP11 on day 1 [5], which might
be due to the time point of sample taking and inter-individual
differences. Amongst the menstrual blood markers, the metallo-
proteinase markers exhibited the highest sensitivity with more
than half of the laboratories detecting all three markers with as
little as 1/16 of a swab and MMP10 detected by more than half of
the laboratories with as little as 1/64 swab. The sensitivity for
MSX1, LEFTY2 and SFRP4, was considerably lower than those
observed for the metalloproteinase markers. MSX1 was detected
by more than half of the laboratories down to 1/16 of a swab, while
LEFTY2 and SFRP4 were not detected by more than half of the
laboratories for any of the sample sizes.

All of the evaluated vaginal secretion markers were able to
detect vaginal secretion. However, MUC4 and HBD1 cross-reacted
with other body fluids (mainly saliva) as has been reported
previously [12,21,37,43]. It was reported that predominance of one
Lactobacillus species is common in vaginal microbial populations
[44,45]. In particular, 4 species of this genus (L. iners, L. crispatus, L.
gasseri, L. jensenii) are mainly represented in women from different
regions and ethnic groups with very limited evidence of their co-
presence in the same host [44,45]. The results from this study
appear to support that finding in that most vaginal samples
exhibited only one of the 2 species Lcris or Lgas. Ljen was detected
in the majority of the samples, but also in some negative controls,
suggesting the possibility of general Ljen contamination in the
environment as a possible reason for these results. A potential
drawback of vaginal specific Lactobacillus markers is, that they are
also detected on body sites close to (female groin) or in contact
with (penis) the vagina, albeit this was tested only in small sample
sizes [46]. The sensitivity was good for all evaluated vaginal
secretion markers. MUC4, HBD1 and Ljen results should be
interpreted carefully because of their cross-reactive potential.
After the commencement of this study, a new vaginal marker
(Mesothelin, MSLN) was described [47]. However, a large sample
to sample variation and some cross reactivity with saliva was
evident. This marker should be subjected to a validation exercise
similar to the one described here to determine whether it offers
superior sensitivity and specificity in comparison to any of the
tested markers. In summary, most of the evaluated menstrual
blood and vaginal secretion markers proved to be specific and
sensitive and therefore suitable for forensic stains, even for aged
and low template samples.

Expression analysis of housekeeping genes was evaluated as a
positive control for the presence of biological material and a
successful extraction and reverse transcription of RNA of sufficient
quality and quantity for analysis. The sensitivity of housekeeping
gene detection was in the same range as the body-fluid-specific
markers [26,39,40] and STR analysis (Table S7), though slightly
reduced in saliva and semen compared to the saliva and semen
specific markers [40]. Two of the housekeeping genes tested in this
study, B2M and UBC, proved to be quite sensitive and were
detected in most body fluid stains (Table S8). Moreno et al. tested
the expression levels of a selection of housekeeping genes and
showed B2M to be expressed most consistent among body fluids
[48]. Based on our data, these housekeeping genes do not appear to
be particularly good positive controls in the sense that they should
reliably show positive results when biological material is present.
At least for saliva and semen, they are less sensitive than the body
fluid specific genes. Anyhow, they can be useful for the
interpretation of results together with RNA and DNA data. If for
example, housekeeping gene expression analysis and STR profiling
is successful but no body fluid specific genes are detected, the
biological source material might be another, not tested body fluid
or tissue. If on the other hand STRs can be detected, but no RNA
profiling of either housekeeping or body fluid specific genes were
obtained, sensitivity might be a problem. There is no consensus yet
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as to whether housekeeping gene detection should be a require-
ment for RNA based body fluid identification assays. More studies
are warranted in this area.

Another issue is the development of suitable interpretation
guidelines, such as those suggested by Lindenbergh et al. [32] or
Roeder et al. [34]. What criteria should one use when considering
the likely presence or absence of a particular fluid, given the
absence/presence and/or relative peak heights of specific markers?
How many and which markers should at least be present to
identify a body fluid? In general, any false positive reduces the
reliability of a test, therefore further investigations on specificity
would be useful.

RNA and DNA quantification results were reasonably consistent
among laboratories in that high/low input samples could be
differentiated and the dilution series showed a monotonic gradual
decrease in analytical signal. When comparing absolute numbers,
the variation was of course quite high and standard deviations
were in the same range as the mean values. This can easily be
explained by the different extraction and quantification methods
used by the laboratories. None of the suggested RNA quantification
systems are ideal as they are not human-specific.

Two laboratories additionally used their own multiplexes (a
19plex from NFI and CellTyper 11plex from ESR) to identify the
stains and dilution series. The results regarding menstrual blood
and vaginal secretion were concordant. No detailed comparisons
with multiplexes were performed since that was not the primary
object of this study.

The following negative controls were included in RNA analysis:
(1) RT minus (no reverse transcriptase added) to identify possible
contaminating DNA (frequently a larger size than the expected
RNA product) or the presence of pseudogenes (same size as RNA
product) and (2) amplification blank. In exercise 4, only sporadic
peaks appeared in the RT minus controls and are regarded as
outliers. In exercise 5, eight laboratories found 1, 2 or 3 Lacto peaks
in RT minus controls. This was most probably due to genomic DNA
contamination since 4 of these laboratories did not use the
recommended TURBO DNA-free DNase treatment. In addition, 2
laboratories found Ljen peaks in extraction or PCR negative
controls, which could be due to crosstalk/carryover [49] or a
general Ljen environmental contamination in the laboratory or
contamination of the primer mix.

The possibility of co-extracting RNA and DNA from the same
stain sample is an important operational consideration since the
amount of sample is often limited in forensic casework. From
almost all stains, good quality DNA profiles and the positive
identification of menstrual blood and vaginal secretion could be
achieved, even for aged stains and those exposed to un-controlled
humidity.

In summary, the results of this study support an RNA/DNA co-
extraction strategy allowing for positive identification of the
tissue/fluid source of origin by mRNA profiling as well as a
simultaneous identification of the body fluid donor by STR
profiling. Most of the evaluated menstrual blood and vaginal
secretion markers proved to be robust, reproducible and sensitive.
Care should be taken with the vaginal markers MUC4, HBD1 and
Ljen because of the potential for cross reactivity with other body
fluids as well as presence in negative controls in the case of Ljen.
Co-extracted DNA from the same stain provided good-quality STR
profiles. Together with the precedent RNA exercises [38-40], a set
of reliable RNA markers is now available for the identification of
the most common forensic body fluids, namely blood, saliva,
semen, menstrual blood and vaginal secretion. A subsequent
EDNAP mRNA exercise will include an evaluation of mRNA
markers for the identification of skin. Another task for future
exercises would be the above mentioned development of suitable
interpretation guidelines.
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Peuplement du sud de la Sibérie et de I’Altai a ’Age du Bronze :
apport de la paléogénétique

Les steppes eurasiennes connectent I’Europe, I’Asie Centrale, la Chine, I’Asie du Sud et le Moyen-Orient. Au
cours du temps, de nombreuses populations, issues d’Europe ou d’Asie, s’y sont succédées. L’acces direct au
génome des populations anciennes semble étre le moyen le plus fiable d’étudier la diversité génétique présente a
un moment donné en s’affranchissant des événements postérieurs qui ont pu considérablement la modifier. Ce
travail s’est plus particulierement intéressé a la dynamique de peuplement du sud de la Sibérie et de I’Altai a
I’age du Bronze (I1I°™ - I* millénaire avant J.-C), période pendant laquelle les steppes eurasiennes auraient
connues de nombreux mouvements d’Ouest en Est. Les analyses moléculaires ont portés sur 69 spécimens
anciens. La stratégie adoptée a consisté, en plus de I’étude de I’ADN mitochondrial, & étudier les lignées
paternelles de ces individus, ainsi que des marqueurs autosomaux, informatifs de leur origine biogéographique
(AIM) et des caracteres pigmentaires tels que la couleur des yeux et des cheveux. L’ensemble des données
moléculaires obtenues nous a permis de mettre en évidence une évolution du pool génique au sein de la région
étudiée. Tout d’abord, il semble qu’en plus de partager des caractéres culturels, les porteurs de la culture
d’Afanasievo bien que mis au jour dans différentes régions (début de I’age du Bronze) avaient des caractéeres
génétiques communs laissant penser qu’ils proviennent d’un méme groupe ancestral. Ces individus semblent
génétiquement proches des populations européennes actuelles. Cela semble donc en accord avec I’hypothése
proposée par de nombreux archéo- et anthropologues, consistant a présenter la culture d’Afanasievo comme le
résultat d’une diffusion vers I’Est des porteurs de cultures de I’ouest des steppes. L’analyse du pool génique des
populations ayant suivies a révélé un apport de lignées est-eurasiennes, notamment au niveau des lignées
paternelles. Des populations asiatiques autochtones se sont donc probablement mélangées avec ces peuples
venus de I’Ouest. Enfin, durant le 11°™ millénaire avant J.-C, le pool génique de ces populations semblent avoir
été de nouveau modifié, avec I’apparition, sur une large zone s’étendant du sud de la Sibérie au bassin du Tarim
en passant par I’Altai, de I’haplogroupe Rlala. Cet haplogroupe pourrait ainsi étre associé a I’expansion de la
culture d’Andronovo et aux locuteurs de langues indo-iraniennes. Le faible effectif observé par groupe culturel
ainsi que le processus de recrutement funéraire peut bien évidemment avoir biaisé une partie des analyses.
Néanmoins, ces données moléculaires ont amené de nouveaux éléments pour la compréhension du peuplement
de cette région qui apparait comme un processus complexe, qu’il sera nécessaire d’approfondir lors de nouvelles
études paléogénétiques voire paléogénomiques.

Settlement of South Siberia and Altai during the Bronze Age: contribution of paleogenetic

The Eurasian steppes connect Europe, Central Asia, China, South Asia and the Middle East. Over time, there
was a succession of populations from both Europe and Asia in this area. Direct access to ancient human genomes
seems to be the most reliable way to study the genetic diversity found in the past and escape from later events
that could have modified this diversity. The present work has focused on the settlement of the South Siberia and
the Altai mountains during the Bronze Age (I11-1 millennium BC), period during which the Eurasian Steppes
knew eastward population movements. The molecular analyses were performed on 69 ancient samples. The used
strategy consisted in the study of maternal and paternal lineages and autosomal markers informative of
biogeographical ancestry (AIM) and physical appearance. Taken together, these results show an evolution of the
genetic pool in this area during the Bronze Age. First, in addition to shared cultural features, the bearers of
Afanasievo culture (early Bronze Age) from different regions shared common genetic features. These ancient
specimens seemed close to current European populations in accordance to archaeo- and anthropological
hypothesis which present Afanasievo culture as an eastward movement of population from western steppes.
Then, the analysis of the later cultures revealed an input of east Eurasian lineages, particularly in paternal
lineages. Native east Eurasian populations would have mix with these western populations. Finally, during the 11
millennium BC, this genetic pool seems to have evolved again, especially with the emergence of Rlala
haplogroup on a wide area from South Siberia through Altai to the Tarim Basin. This haplogroup can be
associated to the Andronovo diffusion and the speaker of Indo-Iranian language. The low effective observed in
each cultural group and the funeral recruitment could of course have induced a bias in some analyses.
Nevertheless, these molecular data gave new elements to understand the settlement of this region which seems to
be a complex process that it will be necessary to deepen with new paleogenetic even paleogenomic studies.
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